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Ceo - poczatkowe stezenie enzymu

C - stezenie inhibitora

Cr - stezenie produktu

Cs - stezenie substratu

Cso - poczatkowe stezenie substratu

D - zdezaktywowana forma enzymu

Di - czesSciowo zdezaktywowana forma enzymu
E - aktywna forma enzymu

Ei - przejsciowa forma enzymu

E, - energia aktywacji procesu dezaktywacji rownolegtej substratem

E,r  -energia aktywacji procesu dezaktywacji termicznej enzymu
Er - energia aktywacji reakcji

El - kompleks enzym-inhibitor

Enz(Por-Fell) - katalaza z uktadem porfirynowym

ES - pierwszorzedowy kompleks enzym — substrat

ESI - kompleks enzym - substrat - inhibitor

ESS  -drugorzedowy kompleks enzym — substrat

| - inhibitor

K, - stata szybkosci dezaktywaciji substratem

ky, - przedwyktadnicza stafa szybkosci dezaktywacii
kyy - stata szybkoSci dezaktywacji termiczne;

Koro - Przedwyktadnicza stata szybkosci dezaktywacii termicznej

Kpros - Stata szybkosci dezaktywaciji w temperaturze odniesienia

kr - stata szybkosci reakcji

ks - stata szybkosci reakcji

ke - przedwyktadnicza stafa szybkosci reakcii
Ki - stata inhibicji
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- stata Michaelisa-Menten

- produkt
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- stata gazowa

- wspotczynnik determinacji

- czas reakcji

- temperatura

- temperatura odniesienia
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- substart

- (unit) to ilos¢ enzymu katalizujgca przemiang 1umola substratu w czasie 1 minuty
w temperaturze 25°C, uzywajac stezenia substratu, przy ktdérym reakcja jest zerowego
rzedu (w przypadku katalazy stezenie poczatkowe H2O> jest w zakresie od 0,0092 do
0,0103 mol/dm?3)

- maksymalna szybko$¢ reakcji
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- $redni btad wzgledny

- molowy wspotczynnik absorpcji
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- kwas asparaginowy
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Wprowadzenie

Biotechnologia jest interdyscyplinarng dziedzing nauki postugujaca sie wiedzg
z biochemii, mikrobiologii i nauk inzynieryjnych. Zajmuje sie ona zastosowaniem proceséw
biologicznych w technologii i produkcji przemystowej. Obecne i przyszte badania
biotechnologiczne obejmujg zastosowania ztozonych substancji naturalnych (komérek lub ich
czesci) oraz molekularnych analogéw (rekombinowanych pochodnych lub zupetnie nowych,
produkowanych biosyntetycznie substancji quasi-naturalnych) w celu pozyskania produktéow
i ustug w procesach biokatalizy i biotransformacji [104].

W reakcjach biokatalizy, zastosowany materiat biologiczny stuzy do prowadzenia reakcji
chemicznych in vitro lub in vivo. Uzyty w reakcji biokatalitycznej substrat ulega biotransformaciji,
a otrzymany produkt nie wykazuje aktywno$ci biologicznej, funkcji metabolicznej oraz nie
dostarcza energii [15]. W celu zwiekszenia uzycia preparatow enzymatycznych w skali
przemystowej m.in. otrzymywane sg one: z mikroorganizméw zyjacych w ekstremalnych
warunkach; poprzez dodanie zwigzkéw stabilizujgcych enzymy, poprzez modyfikacje chemiczng
biatka enzymu lub stosujac metody inzynierii genetycznej lub technik immobilizaci.

Wsréd przemystowych procesow biotransformacji z uzyciem enzyméw najczesciej
stosowane sg m.in. oksydoreduktazy (okoto 30%), a wérdd nich katalaza, uzywana do rozktadu
nadtlenku wodoru. W ostatnich latach obserwuje sie szybko wzrastajace zuzycie nadtlenku
wodoru w procesach przemystowych i oczyszczaniu $ciekow. W wiekszo$ci przypadkow
niezbedne jest wyeliminowanie pozostato$ci nadtlenku wodoru. Tradycyjnie stosowane metody
chemiczne majg szereg wad. Alternatywg jest wiec uzycie katalazy. Enzym ten uzywany jest
gtéwnie w przemysle wiokienniczym do usuwania nadtlenku wodoru, po procesie rozjasniania
tkanin [75, 115] oraz w przemysle spozywczym, w ktdrym nadtlenek wodoru powstaje, w wyniku
dziatania oksydazy glukozowej, przyczyniajacej sie do podniesienia trwatosci produktéw
spozywczych poprzez usuniecie tlenu. Katalaza moze by¢ réwniez uzywana podczas rozktadu
H20. pozostatego po zimnej sterylizacji nabiatu.

Od wielu lat stosowano katalaze wotowg [4,101,127,195] charakteryzujacej sie niskg
stabilnoscig w poréwnaniu z innymi katalazami. Jednak do zastosowan w przemysle
wtokienniczym, gdzie zalecane jest szybkie i niezawodne usuniecie H202, zalecana jest katalaza
z Aspergillus niger [46,76,83,192,194] o wyzszej stabilnosci. Stosowana katalaza powinna
spetniac  wymagania stawiane wszystkim enzymom tzn. charakteryzowaC sie wysokq

aktywnoscig, odpowiednig specyficznoscig i wysokg stabilnoscig w warunkach procesowych
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— odpornoscig m.in. na dezaktywujacy wptyw temperatury oraz pH. Katalaza stosowana
w przemysle spozywczym, kosmetycznym i farmaceutycznym musi pochodzi¢ z drobnoustrojow
zaklasyfikowanych jako GRAS. Tak jest w przypadku Aspergillus niger, ktory jest zrodtem wielu
enzymow, takze katalazy.

Celem pracy byto przeprowadzenie badan i modelowanie reakcji enzymatycznej

z uwzglednieniem dezaktywacji katalazy z Aspergillus niger. Prowadzono badania stosujac
katalaze A. niger pochodzacq z firmy Sigma-Aldrich dalej nazywang katalazg S-A oraz z firmy
Novozymes (o nazwie handlowej Terminox Ultra) dalej nazywang katalazg N.
Wiekszos¢ prac badawczych dotyczacych katalazy A. niger, dotyczyta badania enzymu w postaci
unieruchomionej [5,6,167,169,173]. Jednak preparaty enzymatyczne katalazy A. niger dostepne
w sprzedazy [9, 46, 77-83] oraz zalecane w uzyciu, s w formie natywnej. Zauwaza sie, iz brak
jest danych warto$ci statych szybkosci reakcji i dezaktywacji w zalezno$ci od temperatury dla
tego rodzaju katalazy. Przeprowadzenie rozktadu nadtlenku wodoru w bioreaktorach sterowanych
optymalnie wymaga znajomosci parametrow kinetycznych. Przeprowadzone wczesniej analizy
wykazaly, ze zastosowanie sterowania optymalnego temperaturg moze doprowadzi¢ nawet do
kilkukrotnego skrécenia czasu, a tym samym do zmniejszenia kosztéw reakcji, w poréwnaniu
Z procesem izotermicznym [64,65].

W rozdziale 1 pracy przedstawiono wtasciwo$ci katalaz pochodzacych z roznych zrédet.
Kinetyke reakcji rozktadu H.O. katalizowanej przez katalaze przedstawiono w rozdziale 2.
Kinetyke dezaktywacji enzymow ze szczeg6ing analizg dezaktywacji termicznej i dezaktywacji
katalazy substratem, przedstawiono w rozdziale 3. Literaturowy przeglad modeli matematycznych
do rozktadu H20: z dezaktywacjg katalazy, pozwolit sformutowa¢ model matematyczny opisujacy
reaktor okresowy do rozktadu H20> przez katalaze wraz z dezaktywacjg (rozdziat 4). W praktyce
przemystowej katalaza jest stosowana do obrébki roztworéw, ktére zawierajg zwykle od 10 ppm
do 500 ppm nadtlenku wodoru. Przy tak niskich stezeniach H.O: kinetyke reakcji i dezaktywacji
enzymu substratem mozna opisa¢ réwnaniami pierwszego rzedu w odniesieniu do stezenia
enzymu i substratu — row. (4.1a) i (4.1b). Dla katalazy A. niger nie prowadzono dotychczas
obszerniejszych badarn zwigzanych z kinetykg dezaktywacji termicznej, dlatego nie uwzgledniano
wptywu tej dezaktywacji w rownaniu kinetycznym (4.1b). Po weryfikacji o czeS¢ dotyczaca
dezaktywacji termicznej otrzymano uktad row. (4.4a) i (4.4b). Rozwigzanie tego ukfadu uzyskano
poprzez zastosowanie metody numerycznej, po wczesniejszej identyfikacji statych kinetycznych

K, ks, koo
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Badano dezaktywacje termiczng w celu okreslenia kg, (rozdziat 6). Po raz pierwszy
zastosowano metode badania kinetyki dezaktywacji termicznej katalazy z A. niger przy uzyciu
elektrody tlenowej. Pomiary, ktérych celem bylo wyznaczenie statych kinetycznych k; ik,,

zwigzane byly z badaniem procesu rozktadu nadtlenku wodoru o stezeniu poczatkowym

0,01540,001 mol/dm3, przebiegajacym przez okres 2 h. Reakcje rozktadu nadtlenku wodoru
przeprowadzono dla zakresu temperatur od 35°C do 50°C. Badania dotyczace ki i k,

zamieszczono w rozdziale 7.
Wyniki pomiaréw przedstawione w rozdziatach 6 i 7 pozwolity zidentyfikowaC parametry
kinetyczne procesu dezaktywacji katalazy. W celu wyznaczenia statych rownania Arrheniusa

—Epr Kpmo Wykorzystano procedure Levenberga-Marquardta poszukujac minimum funkcji celu
opisanej row. (8.1). Przy wstepnej identyfikacji statych kinetycznych k; i k;, na podstawie zmian
stezenia nadtlenku wodoru w procesie jego rozktadu, stwierdzono korelacie miedzy ks i kj.

W zwigzku z tym, zdecydowano si¢ na niezalezne wyznaczenie statej szybkosci reakcji metodg
spektrofotometryczng, stosujac wyzsze stezenie enzymu i redukujgc czas reakcji do
15 sekund, aby tym samym ograniczy¢ zjawisko dezaktywacji substratem. Wyznaczono state
w réwnaniu Arrheniusa dla katalazy S-A oraz katalazy N. Energia aktywacji rozktadu nadtlenku
wodoru dla katalazy S-A wynosita 12,92 kJ/mol, natomiast dla katalazy N jej warto$¢ byta rowna
11,59 kd/mol.

W rozdziale 8 przedstawiono opis matematyczny rozktadu H.O, z uwzglednieniem

dezaktywacji katalazy. Zatozono, iz dezaktywacja termiczna katalazy przebiega wedtug
jednostopniowego mechanizmu E —D, z rownaniem kinetycznym w postaci ry; =Ky;Ce.

Przeprowadzone analizy pozwolity na wyznaczenie energii aktywacji dezaktywaciji termicznej dla

katalazy S-A, ktérej wartos¢ wynosita 116,0 kJ/mol, natomiast dla katalazy N byta
rowna 141,6 kJ/mol. W celu okresSlenia statej szybkosci dezaktywacji substratem Kk,

wykorzystano roéwnania opisujace kinetyke reakcji i dezaktywacji enzymu substratem
- pierwszego rzedu — réw. (4.1a) i (4.1b). Identyfikujac ko wykorzystano procedure Levenberga
- Marquardta poszukujac minimum funkcji celu opisanej row. (8.9). State ko dla katalazy S-A
i katalazy N zalezg od temperatury wedtug rownania Arrheniusa, a energia dezaktywacii
substratem dla katalazy S-A wynosita 152,69 kJ/mol, natomiast dla katalazy N byta
trzy razy mniejsza, o warto$ci 44,83 kJ/mol.

W rozdziale 9 potwierdzono, iz dezaktywacja termiczna kot katalazy S-A oraz katalazy N

przebiega znacznie wolniej od dezaktywacji substratem.
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Introduction

Biotechnology is a scientific area of microbiology and biochemistry, oriented to practical
applications and strictly connected with industrial chemistry, process technology, and equipment
engineering. It deals with the application of biological processes in commercial production and
technology. The biotechnological studies of the present and future include the use of complex natural
substances (cells or parts of cells) and their molecular analogs (recombinant derivatives or entirely
new, biosynthetic quasi-natural substances) in order to obtain products and services in the processes
of biocatalysis and biotransformation [104].

As used in biocatalytic processes, biological material serves the purpose of carrying out
chemical reactions in vitro or in vivo. In a biocatalytic reaction, the substrate is subjected to
biotransformation and the resulting product shows neither biological activity nor metabolic functions,
and is not a source of energy [15]. To augment their consumption in industrial processes enzymatic
preparations are obtained, inter alia, from microorganisms living in extreme conditions; by adding
certain compounds to stabilize the enzymes; by the chemical modification of the enzyme protein; by
using genetic engineering methods or immobilization techniques.

In industrial biotransformation processes based on the use of enzymes, those most
commonly used include oxidoreductases (approx. 30%), such as catalase which is used to
decompose hydrogen peroxide. The use of hydrogen peroxide in industrial processes and waste
treatment has been growing fast in the recent years. In a majority of cases, it is indispensable to
eliminate any residual hydrogen peroxide. Traditionally used chemical methods are far from being
perfect, therefore, the use of catalase is an alternative. The enzyme is mainly used in the textile
industry for removing hydrogen peroxide after the textile bleaching process [75, 115] and in the food
processing industry where hydrogen peroxide is formed due to the effect of glucose oxidase which
contributes to the stability of food products by removing any oxygen therefrom. Moreover, catalase
may be used for decomposition of any residual H2O; after cold sterilization of dairy products.

Bovine catalase, which is characterized by low stability, compared with other kinds of
catalase, has been used for many years [4,101,127,195]. However, catalase from Aspergillus niger
[46,76,83,192,194], with higher stability, is preferably used in the textile industry, where it is
recommended to remove HyO; fast and in a reliable manner. Catalase for such applications is
expected to meet requirements for all enzymes, i.e., show high activity, suitable specificity, and high
stability in process conditions: resistance, inter alia, to the deactivating effect of temperature and pH.
Catalase for application in the food processing, cosmetic or pharmaceutical industries must originate
from microorganisms classified as GRAS. Such requirements are satisfied by Aspergillus niger, which

is a source of a number of enzymes, including catalase.
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It has been the objective of the present work to carry out studies and model an enzymatic
reaction including the deactivation of catalase from Aspergillus niger. The studies were conducted
using a catalase from A. niger, obtained from Sigma-Aldrich (referred to as Catalase S-A later in this
work) and from Novozymes (trade name Terminox Ultra, referred to as Catalase N).

In a majority of research works on the catalase from A. niger so far studies of an immobilized
enzyme have been discussed [5,6,167,169,173]. However, enzymatic preparations of catalase from
A. niger which are commercially available [9, 46, 77-83] and recommended for use are in a native
form. It is noted that there are no data on the values of reaction constants for the reaction and for
deactivation, depending on temperature for this form of catalase. It is indispensable to have
information on the kinetic parameters of the process of decomposition of hydrogen peroxide in
optimally controlled bioreactors. Kinetic parameters are necessary for optimizing the operation of
periodic bioreactors. From previous analyses it follows that the use of optimum temperature control
may help obtain reaction times which are even several times as short, thereby lowering the reaction
costs, compared with the isothermal process [64,63].

Shown in Chapter 1 are the properties of catalases obtained from various sources. The
kinetics of decomposition of H20> which is catalyzed by means of catalase is shown in Chapter 2. The
kinetics of deactivation of enzymes, with a special focus on analyzing thermal deactivation and
substrate-induced deactivation of catalase, is shown in Chapter 3. A literature survey of mathematical
models for decomposition of H.O, with catalase deactivation has enabled the formulation of
a mathematical model describing a periodic reactor for decomposition of H,O, while catalase is in the
process of deactivation (Chapter 4). Industrially, catalase is used to treat solutions containing usually
from 10 ppm to 500 ppm of hydrogen peroxide. At such low concentrations of H20o, the kinetics of the
reaction and enzyme deactivation by means of the substrate may be described by first-order
equations with reference to the concentration of the enzyme and the substrate — Equations (4.1a) and
(4.1b). The kinetics of thermal deactivation for catalase A. niger has not been studied extensively so
far, therefore, the effect of such deactivation is not taken into consideration in the kinetic equation
(4.1b). Providing information on thermal deactivation has produced the system of Equations (4.4a)

and (4.4b) which has been solved numerically, following identification of the kinetic constants
ke, Ky, Kor

Thermal deactivation was studied in order to define kg, (Chapter 6). For the first time, the
kinetics of thermal deactivation of catalase from A. niger was examined using an oxygen electrode.
Measurements, which were intended to find the kinetic constants ki andkj, involved examination of

the process of decomposition of hydrogen peroxide at an initial concentration

of 0.015+0.001 mol/dm3, which was continued for a period of 2 hours. Hydrogen peroxide
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decomposition was carried out for a temperature range from 35°C to 50°C. Studies concerning kg

and k, are described in Chapter 7.

The results of measurements shown in Chapters 6 and 7 have enabled identification of the

kinetic parameters of the catalase deactivation process. The Levenberg-Marquardt procedure was

used to find the Arrhenius equation constants —Ej;, Ky, searching for the minimum of the

objective function described by Equation (8.1). After initial identification of the kinetic constants, kg
and k,, based on changes in the concentration of hydrogen peroxide in the process of its

decomposition, a correlation was found between k; and k. Therefore, it was decided that the

reaction rate constant would be found, independently, by the spectrophotometric method, for higher
enzyme concentrations and with the reaction time reduced to 15 seconds in order to inhibit the
phenomenon of substrate - induced deactivation. The Arrhenius equation constants were found for
Catalase S-A and Catalase N. Activation energy for hydrogen peroxide decomposition was 12.92
kJ/mol and 11.59 kJ/mol, for Catalase S-A and for Catalase N, respectively.

Shown in Chapter 8 is a mathematical description of H2O, decomposition, taking into
consideration deactivation of catalase. It was assumed that thermal deactivation of catalase follows

a single-step mechanism E — D, for which the kinetic equation takes the form ry; =ky;Cc. The

analyses made have enabled determination of activation energy for thermal deactivation; its value
was found to be 116.0 kd/mol and 141.6 kJ/mol for Catalase S-A and Catalase N, respectively. First
order equations describing the reaction kinetics and the kinetics of the substrate-induced deactivation
of the enzyme - Equations (4.1a) and (4.1b) — were used in order to find the deactivation rate

constant for the substrate kp. The Levenberg-Marquardt procedure was used to identify the value of

kysearching for the minimum of the objective function, as described by Equation (8.9). The

k, constants for Catalase S-A and Catalase N depend on temperature according to the Arrhenius

equation. The substrate-induced deactivation energy for Catalase S-A was 152.69 kJ/mol while for
Catalase N it was 44.83 kJ/mol, which is three times as small.
It has been confirmed in Chapter 9 that thermal deactivation of Catalase S-A and Catalase N

is much slower than substarte-induced deactivation.
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1. Katalaza

Katalaza jest enzymem z grupy oksydoreduktaz (E.C.1.11.1.6), wystepujacym
w  komorkach ludzkich, zwierzecych, ro$lin  fotosyntetyzujgcych oraz  grzybow
i bakterii tlenowych. Przyspiesza ona rozktad nadtlenku wodoru powstajgcego w zywych
komérkach. Jest bardzo aktywnym enzymem, ktorego grupe prostetyczng stanowi hemina.
Po raz pierwszy w 1937 roku Sumner i Dounce [162] wyizolowali w postaci krystalicznej katalaze
z watroby wotowej. Od tego momentu stata sie ona przedmiotem licznych badan i z tego wzgledu
jest enzymem o dobrze poznanej strukturze chemicznej [40,50,110,114,195].
Katalaza rozktada nadtlenek wodoru powodujgc uwalnianie tlenu czasteczkowego. Nadtlenek
wodoru powstaje w wielu reakcjach enzymatycznych jako produkt uboczny i jest substancjg

toksyczng dla organizmu. W wyniku reakcji nadtienku wodoru z jonami metali (zelazo, miedz)
powstaje najbardziej reaktywny rodnik hydroksylowy (*OH). Katalaza wystepuje u wszystkich

organizmow tlenowych, chroni komorki przed szkodliwym dziataniem nadtlenku wodoru [165].

1.1. Ogdlna charakterystyka i budowa katalazy
Katalaza wraz z peroksydazg nalezg do grupy hydroperoksydaz, reprezentujgcych
enzymatyczne biatka zawierajace zelazoporfiryne — potaczenie Fell z uktadem porfirynowym
tworzac kompleks tzw. hem [55]. Zelazo hemu taczy sie z atomami azotu uktadu porfirynowego
wigzaniami kowalencyjnymi i koordynacyjnymi a z czescig biatkowg enzymu za pomocg wigzan
koordynacyjnych [52]. Zbadano wystepowanie katalazy u ponad 300 organizméw [34]. Budowa
katalaz rézni sie pod wzgledem liczby podjednostek i struktury poszczegoinych domen
tworzacych biatko [165]. Wiele katalaz byto izolowanych i poddawanych badaniom.
Opublikowano budowe przestrzenng dla katalaz pochodzacych z: ludzkich erytrocytow [147],
watroby wotowej [50], Penicillium vitale [178], Micrococcus lysodeikticus [132,133], Proteus
mirabilis [10,61], Escherichia coli [20], Saccharomyces cerevisiae [123], Lactobacillus plantarum
[13], Pseudomonas syringae [26], Helicobacter pylori [119], Enterococcus faecalis [67].
Rozrézniamy trzy grupy katalaz [34, 53, 171, 203]:
e jednofunkcyjne, typowe - Skiadajace sie z okoto 390 aminokwasdw, o budowie
zazwyczaj tetramerycznej. Masie czasteczkowej w zakresie od 140 do 340 kDa; zlozone
z podjednostek o duzej masie czasteczkowej powyzej 75 kDa kazda, lub mniejszej
masie czasteczkowej ponizej 60 kDa. Do tej grupy zalicza sie katalazy pochodzace

np. z: Apergillus niger, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus
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lysodeiticus, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Penicillium vitale, watroby
wotowej oraz ludzkiech erytrocytow. Wykazujg one aktywno$¢ w szerokim zakresie pH
(5-10) oraz cechujg sie odpornosciq na dziatanie chloroformu oraz anionéw
ditionianowych S,0%. Inhibitorami jej sa; aminotriazole, hydroksyloamina, jony
cyjnkowe lub azydkowe.
e dwufunkcyjne katalazo-peroksydazy - Sg to enzymy o duzej wielkoSci czasteczki
zbudowane z ponad 700 aminokwasow. Ztozone sg od jednej do szesciu podjednostek
0 facznej masie czasteczkowej w zakresie od 120 do 340 kDa. Katalazo-peroksydazy
pochodzg z roslin, grzybow i bakterii np. z Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella typhimurium, Streptomyces reticuli. Ich optymalne pH mie$ci si¢ w granicach
od 6 do 6,5 i sq bardziej wrazliwe na dziatanie temperatury oraz etanolu, chloroformu
i H202. Wykazujg odporno$¢ na inhibicje aminotriazolem.
e pseudokatalazy - W swojej budowie nie zawierajg atoméw Fell, a zawierajg potaczenie

dwoch atoméw Mn'!-Mnll. Ztozone sg z dwoch podjednostek o budowie heksameryczne;
i tacznej masie czasteczkowe] od 170 do 210 kDa. Wystepujg w bakteriach
np. Pyrobaculum calidifontis [2], Salmonella typhimurium, Lactobacillus plantarum [13],
Thermus thermophilus. Wykazujg odpornos¢ na obecno$¢ jondw azydkowych
i cyjankowych [74].

Katalazy charakteryzujq sie wartosciami aktywnosci w przedziale od 20 700 do 379 000 U/mg,

a ich maksymalna szybko$¢ reakcji wynosi od 54 000 do 833 000 mol H202/(mol enzymu-s).

AktywnoS¢ katalaz z trzech wymienionych wyzej grup, jest rézna w zalezno$ci od wptywu

nadtlenku wodoru, inhibitoréw oraz dziatania temperatury [163, 201].

1.2. Wystepowanie i wlasciwosci

Katalazy sg jednymi z wazniejszych enzymoéw w komorkach. Wystepujg
w peroksysomach komorek zapewniajac im ochrone przed toksycznym dziataniem nadtlenku
wodoru jak i innych pochodnych. Ws$rod ponad 300 zidentyfikowanych katalaz rdznego
pochodzenia, funkcje typowo katalazowa wykazuje ponad 225, dwufunkcyjng katalazowo

-peroksydazowg okoto 50 a katalaz zawierajacych mangan jest wiecej niz 25 [34].

1.2.1 Katalazy ludzkie, zwierzece i roslinne
Katalazy ludzkie i zwierzece
Katalaza obecna jest w komdrkach wszystkich tkanek zwierzecych. W duzych iloSciach

wystepuje w watrobie, nerkach, krwinkach czerwonych i biatych oraz tkance nerwowej. Usuwa
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powstaty podczas procesow metabolicznych H20.. W krwinkach czerwonych chroni glutation
i hemoglobine przed utlenieniem [52]. Catkowita masa czasteczkowa katalaz zwierzecych waha
sie w granicach 220-340 kDa.

Pierwsza najlepiej poznana katalaza z watroby wotowej (rys. 1-1), jest typowq katalazg
0 masie czasteczkowej 250 kDa. Zbudowana jest z czterech podjednostek, kazda o masie
czasteczkowej 50-60 kD. Na jedng podjednostke katalazy przypada jeden atom Zelaza Fell
(na jedna czasteczke katalazy — cztery atomy Fell) [52]. Struktura tetrameryczna katalazy
zapewnia odizolowanie hemu w miejscu aktywnym od reszty enzymu, co umozliwia prawidtowy
przebieg reakcji katalizowanej przez enzym. Nieodizolowanie hemu od Srodowiska reakcii,

maogtoby prowadzi¢ do powstania rodnika hydroksylowego.

Rys. 1-1. Katalaza z watroby wotowej [wg 87] Rys. 1-2. Katalaza z erytrocytow ludzkich [wg 88]

Katalaza ludzka z erytocytow zbudowana jest, podobnie jak katalaza wotowa,
z czterech identycznych podjednostek, kazda o masie czasteczkowej 60 kDa (rys. 1-2). Jest
biatkiem mocno uwodnionym. Do katalazy ludzkiej przytaczone sg cztery czasteczki NADPH
(fosforan  dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego), po jednej przypadajacej na kazdg
podjednostke katalazy. Zadaniem tego zredukowanego nukleotydu jest ochrona enzymu przed
dezaktywacjg spowodowang dziataniem nadtlenku wodoru. Stwierdzono, iz katalaza ludzka
i wotowa majg zdolno$¢ zaréwno przytaczania jak i uwalniania NADPH [12,50,163).
Maksymalna szybko$¢ reakcji dla katalazy ludzkiej wynosi 548 000 mol H2O2/(mol enzymu s)
i jest prawie dwukrotnie wyzsza niz dla katalazy A. niger, a trzykrotnie wyzsza niz w przypadku
katalazy wotowej [163]. Stezenie katalazy ludzkiej ulega zmianie w roznych stanach
chorobowych. Spadek aktywnosci tego enzymu wykryto w wielu chorobach nowotworowych
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(ptuc, przewodu pokarmowego, piersi, nerek oraz biataczkach), wrzodziejacym zapaleniu dzigset,

a takze u alkoholikow [52].

Katalazy roslinne

Katalazy rodlinne sq enzymatycznymi  przeciwutleniaczami  wystepujacymi
w peroksysomach i glioksysomach komérek roslinnych w towarzystwie oksydaz flawinowych,
wytwarzajacych H20z, ktdrego stezenie 10 umol/dm? moze zahamowac fotosynteze do 50% [3].
Katalazy roslinne wystepujg m. in. w takich ro$linach jak: pietruszka [138], buraki czerwone [42],
jabtka [199]. Catkowita masa czasteczkowa katalaz roslinnych waha si¢ w granicach
160-250 kDa. Maksymalng aktywnos¢ wykazujg one zazwyczaj w zakresie pH od 5 do 8 oraz
w temperaturze 30°C.
Aktywno$¢ katalaz w roslinach mozna powigza¢ ze stresem oksydacyjnym, wystepujacym przy
ich wzroscie na glebach zasolonych. Stwierdzono, Zze im wyzsze zasolenie gleby, tym nizsza

aktywnosc¢ katalazy [14,73].

1.2.2 Katalazy mikroorganizmow

Wiekszo$¢ katalaz bakterii i grzybdéw zaliczanych jest do typowych jednofunkcyjnych
katalaz (tak jak zwierzece) oraz dwufunkcyjnych katalazo-peroksydaz, ktére sg bardziej wrazliwe
na temperature, rozpuszczalniki organiczne oraz H202 niz typowe katalazy. Inhibitujgco

wyptywaja na nie aniony ditionianowe S,0% natomiast odporne sg na dziatanie aminotriazolu

[201].

Katalazy bakteryjne

Katalazy bakteryjne mogg by¢ pojedynczg katalazg lub katalazg zbudowang od dwdch
do szeSciu podjednostek, o masie podjednostki 60-90 kDa. W budowie katalaz bakteryjnych
mogq pojawiac sie roznice. Przyktadem katalazy bakteryjnej ztozonej z dwoch izoenzymdw jest
wyizolowana katalaza z Comamonas terrigena N3H. 1zoenzymy te nalezg do dwdch réznych grup
katalaz. W typowej katalazie, aktywno$¢ stabilizowana jest przez jony kadmu, natomiast
w katalazo-peroksydazie aktywno$¢ stabilizowana przez obecnos¢ fenolu [202].

W mikrobiologii [151] przy identyfikacji bakterii powszechnie jest stosowany test na
obecno$¢ katalazy. Bakterie zawierajace katalaze okre$lane sg jako katalazo(+) np. bakterie
octanowe Acetobacter, a nie posiadajace tego enzymu jako katalazo(-) np. bakterie mlekowe
Lactococus lactis.
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Katalazy otrzymano z halofili [22], termofili [2,54,74,171,172], alkalofili [54,172] oraz
psychrofilii [201]. Majg one czesto wyjatkowe cechy i rdznig sie znacznie aktywnosciami. Dla
przyktadu wérdd bakterii psychrofilnych jest Vibrio rumoiensis, z ktorej otrzymana katalaza ma
bardzo wysokq aktywno$¢ wynoszacg 397 000 U/mg. Aktywno$¢ ta jest ponad czterokrotnie
wyzsza niz katalaz z eukariontow. Natomiast katalazo-peroksydaza z Rhodobacter capsulatus
ma jedynie aktywno$¢ wynoszacg 7 800 U/mg (wsrdd katalaz o masach czasteczkowych okoto
240 kDa) [201].

Pod katem zastosowan przemystowych poszukuje sie katalaz termostabilnych.
Te katalazy sg wsrdd bakterii Thermus sp., dodatkowo odpornych na inhibitujgcy wptyw jondw
fluorkowych. Do termostabilnych nalezg takze katalazy z bakterii Micrococcus sp. [200].
Dodatkowg zaletg katalaz bakteryjnych, oprécz termo stabilnosci, jest odporno$¢ na warunki
alkaliczne. Takie katalazy mozna znalez¢ w kazdej z trzech wymienionych w pkt. 1.1. grup.

W pierwszej grupie jednofunkcyjnych katalaz sg katalazy wyjatkowo odporne termicznie,
zbudowane z dwoch podjednostek. Przyktadem jest katalaza z Rhodobacter sphaeroides
0 masie czasteczkowej okoto 143 kDa [170], ktdra jest stabilna w zakresie temperatur od 30°C do
70°C. Inng katalazg zbudowang z czterech podjednostek, kazda o masie czasteczkowej
42,5 kDa, jest pochodzaca z Thermus brockianus [171,172] o aktywnos$ci 5300 U/mg. Wykazuje
ona aktywnos$¢ w zakresie temperatur od 30°C do 94°C i w zakresie pH od 6 do 10, z optymalng
aktywnoscig w temperaturze 90°C i pH 8.

W drugiej grupie dwufunkcyjnych katalazo-peroksydaz jest np. katalaza z Bacillus SF
z optymalng aktywnos$cig w temperaturze 60°C oraz w pH 9 [54,200]. Inna katalazo
-peroksydaza z Escherichia coli wykazuje optymalng aktywno$¢ w temperaturze 82°C [163].

Do trzeciej grupy psudokatalaz bakteryjnych zaliczy¢é mozna katalaze pochodzaca
z beztlenowego hipertermofilnego Pyrobaculum calidifontis. Jej aktywno$¢ wynosi 23 500 U/mg
w temperaturze optymalnej 70°C i jest trzykrotnie wigksza od aktywnosci innej pseudokatalazy
z L. plantarum [2,13].

Nakayama i wsp. [134] wyizolowali katalaze z Rhizobium radiobacter, ktéra hodowana
byta na odpadach Sciekowych z zawartoscig 5% H202. Prowadzac hodowle przez okres 20 h
otrzymano katalaze stabilng w zakresie temperatur od 30°C do 60°C oraz w zakresie pH od 5 do
11. AktywnosC¢ tej katalazy wynosita 30420 U/mg. Dla pordéwnania katalaza otrzymana
z Aspergillus niger charakteryzowata si¢ duzo mniejszg aktywnoscig 9 U/mg po 72 h wzrostu

A. niger [51], natomiast katalaza z Vibrio rumoiensis miata aktywnos$¢ 4092 U/mg po 48 h [197].
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Katalazy drozdzowe

Komarki drozdzy sg zdolne przetrwaé w $rodowisku o wysokim stezeniu H.O, w zakresie
od 0,01 do 0,1 mol/dm3. Odpornos¢ na nadtlenek wodoru przypisuje si¢ dziataniu katalazy
i peroksydazy. U drozdzy Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe wykazano
katalazy wewnatrzkomérkowe i zewnatrzkomorkowe. Drozdze wytwarzajg dwie katalazy: typowa,
cytoplazmatyczng katalaze T oraz nietypowa, peroksysomalng katalaze A. Katalaza T jest
rozpuszczalnym biatkiem, syntetyzowanym w odpowiedzi na stresy metaboliczne i Srodowiskowe.
Dodanie do pozywki niewielkich ilosci H202 indukuje wytwarzanie enzymu. Czynnikiem
regulujgcym synteze katalaz w komérkach drozdzy jest tlen. Katalaza wystepuje wytgcznie
w obrebie matriks cytoplazmatycznego. Katalaza A i T nie wystepujg w dzikich, rosngcych
w warunkach beztlenowych komorkach drozdzy [51,52].

Katalazy grzybéw nitkowych

Katalazy grzybow nitkowych sg nieco inne niz u pozostatych eukariontow pod wzgledem
podjednostek i zawartosci hemu. Katalazy kropidlaka sg identyczne z enzymem wystepujacym
w watrobie ssakdw. Jest ona tetrametrem, sktadajacym sie z czterech podjednostek, z czteroma
atomami Felll. Wyrdzniajq sie natomiast znacznie wigkszymi czasteczkami o masie podjednostek
wynoszacymi 80-97 kDa. Katalaza Aspergillus niger jest znacznie stabilniejsza niz katalaza
wotowa w warunkach skrajnych warto$ci pH, temperatury i zawartosci H.0,. Katalaza A. niger
w postaci natywnej wykazuje optymalng aktywno$¢ w temperaturze 40°C oraz w pH zblizonym do
obojetnego. Optymalna aktywno$¢ immobilizowanej katalazy A. niger wystepuje w pH od 7 do 7,5
w zalezno$ci od uzytego no$nika [6]. Struktura krystaliczna katalazy A. niger nie jest znana. Jako
przyktad katalazy grzybowej na rys. 1-3 przedstawiono katalaze z Penicillium vitale. Masa
podjednostki tej katalazy waha sie w przedziale 80-97 kDa [52, 92, 123].

Berka i wsp. (Genencor International, Inc.) [16] stwierdzili, iz u grzyba A. niger wystepuja
dwa rodzaje katalaz. Technikami biologii molekularnej zidentyfikowano dwa geny: catA (gen
sklonowany, poprzez krzyzowa hybrydyzacjg drozdzy Saccharomyces cerevisiae) i catR (gen
kodujacy), odpowiadajace roznym typom katalaz: katalazie A i katalazie R. Katalaza A
(whasciwosci porownywalne do katalazy z watroby wotowej) jest mniej stabilna, szybciej sie
dezaktywuje pod wptywem wysokiego stezenia H202, jak rowniez jest mniej aktywna od
katalazy R w niskim pH. Katalaza R jest wykorzystywana gtownie w preparatach komercyjnych.
W przeciwienstwie do katalazy A jest ona stabilna w szerokim przedziale pH, odporna
na dezaktywacje H202 o stezeniu powyzej 0,03 mol/dm3.

W tabeli 1-1 przedstawiono pordéwnanie wiasciwosci réznych podjednostek

wyizolowanych z katalazy A. niger. Masa czasteczkowa podjednostek katalazy A i katalazy R jest
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poréwnywalna z masami czasteczkowymi wyznaczonymi przez innych badaczy. Gruf i wsp. [66]

okreslili mase czasteczkowa katalazy A. niger wynoszacgq 323 kDa, natomiast masa

czasteczkowa wyznaczona przez Kikuchi-Torii i wsp. [106] a takze Buckowa i wsp. [24] wynosita

385 kDa.

Rys. 1-3. Katalaza grzybowa z Penicillium vitale [wg 86]

Tabela 1-1. Poréwnanie wiasciwo$ci podjednostek katalazy A i katalazy R z Aspergillus niger [16]

Wiasciwosci Katalaza A Katalaza R
Masa czasteczkowa [kDa] 46 80
Aktywno$¢ (U/mg) 6 300 7500
Stabilnos¢ przy wysokim stezeniu H202 Nie Tak
Stabilno$¢ podczas przechowywania

55% >90%

(35°C, 3 dni, pH 7)

Roéwniez wsrod katalaz grzybowych poszukiwano termostabilnych i alkalostabilnych.

Przyktadem takich katalaz sg pochodzace z Scytalidium thermophilum oraz Humicola insolens,

ktére w temperaturze 70°C oraz z zakresie pH od 9 do 10,5 po czasie 20 minut zachowujg 75%

aktywnosci. Katalazy z S. thermophilum oraz H. insolens rozktadajg nadtienek wodoru w zakresie

od 25 do 250 ppm przez okres 10-20 min przy dwukrotnie mniejszej ilo$ci enzymu w poréwnaniu

z katalaza A. niger [37].
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1.3. Rozklad H.0;

Nadtlenek wodoru powstajgcy w reakcjach biochemicznych jest dla komorek silnie
toksyczny. W przypadku nadmiernego nagromadzenia H20. w organizmie ludzkim dochodzi¢
moze do zapalenia, nowotworu, cukrzycy, choroby wiericowej, anemi, choroby Parkinsona,
choroby Alzheimera [165]. Procesy starzenia sie tkanki nerwowej sg czesciowo zwigzane
z wytwarzanymi w procesach metabolicznych aktywnymi formami tlenu. Katalaza oraz inne
enzymy antyoksydacyjne, dzieki swoim wiasciwo$ciom usuwajg nadtlenki, tym samym opd6zniajac
degeneracje tkanek i chronigc lipidy, biatka, cukry i kwasy nukleinowe przed uszkodzeniem
(52, 165].

Ogodlny schemat reakcji katalizowanej przez katalaze

Katalaza moze wykazywaC aktywno$¢ katalazowg lub peroksydazowa. Aktywno$c
katalazowg wykazuje w reakcji rozktadu nadtlenku wodoru. Katalaza przeksztatca dwie
czasteczki nadtlenku wodoru do dwoch czasteczek wody i jednej czasteczki tlenu. Mechanizm
dziatania hemu katalaz jest ztozony i w petni niezrozumiany [95,98,203]. W wiekszoSci
preferowany jest sposob przedstawiania mechanizmu jako procesu dwuetapowego [12,30,31,40].
W pierwszym etapie nastepuje redukcja nadtlenku wodoru do wody z udziatem FeV ukfadu
hemowego katalazy i utworzeniem zwigzku | (Port® -FelV=0), w ktérym Zelazo hemu jest na
czwartym stopniu utlenienia. Mechanizm powstawania tego zwigzku po raz pierwszy opisali
w roku 1947 Chance i wsp. [30].

| etap Enz(Por-Fe!l) + H,0, — H20 + (Por+* -Fel=0) (1.1)
zwigzek |

Nowoczesne metody badawcze pozwolity tumaczy¢ przebieg reakcji w | etapie w ten sposob, ze
nadtlenek wodoru trafia do centrum aktywnego (hemu) przez waski kanat hydrofobowy. Takie
dostarczanie substratu do centrum aktywnego jest bardzo korzystne, uniemozliwiajac wejscie
substratdw wigkszych niz nadtlenek wodoru. W katalazie reszty His (w pozycji 75) i Asn
(w pozycji 148) wzajemnie ze sobg oddziatywaja. Nastepujg przesuniecia w obrebie czasteczki
nadtlenku wodoru. Jeden z protondéw zostaje przeniesiony z jednego atomu tlenu na drugi.
Prowadzi to do wydtuzenia i polaryzacji wigzania O-O. W takiej postaci czasteczka H.0> jest
przytaczona do Zelaza w centrum hemu. Nastepuje zerwanie wigzania O-O, co prowadzi
do uwolnienia czasteczki wody i wytworzenia zwigzku | (Port® -FeV=0). Przylaczenie pierwszej
czasteczki H202 otwiera hydrofobowy kanat i mozliwe jest przytaczenie kolejnej czasteczki H20o,

zapobiegajac by¢ moze rozpadowi kompleksu [34, 203].
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Il etap (Por*s -FeV=0) + H,O2, — H20 + Oz + Enz(Por-Fe) (1.2)
zwigzek |

W drugim etapie utleniona zostaje kolejna czasteczka nadtlenku wodoru przez zwigzek |,
podobnie jak w | etapie nastepuje przejScie dwoch elektronéw i protonu w obrebie czasteczki.
Czasteczka nadtlenku wodoru jest najprawdopodobniej pobierana przez kanat hydrofobowy,
gdzie przytacza sie do reszt His 75 i Asn 148, poprzez jeden z atoméw tlenu. Drugi z atoméw
tlenu czasteczki H.0, uktada sie w taki sposéb, by zapewni¢ potencjat wzdtuz kanatu
i zredukowa¢ zwigzek | w wyniku stopniowego transportu dwdch elektrondow i protonu.
Ostatecznie zwigzek | powraca do stanu, w ktérym Zelazo jest na trzecim stopniu utlenienia oraz
powstaje tlen czasteczkowy i woda [165].

Aktywnos¢ peroksydazowq wykazujq katalazo-peroksydazy w reakcji utleniania etanolu,
metanolu, mréwczanu, azotynu i innych. Gdy substratem jest nadtlenek wodoru, przy niskim jego
stezeniu, w drugim etapie utleniona zostaje kolejna czasteczka nadtlenku wodoru przez
zwigzek |, z takg roznicg iz nastepuje przejScie jednego elektronu, a zwigzek | ulega

przeksztatceniu do zwigzku Il zgodnie z reakcjg [21,31,34,45,94,160]:

(Por+s-FeV=0) + HoO, —> 2HO,* + Por-FeV=0-H* (1.3)
zwigzek | zwigzek Il

Nadtlenek wodoru rozktadany jest przez typowa katalaze z utworzeniem zwigzku Il bardzo
rzadko. Dla katalazy Microccocus luteus (zwyczajowo nazywanej M. lysodeikticus) w pH=7
i temperaturze 20°C stwierdzono, iz zwigzek Il powstaje tylko w co 108 reakciji [45].

Zamocky i wsp. [203] wyjasniaja, iz w przypadku typowych katalaz substraty muszg dotrze
do miejsce aktywnego przez gtowny kanat hydrofobowy, ktéry jest bardzo waski i dlatego
umozliwia tylko dyfuzje czasteczek o matych rozmiarach i o matej polarno$ci. W zwigzku z tym,
szybkoS¢ reakcji zwigzku | z organicznymi substratami, prowadzacymi do otrzymania
zwigzku Il jest stosunkowo wolng reakcjg. Inaczej to przejscie wyglada w katalazo
-peroksydazach, w ktorych centra aktywne sg fatwiej dostepne dla wszystkich potencjalnych
substratow. Reakcja peroksydazowa staje sie znaczaca w obecnosci odpowiedniego zwigzku
organicznego, a szybkoSC reakcji (1.3) maleje ze wzrostem masy czasteczkowej zwigzku
bedacego dawcg protonu np: H202 > CH3OOH > HOCH200H > CH3CH200H > CH3C(=0)O0H
> CH3(CH2)200H [68,107]. Podczas utleniania nadtlenku wodoru w przypadku katalazo
-peroksydaz przekazanie fadunku odbywa sie na reszty Asp i Try [93].
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1.4. Stabilizatory i aktywatory katalazy

Stabilizatory enzyméw sg to zwigzki, ktoére zwigkszajg ich odporno$¢ na czynniki
dezaktywujgce. Aktywatory sg zwigzkami, ktére dodane do roztworéw enzymoéw powodujg wzrost
aktywnosci. Ten sam zwigzek moze by¢ stabilizatorem dla jednej katalazy, a inhibitorem dla
drugiej np. etanol (2% roztwor) lub sél sodowa siarczanu dodecylu (SDS). Polialkohole wptywajg
stabilizujgco na katalaze, uniemozliwiajgc hydratacje biatka. Czasteczki polialkoholi otaczajg
powierzchnie czasteczki biatka, utrudniajac dostep czasteczkom wody. Uzycie polialkoholi jako
dodatkéw powoduje wzrost odpornosci katalazy na srodowisko zasadowe.

Katalaza A. niger jest stabilnym enzymem nie potrzebujgcym aktywatorow. Jednak
prowadzone badania wskazaty, iz w obecnosci SDS aktywnoSC katalazy nie tylko byta
stabilizowana, lecz nietypowo wzrosta. W pH 6,4 oraz 8 zwigzek ten powodowat wzrost
aktywnosci katalazy A. niger do 180% w poréwnaniu do enzymu bez zastosowania SDS. Przy
kwasnym pH 3,2 oraz zasadowym pH 10 dodanie SDS do katalazy powodowato inhibicje [130].

Dodanie 2% etanolu do katalazy A. niger lub katalazy wotowej, przechowywanej przez
okres 12 dni, powodowato w przypadku katalazy wotowej spadek aktywnosci o 70% (dla pH 4,5
oraz 25°C) w stosunku do enzymu bez 2% etanolu, natomiast aktywno$¢ katalazy A. niger nie
ulegata zmianie w pH 6 [127].

Dla katalazy z bakterii Bacillus sp., wyizolowanych z wdd odpadowych przemystu
witdkienniczego stabilizujgcy wptyw na aktywno$¢ katalazy majg polialkohole [39]. Najlepszy
skutek stabilizacji, zwigkszajacy siedmiokrotnie aktywno$¢ katalazy przetrzymywanej przez okres
24 h (w temperaturze 30°C, przy pH 7) otrzymano przy zastosowaniu 20% obj. roztworu
gliceryny. Takze w temperaturze 60°C uzycie gliceryny powodowat wzrost aktywno$ci o okoto
30%. Stabilno¢ katalazy Bacillus sp. poprawiona zostaje w pH 10 i 11 przez dodatek 5% obj.
gliceryny. Dodanie gliceryny do katalazy powoduje w pH 11 i temperaturze 60°C wzrost

aktywnosci o okoto 40% w poréwnaniu z enzymem bez dodatkéw polialkoholi.

1.5. Inhibitory katalazy

Badano wptyw inhibitorow na reakcje, rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze,
okre$lajac najczesciej ich stezenie, przy ktorym nastepowat 50% spadek aktywnos$ci katalazy.
Prowadzone badania w wigkszo$ci przypadkéw, ograniczaty sie do oceny jakoSciowej wptywu
tych inhibitorow na reakcje rozktadu H202. Stwierdzono [163,201], ze inhibitujace dziatanie

na katalaze wywierajg zarbwno zwigzki organiczne jak i nieorganiczne.
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Zwigzkami organicznymi inhibitujagcymi dla r6znego rodzaju katalaz sg aminotriazole.
Wykazujg one inhibitujgcy wptyw przy wielokrotnie wyzszych stezeniach niz hydroksyloamina
(tabela 1-2).

Tabela 1-2. Stezenia inhibitoréw katalazy powodujgce spadek aktywnosci enzymu o 50%

Aminotriazol NH.0H NaCN NaN3
Katalaza Autorzy
[mmol/dm3] | [umol/dm3] | [umol/dm3] | [umol/dm?3]
Aspergillus Switala i
45 0,4 300 150
niger Loewen [163]
Saccharomyces
o 6 2,0 35 1,5
cerevisiae
watroba
4 3,0 30 1,5
wotowa
ludzkie
3 2,0 20 1,5
erytrocyty
Aspergillus Kulys i
perg ) 026 ) ) y
niger wsp. [112]
Scytalidium
4 0,25
thermophilum
Penicillium
0,40
vitale
Vibrio Yumoto i
o 20 - 10 100
rumoiensis wsp. [201]
Rhodospirillum Kang i
- 0,11 11,5 0,52
rubrum S1 wsp. [103]

Whptyw soli SDS jako inhibitora na aktywnos¢ katalazy A. niger zostat okreSlony przez Moosavi
-Movahediego i wsp. [99, 129]. Przy kwasnym pH 3,2 oraz zasadowym pH 10 nastepowat
gwattowny spadek aktywnosci.

Nieorganicznymi inhibitorami katalaz sg jony cyjnkowe, azydkowe [103,106,163], fluorkowe [106].
Hydroksyloamina jest inhibitorem odwracalnym katalazy A. niger, poniewaz enzym wykazuje
ponownie aktywno$¢ po przeprowadzeniu dializy i dodaniu do roztworu nadtlenku wodoru. Dla
katalaz pochodzacych z Scytalidium thermophilum oraz Penicillium vitale hydroksyloamina jest

inhibitorem w warunkach pH obojetnego i zasadowego, w temperaturze 30°C i stezeniu

33



0,001 mol/dm? H20: (tabela 1-2). Hydrazyna ktora jest strukturalnym analogiem hydroksyloaminy,
nie wptywata inhibitujgco na aktywno$¢ katalazy A. niger, az do stezenia 0,2-10-% mol/dm?3
w zakresie pHod 7,2 do 9 [112].

Wsrod kilkunastu badanych katalaz, katalaza z A. niger wykazywata najwiekszg
odporno$¢ na wpltyw inhibitoréw (tabela 1-2). Katalaza A. niger charakteryzowata sie spadkiem
aktywnosci o 50% przy okoto 10 krotnie wyzszym stezeniu NaCN oraz aminotriazolu,
w pordéwnaniu do katalaz z S. cerevisae, watroby wotowej i ludzkich erytrocytow. W przypadku
uzycia jako inhibitoréw jondw azydkowych, by nastapit spadek aktywnosci o 50%, ich stezenie dla
katalazy A. niger byto okoto 100 krotnie wyzsze niz dla pozostatych katalaz.

1.6. Wptyw immobilizacji na wtasciwosci katalazy

Od poczatku lat 70. XX wieku podejmowano wiele prob immobilizacji katalazy.
Stosowano wszystkie typowe metody polegajace na sieciowaniu agregatow [187], wigzaniu
z no$nikiem [6,7,46,48,75,140,167,169] i putapkowaniu [101,145]. Najszerzej stosowana byta
immobilizacja na no$nikach, poprzez wigzanie kowalencyjne, ale podejmowano takze proby
bezposredniej adsorpcji. Pamuta i Rouxhet [139] badali wptyw wiasciwosci hydrofobowych
widkien weglowych na adsorpcje katalazy z Aspergillus niger. Na materiale o niskie]
hydrofobowo$ci immobilizowaty sie niewielkie ilosci katalazy. Ze wzrostem hydrofobowosci
wzrastata ilos¢ adsorbowanej katalazy ale temu procesowi towarzyszyta jednoczesna
dezaktywacja enzymu. Kowalencyjne wigzanie enzymu z nosnikiem usztywnia jego strukture
[203] i w wielu przypadkach prowadzi do wzrostu stabilnosci. Katalaze immobilizowano metodami
chemicznymi na wielu no$nikach nieorganicznych (Al.Os, Fe3Os4, SiO2) [6,38,46,54,75,177,182]
i organicznych pochodzenia syntetycznego (poliamidy, akrylonitryl, poliuretany) [28,29,48,140,
169,185]. W przypadkach nosnikdw nieorganicznych stosowano zazwyczaj aktywacje
y-aminopropyleno-trietoksysilanem i nastepnie sprzeganie enzymu z no$nikiem za pomocg
aldehydu glutarowego [181]. Horst i wsp. [75] zastosowali oryginalne rozwigzanie polegajace na
aktywacji magnetytu bezposrednio aldehydem glutarowym. W przypadku no$nikow organicznych
istnieje znacznie bardziej zréznicowana metodyka aktywacji nosnikow. Wysokie wydajnosci przy
immobilizacji katalazy uzyskiwano dla no$nikow aktywowanych barwnikami [140].
Opublikowano réwniez wyniki szeregu badan nad putapkowaniem katalazy w Zelach
polisacharydéw [6, 27, 62]. Tego rodzaju zele majg cze$¢ pordw o rozmiarach wiekszych
od wielkosci czagstek enzymow i w trakcie procedury zelowania istnieje mozliwos¢ uwalniania sie
enzymow z granulek biokatalizatora. Akertek i Tarhan [6] stwierdzili, ze katalaza immobilizowana

w karagenie ma znacznie mniejszg aktywno$¢ niz immobilizowana w alginianie wapnia.
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Przydatno$¢ alginianiu do immobilizacji katalazy potwierdzili takze Goérenek i wsp. [62].
Tradycyjng procedurg otrzymywania granulek alginianu zmodyfikowali w ten sposéb, ze uzyli
roztworu alginianu sodu i zelatyny, a roztwér zelujacy z CaCl uzupetnili aldehydem glutarowym.
W tej metodzie oprocz putapkowania w zelu alginianu zachodzito jednoczesnie sieciowanie
czasteczek katalazy i zelatyny aldehydem glutarowym. Przy putapkowaniu w chitozanie [27]
stosowano, takze jako uzupetnienie, sieciowaniem aldehydem glutarowym. Putapkowanie
katalazy metodg zol-zel [101] przy zastosowaniu tetraetoksysilanu prowadzi do
immobilizowanego biokatalizatora, ktory jednak ma aktywno$¢ o 1000 razy mniejszg niz uzyta
katalaza w postaci natywne;j.

Bezposrednie poréwnanie przedstawionych metod immobilizacji jest praktycznie
niemozliwe, poniewaz w wigkszosci przypadkéow badacze nie podajg uzyskiwanych wydajnosci
procesu immobilizacji. Zamieszczone dane pozwalajg jednak na przeprowadzenie oceny wptywu
immobilizacji na nastepujace parametry:

e optymalne pH,

e optymalng temperature,

e stabilno$¢ podczas przetrzymywania,

e stabilno$¢ operacyjna.
Immobilizacja przy zastosowaniu przedstawionych powyzej metod prowadzita do niewielkich
zmian w wartosciach optymalnego pH przy poréwnaniu z enzymem natywnym. W wigkszosci
przypadkdéw zmiany nie przekraczaty + 0,5 jednostki pH. Immobilizowana katalaza wykazywata
jednak znacznie szerszy zakres wartosci pH, dla ktorych aktywnos¢ byta bliska maksymalnej
[6,38,62,169].
W tabeli 1-3 zamieszczono wartosci temperatury optymalnej dla katalazy natywnej
i immobilizowanej. Na podstawie tych danych mozna stwierdzi¢, ze poza pewnymi szczeg6inymi
przypadkami, optymalna temperatura katalazy natywnej i immobilizowanej ma takg sama warto$¢
[6, 27, 29, 62, 140, 167]. Zatem immobilizacja nie prowadzi do istotnego wzrostu stabilno$ci
enzymu, chociaz z regulty powyzej temperatury optymalnej obserwowany jest wiekszy spadek
aktywnosci katalazy natywnej w porownaniu z katalazg immobilizowang. Mozna ponadto
zauwazy¢, ze optymalna temperatura katalazy wotowej jest nizsza o 5°C od optymalnej
temperatury katalazy z Aspergillus niger. Potwierdza to powszechnie akceptowalng opinie, ze
katalaza wotowa jest mniej stabilna niz katalazy pochodzenia mikrobiologicznego. Nizsza
temperatura optymalna wyznaczona dla enzyméw w formie natywnej przez Tukela i Alptekina
[177] oraz Wanga i wsp. [185] moze by¢ rezultatem stosowanej metodyki oznaczania aktywnosci.

Istotne znaczenie ma tutaj stezenie poczatkowe substratu i czas pomiaru.
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Tabela 1-3. Optymalna temperatura dla katalazy natywnej i immobilizowanej

Temperatura optymalna [°C]
Enzym natywny | Enzym immobilizowany Autorzy
Katalaza z Aspergillus niger
40 40 Akertek i Tarhan [6]
40 40 Pifferi i wsp. [140]
40 40 Tarhan [167]
30 40 Wang i wsp. [189]
Katalaza z watroby wotowej
35 35 Cetinus i Oztop [27]
35 35 Cetinus i wsp. [29]
35 35 Gorenek i wsp. [62]
25 35 Tukel i Alptekin [177]

W czesci prac dotyczacych immobilizacji katalazy podawane sg informacje na temat stabilnosci
biokatalizatora podczas przetrzymywania w okre$lonej temperaturze. Z reguly prezentowane sg
one jako poréwnanie z enzymem natywnym. W tabeli 1-4 zamieszczono czasy pofowicznego
spadku aktywnosci katalazy z A. niger i watroby wotowej. Analiza tych danych pozwala
na stwierdzenie, ze katalaza immobilizowana zachowuje znacznie dtuzej aktywnos¢ niz katalaza
natywna.

Przy ocenie mozliwosci praktycznego wykorzystania immobilizowanych preparatow znacznie
istotniejsza jest stabilno$¢ operacyjna, ktérg wyznacza sie dla warunkdw w jakich biokatalizator
ma by¢ zastosowany. Jako miare stabilnoSci operacyjnej, stosuje sie czesto takze czas
pofowicznego spadku aktywno$ci biokalizatora. Wielkos¢ ta powinna by¢ wyznaczona dla
stezenia nadtlenku wodoru, wystepujacego w procesie.

Badacze jednak zazwyczaj ograniczajg sie do przytoczenia danych potwierdzajacych mozliwosci
wielokrotnego uzycia immobilizowanej katalazy. W tabeli 1-5 zebrano dane dotyczace stabilnosci
operacyjnej katalazy, ktére badacze wyznaczyli, przy poczatkowym stezeniu nadtlenku wodoru
w uktadach reakcyjnych 0,01 mol/dm3. Okazuije sie, ze nawet przy tak niskim stezeniu nadtlenku
wodoru, czas potowicznego spadku aktywnosci immobilizowanej katalazy z A. niger nie
przekracza 13,4 h. Dla katalazy z watroby wotowej stwierdzono jeszcze mniejszg stabilnosc.
Wyklucza to optacalnos¢ zastosowania immobilizowanej katalazy do rozktadu nadtlenku wodoru
w procesach przemystowych. Mozliwe jest jednak jej uzycie w tej postaci do celow analitycznych,

gdy stezenie nadtlenku wodoru jest znacznie mniejsze od 0,01 mol/dm3,
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Tabela 1-4. Stabilnos¢ katalazy natywnej i immobilizowanej podczas przechowywania

Czas potowicznego spadku aktywnosci

Temperatura [h]
Autorzy
[°C] Enzym
Enzym immobilizowany
natywny
Katalaza z Aspergillus niger
30 612 882 .
Costa i wsp. [38]
60 18 287
Katalaza z watroby wotowej
4 240 672 Akgdl i Denizli [7]
5 504 1128 Getinus | Oztop [27]
etinus i Ozto
25 120 288 P
5 96 2040
temperatura Tukel i Alptekin [177]
. 48 1320
pokojowa
0 ’ 2 Alptekin i [8]
ekin i wsp.
50 6,7 4,8 P P
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Tabela 1-5. Stabilnos¢ operacyjna immobilizowanej katalazy

Czas potowicznego

Temperatura
el spadku aktywnosci Metoda immobilizacji Autorzy
[h]
Katalaza z Aspergillus niger
30 134 kowalencyjne wigzanie na
SiO2 Akertek i Tarhan [6]
30 4,2 putapkowanie w alginianie
25 2,0 kowalencyjne wigzanie na
Tarhan [167]

27 4,3 Al203

kowalencyjne wigzanie na
27 4,0 kopolimerze akroleiny Tarhan i Uslan [169]

i styrenu
Katalaza z watroby wotowej

putapkowanie w chitozanie

35 3,3 sieciowanym aldehydem | Cetinus i Oztop [27]
glutarowym

35 1,1 adsorpcja na chitozanie Cetinus i wsp. [29]

kowalencyjne wigzanie na
25 3,0 komercyjnym no$niku Tukel i Alptekin [177]

Florisil

kowalencyjne wigzanie na "

25 0,7 Cetinus i Oztop [28]

granulkach chitozanowych

1.7. Zastosowanie katalazy

Katalaza jest stosowana do rozktadu pozostatosci nadtlenku wodoru uzywanego na duzg

skale w przemysle wtokienniczym, celulozowo-papierniczym i spozywczym.

Nadtlenek wodoru stosowany w przemysle widkienniczym do bielenia wiokien Inianych

i bawetnianych powoduje z jednej strony wysokie wybielenie widkna, przy zachowaniu

niezmiennych wiasciwo$ci mechanicznych, a z drugiej strony jest przeszkodg podczas dyfuzji

czasteczek barwnika do powierzchni wtdkna oraz jego obszarow wewnetrznych. Z tego powodu,

po procesie rozjasniania tkanin, stosowana jest katalaza do usuwania nadmiernych ilo$ci

nadtlenku wodoru [38,54,85]. Zastosowanie katalazy w przemysle wiokienniczym, powoduje
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zmniejszenie zuzycia energii 0 48%, obniza koszty $rodkéw chemicznych o 83%, zmniejsza
zuzycie wody o 50%, oraz redukuje czas trwania procesu o 33% [9,193] w poréwnaniu
z procesem usuwania H202 bez uzycia katalazy.

W przemysle spozywczym katalaza rozktada H20, uzywany w zimnej sterylizacji
[6,84,140,169] np. masy jajeczne]. Najpierw masa jajeczna zostaje pogrzana do temperatury
54°C w celu dezaktywacji katalazy endogennej. Nastepnie dodaje sie do niej 0,1% roztwor H20:
i przez okres 3-10 min utrzymuje sie w temperaturze 60-67°C. Gdy masa ochtodzi sie do 45°C,
powoli dodaje sie sterylny roztwér katalazy. Mase jajeczng chtodzi sie do temperatury 10°C
i pakuje w sterylnych warunkach [43].

W technologii zywnosci stosowane jest potaczenie oksydazy glukozowej wraz z katalazg, do
utleniania glukozy. Jej obecnos¢ moze zahamowa¢ powstanie zwigzkéw Maillarda o ciemnym
zabarwieniu i nieprzyjemnym zapachu. Zastosowanie oksydazy glukozowej w sokach dodatkowo
powoduje zachowanie witaminy C, natomiast uzyta w winiarstwie zastepuje proces pasteryzacji
i siarkowania. W produkcji konserw miesnych i owocowo-warzywnych stosowanie oksydazy
glukozowej stabilizuje barwe, smak i zawarto§¢ witaminy C. We wszystkich tych procesach
usuwana jest glukoza z produktéw spozywczych, a powstajacy nadtlenek wodoru usuwany jest
przez katalaze [17,52,127,152]. Produkty rybne moga by¢ wybielane [90, 198] przy uzyciu ok. 1%
H20., a jego pozostato$ci usuwane przy uzyciu katalazy.

Mozliwe jest tez zastosowanie potaczenia katalazy z oksydazg D-aminokwasowa, ktora utlenia
aminokwas do ketokwasu z wytworzeniem H20 [48,175]. Takie potgczenie enzymow stosowane
jest w przemysle farmaceutycznym w procesie utleniania cefalosporyn.

Poza przemystem spozywczym i wiokienniczym katalaza uzywana jest w mniejszej skali
podczas syntezy fosforanu dihydroksyacetonu [158] oraz w przemysle elektronicznym,
do rozktadu nadtlenku wodoru stosowanego do czyszczenia ptytek krzemowych oraz
potprzewodnikéw [78]. W farmaceutyce i kosmetyce stosowana jest katalaza immobilizowana
w biosensorach [25, 62, 78, 136] do oznaczania nadtlenku wodoru w kremach, emulsjach,
srodkach dezynfekujacych.

Pomiary aktywno$ci katalazy mogg stuzy¢ do wykrywania zmian chorobowych w organizmie.
Przyktadem moze by¢ wykrywanie cukrzycy u dzieci, obecno$ci bakterii w moczu lub ostrego
zapalenia watroby [43, 52].

W tabeli 1-6 przedstawiono charakterystyke preparatdw handlowych katalaz oraz
zalecane ich uzycie w okreslonych gateziach przemystu. Ze wzgledu na wysokg stabilnos¢
dominujg preparaty katalazy A. niger. Oferowane preparaty polecane sg do zastosowania

w przemysle tekstylnym oraz spozywczym.
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Tabela 1-6. Preparaty handlowe katalaz

Warunki
zastosowania
preparatu
Nazwa handlowa | Aktywnos¢ < | Zastosowanie Producent
2 £ 5
© (1] ©
£s55 g
o o £
o o o
Katalaza Aspergillus niger
Catalase FL 80 000 U/ml 55-10 | 50°C | przemyst Asa-enzyme
kosmetyczny i [78]
elektroniczny
Catalase 50 000 U/g 4-8 60°C | przemyst Biocon [81]
spozywczy
Catalase - 7-8 - diagnostyka Assay Designs,
Fluorometric laboratoryjna Inc. [79]
Detection Kit
Catalase NL 50 000 U/ml 6 30°C | przemyst Amano Enzyme,
Amano spozywczy Inc. [77]
Catazyme 25L 25000 U/ml 8-10 60°C | przemyst Novo Nordisk
tekstylny [46,75]
GENENCOR® - - - przemyst Genencor
CATALASE T100 tekstylny International,
Inc. [83]
Terminox Ultra 10 000 U/g 6-10 <50°C | przemyst Novozymes
tekstylny [9, 192,194]
Katalazy innego pochodzenia
Catalase C641L | 16 500 U/g 39 60°C | przemyst Biocatalysts [80]
(Micrococcus spozywczy
lysodeikticus)
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W przemysle tekstylnym katalaza stosowana jest przy pH zasadowym oraz temperaturze
50-60°C (Terminox Ultra, Catazyme 25L). W przemysle spozywczym katalazy mogq by¢

uzywane w temperaturze 30°C (Catalase NL Amano) oraz 60°C (Catalase z Biocon).

Dla pewnych skrajnych warunkéw (w wysokiej temperaturze i szerokim zakresie pH)
zalecane jest stosowanie preparatu bakteryjnego np. Catalase C641L z Micrococcus
lysodeikticus [80].
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2. Kinetyka reakcji enzymatycznych

Reakcja enzymatyczna opisana modelem kinetycznym, pozwala przewidzie¢ szybko$¢

przebiegu reakcji oraz sprawnos¢ katalityczng stosowanego enzymu.

2.1. Kinetyka prostej reakcji enzymatycznej z uwzglednieniem inhibicji

Model Michaelisa-Menten jest najprostszym schematem kinetycznym opisujacym reakcje
katalizowang przez enzymu. W swojej teorii Michaelis i Menten zatozyli, iz podczas reakcji
powstaje posredni kompleks enzym-substrat ES, ktory nastepnie w wyniku nieodwracalnej

reakcji powoduje powstanie produktu P oraz uwolnienie enzymu E:

E+S <> ES— "> E+P 2.1)
K1

gdzie: kq,k_,k, - state szybkosci poszczegdinych reakcji.
Ogdlng zaleznos¢ szybkosci reakcji enzymatycznej o schemacie przedstawionym powyzej
opisuje kinetyczne réwnanie Michaelisa-Menten:

V ..Cs

- Vo 22
s Ky +Cs (22)
gdzie: V., =k,Cq (2.2a)
K, = k1k—+k2 (2.2b)
1

V max

rs

””””” 3 5= Vmax 2

v

KM CS

Rys. 2-1. Zalezno$¢ szybkoSci reakcji enzymatycznej Michaelisa-Menten od stezenia substratu
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Stafa K,, nosi nazwe statej Michaelisa-Menten. Jezeli szybko$¢ reakcji réwna jest potowie
szybkosci maksymalnej ry =V, /2, wowczas z row. (2.2) wynika ze K, = Cy.
Stata Michaelisa-Menten K, jest wiec stezeniem substratu Cg, przy ktorym wartos¢ szybkosci

reakcji jest potowg warto$ci szybkosci maksymalnej — graficznie przedstawiono to na rys. 2-1
(105, 188].

Szybko$¢ reakcji zalezy od stezenia substratu i enzymu, a takze od temperatury,
stezenia jonow wodorowych, enzymatycznych aktywatorow i inhibitorow.
Stezenie substratu

Szybko$¢ reakcji uzalezniona jest od stezenia substratu, a wiadciwie od szybkosci
rozpadu kompleksu ES. Przy matych stezeniach substratu (rys. 2-1) szybkoS¢ reakcji wzrasta
proporcjonalnie do stezenia substratu, zgodnie z rownaniem pierwszego rzedu:
Voo Cs _

max

k'C 2.3
K, +Cq s (23)

Cy <<Ky =15 =

gdzie: k statq szybkosci reakcji przebiegajacej wedtug kinetyki pierwszego rzedu.
Réwnanie to zwigzane jest z niecatkowitym wysyceniem czasteczek enzymu substratem. Dalszy
wzrost stezenia substratu pozwala na osiggniecie catkowitego wysycenia czasteczek enzymu,
a tym samym uzyskanie maksymalnej aktywnosci katalitycznej — maksymalnej szybkosci reakcji
[105, 188]:

Cs>K, ==V, (2.4)
Stezenie enzymu

Szybko$¢ reakcji mozemy regulowac stezeniem enzymu pod warunkiem, ze w ukfadzie
reakcyjnym wystepuje odpowiednia ilo$§¢ substratu. Graficzna zaleznos¢ szybkoSci reakcji
poczatkowej od stezenia enzymu jest linig prosta. Maksymalna szybkos¢ reakcji przy nadmiarze
substratu zalezy od stezenia enzymu i osiggana jest po przejsciu w kompleks ES wszystkich
czasteczek enzymu [105, 188].
Temperatura

Temperatura wptywa na zmiane aktywnosci czgsteczek substratdbw oraz enzymu,
powodujac tym samym wzrost szybko$ci reakcji. Wzrost ten nastepuje zgodnie z regutg Van't
Hoffa. W wyzszych temperaturach, szybko$¢ reakcji ro$nie, ale pojawia sie réwnoczesnie
dezaktywacja biatka enzymu a wzrost szybkosci reakcji jest powolniejszy. Nastepnie
dezaktywacja jest na tyle znaczaca, ze szybko$¢ reakcji gwattownie spada.
Maksymalng szybkos¢ reakcji enzymatycznej osigga si¢ w temperaturze optymalnej. Jej warto$¢

dla enzyméw, zalezy od ich pochodzenia - dla enzyméw zwierzecych znajduje sie w poblizu
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cieptoty ciata, natomiast dla enzyméw pochodzacych z bakterii termofilnych temperatury
optymalne osiggajq wartosci przekraczajace 90°C.

Przyczyng niejednakowej opornosci cieplnej enzyméw jest zroznicowanie energii
niezbednej do pokonania wiekszej lub mniejszej liczby oddziatywan stabilizujgcych strukture
natywnego biatka. Termolabilno$¢ enzymu maleje najczesciej w przypadku obecnosci substratu,
ktory wigzac sie z czasteczkami biatka - stabilizuje drugo- i trzeciorzedowq strukture fancucha
polipeptowego.

Jednym z celéw badan stabilnosci enzyméw jest zwigkszenie ich trwato$ci w warunkach
procesowych, z uwzglednieniem podwyzszonej temperatury. Procesy prowadzone
w temperaturach powyzej 55°C sg korzystne ze wzgledu na m.in. wzrost rozpuszczalnosci
substratu, redukcje rozwoju mikroorganizméw oraz tatwo$¢ zatrzymania reakcji poprzez
obnizenie temperatury [23].

Stezenie jonéw wodorowych w mieszaninie reakcyjnej

Enzym wykazuje duzg aktywno$¢ w Srodowisku o ograniczonym (optymalnym) dla niego
zakresie pH, zapewniajagcym wystepowanie i najlepsze dla przebiegu reakcji rozmieszczenie
tadunku elektrycznego w centrum aktywnym i pozostatej czesci biatka. Wptyw pH na szybko$¢
reakcji wynika z wplywu na stopiern dysocjacji grup funkcyjnych aminokwasow biatek
enzymatycznych oraz zmiany konformaciji biatek enzymatycznych, co w skrajnych przypadkach
powoduje denaturacje (degradacje) enzymu. Dla wiekszo$ci enzyméw w roztworach wodnych
optymalne pH jest zblizone do obojetnego. Optymalne pH dziatania enzymu zalezy czesto od
stosowanego buforu. Sg enzymy wykazujgce maksymalng aktywno$¢ w $rodowisku silnie
kwasowym (np. pepsyna pH=1) lub silnie zasadowym (np. trypsyna pH=11) [105].

Aktywatory

W celu uzyskania odpowiedniej aktywnos$ci lub osiggniecia jej maksimum przez cze$¢
enzymow, wymagana jest obecnosS¢ specyficznych (okresSlonych) zwigzkéw chemicznych
— aktywatorow. Ze wzgledu na mechanizm dziatania aktywatory mozna podzieli¢ na:

e  koenzymy (kofaktory) — sktadniki enzymu niezbedne do prawidtowego przebiegu reakc;i
tj. jony metali, witaminy, NADH

e regulatory potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego $rodowiska reakcyjnego, znoszace
negatywny wptyw niekorzystnych warunkéw reakcji np. zawarto$ci metali ciezkich; sg to gtownie
niskoczasteczkowe zwigzki organiczne np. cysteina lub 2-merkaptoetanol

e aktywatory nieaktywnych proenzymow (zymogendw) katalizujgce hydrolize wigzan

peptydowych w czgsteczce enzymu
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e aktywatory allosteryczne, wigzace sie z centrum allosterycznym wystepujacym
w czasteczkach niektorych enzymow, pozwalajgce osiggnaé wtasciwg konformacije przestrzenng
centrum aktywnego enzymu [105].

Inhibitory

Reakcja enzymatyczna moze zosta¢ zahamowana lub spowolniona pod wptywem
dziatania zwigzkéw zwanych inhibitorami. Inhibitory mogq powodowaé dezaktywacje enzymu,
woéwczas mamy do czynienia z inhibicjg nieodwracalng. Inhibitory nieodwracalne reagujg
Z enzymem, wigzac sie kowalencyjnie, a zatem nieodwracalnie, do jego tancuchow biatkowych.
Taka inhibicja trwale unieczynnia dang czasteczke enzymu. Do inhibitorow tego typu nalezg
miedzy innymi penicylina (inhibitor transpeptydazy) i aspiryna (inhibitor cyklooksygenazy).

W przypadku gdy inhibitor zostaje usuniety ze Srodowiska reakcyjnego, enzym odzyskuje
przynajmniej czesciowo aktywnos¢, to wtedy mamy do czynienia z inhibicjg odwracalna.

Wsrod inhibicji odwracalnej wyrdzniamy dwie podstawowe:

e Inhibicje kompetycyjng (wspdtzawodniczaca): o centrum katalityczne czasteczki
enzymu konkurujg ze sobg czasteczki inhibitora oraz czasteczki substratu, pozornie zmniejszajq
powinowactwo enzymu do substratu (wzrasta warto$¢ Ky).

Taki mechanizm wynika z podobieristwa w strukturze inhibitora i substratu. Schemat dziatania
inhibitora kompetycyjnego przedstawia sie nastepujaco:

E +l ‘Tk*’ El (2.5)
Zjawisko inhibicji kompetycyjnej mozna ograniczy¢ uzywajac wiekszego stezenia substratu,
wowczas szybkos¢ maksymalna V. pozostaje niezmieniona [105].

¢ Inhibicja niekompetycyjna: substrat i inhibitor wigzane sq przez czasteczke enzymu,
taczac sie z nig w roznych miejscach wigzacych. Uniemozliwia to przyjecie przez enzym
odpowiedniej konformacji, wymaganej do jego aktywnosci katalitycznej, co powoduje
zmniejszenie sie maksymalnej szybkosci reakcji enzymatycznej V. . Czasteczki enzymu

pozostajagce w $rodowisku reakcyjnym wykazujg niezmienione powinowactwo do substratu

(Kw pozostaje bez zmian). Schemat dziatania inhibitora niekompetycyjnego przedstawia sie

nastepujaco:
K 4.
E+l HT’ El (2.6)
ks.
El+S&—>EIS (2.7)
ks
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W przeciwienstwie do inhibicji kompetycyjnej, zwigkszenie stezenia substratu nie ogranicza
wptywu inhibitora niekompetycyjnego.
Dodatkowo inhibicja odwracalna wystepuije jako:

e Inhibicja akompetycyjna: inhibitor wigze sie tylko z kompleksem ES, tworzac
nieaktywny kompleks ESI. Ten rodzaj inhibicji rzadko wystepuje w uktadach z jednym
substratem.

¢ Inhibicja mieszana: hamowanie reakcji enzymatycznej spowodowane jest dziataniem
inhibitora kompetycyjnego i niekompetycyjnego dla tej samej reakcji przy jednoczesnym wzroscie
wartosci statej Michaelisa-Menten [105, 188].

Inhibitory mogq by¢ stosowane jako leki, lub jeZeli blokujq wazne fizjologicznie enzymy,
sq_ silnymi truciznami. Stosowanie inhibitoréw w celu zatrzymywania proceséw przemystowych
po uzyskaniu pozadanego stopnia konwersji substratu jest ograniczone uwzgledniajac koszt
i fizjologiczne oddziatywanie inhibitordw. Lepszym rozwigzaniem jest dezaktywacja enzymu

poprzez podniesienie temperatury lub zmiane pH $rodowiska.

2.2. Kinetyka reakciji katalizowanej przez katalaze

2.2.1. Mechanizm reakc;ji rozktadu H20.
Katalaza rozktada nadtlenek wodoru zgodnie z reakcja;

2H,0, %= ,91.0+0, (2.8)

Mechanizm dziatania katalazy rozni si¢ istotnie od typowego mechanizmu dla kinetyki reakcji
enzymatycznej. W 1947 roku Chance [30] jako pierwszy zidentyfikowat przy zastosowaniu
metody spektrofotometrycznej zwigzek przejsciowy wystepujacy w trakcie reakcji rozktadu
nadtlenku wodoru przez katalaze. Mechanizm zaproponowany przez Chance’a polega na tym, ze
wytworzony z nadtlenku wodoru i enzymu kompleks ES reaguje z drugg czasteczkg substratu S

dajac produkt P i enzym E:

E+S—4>ES (2.9a)
ES+S—% SE+P (2.9b)

Przyjmujac zatozenie o stanie pseudoustalonym dla powyzszego mechanizmu okazuje sie,
ze stezenie kompleksu ES nie zalezy od stezenia substratu:
__ Kk
=k, +k,

Cey (2.10)
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a szybkosC reakcji jest opisana rownaniem kinetycznym pierwszego rzedu w odniesieniu
do stezenia substratu:
s :_&: 2k, E0vs
dt  k,+k,

(2.11)

Wedtug szacunku wykonanego przez Chance’a wartosci statych wynosza;

k, = (4—5)-10°dm®/(mol s) oraz k, = (1,5—1,8)-10" dm3/(mol s).

Wyniki te zostaly ponownie przeanalizowane przez Kremera i Baera [111]. Otrzymali oni
rozwigzania numeryczne réwnan rozniczkowych odpowiadajgce mechanizmowi reakcji
zaproponowanemu przez Chance’a. Wyniki obliczen nie kwestionowaty mechanizmu reakgji,
jedynie to ze w dos$wiadczeniach Chance’a nie spetniono warunku stanu ustalonego. State

obliczone metodg najlepszego dopasowania, wynosza;

k, =3-10°dm3/(mol s) oraz k, =5,6-10° dm¥(mol s).

2.2.2. Struktura réwnania kinetycznego reakciji rozktadu H20;

Od poczatkéw badan kinetyki reakcji podstawowy problem stanowita dezaktywacja
katalazy przez H.0O,, dlatego stosowane byty rdézne metody korygowania wartosci statych
szybkosci reakcji.

Bonnichsena i wsp. [18] krytycznie przeanalizowali wczes$niejsze prace i wykazali,
ze wystepowanie zjawiska dezaktywacji doprowadzito do btednej interpretacji mechanizmu
reakcji przez czes¢ badaczy, tzn. przyjecia modelu Michaelisa—Menten i wyznaczenia statej

K,, = 0,025 mol/dm®. Stosowana metoda, przy czasie pomiaru 12 minut, powodowata

otrzymanie zanizonych warto$ci statej szybkosSci reakcji dla katalazy pochodzenia zwierzecego
z powodu wystgpienia dezaktywacji enzymu substratem. Bonnichsen i wsp. [18] skrocili czas
pomiaru do 30 sekund. Stwierdzili, ze reakcja rozktadu H20, pod wptywem katalazy przebiega
wedtug réwnania kinetycznego:

dC
g = _d_ts =kCq,Cs (2.13)

Roéwnanie (2.13) odpowiada modelowi peroksydacyjnemu przyjetemu przez Chance’a.
Wyznaczona stata k=3,5~107dm3/(mo| s) dla katalazy pochodzacej z watroby wotowej jest
wieksza od obliczonej na podstawie statych ki i k2 wyznaczonych przez Chance’a.

Badania nad dziataniem katalazy przy wysokich stezeniach H202 (do 5 mol/dm3)
prowadzit Ogura [137], stosujac technike przeptywu ciggtego. Prowadzac pomiary dla bardzo

wysokich stezen enzymu réwnych 1,2:10-7 mol/dm3 i czasoéw reakcji od 0,1 do 0,4 s, zalezno$¢
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miedzy szybkoscig reakcji a stezeniem H202, mimo réznicy w mechanizmie dziatania katalazy,
opisano rownaniem Michaelisa-Menten:

= Vi Cs (2.14)
Ky +Cs

gdzie: V__ - maksymalna szybkos¢ reakcji,

Km — pozorna stata Michaelisa-Menten.

Korzystajac z row. (2.14) okreslona warto$¢ Ku dla katalazy bakteryjnej wynosita 1,1 mol/dm3
przy stezeniu poczatkowym nadtlenku wodoru w zakresie od 0,30 do 0,74 mol/dm3 [96].

Wartosci Kw zalezg od tego, do ktorej z grup nalezy katalaza. Dla jednofunkcyjnych katalaz
(np. z watroby wotowej) wartos¢ Kw jest duzo wyzsza niz dla katalazo-peroksydaz
(np. z Mycobacterium tuberculosis). Dla pierwszej z nich wartos¢ Ku wynosi 0,093 mol/dm?3
a dla drugiej 0,002 mol/dm3 [94, 163].

Wartosci Ku zalezg takze od ich pochodzenia. Dla katalaz bakteryjnych warto$¢ Ku okreslono
w szerokim zakresie od 0,0039 mol/dm3 (z E. coli) do 0,537 mol/dm3 (z Proteus mirabilis)
[163, 171]. Dla katalaz grzybowych wartosci Km sq wyzsze od 0,0480 mol/dm?3 (z Thermoascus
aurontiacus) [148]. W szczegdlnym przypadku katalazy A. niger okre$lone warto$ci sq z zakresu
od 0,322 do 0,465 mol/dm3 [115, 163, 171] i sq ponad czterokrotnie wigksze od wartosci Ku dla
katalazy z ludzkich erytrocytéw (0,080 mol/dm3) [163].

Przy typowych zastosowaniach katalazy do rozktadu pozostatosci nadtlenku wodoru,
ktdrego stezenie wynosi ponizej 0,02 mol/dm3 réw. (2.14) upraszcza sie do postaci réw. (2.13).
Te posta¢ réwnania kinetycznego reakcji rozktadu nadtlenku wodoru stosowano wielokrotnie
[59, 60, 167, 168].

2.2.3. Metodyka pomiarow szybkosci reakcji rozktadu H.02

Szybko$¢ reakcji wyznacza sie poprzez pomiar ilo$¢ roziozonego substratu lub ilo$¢
powstajacego produktu. Obydwa sposoby pomiaru byly stosowane w badaniach kinetyki reakcji
katalizowanej przez katalaze.

Do pomiaru stezenia H.O, stosowano najczesciej metodg spektrofotometryczng
lub manganometryczna.
Metoda spektrofotometryczng [18,25,99] polega na pomiarze stezenia H2O2 przy dtugosci fali
240 nm. Zazwyczaj stosowano molowy wspotczynnik absorpcji € wynoszacy 39,40 dm3/(mol cm)
(Aebi [1]), a niekiedy uzywano wartosci € w zakresie od 35,76 do 43,60 dm3(mol cm)
[59,103,115,116]. Metoda spektrofotometryczna pozwala na oznaczenie stezen H2O2 ponizej
0,02 mol/dms.
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Metoda manganometryczna [18, 46, 122] jest bardzo wygodna w uzyciu, poniewaz zakwaszenie
pobranej probki kwasem siarkowym (VI), powoduje natychmiastowe zahamowanie reakcji
enzymatycznej. Uzycie tej metody pozwala takze na prowadzenie pomiaréw w szerokim zakresie
stezen nadtlenku wodoru.

Pomiar szybko$ci powstajacego w trakcie reakcji tlenu mierzono manometrycznie i przy
zastosowaniu elektrody tlenowej. Metoda manometryczna byta jedng z pierwszych stosowanych
metod do pomiaru szybkosSci wydzielania sie tlenu przy oznaczaniu aktywno$ci preparatow
katalazy [32] ale jest stosowana nadal [126, 182]. Ze wzgledu na tatwos¢ pomiaru, zaczeto
stosowac elektrode tlenowg [61,75,101,111,115,148,149,163].

Rorth i Jensen [149] jako pierwsi do badan kinetyki rozktadu H2O2 przez katalaze wotowa,
zastosowali elektrode tlenowg, ktéra umozliwita wykonanie pomiaréw dla stezenia poczatkowego
nadtlenku wodoru 0,0335 mol/dm3 w czasie krotszym od jednej minuty, pomijajac tym samym
zjawisko dezaktywacji. Rio i wsp. [148] rozszerzyli zakres pomiaru elektrodg tlenowg do stezenia
nadtlenku wodoru ponizej 0,0335 mol/dm?3, poprzez wczes$niejsze usuniecie tlenu z roztworu przy
uzyciu azotu. Stata Kw wyznaczona za pomocg elektrody tlenowej miescita sie w zakresie od
0,047 do 0,19 mol/dm3. Jej warto$¢ zalezata od doboru metody opracowania wynikéw
prowadzonych do$wiadczen. Porownujgc powyzsze wartosci z wartosciami wyznaczonymi
metodg przeptywu ciggtego, zauwazy¢ mozna, ze wartosci Kw wyznaczone przy pomocy
elektrody tlenowej sg okoto 5 do 22 razy mniejsze. Lardinois i wsp. [115] zastosowali takze
elektrode tlenowg do pomiaru szybkosci rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze. Dla stezen
nadtlenku wodoru od 0,01 do 2 mol/dm3 uzyli procedury pomiarowe;j ktéra trwata 50 s.

Switala i Loewen [163] okre$lali aktywno$¢ dla szesnastu katalaz (otrzymanych z réznych
organizmdw) przy uzyciu elektrody tlenowej. Badanie prowadzono dla stezern poczatkowych
nadtlenku wodoru z zakresu od 0,06 do 5 mol/dm3. Rozktad H20. nie przebiegat zgodnie
z kinetykg Michaelisa-Menten dla catego przedziatu stezen H202. W celu poréwnania wtadciwosci
katalaz, okreslono warto$ci statej Kw, ktére miescity sie w przedziale od 0,067 do 0,465 mol/dm3.

Nizsze warto$ci Ku otrzymano dla katalaz o mniejszej masie czasteczkowej podjednostek.

2.2.4. Wplyw temperatury na szybkos$¢ reakcji rozktadu H:0:

Szybko$¢ reakcji rozktadu nadtlenku wodoru prowadzonej przy niskich stezeniach H20:
opisuje row. (2.13). W tym réwnaniu wystepuje stata kinetyczna k, ktdrej warto$¢ zalezy
od temperatury. Wptyw jej opisany jest zaleznoscig Arrheniusa:

k= kROexp(— %) (2.15)
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W tabeli 2-1 zamieszczono wartosci energii aktywacji dla katalaz pochodzacych z réznych

materiatow biologicznych.

Tabela 2-1. Energie aktywacji dla reakcji rozktadu H202 przez katalaze

Temeparatura
°c] Er [kJ/ mol] Rodzaj katalazy Autor
- 2,50-7,10 ludzkie erytrocyty Aebi [1]
- 8,80+1,00 watroba wotowa Ghadermarzi
i Moosavi-Movahedi
[60]
5-60 14,40£3,50 watroba wotowa Tukel i Alptekin
[177]
525 19,84 grzybowa immobilizowana Altomare i wsp. [5]
13-30 3,76£0,21 bakteryjna Jones i Suggett [96,97]

Wsrod katalaz pochodzacych z réznych zrodet najnizszg wartoS¢ energii aktywacji reakcii
rozkladu nadtlenku wodoru miata katalaza z ludzkich erytrocytow. Dla pozostatych katalaz
warto$ci energii reakcji sq z zakresu od 8 do 20 kJ/mol. Warto$ci te sg niewielkie, w poréwnaniu
z typowymi energiami aktywacji reakcji enzymatycznych, wynoszacymi od 21 kd/mol do
63 kJ/mol [105].

SzybkosS¢ reakcji enzymatycznej wzrasta ze wzrostem temperatury zgodnie z rownaniem
Arrheniusa ale tylko w pewnym zakresie. W wyzszych temperaturach szybko$¢ reakcji roénie, ale
pojawia sie rdwnoczesnie dezaktywacja biatka enzymu. Dezaktywacja jest na tyle znaczaca,
iz nastepuje gwattowny spadek szybkosci reakcji. Krzywa zaleznoSci aktywno$ci enzymatycznej
od temperatury, posiada charakterystyczne maksimum, przy ktorym szybko$¢ katalizowanej
reakcji jest najwieksza w optymalnej temperaturze Topt. WartoSci optymalnych temperatur dla
katalaz sq w zakresie od 15°C do 90°C. Optymalng temperaturg 15°C charakteryzuje sie
katalaza z Penicillium cyclopium [52], natomiast 90°C posiadajgq katalazy z Pyrobaculum
calidifontis [2] oraz Thermus brockianus [171]. Dla katalazy wotowej optymalng temperaturg jest
30-35°C [62, 177].

Producenci preparatow handlowych zawierajacych katalaze deklarujg optymalne temperatury
w zakresie od 30°C do 60°C (Tabela 1-6). Wiekszo$C przedstawionych preparatéw katalazy

osiaga najwyzszg aktywnos¢ w temperaturze 50-60°C. Przyktadowo katalaza A. niger
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produkowana przez Asa-Enzyme [78], charakteryzuje sie optymalng temperaturg 50°C przy
pH=7. Takze w zakresie temperatur od 20°C do 85°C enzym ten posiada aktywno$¢ powyzej
80%.

2.2.5. Wpltyw pH na szybko$¢ reakcji rozktadu H202

Katalazy rdznego pochodzenia wykazujg wiekszgq lub mniejszg wrazliwos¢ na pH
Srodowiska. Wiekszos$¢ katalaz zaréwno pochodzenia zwierzecego jak i mikrobiologicznego ma
pH optymalne w zakresie od 6 do 7,5. Przyktadowo Gorenek i wsp. [62] dla katalazy wotowej
okreslili optymalne pH rowne 7. W Srodowisku kwasnym pH 4 oraz zasadowym pH 9 aktywno$¢
katalazy wotowej spada o ponad potowe w poréwnaniu z aktywno$cig w pH optymalnym.
Katalaza A. niger wykazuje aktywno$¢ maksymalng w pH w zakresie od 6,7 do 7,5
[6,75,169,185]. W $rodowisku kwasnym pH 4 oraz zasadowym pH 9 aktywnos¢ spada o okoto
20%. Mozna zatem stwierdzi¢, iz katalaza wotowa jest bardziej wrazliwa od katalazy grzybowe;j.

Katalazg ktéra charakteryzuje sie szerokim zakresem pH jest katalaza z Escherichia coli.
Jej dwie formy wykazujq dwa rézne optymalne pH: jedno w pH 6,8 a drugie w pH 10,5 [124].
Zatem okre$lono optymalne pH dla katalaz w zakresie od 5 do 11 [124,172].

Dla zastosowan przemystowych poszukuje sie katalaz odpornych na warunki alkaliczne.
Katalaza A. niger produkowana przez Asa-Enzyme [78] spetnia to zatozenie. Charakteryzuje sie
optymalng aktywnoscig dla szerokiego zakresu pH od 5 do 9. W bardziej kwasnym srodowisku
reakcji pH 3,5 aktywno$¢ enzymu spada do 60% aktywno$ci w porownaniu z aktywnoscig w pH

optymalnym.
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3. Kinetyka dezaktywacji enzyméw

Dezaktywacja enzymdw w czasie trwania procesu zwieksza koszt jednostkowy produktu,
dlatego poznanie czynnikow wywotujacych dezaktywacje jest niezbedne do witasciwego doboru
warunkéw procesowych. Czynnikami wptywajacymi na zmniejszenie sie aktywno$ci enzymu
mogaq byc¢: temperatura, pH, substraty, produkty lub inne sktadniki mieszaniny reakcyjnej a takze
naprezenia S$cinajgce. Dezaktywacja enzymdéw spowodowana naprezeniami Scinajgcymi,
nastepuje w warstwie monomolekularnej otaczajacej pecherzyki powietrza (pianie), powstajacej
w duzych iloSciach podczas homogenizacji tkanek, intensywnym mieszaniu roztworéw lub ich
przelewaniu [188].

Dezaktywacja enzymow jest procesem bardzo ztozonym, nawet wtedy, gdy jego przebieg

opisujg proste réwnania [70]. Mozhaev i Martinek [131] okreslili, ze w trakcie dezaktywacji moze
wystepowac miedzy innymi agregacja, dysocjacja na podjednostki i denaturacja.
Stosujgc rézne metody spektroskopowe (absorpcji promieniowania elektromagnetycznego)
tj. fluorescencji [191,196], analizy Swiatta rozproszonego [144,159,196,204], elektroforezy [47]
a takze analizy termicznej [47,146] obserwuje sie zmiany makromolekularne struktury
biologicznie aktywnej, dostarczajace informacji o aktywnos$ci enzymu.

Wptyw réznych czynnikéw na dezaktywacje zostat doktadnie opisany w opracowaniach
Lenckiego i wsp. [117,118]. Najcze$ciej badania dezaktywacji sq zgodne z pierwszorzedowym
modelem kinetycznym, wprost wyjasniajacym zniszczenie struktury przestrzennej enzymu
dezaktywowanego i wigzania enzym-substrat [118]. Lencki i wsp. przedstawili dezaktywacje jako
proces ztozony z kilku reakcji uwzgledniajacych dysocjacje, denaturacije, agregacje, koagulacje

| chemiczny rozkfad.

Jezeli podczas dezaktywacji enzymu obserwuje sie spetnienie modelu pierwszorzedowego,
wowczas szybkos¢ dezaktywacji uwzglednia jedno z wyzej wymienionych zjawisk [117]. Jezeli
szybko$¢ dezaktywacji opisywana jest modelem nieliniowym [118], wowczas dezaktywacja
spowodowana jest dziataniem kilku czynnikdbw - model dezaktywacji wieloetapowej
[63,71,72,150]. Analiza takie] dezaktywacji polega na oddzieleniu poszczegoinych etapow
i wptywu réznych czynnikow.

Opracowano wiele teorii opisujacych dezaktywacje. Roznity sie one przede wszystkim
terminologig, oraz zatozeniami poczatkowymi. Prébowano powigza¢ rézne mozliwe teorie
dezaktywaciji i stworzy¢ ogolng teorie przedstawiajacg model matematyczny. Uogélniona teoria

dezaktywacji dostarcza wglad w strukture enzymu. Poznanie mechanizméw dezaktywacii
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enzyméw w postaci odwracalnych i nieodwracalnych reakcji ztozonych, ma na celu poprawi¢

wykorzystanie enzyméw jako biokatalizatoréw [203)].

3.1. Dezaktywacja termiczna enzymow

Temperatura jest jednym z czynnikow wptywajacych na dezaktywacje enzymow.
Zjawisko dezaktywacji uwidacznia si¢ wyraznie w poblizu temperatury optymalnej, chociaz
zachodzi ono takze w znacznie nizszych temperaturach. Prosty mechanizmy dezaktywacji oparty
na zmianie konformacji czasteczek enzymu, przedstawili najpierw Lumry i Eyring [120]. W latach
80. XX wieku ukazato sie wiele publikacji odnoszacych sie do roznych modeli dezaktywacii
[56, 57, 69, 70].

3.1.1. Jednostopniowy schemat dezaktywacji nieodwracalnej

Najczesciej dezaktywacje termiczng enzymu przedstawia sie jako nieodwracalne
przejscie formy aktywnej E w forme nieaktywng D

E-“»p (3.1)
Dla kinetyki dezaktywacji pierwszego rzedu, zmiane stezenia aktywnego enzymu Ce opisuje
nastepujgce rownanie rézniczkowe:

dC
d_tE = _kDTCE (32)

W chwili poczatkowej t=0 stgzenie enzymu wynosi C, a jego zmiang w czasie mozna uzyskac
po scatkowaniu réw. (3.2). Doswiadczalne wyznaczenie stezenia aktywnego enzymu jest
praktycznie niemozliwe, dlatego powszechnie wprowadza sie pojecie aktywnosci wzglednej
a=C./C. Po uwzglednieniu aktywnosci wzglednej w row. (3.2) i rozdzieleniu zmiennych
uzyskuje sie rozwigzanie dla warunku poczatkowego a(t =0)=1 opisujace zmiane aktywnosci
W czasie:

a=exp(—kyt) (3.3)

Stata ky,; zalezy od temperatury i do jej opisu zwykle stosuje sie réwnanie Arrheniusa:

E
Kor = k(DT)OeXp(_%) (3.4)

Jednym z waznych zagadnien praktycznych jest wyznaczenie statych wystepujacych

W row. (3.4).
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Typowy sposéb wyznaczania statych Ky, i Eor
State rownania (3.4) Kry i Eor wyznacza si¢ zazwyczaj na podstawie pomiarow

szybkosci dezaktywacji enzymu w okreslonych temperaturach z zakresu, w ktérym obserwuje sie
dezaktywacje termiczng. Dla kazdej z temperatur wyznacza sie najpierw state kot szybkosci
dezaktywacji na podstawie row. (3.3). Nastepnie korzystajac ze zlogarytmowanej postaci

row. (3.4) i przy wykorzystaniu metody najmniejszych kwadratéw oblicza sie wartosci statych

Koryo 1 Eor. Ten sposob postgpowania stosowano do wyznaczania parametrow dezaktywacii

termicznej wielu enzymow m.in. katalazy wotowej [101], peroksydazy [121] oraz fosfatazy
alkalicznej [186].

Wyznaczanie statych Ky, i Eor przy pomocy zlogarytmowanej postaci row. (3.4) budzi
wiele kontrowersji [19, 108, 154, 161], ze wzgledu na silng korelacje pomiedzy parametrami

Koryo T Epr- W celu zmnigjszenia korelacji pomigdzy parametrami w row. (3.4) wprowadza sig

temperature odniesienia Tog. WOwczas réw. (3.4) przyjmuje nastepujaca postac:

E 1 1
Kor = kD,TodeXp{% [T_od - TH (3:5)

gdzie: Tog - temperatura odniesienia [K],

E,y - energia aktywacji procesu dezaktywacji termicznej [kd/mol],
ko - szybkos$¢ dezaktywacii termicznej w temperaturze T [1/min],
koo - Stata szybkosci dezaktywacii termicznej w temperaturze odniesienia Toq [1/min].

Gdy stata kor opisana jest row. (3.5) wowczas zmiane aktywnosci enzymu mozna opisac

nastepujacq zalezno$cia;
E 1 1
a, =exp| - Ky €Xp| 5| — — = [ |t, 3.6
i p{ D,Tod p|: R [Tod TJJ:|] ( )
gdzie: i - numer pomiaru (0,1,2...n),

j  -temperatura pomiaru [K].
Schwaab i Pinto [154] zaktadajac brak korelacji pomigdzy k,r,, @ Ep; ofrzymali nastepujacq
zalezno$¢, pozwalajgca okreslic optymalng temperature odniesienia:

da, 0a
akD,Tod aEDT

-0 (3.7)

oa, da, o
—, — row. (3.6) wynoszg odpowiednio:
akD,Tod aEDT

Natomiast pochodne czastkowe
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=— (3.8a)
akD,Tod kD,Tod
04 1 1}In(@)
I | 3.8b
aEDT (Tod le R ( )

Uzycie réwnan (3.7), (3.8a) i (3.8b) pozwala okresli¢ temperature odniesienia T,, w postaci:

(3.9)

o

Uzycie tak zdefiniowanej wartosci T,, pozwala okreslic state procesu dezaktywacji termicznej
fj: przedwykladniczq statq szybkosci dezaktywacji k), oraz energie aktywacji procesu
dezaktywacji termicznej E; z najmniejszym statystycznie btedem.
Alternatywny sposéb wyznaczania statych kppry i Eor

Zaproponowano [128] nowy sposob wyznaczenia parametréw kinetycznych, ktéry opiera
sie na doSwiadczalnej zmianie aktywnosci enzymu w zaleznosci od temperatury. Wyznaczenie
parametrow kinetycznych dezaktywacji termicznej przy uzyciu tej metody nie wymaga
prowadzenia czasochtonnych pomiardw zmian aktywnosSci enzymu w czasie, w okreslonych
temperaturach.
Reakcje enzymatyczng Michaelisa-Menten, przy duzych warto$ciach stezenia substratu Cs>>Kwu
opisuje zaleznosc:

dc,  dC,
__ 95 _ ¢ 3.10

W chwili poczatkowej C,(t =0)=Cg,.

Szybkos¢ dezaktywacji enzymu dla jednostopniowej dezaktywacji nieodwracalnej ma postac
row. (3.2). Z tego réwnania po uwzglednieniu aktywnoSci wzglednej enzymu, zalezno$ci
arrheniusowskej oraz catkowaniu okreslono zmiane aktywnosci enzymu w czasie t dla ktorego

prowadzono oznaczenie:

a= exp[- Koo {exp{— %}H (3.11)

Dokonujac kolejnych przeksztatcen otrzymamy wyrazenie opisujgce zmiang stezenia produktu

w zaleznosci od temperatury:
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K.C —
C, = 20VE0 exp(EDT ERJ 1—exp[- Bexp(— Eﬂﬂ (3.12)
Koryo RT RT

gdZie: B = k(DT)Ot
Wprowadzajac warto$¢ maksymalnego stezenia produktu C,., wraz z temperaturg optymalng

Topt zdefiniowano aktywno$¢ enzymu a, jako iloraz stezenia produktu C, do jego maksymalnego

stezenia G, - Tak zdefiniowana aktywno$¢ enzymu przyjmuje postac:

Pmax *

(EDT _ER )(Topt _T) EDT (T_Topt)
exp{ RTT,, J{1 — exp{- ﬁ@xp[RT_l_opt

. 1-exp(-B,) o1

, E
gdzie: B, = k(DT){exp(— R'FT ﬂt = Kpropt (3.13a)

opt
W réwnaniu (3.13) wystepujq cztery state: energia aktywacji reakcji Er, energia aktywacii
dezaktywacji Epr, temperatura optymalna Topt, | parametr 8, opisany zaleznoscig (3.13a). Liczbe
statych do wyznaczenia mozna zmniejszy¢, korzystajac z definicji temperatury optymalnej. W tej
temperaturze uzyskujemy aktywnoS¢ maksymalng. Zatem po obliczeniu pochodnej aktywnosci

wzgledem temperatury i przyrownaniu do zera otrzymano:

EDTB1
E, —E,=— 0Pt 3.14
exp(B;)—1 19

Réwnanie (3.13) po uwzglednieniu zaleznoéci (3.14) przyjmuje postac:

(Tom _ T) Epiby Eor (T - Topt )
exp( RTT,,, exp (®,)-1 1—exp| - B.exp ?Topt
_ 1—exp (_ B, )

ldentyfikacje parametrow B,, Topt i Epr W row. (3.15) przeprowadzono dla oksydazy fenolowe;

(3.15)

[156], a w obliczeniach zastosowano procedure Levenberga-Marquardta [141]. Dla znanych

parametrow B, Topt i doswiadczalnego czasu pomiaru aktywnos$ci t obliczono nastepnie Koro

z row. (3.13a). Zaletg tej metody jest mozliwoS¢ wyznaczenia dodatkowo energii aktywacji Er
z zalezno$ci (3.14). Przebieg zmian aktywno$ci obliczonej w pordéwnaniu z aktywnoscig
doswiadczalng przedstawia rys. 3-1.

Dysponujac danymi literaturowymi zmian aktywnosci od temperatury, mozna dla innych enzyméw

okresli¢ state procesu dezaktywaciji termiczne;.
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A punkty do$wiadczalne
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Rys. 3-1. Zmiana aktywno$ci oksydazy fenolowej w zaleznosci od temperatury. Wartosci obliczonych stafych
wynoszg: Topt= 326,2 K; B, =0,18; Er = 18,28 kJ/mol; Epr = 199,2 kd/mol [128].

3.1.2. Ztozone mechanizmy dezaktywacji termicznej
W wielu analizowanych przypadkach dezaktywacji enzymow nie potwierdza sie
jednostopniowy mechanizm dezaktywacji nieodwracalnej. Dezaktywacja moze przebiegac
wedtug ztozonych mechanizméw. Henley i Sadana [70-72] oraz Polakovi¢ i Vrabel [142,183,184]
podjeli proby uogolnienia proceséw dezaktywacji przedstawiajac te same modele, roéznigce si¢
w istocie jedynie oznaczeniami. Henley i Sadana sformutowali najpierw ogdlny schemat
dezaktywacji, ktéry po odpowiednich uproszczeniach prowadzi do szczegdinych przypadkow
dezaktywacji.  Natomiast Polakovi€ i Vrabel jako punkt wyjScia przyjeli jednostopniowy
mechanizm dezaktywacji nieodwracalnej, ktory nazwali mechanizmem | poziomu. Kolejne
mechanizmy dezaktywacji nosity nazwe mechanizmow Il poziomu, ktore nastepnie rozwijali,
formutujac coraz to bardziej ztozone mechanizmy dezaktywacii Il i IV poziomu.
Zaréwno u Henley i Sadany jak i Polakovi¢a i Vrabela wystepujg nastepujace zatozenia:
e pojedynczy etap przebiegu reakcji w kazdym =z mechanizmoéw jest opisany
pierwszorzedowym réwnaniem kinetycznym,

e  aktywnosc¢ jest wprost proporcjonalna do stezenia aktywnej formy enzymu [11].

o7



Aktywnos¢ enzymu jest okreSlana poprzez szybko$C reakcji enzymatycznej

w danych warunkach. Catkowita aktywno$¢ enzymu A, jest suma aktywnych form enzymu:

gdzie: y,- molarna aktywnos¢ bedaca funkcjg stezenia substratu C , temperatury T, pH oraz
innych czynnikdw,
Ci- stezenie molowe aktywnej formy enzymu.

Aktywno$¢ enzymu przedstawiono w postaci bezwymiarowej jako zaleznos¢:
Z vCi
da=—= i
A Z YCo

gdzie: Cio- poczatkowe stezenie molowe aktywnej formy enzymu.

(3.17)

3.1.2.1. Ujednolicona teoria dezaktywacji Hanleya i Sadany

Henley i Sadana [70] przedstawili ogblny mechanizm dezaktywacji, w ktérym enzymu
natywny E, moze przechodzi¢ odwracalnie w formy posrednie E1, Eo, ... En. PrzejScia te mogg
by¢ w szczegdlnych przypadkach nieodwracalne. Kazda forma podlega dezaktywacii
nieodwracalnej do formy Di. Stosujac oznaczenia przyjete w niniejszej pracy mechanizm

dezaktywacji Henleya i Sadany mozna przedstawi¢ w nastepujacej postaci:

ki k2 ks kon
E««—EB<«2>EB<— . . «<— E
ki-1) Ki-2) k(-3) kpgen)
ko kp1 kb2 ko

D D1 D2 Da (3.18)

gdzie: kii ki - pierwszorzedowe state szybkosci reakcji (i=1,2.n ),

kb, koi - pierwszorzedowe state szybkosci dezaktywacji nieodwracalnej,

E - natywna forma enzymu,

Ei - przejsciowa forma enzymu o okreslonej aktywnosci,

D, Di - zdezaktywowana forma enzymu.
Bezwymiarowa aktywnos$¢ formy posredniej a; zdefiniowana jest jako iloraz aktywno$ci formy
Ei i aktywnosci formy poczatkowej E. Ogdlny model matematyczny dla aktywnosci enzymu
a przyjmuje postac:

a=Cexp(—nt)+Cexp(—n,t)+..+Cexp(-nt) (3.19)
gdzie C; - state catkowania, a n, =f(k,k_,k5.Ky,).
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Z ogolnego mechanizmu (3.18), przyjmujac pewne uproszczenia, mozna otrzymaé kolejne
mechanizmy dezaktywaciji:
e nastepczej, zaktadajac iz reakcje sg nieodwracalne (k1)=0; k2=0) oraz brak jest

dezaktywacji form przejsciowych enzymu (k, =0; k,, =0)

ki k2
E—>E—E

(3.20)
e rownolegtej dla izoenzyméw, przy zatozeniu wystepowania aktywnych form enzymu,

ktorych dezaktywacja nastepuje niezaleznie od siebie

= E;
lkm ik (3.21)
D1 D

e rownolegtej dla pojedynczej formy enzymu natywnego przy zatozeniu, iz dezaktywacja

przebiega w kilku réznych etapach

Kp2 (322)

e szeregowo - rownolegtej, przy zatozeniu iz kazdy z etapdw dezaktywacji, przebiega
dwuetapowo, prowadzac do otrzymania w pierwszym etapie form posrednich bedacych
we wzajemnej rownowadze chemicznej, ktore w drugim etapie ulegajg

zdezaktywowananiu

Kot
" E1 — > Dy

\ﬁ (3.23)

Es —® >Ds

Brak mozliwosci zidentyfikowania eksperymentalnie aktywnych form po$rednich enzymu,

ogranicza mozliwosci zastosowania teorii Henleya i Sadany.

3.1.2.2. Ujednolicona teoria dezaktywacji Polakovi¢a i Vrabla
Prosty jednostopniowy schemat dezaktywacji nieodwracalnej, przedstawiony w rozdziale
3.1.1 jest podstawg ujednoliconej teorii dezaktywacji Polakovica i Vrabla [142]. Autorzy okreslili

go schematem dezaktywacji | poziomu. Bardziej ztozone mechanizmy dezaktywacji, podzielili na
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kolejne poziomy dezaktywacji Il, Il lub IV. Analizujgc pod wzgledem statystycznym dane
literaturowe aktywnosci wybranych enzymow, okreslili poziom, wedtug ktérego zachodzi
dezaktywacja. W przypadku, gdy analizowane sg pomiary aktywnos$ci enzymu dla jednej
temperatury, zgodno$¢ statystyczng otrzymali dla kilku poziomow dezaktywacji. Wiasciwe
okreslenie schematu dezaktywaciji jest wiec utrudnione. Rozwigzaniem tego problemu sg pomiary
szybkosci dezaktywacji, prowadzone w kilku temperaturach. W takim przypadku mozna oceni¢
zgodnos¢ dezaktywacji z mechanizmem odpowiedniego poziomu.
Dezaktywacja wedtug Il poziomu

Polakovi¢ i Vrabel do schematéw dezaktywacji || poziomu zaliczyli trzy przypadki
(tabela 3-1), w ktdrych:

o forma aktywna E, przechodzi w sposob odwracalny w forme zdezaktywowana D,
e forma aktywna E, przechodzi w sposob odwracalny w drugq forme aktywng E,,

e forma aktywna E, przechodzi w sposdb nieodwracalny w drugq forme aktywna E, .

Tabela 3-1. Wartosci statych b, i d, dla Il poziomu dezaktywacji [142]

Oznaczenie mechanizmu Mechanizm b1 ds
A Er o> _ Ko ko, +k
! Kp(-1) D kD1 + kD(—1) g o
Ko+ k \%
1B Er <> ¢(1——1J Ko, +Kn
koc1) E2 Kot + Ko Y o
Kp1 Y1
IlC E, 5 D, (1—Y—j Koy
1

Analize pierwszego przypadku dezaktywacji Il poziomu (llIA), przytoczono ponizej,
by zilustrowa¢ metodyke matematycznej analizy schematow dezaktywacji. Mechanizm przebiega
w nastepujacy sposob:

kD1

Et<—=D (3.24)

Ko(-1)

gdzie: ko1, ko1 - state szybkosci reakcji.
Na podstawie mechanizmu (3.24) rownania okreslajace zmiane stezenia enzymu natywnego oraz

enzymu zdezaktywowanego przyjmujg nastepujacg postac:
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dCy,

a —Kp(Cey +Kp1)Cyp (3.25a)
dC
d_tD = kD1CE1 - kD(—1)CD (3.25b)

Korzystajac z definicji aktywnosci wzglednych a=C.,/C, i a, =C,/C, réw. (3.25a) i (3.25b)
mozna przeksztatci¢ do postaci:
B etk (3.26a)

da
d_t1 =kp@—kpr3; (3.26b)

z warunkami poczatkowymi: a(t=0)=1 oraz a,(t=0)=0.
Uktad rownan rézniczkowych (3.26a) i (3.26b) rozwigzano wyznaczajac z réw. (3.26a) zalezno$¢

okreslajaca aktywno$¢ a1 formy zdezaktywowanej D:

_ 1 4k, (3.27)

a fy —_
1 Koy Ot Koy

Obliczono pochodng % i po podstawieniu do row (3.26b) otrzymano réwnanie rézniczkowe

drugiego rzedu:
d’a da
i (k,, + kD(’”)_dt =0 (3.28)

Poprzez podstawienie X = Z—T, otrzymano rownanie kwadratowe w postaci:

X2 + (ko ko) X =0 (3.28a)
Rozwiazaniem réw. (3.28a) sq dwa pierwiastki: X, =0 oraz X, = —(k,, + kD(—1))' Przy zatozeniu

ze X # 0 zmiana aktywno$ci enzymu a jest wyrazona réwnaniem w postaci ogélnej:
a=Cexp(X,t)+C, (3.29)

w ktorym C+, C2 sq statymi catkowania.

Z réwnania (3.29) obliczono pochodng %, po podstawieniu otrzymanej zaleznoSci oraz

wyrazenia opisanego row. (3.29) do réw. (3.27), na podstawie warunkéw poczatkowych
a,(t=0)=0, okreslono wartosci C, i C,:

kD1

—_ ot (3.30a)
1 kD1 + kD(—1)
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kD1

c,=1——— (3.30b)
‘ K1 +Kp()
Zmiana aktywnosci wzglednej enzymu w czasie t przyjmuje ostatecznie postac:
Ko( k
ey ot exp[— (km + kD(—1))t] (3.31)

ko + Koy Kot +Kory)
Pomiary zmiany aktywno$ci w wyniku dezaktywacji termicznej, zgodne z mechanizmem (3.24)

pozwalajg na wyznaczenie wartoSci dwoch statych szybkosci dezaktywacji k,, oraz ko,

na podstawie réw. (3.31).

Analizy matematyczne pozostatych mechanizmow Il (IIB i IIC), Il i IV poziomu
dezaktywacji przebiegajg podobnie jak przedstawiono to powyzej. Dla Il poziomu dezaktywacii
Polakovi¢
i Vrabel [142] zaprezentowali 0og6lne rownanie opisujace zmiang aktywno$ci w czasie:

a=(1-b,)+bexp(-dt) (3.32)
w ktorym state b,,d, w zaleznosci od mechanizmu dezaktywacji, opisujq rownania
przedstawione w tabeli 3-1. Warto$¢ b1 moze zaleze¢ od dwdch lub czterech statych, natomiast

stafa d1 zalezy od stalej szybko$ci dezaktywacji ky, lub sumy kp, i Ky

Jezeli zmiana aktywnosci enzymu okre$lana jest w diugim okresie czasu (t — oo),

a w koricowym jego etapie pomiarow, aktywnosS¢ jest stata, to woéwczas dezaktywacja enzymu

przebiega wedtug poziomu Il. Zgodnie z réw. (3.32), przy bardzo dlugich czasach pomiaru,

aktywnos¢ enzymu opasana jest zaleznoscig: a=1-b,.

Dezaktywacje termiczne przebiegajace wedtug mechanizméw Il poziomu stosowane sg do opisu

enzymow endogennych [11] zawartych w produktach spozywczych pochodzenia roslinnego.

Podczas przechowywania tych produktow, enzymy endogenne wptywajg na zmiane wtasciwosci

uzytkowych produktéw (bragzowienie enzymatyczne). W celu wyeliminowania tego efektu,

zywno$¢ poddana jest w krotkim okresie czasu wptywowi wysokiej temperatury.

Zgodnie z mechanizmem |l B przebiega dezaktywacja termiczna acylazy penicylinowej

w temperaturze 40°C oraz ureazy w temperaturach 45°C i 50°C [142]. Do enzymow, ktérych

dezaktywacja termiczna przebiega zgodnie z mechanizmami Il C poziomu naleza;

o lucyferaza (enzym katalizujacy utlenianie lucyferyny, ktérej towarzyszy bioluminescencija)
dezaktywowana w temperaturze 40°C,

o izomeraza glukofosforanowa dezaktywowana w temperaturach 45°C i 50°C,

o fosfataza kwasna dezaktywowana w 60°C [142].
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Jezeli podczas dezaktywacji nastepuje catkowita utrata aktywnosci enzymu, nie rozpatrujemy jej
jako przebiegajacej wedtug mechanizméw Il poziomu dezaktywacji. W takim przypadku
dezaktywacja zachodzi wedtug Il poziomu.
Dezaktywacja wedtug Il poziomu

Mechanizm dezaktywacji Il poziomu brany jest pod uwage wowczas, gdy podczas
pomiaréw aktywnosci enzymu zauwaza si¢ catkowitg utrate jego aktywnosci, a dezaktywacja nie
przebiega wedtug jednostopniowego mechanizmu. Ws$réd mechanizméw dezaktywacii
[l poziomu sg reakcje przebiegajace w dwdch etapach. W pierwszym z etapdw forma aktywna E1
przechodzi odwracalnie lub nieodwracalnie w drugg forme aktywng E», lub forme nieaktywng D1.
Natomiast w drugim z etapéw produkt etapu pierwszego (E2 lub D+) przechodzi nieodwracalnie
w forme odpowiednio nieaktywng D lub D, badz tez formy aktywne E1 i E2 réwnolegle
przechodzg w formy dezaktywowane.

Polakovi€ i Vrabel [142] wyroznili sze$¢ modeli dezaktywacji (Tabela 3-2), opisanych
0gbIng zalezno$cig zmiany aktywno$ci wzglednej w czasie:

a=b,exp(—d,t)+(1—b,)exp(—d,t) (3.33)

w ktorym state by, d3 oraz ds4 uzaleznione sg od statych szybko$ci dezaktywacii.

Tabela 3-2. Mechanizmy Ill poziomu dezaktywacji enzymu wg Polakovica i Vrabla [142]

Oznaczenie mechanizmu Mechanizm
Il A1 Et <> D —> D
Il A2 E«<2D:1 Ei—>D
B E1 —> E2 —> D
I C1 E1i’ Ez
Il C2 Er<> E2— D
D E« —> D1 E2—> D2
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Najczesciej spotykanymi w literaturze mechanizmami lll poziomu dezaktywacji sg trzy przypadki:

lII'B, I C2 i Il D. W mechanizmie Il B forma aktywna E, przechodzi w sposéb nieodwracalny

w druggq forme aktywng E», ktdra nastepnie przechodzi w sposéb nieodwracalny w forme
nieaktywna D.
E, % E, % (3.34)

W przypadku, gdy k, = k,, mechanizm ten rozwazali teoretycznie Gianfreda i wsp. [57], Henley

i Sadana [69,150] oraz Szewczyk [164]. Wartosci statych by, ds i ds w réw. (3.33) wynoszg

odpowiednio:

b= dy= k,, de=ky, (3.34a)

Warto zwréci¢ uwage na to, ze mechanizm Il B jest szczegblnym przypadkiem mechanizmu
dezaktywacji Il C2, gdy nie wystepuje przejscie Eo oty =

Na podstawie danych literaturowych PolakoviC i Vrabel [142], potwierdzili wystepowanie
mechanizmu Ill B dla nastepujacych enzymdw:

e  kalikreiny dezaktywowanej w zakresie temperatur od 45°C do 60°C [196],

e kwasnej fosfatazy dezaktywowanej w temperaturze 45°C [57],

e ureazy dezaktywowanej w zakresie temperatur od 45°C do 52,5°C [118].

Wedtug mechanizmu Il B przebiega rowniez dezaktywacja termiczna p-galaktozydazy
z Kluyveromyces fragilis w zakresie temperatur od 25°C do 50°C [113].

Mechanizm dezaktywacji Il C2 to tzw. mechanizm Lumry i Eyringa [120], w ktérym
enzym natywny E1, przechodzi w forme aktywng E2 (pozostajacq w réwnowadze z formg Ey),
ktéra nastepnie ulega dezaktywowaniu do formy D. Mechanizm ten analizowali takze Henley
i Sadana [70] przedstawiajac kinetyke dezaktywaciji glukoamylazy [36,143] oraz proteinazy [153].
Enzymem dezaktywujacym sie wedtug mechanizmu Ill C2 jest R-galaktozydaza [100].

W mechanizmie lll D natywna forma enzymu skfada sie dwdch izoenzyméw E1 i E, ktore

ulegajg dezaktywacji do D+ i D2 wedtug jednostopniowych, nieodwracalnych reakcj.

E1ﬂb D; Ezki’ D (3.35)

W tym mechanizmie wystepuja dwa izoenzymy, réznigce sie odporno$cig na dziatanie
temperatury. Kazda z nich ulega przeksztatceniu z charakterystyczng dla siebie statg szybkosci
dezaktywacji [11]. Z kinetycznego punktu widzenia, mechanizm Il D jest najprostszym wsrod
innych mechanizméw dezaktywaciji Ill poziomu. Rozwazany mechanizm zostat opisany przez

Grego i Gianfrede [63], Lenckiego i wsp. [118], oraz Polakovia i Vrabla [142]. W ogdinym

64



rownaniu dla poziomu Il (réw. (3.33)), w mechanizmie Ill D state d3, d4 powigzane sg ze statymi
kinetycznymi:

ds=kp,, ds=kp, (3.35a)
a stata bo odpowiada poczatkowemu udziatowi izoenzyméw E1 i Eo.

Przedstawione powyzej przypadki dezaktywacji Ill poziomu nie wyczerpujg wszystkich
mozliwych mechanizméw. Aymard i Belardi [11] przedstawili pomiary dezaktywacji enzymow
przebiegajace wedtug mechanizmow Il A1, Ill A2. Natomiast Strambini i Gonnelli [157]
rozpatrywali mechanizm Il C1 podczas badan dezaktywacji dehydrogenazy alkoholowe;.

Nowym mechanizmem identyfikowanym na podstawie réw. (3.33), a przebiegajacym wedtug
dwoch reakcji nieodracalncyh analizowali Aymard i Belardini [11]. W pierwszej reakcji forma
aktywna E1 ulega dezaktywowaniu do formy D4, w drugiej reakcji forma aktywna E1 przechodzi

w forme aktywng E», a nastepnie zostaje dezaktywowana do formy D>.

Ei—> Dy

Ei—> B, —> Do

(3.36)

Od prawie trzydziestu lat, jezeli pomiary aktywnos$ci enzymu opisa¢ mozna byto poprzez
rownanie z trzema parametrami, wowczas czesto méwiono o istnieniu izoenzyméw. Jednak
ze wzgledu na to, iz tym samym réw. (3.33) mozemy opisa¢ rézne mechanizmy dezaktywacii
(Tabela 3-2), takie podejScie budzi kontrowersje. Podczas identyfikacji mechanizméw
dezaktywacji, na podstawie pomiarow do$wiadczalnych, najpierw stosuje sie metode
z dopasowaniem trzech statych. Jezeli state ulegajg zmianie w zmiennych warunkach pomiaru
(np. stezenie enzymu, temperatura) w takich przypadkach mozna postawi¢ hipoteze
o dezaktywacji.
Dezaktywacja wedtug IV poziomu

Ws$réd mechanizméw dezaktywacji IV poziomu wystepujg mechanizmy dwuetapowe,
w ktorych w pierwszym etapie — odwracalnym lub nieodwracalnym — moze powsta¢ forma
aktywna Es, natomiast w drugim etapie proces moze przebiega¢ odwracalnie. W IV poziomie
mechanizmow dezaktywacji wystepujq cztery aktywne formy enzymu oraz dwie formy
dezaktywowane (Tabela 3-3).

Zmiane aktywnosSci enzymdéw ulegajacych dezaktywacji wedtug mechanizmow
[V poziomu, mozna opisa¢ 0going zaleznoscia;

a=(1-b, —b,)+b,exp(—d.t)+b,exp(—d,t) (3.37)
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w ktdrej state bs, bs oraz ds, ds sq skomplikowanymi funkcjami zaleznymi od statych szybkoSci
dezaktywacji.

Mechanizm dezaktywacji IV poziomu w szczegolnosci mechanizm IV B2, IV D3, IV D4
(Tabela 3-3) analizowali Ladero i wsp. [113] podczas badan dezaktywacji B-galaktozydazy
z Kluyveromyces fragilis w zakresie temperatur od 25 °C do 50°C.

PolakoviC i wsp. [142,181] okreslili na podstawie danych literaturowych, iz dezaktywacja
termiczna nastepujacych enzymoéw zgodna jest z mechanizmem [V B2:

¢ |ucyferaza dezaktywowana w zakresie temperatur od 45°C do 50°C,
e celulaza dezaktywowana w temperaturze 50°C,

¢ inwertaza dezaktywowana w zakresie temperatur od 40°C do 60°C.
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Tabela 3-3. Mechanizmy IV poziomu dezaktywacji enzymu wg Polakovica i Vrabela [142]

Oznaczenie mechanizmu Mechanizm
IV A1 Et <> D1 <> D2
IV A2.1 Et <> Di; B B2
IV A2.2 Et <2 Di; E1<2 D
IV B1 Et— B2 <> D
IV B2 Et —> E2 > Es
IV B3 Ei— B2 < B3
IV C1.1 E <> Ey: E< D
IV C1.2 Er<” B Er > Es
IV C1.2 B, < Es: Ei < E;
Ve Er<> B <> D
V22 Et <> E2 > Es
veas Er <> B2 <2 B
VD1 Er <> Di; E2——> Do
Vb2 Et <2 Di; B2 D2
VD3 Et —> Es; B2 > D
VD4 Eit <> E3; E2—> D
VDS Et —> Es; E2<> D
IV D6 Eit < E3; B2<2 D
VD7 Et —> E3; B2 > E4
VD8 E1 < E3; E2—> E4
VD9 E1 <> E3; B« E4
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3.2. Dezaktywacja termiczna katalaz

Dezaktywacja termiczna katalazy, nie byla dotychczas przedmiotem systematycznych
badan. W wigkszosci przypadkéw publikowane dane do$wiadczalne majg charakter jako$ciowy
i ich celem jest jedynie wykazanie, ze forma immobilizowana katalazy jest bardziej stabilna
termicznie niz forma natywna. Przy takich poréwnaniach stosuje sie dwa sposoby prowadzenia
doSwiadczen. W pierwszym przypadku wybiera sie okreslong statg temperature, w ktorej
przetrzymuje sie zarowno forme natywng i immobilizowana, a nastepnie co pewien okres czasu
mierzy sie ich aktywno$ci. Zwykle wybiera sie przechowywanie w chiodziarce (temperatura
4-6°C) lub w warunkach otoczenia (temperatura 20-25°C). JeZeli pomiary prowadzone sg przez
odpowiednio dtugi okres i aktywno$¢ zmniejszy sie o ponad 50%, wowczas mozna na podstawie
publikowanych wykresow oszacowa¢ czas potowicznego spadku aktywnosci. Wielko$¢ ta jest
powszechnie stosowana w enzymologii do oceny stabilnosci termicznej enzymdw. Drugi sposob
podejscia polega na przyjeciu okreslonego, statego czasu przetrzymywania preparatéw
enzymatycznych i oznaczaniu aktywnosci przy roznych temperaturach dezaktywacji. Wyniki
doSwiadczen przedstawia si¢ w postaci zaleznosci aktywnos$ci od temperatury, w ktorej
przetrzymywano preparat enzymatyczny. Na podstawie takiego wykresu mozna odczyta¢
temperature, w ktdrej nastapit 50% spadek aktywno$ci dla stosowanego czasu przetrzymywania.
Wyjatek stanowi opracowanie Jurgen-Lohmanna i Legge [101], ktérzy prowadzac badania nad
immobilizacjg katalazy z watroby wotowej metodg zol-zel wyznaczyli state szybkosci dezaktywacii
termicznej dla enzymu natywnego i immobilizowanego. Jurgen-Lohmann i Legge przyjeli
w obliczeniach jednostopniowy mechanizm dezaktywacji, prowadzacy do rownania kinetycznego
pierwszego rzedu. W takim przypadku mozna dokona¢ bezposrednio obliczenia potowicznego

spadku aktywnosci t,, z zaleznosci:

In2
t1/2 = k_ (3-38)
DT

W tabeli 3-4 przedstawiono zestawienie czaséw potowicznego spadku aktywnosSci katalazy
z watroby wotowej, ktére obliczono na podstawie badan Jurgen-Lohmanna i Legge [101] oraz
oszacowan wykonanych przez analize wykreséw zamieszczonych w publikacjach.

Dane zamieszczone w tabeli potwierdzajgq ogdlng tendencje polegajacq na zmniejszaniu sie

czasu pofowicznego spadku aktywnosci katalazy ze wzrostem temperatury. Dla katalazy

przechowywanej w lodéwce t,, dochodzi do 17 déb, a w temperaturze 55°C nie przekracza 2 h.
Powyzej temperatury 60°C nastepuje bardzo szybka dezaktywacja termiczna enzymu i t,, jest

rzedu minut. Ponadto mozna zauwazy¢ w wielu przypadkach duze roznice w warto$ciach t,,
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uzyskanych dla tej samej temperatury przez roznych badaczy. Mozna to wyttumaczy¢ wptywem

stezenia katalazy z watroby wotowej na jej stabilnos¢ termiczna [171].

Tabela 3-4. Wptyw temperatury na stabilno$¢ termiczng katalazy z watroby wofowej

Temperatura | Czas potowicznego spadku

[°C] aktywnosci Autorzy
4 15 dob Chang [33]
10 dob Akgdl i Denizli [7]
5 17 dob Cetinus i Oztop [27,28]
4 doby Tukel i Alptekin [177]
25 5 dob Cetinus i Oztop [28]
37 18 h Chang [33]
5h Cetinus i Oztop [28]
10 35 min Jurgen-Lohmann i Legge [101]
10 h Tukel i Alptekin [177]
2h Cetinus i Oztop [28]
45 18 h Gorenek i wsp. [62]
50 2h Cetinus i Oztop [27]
8h Tukel i Alptekin [177]
95 23 min Jurgen-Lohmann i Legge [101]
1-2 h* Yoshimoto i wsp. [195]
60 6,3 min Jurgen-Lohmann i Legge [101]
65 18s Switala i Loewen [163]
126 s Jurgen-Lohmann i Legge [101]

*1 h dla stezenia katalazy 0,25 ug/cm?, 2 h dla stezenia katalazy 5,0 ug/cm?3

Informacji dotyczacych dezaktywaciji termicznej katalazy z Aspergillus niger jest znacznie mniej
w poréwnaniu z dezaktywacjg katalazy z watroby wotowej. W tabeli 3-5 zamieszczono czasy
pofowicznego spadku aktywnosci, ktére oszacowano na podstawie publikacji, postepujac

podobnie jak w przypadku katalazy z watroby wotowe;.
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Tabela 3-5. Wptyw temperatury na stabilno$¢ termicznq katalazy z Aspergillus niger

Temperatura Czas potowicznego spadku

[°C] aktywnosci [h] Autorzy

30 612 Costa i wsp. [38]
40 43 Yoshimoto i wsp. [195]
43 15 Tarhan i Uslan [169]
55 3 Kaddour i wsp. [102]
60 18 Costa i wsp. [38]
65 0,23 Switala i Loewen [163]
67 2 Costa i wsp. [38]

Poréwnanie danych z tabeli 3-4 oraz tabeli 3-5 wskazuje na to, ze katalaza z A. niger jest bardziej
stabilna termicznie niz katalaza z watroby wotowej. Producenci katalazy z A. niger czesto
deklarujg jeszcze wyzszg stabilnos¢ termiczng niz podana w tabeli 3-5. Wedtug danych firmy
Asa-Enzyme [78], w temperaturze 85°C czas potowicznego spadku aktywno$ci wynosi ponad
0,5 h. Znane sg réwniez katalazy z organizmoéw termofilnych, ktére charakteryzujq sie wyzszq
termostabilnoscig. Przyktadowo czas potowicznego spadku aktywno$ci katalazy z Thermus

brokianus w temperaturze 80°C wynosi 330 h [171,172)].

3. 3. Dezaktywacja katalazy pod wptywem substratu

Badania nad dezaktywacjq katalazy pod wptywem nadtlenku wodoru prowadzone sg od
wielu lat. Stosuje sie w nich katalazy pochodzace z réznych materiatow biologicznych.

Sam mechanizm dezaktywacji i jego kinetyka w szerokim zakresie stezen nadtlenku
wodoru nie zostaty dotychczas w petni poznane. George [58] jako pierwszy opisat szybkos¢

dezaktywaciji katalazy z erytrocytow, do$wiadczalnym rownaniem kinetycznym:

Le _ o s s qc, (3.39)
dt c+Cq

gdzie state: b =0,072 1/s,
¢ =0,15 mol/dm3,
d =0,0185 dm3/(mol s),
wyznaczono dla temperatury 0°C. Powyzsze réwnanie wskazuje na bardzo szybkg dezaktywacje

katalazy, nawet przy niskich stezeniach nadtlenku wodoru.
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Scott i Hammer [155] stwierdzili do$wiadczalnie, ze katalaza Aspergillus niger jest
bardziej odporna na dezaktywacje niz katalaza z watroby wotowej. Podobne zjawisko
zaobserwowat Altomare i wsp. [4,5] a takze Vasudevan i Weiland [179,180].

Jones i Suggett [96] zaproponowali dla katalazy pochodzenia bakteryjnego nastepujace réwnanie

kinetyczne:
dCy __ VpCeCs (3.40)
dt Kp +Cs

Wyznaczone przez Jonesa i Suggetta parametry kinetyczne procesu dezaktywacii
w temperaturze 20°C wynosity vp = 0,65 1/s, Kp = 1,1 mol/dm3.

Do i Weiland [44] analizowali zgodno$¢ miedzy réwnaniami kinetycznymi reakcji
i dezaktywacji enzymu przez substrat. Wykazali, ze dla prostych mechanizméw dezaktywacji
uzyskuje sie takg samg posta¢ réwnania kinetycznego reakcji i dezaktywacji, a stata Ku=Kp.
Tych analiz nie potwierdzity jednak badania Lardinoisa i wsp. [115]. Dla katalazy z A. niger

uzyskali oni réwnanie kinetyczne o postaci rownania Michaelisa-Menten ze stalg
K, =0,322mol/dm’, a dezaktywacja substratem przebiegata zgodnie z kinetyka pierwszego

rzedu. Zgodnos¢ z tym modelem uzyskali dla szerokiego zakresu stezen nadtlenku wodoru od
0,01 do 2 mol/dm3. W przypadku katalazy z watroby wotowej Lardinois i wsp. [115] stwierdzili
zjawisko inhibicji substratem. Natomiast szybkos¢ dezaktywacji enzymu wzrastata liniowo do
stezenia nadtlenku wodoru 80 mmol/dm3, a przy wyzszych stezeniach miata warto$¢ stata.
Wystepowanie odmiennych mechanizméw dezaktywacji katalazy z watroby wotowej i z A. niger
wyjasnia schemat (Rys. 3-2), kt6ry zaproponowali Lardinois i wsp. [115].

o7y H.0;

Enz
(Por-Fe'")

H.O

Szybka petla

A AH

Rys. 3-2. Mechanizm dziatania katalazy [wg 115]
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Uwzglednia on wystepowanie zwigzku I, ktéry zidentyfikowat Chance [30], oraz zwigzku Il
i 1ll. Ich wzajemne przejscia ilustrujg odpowiednie petle. ,Petla szybka®, w ktorej wystepuje
zwigzek |, decyduje o szybkosci reakcji rozktadu nadtlenku wodoru i przebiega poprzez etap 1 2.
,Wolne petle” zwigzane sg z przejsciem zwigzku | do zwigzku Il (etap 3), ktéry moze prowadzi¢
do formy natywnej katalazy - Enz(Por-Fe!l) dwoma drogami, w zaleznosci od stezenia nadtlenku
wodoru:
1) bardzo wolna redukcja zwigzku Il do katalazy natywnej (etap 4);
2) nieodwracalne utlenianie zwigzku I, ktéry nastepnie jest redukowany do natywnej katalazy
z niewielkg szybko$cig (etap 6).
Wszystkie prezentowane przez ostatnie 60 lat modele dezaktywacji katalazy przez nadtlenek
wodoru [4,5,6,38,41,115,166-169] mozna sprowadzi¢ do réwnania kinetycznego:

I, =k,CeCs (3.41)
przy niskich stezeniach nadtlenku, ktére zwykle wystepujg w praktyce.
W tabeli 3-6 zamieszczono warto$ci statych kp wyznaczone przez badaczy dla katalazy
pochodzacej z réznych zrédet w warunkach, gdy stezenie nadtlenku wodoru bylo mniejsze
od 0,02 mol/dm3.

Tabela 3-6. Stafe szybkosci dezaktywacji ko dla katalazy natywnej

Temperatura ko
Rodzaj katalazy Autor
[°C] [dm3/(mol s)]
25 0,0085 Aspergillus niger Deluca i wsp. [41]
0,148 watroba wotowa
27 0,114 watroba wotowa Ghadermarzi
i Moosavi-Movahedi [59]
30 0,044 Saccharomyces cerevisiae Wojcik [190]

Prezentowane state kp byly wyznaczone dla temperatur nieznacznie rdznigcych sie miedzy soba,
dlatego istnieje mozliwo$¢ ich bezposredniego poréwnania. Badania DeLuci i wsp. [41] wyraznie
wskazujg na to, e katalaza z watroby wotowej ulega znacznie szybciej dezaktywacji nadtlenkiem
wodoru niz katalaza z Aspergillus niger. Rowniez katalaza z Saccharomyces cerevisiae [190] jest
bardziej stabilna niz katalaza z watroby wotowej. Potwierdza to powszechnie panujacg opinie, ze

katalazy mikrobiologiczne sg stabilniejsze niz pochodzace z tkanek zwierzecych.
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Réwnanie (3.41) byto takze powszechnie stosowane do opisu kinetyki dezaktywacji katalazy

immobilizowanej. W tabelach 3-7.1 i 3-7.2 zebrano pozome state szybkosci dezaktywacji k,

wyznaczone dla immobilizowanych biokatalizatorow.

Tabela 3-7.1. Pozorne state szybkoSci dezaktywaciji k'D dla katalazy Aspergillus niger poddanej immobilizacii

Temperatura
[°C]

ky
[dm3/(mol s)]

Charakterystyka procesu

immobilizacji

Autor

25

0,00017

wigzanie kowalencyjne na diatomicie
impregnowanym Ni i aktywowanym
aminopropylotrietoksysilanem

i aldehydem glutarowym

Altomare i wsp. [9]

0,00102

wigzanie kowalencyjne na porowatym
SiO2 po aktywacji
aminopropylotrietoksysilanem

I aldehydem glutarowym

0,00437

putapkowanie w Zelu alginianu

wapnia

Akertek i Tarhan [6]

0,00338

wigzanie kowalencyjne na
DEAE-celulozie poddanej modyfikacii

chemicznej

Tarhan [167]

0,00223

wigzanie kowalencyjne na
DEAE-celulozie poddanej modyfikacii

chemicznej

Tarhan i Telefoncu
[168]

27

0,00425

wigzanie kowalencyjne na Al03
aktywowanym
aminopropylotrietoksysilanem

I aldehydem glutarowym

Tarhan i Uslan [169]
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Tabela 3-7.2. Pozorne stafe szybkosci dezaktywacji k'D dla katalazy z watroby wotowej poddanej immobilizacji

Temperatura k, Charakterystyka procesu

[°C] [dm3/(mol-s)] immobilizacji

Autor

5 0,0055 wigzanie kowalencyjne na porowatym | Altomare i wsp. [4]
SiO2 - Al203 poddanym silanizacji

i aktywaciji tiofosgenem

25 0,021 wigzanie kowalencyjne na diatomicie
poddanym silanizacji i aktywacji

tiofosgenem

25 0,0012-0,0097 | wigzanie kowalencyjne na nosniku Tai i Greenfield
SiO2 - Al,03 poddanym [166]
silanizacji i aktywacji aldehydem

glutarowym

Wielkosci te majg z regulty zanizone wartosci statej szybkosci dezaktywacji na skutek
wystepowania efektow dyfuzyjnych. Dokfadniejsza analiza nie jest jednak mozliwa bez

znajomos$ci modutu Thielego. Z obliczen Tai i Greenfielda [166] wynika, ze zwykle wartosci

pozornej statej k; sg od 3 do 5 razy mniejsze od rzeczywistej statej dezaktywacii ko.

3.4. Wptyw pH srodowiska na dezaktywacje katalazy

Akertek i Tarhan [6] badali wptyw przechowywania katalazy natywnej A. niger w buforach
0 pH od 4,5 do 9 przez okres 18 h w temperaturze 25°C. W buforze o pH 7 nastepowat
nieznaczny spadek aktywnosci o 5%, a w buforach o pH 5 i 9 aktywno$¢ enzymu spadta o okoto
30-40%. Dla poréwnania katalaza wotowa przechowywana w tych samych warunkach, optymalng
aktywnos¢ posiadata w buforze o pH réwnym 8. W buforze o pH 4 i 10 jej aktywno$¢ byta

0 potowe mniejsza w poréwnaniu do aktywnosci w pH optymalnym (Gorenek i wsp. [62])

3.5. Dezaktywacja termiczna oraz dezaktywacja rownolegta substratem

Analiza kinetyki dezaktywacji katalazy dla bardzo niskich stezer nadtlenku wodoru nie
moze pomija¢ dezaktywacji termicznej. Taki przypadek byt przedmiotem badan prowadzonych
przez Tse i Gough [176], ktérzy stosowali katalaze z A. niger immobilizowang w membranie

z kolagenu. Szybkos¢ dezaktywacji opisali nastepujacym réwnaniem kinetycznym:
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da
T ~(kor +koCs) 2 (3.42)

State szybkosci dezaktywacji kot i kp dla statej temperatury 37°C wyznaczyli przy zastosowaniu
procedury dwuetapowej. Najpierw dla membrany przechowywanej w buforze bez nadtlenku
wodoru (Cs=0) wyznaczyli statg kor, wykorzystujac rownanie a=exp(— kDTt). Stata szybkosci
dezaktywacji termicznej wynosita zaledwie 1,5-10-7 1/s, co odpowiada czasowi potowicznego
spadku aktywnosci okoto 53 dob. Dla membrany przetrzymywanej w roztworze nadtlenku wodoru
o stalym stezeniu Cs mozna wykorzysta¢ catke réwnania (3.42) do opisu zmian aktywnoSci
w czasie:

a= exp(kDTt - kDCst) (3.43)

Tse i Gough przeprowadzi pomiary zmian aktywno$ci membrany z katalazg dla stezer nadtlenku
wodoru nie przekraczajacych 0,0004 mol/dm3. Warto$¢ statej dezaktywacji ko wynosita
0,015 dm3/(mol s). Uznano za bliskg rzeczywistej stata dezaktywacji ze wzgledu
na niewielkie opory dyfuzyjne, gdyz zastosowano membrane o matej grubosci i niewielkie
stezenie enzymu.

Dezaktywacje termiczng katalazy i dezaktywacje rownolegtg substratem uwzglednit takze
Wojcik [189] przy analizie badan Ibrahima i Schlegla [91]. State szybko$ci dezaktywaciji katalazy
wotowej byly wyznaczone metodg najlepszego dopasowania rozwigzan numerycznych do

zmierzonych doswiadczalnie przez lbrahima i Schlegla zmian aktywnosci enzymu. Otrzymano
nastepujace wartosci statych dla temperatury 30°C: k,, =1,42-10°° 1/s i k, = 0,4 dm*/(mols).

WartoSci te sq znacznie wieksze od wyznaczonych przez Tse i Gough dla katalazy z A. niger.
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4. Analizowany model matematyczny izotermicznego reaktora do rozktadu
H-0:

Zastosowanie nadtlenku wodoru w procesach przemystowych jako utleniacza lub $rodka
sterylizujgcego zwigzane jest z koniecznoscig rozktadu jego pozostatosci. Najcze$ciej do tego
celu stosuje sie obecnie katalaze (EC 1.11.1.6), ktdra jest bardzo efektywnym katalizatorem.
Rozktad nadtlenku wodoru przez katalaze zwigzany jest jednak z rownolegle przebiegajacy
dezaktywacjg enzymu. Na podstawie analizy zebranej literatury mozna stwierdzi¢, ze enzym
ulega zardéwno dezaktywacji termicznej jak i dezaktywacji pod wptywem substratu. Dezaktywacja
substratem dominuje przy wyzszych stezeniach nadtlenku wodoru.

W praktyce przemystowej katalaza jest stosowana do obrdbki roztworow, ktore zawierajg
zwykle ponizej 500 ppm nadtlenku wodoru. Podczas reakcji rozktadu nadtlenku wodoru jego
stezenie spada nawet ponizej 10 ppm. Przy takich stezeniach nadtlenku wodoru kinetyke reakcji
i dezaktywacji enzymu substratem mozna opisa¢ réwnaniami pierwszego rzedu, w odniesieniu do
stezenia enzymu i substratu:

rs =kg Cg Cg (4.1a)

i, =k, Ce Cg (4.1b)
Kinetyka dezaktywacji termicznej moze przebiegaC wedtug prostego, jednostopniowego
mechanizmu lub bardziej ztozonych mechanizméw wielostopniowych. Prace Jurgena-Lohmanna
[101], Tse i Gough [176] oraz Wojcika [189] wskazuja, ze dezaktywacja termiczna katalazy moze
przebiega¢ wedtug jednostopniowego mechanizmu E — D, z rbwnaniem kinetycznym w postaci:

for =KprCe (4.2)
Dezaktywacja termiczna katalazy wotowej w postaci natywnej i immobilizowanej byta badana
w zakresie temperatur od 25°C do 70°C [83], natomiast w przypadku katalazy A. niger nie
prowadzono dotychczas obszerniejszych badan zwigzanych z kinetykq dezaktywaciji termiczne;.
Réwnanie (4.2) bedzie przedmiotem weryfikacji doswiadczalnej w dalszej czesci pracy.
Uwzgledniajac dezaktywacje katalazy w izotermicznym reaktorze okresowym (Rys. 4-1) bilans

masy substratu i aktywnego enzymu opisuje uktad dwoch rownan rézniczkowych zwyczajnych:

dc,
==k Cc G (4.3a)
dC

d_tE =—Kp C¢ Cs —kprCe (4.3b)

z warunkami poczatkowymi Cg(t=0)=Cg, Oraz Cg(t=0)=Cg,.
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Rys. 4-1. Schemat izotermicznego reaktora okresowego do rozktadu H20

Bezposrednie wyznaczenie stezenia aktywnego enzymu nie jest mozliwe i dlatego wprowadza
sie aktywno$¢ bezwymiarowg a=C/Cg,. Po uwzglednieniu tej zaleznosci, otrzymujemy uktad
rownan o nastepujacej postaci:

dC,

o —kg aCq (4.43)
i—? =—k, aCg —kpya (4.4b)

gdzie: kg =Cgokg

z warunkami poczatkowymi Cg(t=0)=Cg, Oraz a(t=0)=1.

Powyzszy model moze by¢ stosowany do opisu pracy izotermicznego reaktora okresowego
i przewidywania zmian stezenia nadtlenku wodoru. W modelu pominieto niewielkie zmiany
temperatury na skutek wydzielanego ciepta reakcji podczas rozktadu nadtlenku wodoru. Taki
sposéb podejécia uzasadniony jest bardzo niskim stezeniem poczatkowym nadtlenku wodoru
i stad niewielkg iloscig wydzielonego ciepta. Rozwigzanie ukfadu row. (4.4a) i (4.4b) uzyskuje sie
metodami numerycznymi, jezeli dysponujemy statymi kinetycznymi ks, ko i kot. Ze wzgledu na
prowadzenie rozktadu nadtlenku wodoru w roznych temperaturach, konieczna jest takze
znajomo$¢ wptywu temperatury na state kinetyczne. Z tego wzgledu w czesci doswiadczalne;
i obliczeniowej pracy skupiono sie przede wszystkim na identyfikacji parametréw kinetycznych

procesu i okresleniu wptywu temperatury na ich wartosci.
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5. Sposo6b wyznaczenia statych kinetycznych i stosowane preparaty

enzymatyczne

Wyznaczenie parametréw kinetycznych ki, ko i kor dla reakcji rozktadu nadtienku

wodoru przez katalaze Aspergillus niger, przebiegato w kilku etapach.

Najpierw badano dezaktywacje termiczng w celu okreslenia kor. Zastosowano typowg
technike okreslania kinetyki dezaktywacji enzymdw. Roztwory katalazy przechowywano przez
okoto 30 h w termostatowanej tazni wodnej o statej temperaturze w zakresie od 35°C do 70°C.
W okreslonych odstepach czasu pobierano probki roztworéw katalazy i wyznaczano jej

aktywnos¢ przy zastosowaniu elektrody tlenowe;.
Wyznaczenie statych kinetycznych ks i ko, zwigzanych bezposrednio z reakcjg rozktadu

nadtlenku wodoru przeprowadzono dla zakresu temperatur od 35°C do 50°C. Proces rozktadu
nadtlenku wodoru o stezeniu poczatkowym 0,015+0,001 mol/dm3 przebiegat okresowo przez 2 h.
Stezenie nadtlenku wodoru w trakcie reakcji oznaczano metodg spektrofotometryczng, a jego
warto$¢ nigdy nie byta mniejsza niz 0,001 mol/dm3. W takich warunkach dominuje dezaktywacja

substratem i row. (4.4a) i (4.4b) upraszczajq sie do postaci:

dC

=k aC, (5.1)
da
a = _kD a CS (52)

Warunki poczatkowe nie ulegajg zmianie i sg zdefiniowane nastepujgco:

Cs(t=0)=Cg, Oraz a(t=0)=1
Przy identyfikacji statych kinetycznych k i ko, na podstawie zmian stezenia nadtlenku wodoru

w procesie jego rozktadu, stwierdzono silne skorelowanie miedzy ks i ko. W zwigzku z tym

zdecydowano sie na niezalezne wyznaczenie statej szybkosci reakcji, stosujac wyzsze stezenie
enzymu i ograniczajac czas reakcji do 15 sekund, aby ograniczy¢ zjawisko dezaktywacii
substratem.

W badaniach stosowano katalaze z Sigmy-Aldrich o numerze katalogowym C3135 oraz
katalaze z Novozymes o nazwie handlowej Terminox Ultra 50L. Katalaza z Sigma-Aldrich
oznaczona dalej w pracy jako katalaza S-A jest preparatem o zastosowaniach laboratoryjnych
I wystepuje w postaci zawiesiny w roztworze siarczanu amonu. Producent deklaruje, ze jej

aktywno$¢ wynosi ponad 4 000 U/(mg biatka).
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Katalaza z Novozymes, ktérg w pracy oznaczono jako katalaza N jest preparatem
stosowanym na skale przemystowg do rozktadu nadtlenku wodoru w przemysle widkienniczym.
Aktywno$¢ Terminoxu Ultra wynosi 50 000 U/g. Przy poréwnaniu aktywnosci obydwu preparatow
odniesionej do jednostki objetosci okazato sig, ze aktywno$¢ katalazy S-A jest okoto 50 razy
wieksza niz aktywno$¢ katalazy N. W badaniach stosowano roztwory enzymédw o odpowiednich

rozcienczeniach.
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6. Dezaktywacja termiczna katalazy

Kinetyka dezaktywacji termicznej katalazy z Aspergillus niger nie byta dotychczas
przedmiotem systematycznych badan, prowadzonych w szerokim zakresie temperatur.
W nielicznych publikacjach podejmujacych to zagadnienie wystepujq jedynie fragmentaryczne
informacje, odnoszace sie do wybranych temperatur. Dostepne dane doswiadczalne nie
pozwalajg na sformutowanie i zweryfikowanie modelu matematycznego, ktory opisywatby proces
dezaktywacji termicznej katalazy. W zwigzku z tym zaplanowano i wykonano obszerny program
badan dla obydwu rodzajow katalazy (katalaza S-A i katalaza N). Dezaktywacje termiczng
katalazy przeprowadzono w zakresie temperatur od 35°C do 70°C, a pomiary jej aktywnosci

wykonano przy pomocy elektrody tlenowe;.

6.1. Pomiar aktywnosci katalazy przy uzyciu elektrody tlenowej

W badaniach kinetyki dezaktywacji enzymoéw, jednym z zasadniczych zagadnien jest
dobor odpowiedniej metody analitycznej, ktéra pozwolitaby mierzy¢ aktywnos¢ enzymu
w mozliwie szerokim zakresie. Z publikowanych dotychczas badan wynika, ze takie warunki
spetnia metoda polegajgca na pomiarze ilosci wydzielonego tlenu przy wykorzystaniu elektrody
tlenowej. Na rys. 6-1 przedstawiono schemat uktadu pomiarowego, ktory stosowano do

oznaczenia aktywnosci katalazy.

o
(e}
(e}
(o]
o |
oo N o

1 3

Rys. 6-1. Schemat ukfadu pomiarowego do oznaczania aktywno$ci katalazy: 1-butla z azotem, 2-zawér redukujgcy,

3- termostat, 4-befkotka doprowadzajgca N2, 5-mieszadto magnetyczne, 6-uktad termostatujacy, 7-zlewka szklana

(reaktor okresowy), 8-elektroda tlenowa, 9-tlenomierz, 10-termometr
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Aktywnos¢ katalazy byta okreslona na podstawie pomiaru szybkosci wydzielania tlenu
w reaktorze podczas reakcji rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze. Jako reaktor uzyto zlewki
szklanej (7) o pojemnosci 150 cm3. Wprowadzano do niej 100 cm3 nadtlenku wodoru
o stezeniu 0,01 mol/dm3. Zawarto$¢ zlewki byta mieszana za pomocg mieszadta magnetycznego
(5). Po uzyskaniu temperatury 20°C w reaktorze, otwierano zawér (2) i przeprowadzono
desorpcje tlenu za pomocg azotu znajdujacego sie w butli (1). Jednocze$nie obserwowano
wskazania tlenomierza Elmetron CPO 501, ktéry wczesniej wykalibrowano. llo$¢ rozpuszczonego
tlenu odczytywano jako procent nasycenia (%). W momencie obnizania si¢ stezenia tlenu
do poziomu 20+5 % zamykano doptyw azotu i wprowadzano 1 c¢cm? roztworu zawierajacego
katalaze. Nastepnie przez okres 150 sekund odczytywano co 30 sekund stopien nasycenia
tlenem.

Przed przystgpieniem do wtasciwych badan i nastepnie pomiaréw aktywno$ci za pomocg
elektrody tlenowej przygotowano roztwory enzyméw o odpowiednich stezeniach. llo$¢ enzymu
w prébce o objetosci 1 c¢cm® musiata by¢ tak dobrana, aby przy pomiarze aktywnosci po
150 sekundach nie przekroczy¢ 100% nasycenia tlenem w roztworze reakcyjnym. Rozciefczenia
enzymow wykonano wedtug nastepujacej procedury:

o Katalaza S-A byta preparatem o bardzo wysokiej aktywnosci i dlatego zastosowano
procedure dwuetapowa. W pierwszym etapie do kolby miarowej o objetosci 50 c¢cm? dodano
0,05 cm3 katalazy S-A i uzupetniono do kreski buforem fosforanowym o pH 7 [109]. W drugim
etapie do kolby miarowej o objetosci 50 cm3 dodano 1 cm3 roztworu enzymu wcze$niej
przygotowanego i uzupetniono do kreski buforem fosforanowym o pH 7. W ten sposob uzyskano
rozcienczenie katalazy S-A 1:50 000.

o Katalaza N byta preparatem o znacznie mniejszej aktywnosci i dlatego wystarczyta
procedura jednostopniowa. Do kolby miarowej o objetosci 100 cm3 dodano 0,1 cm3 preparatu
z enzymem i uzupetniono do kreski buforem fosforanowym o pH 7. W tym przypadku uzyskano
rozcienczenie 1:1000.

Na podstawie wszystkich srednich pomiaréw w czasie t=0 (tj. enzym niedezaktywowany)
zawartych z zatgczniku, przedstawiono zmiany stopnia nasycenia roztworu reakcyjnego tlenem
przy zastosowaniu katalazy S-A i katalazy N (tabela 6-1).

Wzrost stopnia nasycenia roztworu tlenem spowodowany jest przede wszystkim wydzielaniem
tlenu podczas reakcji rozktadu nadtlenku wodoru. Jednak ze wzgledu na stykanie sie powierzchni
roztworu reakcyjnego z powietrzem, mozliwa jest takze dyfuzja tlenu do roztworu. Aby okresli¢
udziat tego mechanizmu w procesie natleniania roztworu wykonano dwa doswiadczenia,

w ktérych po odtlenieniu azotem, nie dodano enzymu do roztworu reakcyjnego.
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Tabela 6-1. Zmiana stopnia nasycenia roztworu reakcyjnego tlenem przy zastosowaniu katalazy S-A lub katalazy N

Czas [s] 0 30 60 90 120 150

Stopien nasycenia roztworu reakcyjnego tienem [%]
KatalazaS-A | 234 | 380 | 529 | 679 | 829 97,9
Katalaza N 220 | 356 | 504 | 66,7 | 81,6 97,0

W tabeli 6-2 zamieszczono $rednie wyniki dwoch doSwiadczen. Wskazujg one na

niewielki wzrost stopnia natlenienia roztworu (2,2 %) na skutek dyfuzji tlenu z powietrza.

Tabela 6-2. Zmiana stopnia nasycenia roztworu reakcyjnego tlenem przy braku enzymu

Czas [s] 0 30 60 90 120 150 | AO2

Sredni pomiar O2[%] | 16,9 | 17,3 17,6 | 181 18,6 | 191 2,2

Warto zwroci¢ uwage na to, ze dodanie katalazy o wysokiej aktywno$ci do roztworu nadtlenku
wodoru powoduje szybki wzrost stopnia nasycenia roztworu reakcyjnego na skutek wydzielania
sie tlenu podczas reakcji i sita napedowa dla procesu dyfuzji tlenu z powietrza maleje. W takiej
sytuacji natlenianie roztworu reakcyjnego na skutek dyfuzji w wiekszosci przypadkéw mozna
poming¢. Zjawisko to moze mie¢ jednak pewien wptyw na wynik pomiaru przy niewielkiej
aktywnosci katalazy. W dalszych obliczeniach przyjeto, ze wptyw natleniania na skutek dyfuzji
tlenu z powietrza mozna pomingg, jezeli stanowi mniej niz 5% catkowitego wzrostu stopnia
natlenienia.

W oparciu o dane z tabeli 6-1, stezenie powstajacego tlenu w roztworze reakcyjnym
w przeliczeniu na umol/dm3 okreslono z zalezno$ci:

((%0,), - (%0,),_,)-9,08-10

0.=
2 32

(6.1)

w ktorym (%0 ) )t - stopien nasycenia tlenem roztworu reakcyjnego w [%] w chwili t,
(%0, ),_, - stopien nasycenia roztworu reakcyjnego w [%] w chwili t=0,

9,08 - rozpuszczalno$¢ tlenu w wodzie w temperaturze 20°C wyrazong

w [mg/dm?3],
32 - masa molowa
10 - wspdtczynnik wynikajacy z przeliczenia objetosci.

Obliczone wartosci stezenia powstajacego tlenu przedstawiono w tabeli 6-3.
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Tabela 6-3. Zmiana stezenia powstajacego Oz podczas rozktadu H20: przez katalaze S-A lub katalaze N

Czas [s] 0 30 60 90 120 150

Stezenie O2 [umol/dm3]
Katalaza S-A 0 43 86 130 176 218
Katalaza N 0 36 79 127 170 216

Dane z tabeli 6-3 pozwalajg przedstawi¢ graficznie zmiane stezenia powstajacego O2 podczas
rozktadu nadtlenku wodoru na rys 6-2. Wspétczynnik kierunkowy prostej, okresla aktywno$c¢

katalazy wyrazong poprzez szybko$¢ powstawania produktu Oz - pmol/(dm3s).

250
© katalaza S-A O katalaza s-a= 1,45t
m katalazaN
200 F
E 150 | O2 katalazaN — 1,41t
o
3
£
=
S 100 |
5 |
0 . L L ! . | . . . |
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ts]

Rys. 6-2. Zmiana stezenia powstajgcego Oz podczas rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze S-A i katalaze N

6.2. Ocena wplywu czasu przechowywania na zmiane aktywnosci roztworu katalazy S-A

W badaniach dezaktywaciji termicznej uzywano buforowane roztwory katalazy S-A oraz
katalazy N. Roztwor katalazy N o odpowiednim rozcienczeniu przygotowywano za kazdym razem
przed rozpoczeciem kolejnej serii doSwiadczen. Byto to mozliwe, poniewaz dysponowano duzg
iloscig preparatu handlowego Terminox Ultra z Novozymes. Natomiast w przypadku katalazy S-A
(Sigma-Aldrich) przygotowany roztwor o rozcienczeniu 1:50 000 przechowywano w lodowce
w temperaturze 4-6°C i przez kolejne dni, uzywano jako zrédio enzymu w badaniach

dezaktywacji termicznej. Taki sposéb postepowania wymagat jednak wcze$niejszego
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sprawdzenia stabilno$ci katalazy S-A przy dtuzszym przechowywaniu. Przeprowadzono zatem
pomiary aktywno$ci roztworu katalazy S-A przechowywanego w temperaturze 4-6°C przez okres
21 ddb. Pomiar aktywnosci enzymu, wykonywano w kazdym dniu roboczym, zgodnie z metodykq

pomiaréw opisang w pkt. 6.1. Okreslono bezwymiarowg aktywno$ci enzymu a=a,/a, wyrazang

jako stopien nasycenia roztworu reakcyjnego tlenem w danym dniu a: do stopienia nasycenia

roztworu reakcyjnego tlenem w dniu pierwszym ao. Wyniki pomiarow umieszczono w tabeli 6-4.

Tabela 6-4. Zmiana stopnia nasycenia tlenem roztworu reakcyjnego przy pomiarze aktywnosci dla katalazy S-A

przechowywanej w temperaturze 4-6°C

Czas [s] 0 30 60 90 120 150
Okres al]
przechowywania | Stopien nasycenia roztworu reakcyjnego tlenem [%)]

[doby]
1 16,2 325 | 491 | 657 | 824 99,2 1,00
2 18,2 33,5 50,1 | 66,6 | 832 99,8 0,98
3 R R R R
4 - - - -
5 17,2 33,4 50,1 | 66,8 | 83,0 98,6 0,98
6 16,2 325 | 491 | 657 | 820 98,2 0,99
7 18,3 34,4 51,0 | 676 | 840 99,3 0,98
8 19,2 34,3 509 | 674 | 837 99,9 0,97
9 19,4 34,8 511 | 674 | 839 99,7 0,97
10 - - -
11 - - - -
12 20,2 35,9 51,8 | 689 | 848 99,6 0,96
13 18,1 33,8 50,3 | 66,5 | 83,0 99,0 0,97
14 18,0 335 | 491 | 651 | 814 97,7 0,96
15 22,5 37,9 53,8 | 69,7 | 856 99,6 0,93
16 20,1 34,5 504 | 657 | 81,1 96,4 0,92
17 - - -
18 - - -
19 18,0 329 | 478 | 62,7 | 717 92,7 0,90
20 18,1 325 | 471 | 617 | 764 91,2 0,88
21 22,2 36,5 50,7 | 651 | 792 93,4 0,86
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Na podstawie wynikow pomiaréw zawartych w tabeli 6-4 mozna stwierdzi¢, ze roztwor katalazy
S-A nie wykazuje istotnych zmian aktywno$ci przez okres 14 dob. W dalszych badaniach
stosowano roztwory katalazy S-A przechowywane w loddwce przez okres nie przekraczajacy

dwdch tygodni.

6.3. Dezaktywacja termiczna katalazy S-A

Roztwor enzymu o rozciericzeniu 1:50 000 rozlewano do 10 probdwek szklanych w iloSci
po 3 cm3 i umieszczano w termostacie 0 zadanej temperaturze. Zgodnie z metodyka opisang
w pkt. 6.1 wykonywano pomiar poczatkowe] aktywno$ci katalazy S-A a nastepnie po okre$lonych
czasach przetrzymywania. Pomiary dla katalazy S-A, wykonane dla catego zakresu temperatur
od 35°C do 70°C zostaty zamieszczone w zatgczniku w tabelach od A-1 do A-7.

Podczas badan dezaktywacji termicznej zaobserwowano, ze pomiary w temperaturze
50°C, najlepiej ilustrujg stopniowy spadek aktywnosci katalazy w czasie. Z tego wzgledu na
podstawie tych danych przedstawiono ponizej metodyke analizy danych doswiadczalnych.
Na podstawie wynikéw pomiaréw z tabeli Z-4 (zatacznik) oraz korzystajac z réw. (6.1) obliczono
zmiany stezenia Oz, wzgledem stezenia poczatkowego, dla katalazy S-A dezaktywowane;

termicznej w temperaturze 50°C. Wyniki umieszczono w tabeli 6-5.

Tabela 6-5. Zmiana stezenia Oz podczas rozktadu H20: przez katalaze S-A poddanej dezaktywacji termicznej 50°C

Czas dezaktywacji termicznej [min]
0 75 150 | 260 | 330 | 860 | 1050 | 1310 | 1610
Czas pomiaru [s] stezenie Oz [umol/dm3]
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 42 41 40 37 36 26 25 20 18
60 85 82 79 74 73 52 50 41 36
90 129 | 123 | 119 | 112 | 108 77 75 62 54
120 172 | 164 | 159 | 149 | 144 | 102 99 83 72
150 216 | 204 | 199 | 187 | 180 | 128 | 124 | 103 90

Na podstawie danych z powyzszej tabeli dla czaséw dezaktywacji termicznej: Omin,
150min, 330 min, 1050 min oraz 1610 min sporzadzono wykres zaleznosci stezeniaO, =f(t)

(rys. 6-3). Na wykresach wspotczynniki kierunkowe powstatych prostych, okreslajg aktywno$ci
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katalazy wyrazone jako stezenie O, [umol/dm?3] powstajacego w czasie 1 sekundy. Ze wzgledu
na to, iz pomiary wykonano w objetosci 100 cm? nadtlenku wodoru, aktywnos¢ katalazy
przeliczono wedtug réw. (6.1) jako ilos¢ pmoli powstajacego O w czasie 1 sekundy. Zmiane

aktywnosci katalazy dezaktywowanej w temperaturze 50°C w czasie przedstawiono w tabeli 6-6.

250
¢ 0min
0,(0') =1,44t
a0 |10 0,(150) =132t
A 330 min
0, (330) =1,20t
— A i
= 150 1050 min
=2 ® 1610 min
=1
C()\l 100 B
50 |
0,(1050") = 0,88t
0, (1610) = 0,60t
0 ) 1 3 | ) 1 3 1
0 30 60 90 120 150

Rys. 6-3. Zmiana stezenia powstajgcego Oz w roztworze reakcyjnym dla katalazy przetrzymywanej w temperaturze

50°C przez okres od 0 do 1610 min

t

[s]

Tabela 6-6. Zmiana aktywnosci katalazy podczas dezaktywacji termicznej w 50°C

Aktywnos¢ katalazy
Czas [min] al-]
[(umol O2)/s]

0 0,144 1,00
75 0,141 0,98
150 0,132 0,92
260 0,127 0,88
330 0,120 0,83
860 0,094 0,65

1050 0,088 0,61
1310 0,066 0,46
1610 0,060 0,42
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W celu poréwnania zmian aktywnosci katalazy dla catego zakresu temperatur od 35°C do 70°C
aktywnos¢ katalazy zostata normalizowana wzgledem aktywnosci poczatkowe;.

Na podstawie danych doswiadczalnych zamieszczonych w zatgczniku (Tabela
od Z-1 do Z-7), obliczono dla catego zakresu temperatur zmiany znormalizowanej aktywnosci
katalazy S-A w czasie. Wyniki tych obliczer przedstawiono w tabeli 6-7. W temperaturach 35°C,
40°C oraz 45°C pomiary zmian aktywnosci dokonywano przez okres okoto 1700 minut.
Ze wzgledu na znacznie szybszg dezaktywacje enzymu w temperaturach wyzszych od 50°C,

stopniowo skracano catkowity czas prowadzenia dezaktywacji termicznej katalazy.

Tabela 6-7. Zmiana znormalizowanej aktywno$ci katalazy S-A podczas dezaktywacji termicznej od 35°C do 70°C

T=35°C T=40°C T=45°C T=50°C
Czas a Czas a Czas a Czas a
[min] [-] [min] [] [min] [] [min] [-]

0 1,00 0 1,00 0 1,00 0 1,00
60 0,99 80 0,99 85 0,96 75 0,98
140 0,99 135 0,99 170 0,94 150 0,92
255 0,98 250 0,98 255 0,91 260 0,87
390 0,98 420 0,95 390 0,87 330 0,83
585 0,97 555 0,92 860 0,77 860 0,60
860 0,94 885 0,88 1045 0,73 1050 0,57

1105 0,93 1145 0,84 1300 0,69 1310 0,46
1355 0,91 1570 0,82 1480 0,68 1610 0,42
1730 0,86 1720 0,77 1710 0,63

T=55°C T=60°C T=65°C T=70°C

0 1,00 0 1,00 0 1,00 0 1,00
45 0,93 50 0,87 25 0,90 20 0,79
85 0,88 90 0,78 110 0,67 90 0,56
210 0,78 220 0,56 230 0,41 120 0,45
380 0,61 375 0,42 310 0,28 240 0,19

1005 0,31 1015 0,07 315 0,07
1290 0,20 1300 0,04
1380 0,18 1390 0,04
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| tak w temperaturze 50°C wynosit okoto 1600 minut, w temperaturach 55°C i 60°C okoto 1400
minut, natomiast w temperaturze 65°C i 70°C jedynie okoto 310 minut.

Wzrost temperatury powodowat znaczne przyspieszenie dezaktywacji termicznej katalazy, a tym
samym enzym wykazywat coraz mniejszg aktywnos¢ wraz z uptywem czasu. W temperaturze
35°C aktywnos$¢ enzymu obnizyta sie 0 14% natomiast w temperaturze 40°C o 23% przez okres
1720-1730 minut. W wyzszych temperaturach aktywnos¢ malata duzo szybciej. Potowiczny
spadek aktywnosci enzymu w temperaturze 50°C nastapit po czasie 1310 minut, dla temperatury

60°C czas ten wynosit 300 minut, a dla temperatury 70°C skrocit sie do 110 minut.
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6.4. Dezaktywacja termiczna katalazy N

Badania dezaktywacji katalazy N wykonano w ten sam sposdb jak dla katalazy S-A.
Katalaza N charakteryzuje sie mniejszq aktywnoscig w stosunku do katalazy S-A, dlatego
przygotowano jednoetapowo mniejsze rozcienczenie enzymu 1:1000. Do dziesieciu probowek
szklanych rozlano po 3 c¢m3 roztworu katalazy N i umieszczono w termostacie
w zadanej temperaturze. Po 15 minutach termostatowania, dokonywano pomiar poczatkowej
aktywno$ci katalazy N, zgodnie z metodykg opisang w pkt. 6.1, po okreSlonym czasie
przetrzymywania. Wyniki pomiaréw dla katalazy N, dla zakresu temperatur od 35°C do 70°C,
przedstawiono w zatgczniku w tabelach od Z-8 do Z-14. Na podstawie tych danych, obliczono
zmiany znormalizowanej aktywnosci katalazy N w czasie. Wyniki tych obliczen przedstawiono
w tabeli 6-8.

Tabela 6-8. Zmiana znormalizowanej aktywno$ci katalazy N podczas dezaktywacji termicznej w temperaturach od
35°C do 70°C

T=35°C T=40°C T=45°C T=50°C
Czas a Czas a Czas a Czas a
[min] [-] [min] [-] [min] [-] [min] [-]

0 1,00 0 1,00 0 1,00 0 1,00
60 0,99 70 0,99 75 0,98 60 0,95
150 0,99 135 0,98 135 0,97 120 0,92
275 0,99 250 0,95 245 0,95 260 0,89
420 0,99 420 0,95 340 0,93 355 0,84
595 0,98 585 0,95 865 0,86 1000 0,71
870 0,97 910 0,94 985 0,85 1330 0,66
1165 0,97 1155 0,91 1265 0,83 1535 0,64
1535 0,96 1520 0,88 1520 0,78 1750 0,61
1715 0,95 1700 0,89 1760 0,74 - -

T=55°C T=60°C T=65°C T=70°C

0 1,00 0 1,00 0 1,00 0 1,00
60 0,91 40 0,94 25 0,88 40 0,67
120 0,89 110 0,76 110 0,68 110 0,52
260 0,76 310 0,63 260 0,51 120 0,32
450 0,71 495 0,57 320 0,27 250 0,21
1025 0,53 1045 0,22 - - 335 0,14
1290 0,43 1310 0,17 - - - -
1410 0,34 1460 0,11 - - - -
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6.5. Wplyw rozcienczenia enzymu na szybkos¢ dezaktywacji termicznej
Enzymy oligomeryczne, zlozone w dwoch lub wiecej podjednostek, mogg ulegac

dysocjacji - rozpadowi na podjednostki, a te z kolei mogq ulega¢ szybszej dezaktywacji [105].
Poniewaz katalaza sktada sie z podjednostek, wykonano pomiary ktorych celem byto okreslenie
wptywu rozcieficzenia enzymu na szybkos¢ dezaktywacji katalazy. W tym celu przygotowano
nastepujace roztwory katalazy S-A:

e 1:5000 (enzym : bufor fosforanowy pH 7)

e 1:500 (enzym : bufor fosforanowy pH 7)
Obydwa roztwory katalazy, poddano dezaktywacji termicznej w temperaturze 40°C. Pomiary
aktywno$ci katalazy wykonano przy uzyciu elektrody tlenowe;.
Do pomiaréw ilosci powstajacego tlenu w roztworze reakcyjnym uzyto 1 cm3 roztworu enzymu
o rozcienczeniu (1:5000) lub enzymu o rozciericzeniu 0,1 cm3 roztworu 1:500. Zatem sumaryczne
iloSci enzymu byly identyczne. Pomiary nasycenia roztworu reakcyjnego tlenem przedstawiono

w tabelach 6-9 a obliczone na ich podstawie aktywnosci zamieszczono w tabeli 6-10.

Tabela 6-9. Zmiana stopnia nasycenia tlenem roztworu reakcyjnego przy pomiarze aktywnodci dla katalazy

dezaktywowanej w temperaturze 40°C

Roztwér enzymu 1:5000 Roztwér enzymu 1:500

Czas dezaktywacji termicznej [min]

0 95 | 140 | 1200 | 1500 | © 110 | 150 | 1210 | 1490

Caas Stopien nasycenia roztworu reakcyjnego tienem [%]
pomiaru [s]

0 16,2 | 17,2 | 17,8 | 179 | 21,8 | 152 | 152 | 158 | 23,2 | 239
30 325 | 332 | 340 | 31,7 | 354 (338 | 325 | 326 | 385 | 384
60 491 | 49,8 | 50,4 | 45,6 | 49,2 | 51,5 | 49,8 | 496 | 53,9 | 53,1
90 65,7 | 66,4 | 66,8 | 59,5 | 626 | 70,1 | 676 | 66,5 | 694 | 67,7
120 82,4 | 83,0 | 830 | 730 | 76,0 | 86,8 | 850 | 834 | 839 | 825
150 99,2 | 995 | 99,9 | 87,0 | 89,9 [ 999 | 996 | 993 | 96,4 | 959
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Tabela 6-10. Zmiana aktywnosci katalazy S-A dezaktywowanej w temperaturze 40°C dla dwdch rozcienczen enzymu

Roztwdr enzymu 1:5000 Roztwér enzymu1:500
Czas [min] al-] Czas [min] al-]
0 1,00 0 1,00
95 0,99 110 1,00
140 0,99 150 0,99
1200 0,83 1210 0,86
1500 0,82 1490 0,85

Na podstawie wynikow z tabeli 6-10, nie stwierdzono istotnych zmian aktywnosci enzymu

spowodowanych sposobem rozcieficzenia. Maksymalna réznica w pomiarach wynosita 3%.
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7. Badanie wptywu nadtlenku wodoru na dezaktywacje katalazy

Szybko$ci dezaktywacji katalazy S-A oraz katalazy N pod wptywem nadtlenku wodoru
nie mozna okreslic w sposéb bezposredni. Dlatego prowadzono pomiary podczas rozktadu
nadtlenku wodoru w reaktorze okresowym izotermicznym, w ktérym zachodzita réwnolegle
dezaktywacja substratem.

Model takiego reaktora opisuje uktad rownan rézniczkowych (4.4a) i (4.4b). W celu

okre$lenia statej szybkosci dezaktywacji ko katalazy w danej temperaturze, konieczna jest
znajomosc statej szybko$ci dezaktywacii termicznej k,; oraz statej szybkosci reakciji ki, rozktadu
nadtlenku wodoru przez katalaze. Statg szybkoSci dezaktywacji termicznej kor wyznaczono
na podstawie pomiaréw zamieszczonych w rozdziale 6, natomiast pomiary ks przeprowadzono w

warunkach, gdy mozna przyjaé, statos¢ aktywnos$ci katalazy. Osiggnigto to przy odpowiednio

wysokich stezeniach enzymu i krétkich czasach reakcji.

7.1. Badania wstepne
Warto$¢ statej szybkosci reakcji ks zalezy od temperatury oraz pH roztworu nadtlenku

wodoru. Przed przystgpieniem do witasciwych badan nad dezaktywacjg katalazy substratem

okreslono wptyw pH oraz temperatury na szybkoS¢ reakcji.

7.1.1. Spektrofotometryczne pomiary stezenia H20:

Wedtug danych literaturowych [1, 6, 106] molowy wspétczynnik absorpcji € stosowany
dla uktadow reakcyjnych z H.0, w badaniach katalazy wynosi od 35,76 do 46,2 dm3/(mol cm).
Te wahania moga by¢ spowodowane stosowaniem jako dodatkow roznego rodzaju buforow.

Podczas prowadzonych pomiaréw nadtlenek wodoru buforowano buforem fosforanowym
o pH 7. Sprawdzono zatem wplyw uzycia buforu na wartos¢ molowego wspétczynnika
absorpciji €.

Przygotowano roztwér nadtlenku wodoru o stezeniu 0,02 mol/dm3. Jego stezenie
okreslano metodg manganometryczna, uzywajac roztwér 0,0067 mol/dm3 manganianu (VII)
potasu z mianem nastawionym na szczawian sodu. Nastepnie przez odpowiednie rozcienczenie
roztworu wyjsciowego (0,02 mol/dm3) uzyskano roztwory nadtlenku wodoru o stezeniach
z zakresu od 0,002 do 0,02 mol/dm3. Kolejno przygotowano nastepujace roztwory H2O2 w takim
samym zakresie stezen:

e bez buforu fosforanowego (rozcieficzenie wodg destylowang),

95



e 7 buforem fosforanowym o pH 7,

ez buforem fosforanowym o pH 7 i dodatkiem 20% kwasu siarkowego (VI).
Uzycie dodatku kwasu siarkowego (V1) wynikato stad, ze podczas pomiardw okreslajac stezenie
nadtlenku wodoru w ukfadzie reakcyjnym dodawano kwasu siarkowego (V1) w celu zahamowania
reakcji enzymatyczne;j.
Wykonano pomiary absorbanciji przy uzyciu spektrofotometru UV VIS JASCO 530 przy dtugosci
fali A =240 nm, dla stezen nadtlenku wodoru z zakresu od 0,002 do 0,02 mol/dm?. Srednie

warto$ci absorbancji z dwoch pomiaréw zestawiono w tabeli 7-1.

Tabela 7-1. Pomiary absorbancji dla badanych roztworéw nadtlenku wodoru

H,0, Absorbancja [-]

[mol/dm?] bez buforu buforowany | buforowany i H2SO4
0,02 0,8116 0,8059 0,8096
0,018 0,7347 0,7277 0,7307
0,016 0,6655 0,6455 0,6555
0,014 0,5765 0,5663 0,5665
0,012 0,4948 0,4812 0,4748
0,01 0,3930 0,4079 0,393
0,008 0,3300 0,3286 0,305
0,006 0,2485 0,2364 0,2185
0,004 0,1682 0,1605 0,1482
0,002 0,0787 0,0853 0,0687

Na podstawie zebranych wynikéw wyznaczono molowy wspdtczynnik absorpcii €, ktérego
wartos¢ wynosita dla poszczegoinych roztworéw H0; :
e bez buforu - 40,91 dm?/(mol cm),
e zbuforem - 40,38 dm3/(molcm)
e 7z buforem i H2SO4 - 41,32 dm?/(mol cm).
Stwierdzono, brak wptywu buforu fosforanowego o pH 7 oraz H,SO4 na warto$¢ molowego
wspdtczynnika absorpcji (réznica jedynie 1% w wartosci €) oraz roznice pomiedzy pomiarami

molowego wspdiczynnika absorpcji a danymi literaturowymi mniejszg od 4%.
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7.1.2. Wyznaczenie statej szybkosci reakcji rozktadu H,0,

Znajomos¢ statej k; jest konieczna do wyznaczenia statej szybkosci dezaktywacji kp.

Wykonano pomiary pozwalajace na wyznaczenie statej szybkosci reakcji kg roztworu

reakcyjnego w zakresie temperatur nadtlenku wodoru od 0°C do 50°C. Stezenie nadtlenku

wodoru okre$lano dwoma metodami: manganometryczng oraz spektrofotometryczna.

7.1.2.1. Manganometryczna metoda wyznaczania statej szybkosci kp

Przygotowano roztwor katalazy S-A poprzez dodanie 0,05 cm3 preparatu handlowego

katalazy S-A do kolby miarowej o objetosci 25 cm® i uzupetienie do kreski buforem
fosforanowym o pH 7.
Na wytrzasarce umieszczano pig¢ kolb Erlenmeyera zawierajacych po 25 cm? roztworu nadtlenku
wodoru o stezeniach poczatkowych z zakresu od 0,0152 do 0,0157 mol/dm3. Catos¢
termostatowano w zadanej temperaturze. Po ustabilizowaniu sie temperatury do kazdego
z uktaddéw reakcyjnych, dodawano po 0,1 cm? roztworu katalazy. Po uptywie 2 min, zahamowano
reakcje rozktadu, poprzez dodanie do pierwszej kolby 5 cm3 kwasu siarkowego (VI) (20%). W ten
sam sposob mierzono stezenie H.0, w kolejnych prébach po 4 min, 6 min, 8 min, 10 min.
Postepujac w sposob opisany wyzej dokonano pomiary dla temperatur: 0°C, 10°C, 20°C, 30°C,
40°C, 50°C.

W tabeli 7-2 zebrano $rednie wartosci stezenia H.O» z dwdch pomiardw, ktore

wykonywano dla catego zakresu temperatur.

Tabela 7-2. Zmiana stezenia H20: dla katalazy S-A - metoda manganometryczna

Temperatura 0°C 10°C 20°C 30°C 40°C 50°C
Czas [min] Cy,0, [molidm?]
0 0,0152 0,0152 0,0157 0,0154 0,0157 0,0157
2 0,0127 0,0119 0,0124 0,0107 0,0112 0,0107
4 0,0108 0,0097 0,0088 0,0083 0,0079 0,0072
6 0,0094 0,0074 0,0066 0,0059 0,0056 0,0053
8 0,0076 0,0066 0,0049 0,0044 0,0038 0,0036
10 0,0059 0,0047 0,0036 0,0032 0,0029 0,0028

Pomiary zmian stezenia nadtlenku wodoru prowadzono przez okres 10 minut. Dla tak krotkiego

czasu, mozna zatozy¢, ze dezaktywacja substratem jest do pominiecia i wéwczas rozktad
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nadtlenku wodoru opisuje réw. (4.4a). Dla warunkow poczatkowych Cq(t=0)=Cg, rozwiazujac

to rbwnanie otrzymujemy nastepujaca postac:

In% = akt

S

(7.1)

Dla zakresu temperaturowego od 0°C do 50°C, przy zatozeniu ze a=1, wyznaczono state ki

metodg regresji liniowej w oparciu o réw. (7.1). Na rys. 7-1 przedstawiono przebieg linii

In(C,/Cs ) = (t).
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Rys. 7-1. Zaleznos$¢ ln(Cso /CS) od czasu t dla katalazy S-A dla réznych temperatur

Wspotczynniki kierunkowe prostych na rys. 7-1 sa réwne statym szybko$ciom reakcji ky , ktorych

wartosci zamieszczono w tabeli 7-3.

Tabela 7-3. Doswiadczalne state szybkosci reakcji kr, dla katalazy S-A - metoda manganometryczna

Temperatura | 0°C 10°C | 20°C | 30°C | 40°C | 50°C
kg [1/min] | 0,0896 | 0,1148 | 0,1464 | 0,1584 | 0,1728 | 0,1804
R? 0,9890 | 0,9890 | 0,9980 | 0,9980 | 0,9990 | 0,9960

State szybkoSci reakcji okreSlone w zakresie temperatur od 0°C do 40°C umoZliwiajg

wyznaczenie energii aktywacji reakcji Er oraz statej przedwyktadniczej reakcji kr, przy
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zastosowaniu metody regresiji liniowej. W tym celu wykorzystano przeksztatcong postac rownania

Arrheniusa:

il )= Iy )~ =

Er
RT

(7.2)

Na rysunku 7-2 przedstawiono zalezno$¢ logarytmu statej szybkosci reakcji ki od odwrotnosci

temperatury w oparciu o dane z tabeli 7-3.

-1,70

-1,90

-2,10

In(k &")

-2,30

250 b

A

Ink g'= -1410,4 (1/T) + 2,81

0,0031 0,0032 0,0033

0,0034

0,0035

1T [/K]

0,0036  0,0037  0,0038

Rys. 7-2. Zalezno$¢ logarytmu stafej szybkosci reakcji kg od odwrotnosci temperatury

Korzystajac z metody regres;ji liniowej wyznaczono dla katalazy S-A state w réwnaniu Arrheniusa,

ktére wynoszg Er=11,72 kJ/mol oraz kg, =16,53 1/min. W oparciu o wartosci statej energii

aktywacji Er i statej przedwyktadniczej reakcji kg, obliczono dla temperatur z zakresu od 35°C

do 50°C wartosci statych k , ktore uzyto do wyznaczania statych dezaktywacji ko. W tabeli 7-4

. 7o *
zamieszczono te wartosci K, .

Tabela 7-4. Obliczone state szybkosci reakcji kr, katalazy S-A - metoda manganometryczna

Temperatura 35°C

40°C

45°C

50°C

ki [1min] | 0,1701

0,1830

0,1964

0,2104
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W celu poréwnania otrzymanych wynikow przeprowadzono kolejne badania pozwalajace
wyznaczy¢ ks metoda spektrofotometryczna, przy czasach znacznie krétszych niz w metodzie

manganometryczne;.

7.1.2.2. Spektrofotometryczna metoda wyznaczania statej szybkosci k

Pomiary wykonano przy uzyciu spektrofotometru UV VIS JASCO 530, stosujac
termostatowang przystawke z mieszadtem magnetycznym, w ktdrej umieszczano badang probe

w kuwecie. Po przeprowadzonych badaniach wstepnych stwierdzono, Zze pomiar przy
wyznaczeniu statej szybkosci k; mozna skroci¢ do 15 sekund.

A. Katalaza S-A

Przygotowano roztwor enzymu o stezeniu pozwalajacym na wykonie pomiarow szybko$ci
reakcji. W tym celu do kolby miarowej o objeto$ci 250 cm? dodano katalazy S-A w ilosci 0,05 cm3,
uzupetniajac nastepnie buforem fosforanowym o pH 7 do objeto$ci 250 cm?.
Kuweta o objetosci 4 cm3 petnita role izotermicznego reaktora okresowego z idealnym
wymieszaniem. Do kuwety dodawano nadtlenek wodoru o stezeniu okoto 0,015 mol/dm3 w ilosci
2 c¢m3. Roztwor mieszano i po osiggnieciu okreslonej temperatury wprowadzano 0,12 c¢m?
roztworu katalazy S-A rozpoczynajac pomiar spektrofotometryczny, przez okres 60 sekund.
Wyniki pomiaréw byly zapisane w programie Spectra Manager spektrofotometru UV VIS JASCO
530. Na rys. 7-3 przedstawiono przyktadowo dla temperatury 35°C przebieg zmian absorbancji

W czasie.

0.61

e .

04 : I : I .
0 20 40 G0
Time [sec]

Rys. 7-3. Zmiana absorbancji podczas rozktadu H202przez katalaze S-A w temperaturze 35°C
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Przy pomocy programu Spectra Manager okreslono wartosci k; dla catego zakresu temperatur

od 20°C do 60°C. Zdecydowano sie okresla¢ wartosci statej k; dla pomiaréw do 15 sekund,
poniewaz zmiana stezenia H.0O przebiegata w tym czasie wedtug zaleznosci liniowej. Dla
wartoéci ks wyznaczonej z wynikéw pomiaréw w zakresie od 0 do 15 sekund, wspotczynnik
determinacji R dla catego zakresu temperatur wynosit powyzej 0,99. W zakresie pomiarowym
od 0 do 60 sekund, wspotczynnik determinacji R? dla wyznaczonej wartosci k; miat nizsza
wartos¢, co wyttumaczy¢ mozna ujawnieniem sie dezaktywacji substratem.

W tabeli 7-5 przedstawiono $rednie wartosci ki otrzymane z dwoch pomiaréw absorbancji dla

nadtlenku wodoru.

Tabela 7-5. Doswiadczalne state szybkosci reakcji kg, katalazy S-A — metoda spektrofotometryczna

T 20°C | 25°C | 30°C | 35°C | 40°C | 45°C | 50°C | 55°C | 60°C

Kg
[1/min]

0,2509 | 0,2662 | 0,2941 | 0,2982 | 0,3599 | 0,3725 | 0,4040 | 0,3731 | 0,3388

R2 10,9975 | 0,9978 | 0,9984 | 0,9986 | 0,9982 | 0,9978 | 0,9993 | 0,9934 | 0,9982

Z danych zawartych w tabeli 7-5 wynika, iz state szybko$ci reakcji wykazujg wzrost jedynie do

temperatury 50°C. W wyzszych temperaturach na warto$¢ wyznaczonej statej szybkosci reakcii
wplywa dezaktywacji enzymu. Rezultatem tego s malejace wartosci k5, .

State szybko$ci reakcji z zakresu temperatur od 20°C do 50°C umozliwiajg wyznaczenie statych

z réwnania Arrheniusa przy zastosowaniu metody regresji liniowej. Na rys. 7-4 przedstawiono
zalezno$¢ logarytmu statej szybkosci reakcji ki od odwrotno$ci temperatury w oparciu o dane
z tabeli 7-5. Wyznaczone state wynosza: energia aktywacji reakcji Er=12,92 kJ/mol oraz stata

przedwyktadnicza szybkosci reakcji k, = 49,47 1/min.

Zastosowanie metody spektrofotometrycznej do okreslania statej szybkosci k; reakcji rozktadu

nadtlenku wodoru, dzieki skroceniu czasu pomiaru do 15 sekund, pozwolito na wykonanie
pomiardw w szerszym zakresie temperatur niz w metodzie manganometrycznej — do 50°C bez

wptywu dezaktywacji enzymu na dokonywany pomiar.
Wartosci k; wyznaczonych w metodzie manganometrycznej i spektrofotometrycznej nie mozna

bezposrednio porownac, poniewaz w badaniach uzyto rézne stezenia enzymu. W zwigzku z tym

pomocne sg obliczenia:
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o w metodzie manganometrycznej uzyto 8-106 cm3 enzymu na 1 cm? nadtlenku wodoru
o w metodzie spektrofotometrycznej uzyto 1,2:105 cm3 enzymu na 1 cm3 nadtlenku

wodoru.

-0,90

Ink'g=-1554 (1/T) + 3,901

-1,00 |
A

1,10

In (kg”)

-1,20

1,30 \

A
_1 ’40 1 1 1 1 1 1 1 I\ 1
0,0030 0,0031 0,0032 0,0033 0,0034 0,0035

1T [1/K]

Rys. 7-4. Zaleinos¢ logarytmu statej szybkosci reakcji kg od odwrotnosci temperatury dla pomiaru

spektrofotometrycznego

Z powyzszych danych wynika, Zze wartosci stalej k; z pomiaréw manganometrycznych
powinny by¢ pomnozone przez 1,5 (w zwigzku z rdznicg w stezeniach enzymu), by mogty by¢
one poréwnane z pomiarami k; dokonywanymi metoda spektrofotometryczna.

Korzystajac z danych z tabeli 7-4 obliczono wartosci statych k; w zakresie temperatur od 35°C
do 50°C i zamieszczono je w tabeli 7-6. W tabeli umieszczono takze wartosci ki, otrzymane
w pomiarach spektrofotometrycznych. Z tabeli 7-6 wynika, ze w metodzie manganometryczne;
otrzymujemy zanizone warto$ci kg o okoto 20-30% w poréwnaniu do wartosci k; wyznaczonych

metodg spektrofotometryczng. W metodzie manganometrycznej uwidacznia sie wptyw

dezaktywacji pod wptywem substratu.

Brak dezaktywacji podczas pomiaréw ks w szerokim zakresie temperatur, przy uzyciu metody

spektrofotometrycznej, jest powodem przyjecia jej dla pomiaréw kg w przypadku katalazy N.
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Tabela 7-6. State szybkosci reakcji kg dla katalazy S-A okre$lone metoda spektrofotometryczng i obliczone

z metody managnometrycznej

Temperatura 35°C | 40°C | 45°C | 50°C
(1) | metoda spektrofotometryczna | 0,2982 | 0,3599 | 0,3725 | 0,4040
kg [1/min] metoda manganometryczna
(2) . o 0,2552 | 0,2745 | 0,2746 | 0,3156
(obliczone warto$ci)

ke (1)
; 1,18 1,31 1,26 1,28

kg (2)

B. Katalaza N
Roztwér enzymu przygotowano jednoetapowo. Do kolby miarowej o objetosci 50 cm?
dodano katalazy N w ilosci 0,05 cm3, uzupetniono buforem fosforanowym o pH 7 do objetosci

50 cm3.
Stata szybkosci reakcji rozktadu nadtlenku wodoru k dla katalazy N, wyznaczono tak
samo jak dla katalazy S-A przy uzyciu metody spektrofotometrycznej. Srednie wartoéci z dwéch

pomiaréw kg wyznaczonych w zakresie temperatur od 20°C do 60°C przedstawiono w tabeli 7-7.

Tabela 7-7. State szybkosci reakcji kr, okre$lone metodg spektrofotometryczng dla katalazy N

T 20°C | 25°C | 30°C | 35°C | 40°C | 45°C | 50°C | 55°C | 60°C

K
[1/min]

0,1595 | 0,1695 | 0,1921 | 0,1978 | 0,1974 | 0,1899 | 0,1827 | 0,1625 | 0,1392

R2 10,9986 | 0,9994 | 0,9993 | 0,9992 | 0,9991 | 0,9965 | 0,9978 | 0,9968 | 0,9949

Stata szybko$ci ki katalazy N wykazuje wzrost wartosci do temperatury 35°C. W wyzszych

temperaturach wartosci k; maleja. W przypadku katalazy S-A stata szybkosci k, wzrastata
do temperatury 50°C. Katalaza N charakteryzuje sie mniejszq stabilno$cig w procesie rozktadu
nadtlenku wodoru powyzej temperatury 35°C w poréwnaniu z katalazg S-A.

Dla katalazy N przyjmujac rozktad nadtlenku wodoru w temperaturach z zakresu od 20°C
do 35°C okreslono energie reakcji Er=11,59 kJ/mol oraz statg przedwyktadniczg szybkoSci

reakcji kg, = 18,52 1/min.
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7.1.3. Wpltyw pH na aktywno$¢ enzymu

7.1.3.1. Poréwnanie aktywnosci enzymu w buforze fosforanowym i buforze Brittona

-Robinsona

W wielu przypadkach przy tym samym pH rodzaj uzytego buforu wptywa na aktywnos¢
enzymow. Celem badan byto okre$lenie wptywu pH na aktywnos$¢ katalazy w szerokim zakresie
pH od 4 do 10. Poniewaz w catym tym zakresie, nie mozna uzy¢ buforu fosforanowego,
zastosowano wiec bufor Brittona-Robinsona. We wczes$niejszych badaniach uzywano roztworu
nadtlenku wodoru buforowanego buforem fosforanowym o pH 7. Dlatego pierwsze pomiary jakie
wykonano miaty na celu wykazac, czy istnieje rdznica w aktywnosci katalazy podczas rozktadu
nadtlenku wodoru buforowanego buforem fosforanowym o pH 7 a buforem Brittona-Robinsona
o tym samym pH.
Pomiary aktywnosci katalazy ~wykonano zgodnie z metodykgq pomiardw opisang
w pkt. 7.1.2.1 w temperaturze 20°C. Uzywano roztworu nadtlenku wodoru o stezeniu
0,015 mol/dm? buforowanego buforem fosforanowym o pH 7 oraz nadtlenku wodoru o stezeniu
0,0149 mol/dm3 buforowanego buforem Brittona-Robinsona o pH 7. Zmiane stezenia nadtlenku

wodoru okre$lano metodg manganometryczna.

Tabela 7-8. State szybkosci reakcji kr dla reakcji przebiegajacej przy pH 7

bufor fosforanowy bufor Brittona-Robinsona
Czas [min] Cho, [mol/dm?3] Cho, [mol/dm?3]
0 0,0150 0,0149
2 0,0114 0,011
4 0,0085 0,0085
6 0,0067 0,0066
8 0,0051 0,0049
10 0,0038 0,0037

Na podstawie $rednich wynikow z dwéch pomiaréw umieszczonych w tabeli 7-8

w oparciu o row. (7.1) sporzadzono rys. 7-5. Korzystajac z metody najmniejszych kwadratow

okreslono state szybkosci reakcji K, .
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1,6 ; ,
Obufor fosoforanowy k'r =0,1371 1/min

W bufor Brittona-Robinsona kg = 0,1393 1/min

0 2 4 6 8 10 12

t [min]

Rys. 7-5. Zaleznosé In(Cg,/Cg ) od czasu rozktadu H202przy pH 7

Otrzymane warto$ci $rednich statych szybkosci reakcji k; dla obydwu buforéw réznig sie

miedzy sobg zaledwie o 1,6% co Swiadczy o braku wptywu rodzaju stosowanego buforu

na aktywno$¢ katalazy.

7.1.3.2. Wplyw pH na stata szybkosci kp

Pomiary szybko$ci reakcji rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze S-A i katalaze N
wykonano dla zakresu pH od 4 do 10 w temperaturze 35°C. W catym zakresie pH stosowano
bufor Brittona-Robinsona.

Postepowano wedtug metodyki pomiarow przedstawionej w punkcie 7.1.2.2. Zmiang stezenia
nadtlenku wodoru o réznym pH okreslano spektrofotometrycznie.

Na podstawie zebranych danych do$wiadczalnych spektrofotometrycznych dla czasu

pomiaru 15 sekund okre$lono wartosci statej szybkosSci reakcji kg przy zmiennym pH nadtlenku

wodoru. Otrzymane wartosci k; ze wspdtczynnikami korelacji dla katalazy S-A oraz katalazy N

umieszczono w tabeli 7-9.
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Tabela 7-9. State szybkosci reakcji k, katalazy S-A oraz katalazy N w zalezno$ci od pH roztworu Hz02

kr [1/min]
pH 40+010 | 7,0%£0,02 | 9,0+0,02 | 10,0%0,13
Katalaza S-A 0,241 0,247 0,240 0,208
Katalaza N 0,196 0,205 0,218 0,197

Katalaza S-A i N nie wykazujg istotnych zmian wartosci statej szybkoSci reakcji kg
w zakresie pH od 4 do 9. W $rodowisku zasadowym o pH 10 stata szybkosci k; spada o okoto

14% dla katalazy S-A, a o okoto 10% dla katalazy N.

7.2. Dezaktywacja katalazy pod wptywem substratu
Dezaktywacje katalazy S-A oraz katalazy N okreslano poprzez zmiane stezenia

nadtlenku wodoru w reaktorze okresowym izotermicznym, ktorego role spetniata kolba
Erlenmeyera.
Do badan przygotowano nastepujace rozcienczenia enzymow:

e Kkatalazy S-A (1:500) poprzez dodanie 0,05 cm?® katalazy S-A do kolby miarowej
0 objetosci 25 cm3 i uzupetnieniu do kreski buforem fosforanowym o pH 7,

e katalazy N (1:100) przygotowano poprzez dodanie 1 cm3 enzymu do kolby miarowe;
0 objetosci 100 cm3 i uzupetnieniu do kreski buforem fosforanowym o pH 7.
Podczas pomiaréw stosowano rézne ilosci katalazy. Przy wiekszej ilosci enzymu otrzymywano
wyzszy stopien przemiany, przy mniejszych ilosciach enzymu uzyskiwano nizszy stopien
przemiany.
Na wytrzasarce z taznig wodng w zadanej temperaturze umieszczono 3 kolby Erlenmeyera,
w kazdej po 200 cm3 nadtlenku wodoru o stezeniu w zakresie od 0,0141 mol/dm3
do 0,0147 mol/dm3. Do kazdej z kolb dodano roztwér katalazy (A lub N) w ilosci: 0,05 cmd,
0,1 cm? oraz 0,2 cm3. W odstepach 15 minutowych przez okres 2 h pobierano po 5 c¢cm3
nadtlenku wodoru do probowek szklanych, zawierajgcych 0,1 cm3 20% H.SOs (w celu
zahamowania reakcji rozktadu nadtlenku wodoru).
Pomiar stezenia nadtlenku wodoru wykonywano spektrofotometrem UV VIS JASCO 530, przy
dtugosci fali 240 nm. Pomiary dezaktywacji katalazy pod wptywem substratu przeprowadzano
w temperaturach: 35°C, 40°C, 45°C i 50°C.
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Wyniki pomiarow stezehn podczas rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze S-A lub

katalaze N zamieszczono w tabelach od 7-10 do 7-13.

Tabela 7-10. Rozkfad H20: przez katalaze S-A oraz katalaze N w temperaturze 35°C

KATALAZA S-A KATALAZAN

Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml
0 0,0147 0,0147 0,0147 0,0141 0,0141 0,0141
15 0,0123 0,0105 0,0079 0,0121 0,0103 0,0080
30 0,0103 0,0076 0,0043 0,0110 0,0091 0,0076
45 0,0086 0,0059 0,0025 0,0106 0,0083 0,0063
60 0,0077 0,0049 0,0018 0,0104 0,0079 0,0059
75 0,0069 0,0041 0,0013 0,0100 0,0075 0,0038
90 0,0061 0,0034 0,0009 0,0098 0,0075 0,0033
105 0,0056 0,0030 0,0007 0,0096 0,0074 0,0031
120 0,0051 0,0028 0,0006 0,0095 0,0071 0,0031

Tabela 7-11. Rozktad H20: przez katalaze S-A oraz katalaze N w temperaturze 40°C

KATALAZA S-A KATALAZA N

Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml
0 0,0145 0,0145 0,0145 0,0146 0,0146 0,0146
15 0,0119 0,0096 0,0064 0,0129 0,0117 0,0090
30 0,0098 0,0070 0,0037 0,0128 0,0109 0,0076
45 0,0086 0,0055 0,0026 0,0128 0,0103 0,0071
60 0,0078 0,0047 0,0019 0,0115 0,0100 0,0070
75 0,0068 0,0040 0,0013 0,0112 0,0098 0,0068
90 0,0068 0,0038 0,0012 0,0110 0,0098 0,0067
105 0,0065 0,0035 0,0010 0,0109 0,0094 0,0065
120 0,0062 0,0031 0,0008 0,0105 0,0094 0,0063

Pomiary wykonane w temperaturze 35°C oraz 40°C prowadzono przez okres 2 h. Natomiast dla
temperatur 45°C oraz 50°C skrocono je do 90 minut ze wzgledu na brak zmian stezenia

nadtlenku wodoru.
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Tabela 7-12. Rozktad H20; przez katalaze S-A oraz katalaze N w temperaturze 45°C

KATALAZA S-A KATALAZAN
Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml
0 0,0141 0,0141 0,0141 0,0144 0,0144 0,0144
15 0,0113 0,0096 0,0082 0,0131 0,0113 0,0085
30 0,0105 0,0087 0,0066 0,0120 0,0108 0,0077
45 0,0105 0,0082 0,0057 0,0120 0,0104 0,0078
60 0,0102 0,0083 0,0055 0,0117 0,0099 0,0071
75 0,0099 0,0081 0,0054 0,0110 0,0097 0,0071
90 0,0097 0,0078 0,0050 0,0109 0,0096 0,0069

Tabela 7-13. Rozkfad H20: przez katalaze S-A oraz katalaze N w temperaturze 50°C

KATALAZA S-A KATALAZA N
Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml
0 0,0145 0,0145 0,0145 0,0144 0,0144 0,0144
15 0,0129 0,0113 0,0095 0,0128 0,0119 0,0096
30 0,0121 0,0108 0,0090 0,0125 0,0114 0,0085
45 0,0119 0,0105 0,0089 0,0120 0,0108 0,0083
60 0,0115 0,0104 0,0089 0,0115 0,0105 0,0080
75 0,0113 0,0102 0,0088 0,0114 0,0102 0,0078
90 0,0112 0,0099 0,0087 0,0111 0,0101 0,0079

Analiza wynikow pomiarow zostata przedstawiona w rozdziale 9.2, a ich omowienie w rozdziale
1.
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7.3. Wplyw pH na dezaktywacje katalazy substratem

Przeprowadzono badania, ktérych celem byto okreslenie wptywu pH roztworu nadtlenku
wodoru na dezaktywacje katalazy S-A oraz katalazy N. Do badan uzywano nadtlenku wodoru
o stezeniu poczatkowym w zakresie od 0,0142 do 0,0148 mol/dm3, buforowanego buforem
Brittona -Robinsona o pH w zakresie od 4 do 9.

Metodyka prowadzenia badan byla zgodna z opisem w punkcie 7.2. Badania
prowadzono w temperaturze 35°C przy zmiennym pH (4, 7, 9, 10) roztworu nadtlenku wodoru.
Wyniki pomiaréw zmieniajacego sie stezenia nadtlenku wodoru w czasie, dla katalazy S-A oraz

katalazy N przedstawiono w tabelach od 7-14 do 7-17.

Tabela 7-14. Rozkfad H202 (pH 4) przez katalaze S-A oraz katalaze N

KATALAZA S-A KATALAZA N

Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml
0 0,0142 0,0142 0,0142 0,0142 0,0142 0,0142
15 0,0114 0,0100 0,0069 0,0116 0,0106 0,0069
30 0,0098 0,0076 0,0040 0,0111 0,0094 0,0047
45 0,0083 0,0059 0,0023 0,0107 0,0090 0,0041
60 0,0075 0,0048 0,0016 0,0104 0,0087 0,0038
75 0,0067 0,0039 0,0010 0,0101 0,0085 0,0034
90 0,0058 0,0032 0,0009 0,0097 0,0084 0,0033
105 0,0056 0,0029 0,0008 0,0094 0,0082 0,0032
120 0,0055 0,0027 0,0007 0,0091 0,0080 0,0030

Tabela 7-15. Rozkfad H202 (pH 7) przez katalaze S-A oraz katalaze N

KATALAZA S-A KATALAZA N

Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml
0 0,0142 0,0142 0,0142 0,0142 0,0142 0,0142
15 0,0112 0,0098 0,0070 0,0116 0,0096 0,0068
30 0,0097 0,0076 0,0041 0,0115 0,0089 0,0047
45 0,0085 0,009 0,0024 0,0109 0,0085 0,0043
60 0,0079 0,0048 0,0018 0,0105 0,0082 0,0037
75 0,0075 0,0040 0,0016 0,0106 0,0081 0,0032
90 0,0069 0,0032 0,0010 0,0103 0,0078 0,0030
105 0,0064 0,0028 0,0008 0,0099 0,0074 0,0028
120 0,0057 0,0018 0,0003 0,0095 0,0070 0,0026
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Tabela 7-16. Rozkfad H20: (pH 9) przez katalaze S-A oraz katalaze N

KATALAZA S-A KATALAZA N

Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml

0 0,0143 0,0143 0,0143 0,0144 0,0144 0,0144

15 0,0124 0,0116 0,0087 0,0118 0,0105 0,0062

30 0,0118 0,0113 0,0064 0,0116 0,0094 0,0044

45 0,0118 0,0108 0,0054 0,0111 0,0090 0,0035

60 0,0115 0,0105 0,0049 0,0109 0,0086 0,0031

75 0,0109 0,0102 0,0045 0,0105 0,0083 0,0028

90 0,0107 0,0101 0,0042 0,0098 0,0077 0,0023

105 0,0099 0,0094 0,0040 0,0097 0,0075 0,0021

120 0,0097 0,0090 0,0038 0,0094 0,0073 0,0019
Tabela 7-17. Rozkfad H20: (pH 10) przez katalaze S-A oraz katalaze N

KATALAZA S-A KATALAZA N

Czas [min] 0,05 ml 0,1ml 0,2 ml 0,05ml 0,1ml 0,2ml

0 0,0144 0,0144 0,0144 0,0148 0,0148 0,0148

15 0,0133 0,0116 0,0100 0,0127 0,0098 0,0071

30 0,0127 0,0101 0,0090 0,0123 0,0085 0,0054

45 0,0121 0,0097 0,0085 0,0118 0,0078 0,0043

60 0,0115 0,0094 0,0083 0,0115 0,0074 0,0041

75 0,011 0,0091 0,0081 0,0112 0,0072 0,0039

90 0,0109 0,0086 0,0078 0,0102 0,0070 0,0040

105 0,0100 0,0085 0,0075 0,0099 0,0068 0,0037

120 0,0097 0,0080 0,0072 0,0095 0,0065 0,0037

Na podstawie wynikow pomiarow, okreslono warto$ci kp ktore zamieszczono w rozdziale 9.3.
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8. Opis matematyczny rozktadu H20: z uwzglednieniem dezaktywacji katalazy

W rozdziale 4 przedstawiono model matematyczny opisujacy rozktad nadtlenku wodoru
w izotermicznym reaktorze okresowym. Wykazano, Zze numeryczne rozwigzania tego modelu jest
mozliwe jezeli bedg znane state kinetyczne reakcji oraz state kinetyczne dezaktywaciji katalazy.
Najpierw wykonano badania nad dezaktywacjg termiczng katalazy S-A oraz katalazy N a wyniki
pomiaréw zamieszczono w rozdziale 6. Nastepnie na podstawie pomiarow szybkosci reakcji
rozktadu nadtlenku wodoru wyznaczono state szybko$ci reakcji k; (rozdziat 7). W tym samym
rozdziale zamieszczono wyniki badan dezaktywacji katalazy pod wptywem substratu. Analiza
wynikow pomiardw pozwolita na identyfikacje parametréw kinetycznych dezaktywacji termicznej

i substratem, ktérg przedstawiono w tym rozdziale.

8.1. Dezaktywacja termiczna katalazy

Zaktadajac, ze dezaktywacja termiczna przebiega wedlug jednostopniowego
mechanizmu E — D wowczas stosownie do analizy z rozdziatu 3.1.1 zmiane aktywnosci enzymu
opisuje réw. (3.3):

a=exp(—kyt) (3.3)
Po uwzglednieniu zalezno$ci Arrheniusa i wprowadzeniu temperatury odniesienia Tod, zmiane

aktywno$ci mozna opisac réw. (3.6):

a = exp{- kD,Todexp{%{Ti %]H (36)
od j

gdzie: i - numer pomiaru (0,1,2...n),
j  -temperatura pomiaru [K].
W oparciu o to rownanie poszukiwano statych Kk,;, i Epr. Temperaturg odniesienia Tog
okreslono na podstawie réw. (3.9).
W celu wyznaczenia statych ky.4i E; dezaktywacji termicznej katalazy, zastosowano program

Mathcad 14. Wykorzystano procedure Levenberga-Marquardta, przy poszukiwaniu minimum
funkciji celu SSE:

SSE(EDT'kD,Tod) = ((adosw )i _a(EDT’kD,Tod’ti’Ti’Tod ))2 (8.1)
i=0
gdzie: (8 ): - to kolejne aktywnosci wyznaczone do$wiadczalnie zawarte w tabeli 6-7 lub 6-8,

a(EDT,kDYTod,ti,'I'i,Tod) -aktywno$ci obliczone na podstawie réw. (3.6).
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8.1.1. Parametry kinetyczne procesu dezaktywacji termicznej dla katalazy S-A

Na postawie wynikow pomiaréw aktywnos$ci katalazy S-A (Tabela 6-7) obliczono state:

Ty, Kprogs Epr, ktOre zamieszczono w tabeli 8-1, a przy ich uzyciu po przeksztatceniu

zaleznosci arrheniusowskiej obliczono warto$¢ statej przedwyktadniczej szybko$ci dezaktywacii

komo:

k
_ D,Tod (8.2)

K
(DT E
exp| —
RT,,

Tabela 8-1. Wyznaczone parametry kinetyczne procesu dezaktywacji termicznej dla katalazy S-A

Wyznaczone parametry Wskazniki statystyczne
kinetyczne SSE r o
Ty [KI 328,9
Kproa [17h] 0,078
0,030 0,997 0,022
Epr [kd/mol] 116,0
Komo [1/h] 2,057-1017

Wskazniki statystyczne z tabeli 8-1 potwierdzajg to, iz obliczone na podstawie 66 punktow

doswiadczalnych state Ty, Kpros Eor s Kpr, S8 Najlepszym rozwigzaniem.

Wyznaczone wartosci przedwyktadniczej statej szybkoSci dezaktywacji kg, oraz energii

(
aktywaciji procesu dezaktywacii termicznej E; pozwolity na okreslenie zmian aktywnosci enzymu

w czasie. Na rys. 8-1 przedstawiono obliczone warto$ci aktywnosci dla catego zakresu

temperatur od 35°C do 70°C i poréwnano je z punktami doswiadczalnymi.
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Rys. 8-1. Zmiana aktywno$ci katalazy S-A podczas dezaktywacji termicznej

W tabeli 8-2 zebrano dane statystyczne (wspdtczynnik korelacji r, odchylenie
standardowe o, $redni btad wzgledny &) dla poszczegolnych temperatur, w ktérych prowadzono

dezaktywacje termiczng katalazy S-A.

Tabela 8-2. Wskazniki statystyczne dla do$wiadczen z katalazg S-A dezaktywowang termicznie

O O O O O O O O
) o o o o ) o o

2l o 2] o 0 o 2] o
(e ] T T (1o wn (T4 © N~
n 1 1 n 1 1] 1] n
- - - - - - - -

r 0,997 0,991 0,996 0,998 0,999 0,998 0,999 0,993
o | 0,004 0,012 0,012 0,015 0,014 0,024 0,017 0,044
0,004 0,009 | 0,007 0,007 0,049 0,207 0,022 0,038

o>

Pomiedzy obliczong aktywnoscig a aktywnoscig doswiadczalng katalazy S-A dla wszystkich
temperatur z zakresu od 35°C do 70°C:

o wspodtczynniki korelacji Pearsona r wynosit powyzej 0,99

. odchylenie standardowe byto nizsze od 0,025

. Sredni blad wzgledny dla katalazy S-A byt nizszy od 0,05 poza temperaturg 60°C.

113



Analiza wykazata, ze Sredni btad wzgledny dla temperatury 60°C spowodowany jest pomiarami
w koncowej fazie do$wiadczen, przy bardzo niskiej aktywnosci, gdy stosunkowo niewielkie
réznice w wartosciach bezwzglednych prowadzg do duzych btedow wzglednych.

Na rysunku 8-2 poréwnano aktywno$¢ katalazy obliczong z réw. (3.6) dla wyznaczonych statych,

Koo » Eor Z aktywnoscia katalazy okreslong doSwiadczalnie.

1,0 .
®35C  ©O40C
m45C D50C A
0,8 (&
°55C ©060°C
ABSC  AT0C o i
0,6 O/
= A
04 LA
0,2 o)
0,0
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
a dosw. [']

Rys. 8-2. Poréwnanie aktywno$ci obliczonych i doswiadczalnych dla katalazy S-A

Rozmieszczeniem punktéw wzdtuz przekatnej na rys. 8-2 Swiadczy o niewielkich roznicach
pomiedzy aktywno$cig katalazy S-A obliczong z réw. (3.6) i aktywno$cig okre$long w sposob

dos$wiadczalny.

8.1.2. Parametry kinetyczne procesu dezaktywacji termicznej dla katalazy N
Wykorzystujgc dane doswiadczalne dezaktywacji termicznej katalazy N z tabeli 6-8,

okreslono state Ty;, Kpros Epr, Kpgr ktorych wartosci zamieszczono w tabeli 8-3. Tak, jak

w przypadku katalazy S-A, tak i w tym przypadku wskazniki statystyczne z tabeli 8-3

potwierdzajg, iz obliczone na podstawie 66 punktow doswiadczalnych state Ty, Kproe, Epr,

Kono Sa najlepszym rozwigzaniem.
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Tabela 8-3. Wyznaczone parametry kinetyczne katalazy N dla procesu dezaktywacji termicznej

Wyznaczone parametry Wskazniki statystyczne
kinetyczne SSE r o
Ty [KI 331,6
kD,TOd [1/h] 0’076
0,544 0,948 0,083
E oy [kd/mol] 141,6
k(DT)O [1/h] 1,528-1021

Wyznaczone wartosci K ,;,, oraz E,; pozwolity na okreslenie zmian aktywnosci enzymu w czasie.

Na rysunku 8-3 przedstawiono obliczone wartosci aktywnosci dla catego zakresu temperatur

od 35°C do 70°C i poréwnano je z punktami doswiadczalnymi.

¢35°C <©40°C m45°C O50°C
‘0 AB55°C A60°C @65°C O70°C
1 D <> <> O
O el |
08 ¢ A A " n
]
(@) N = O
06 | A S
- A
(4v] o .
04 r S
o A
°
A
02 r Q A
o) A
0,0 ' ' : : ' '
0 5 10 15 20 25 30
czas [h]

Rys. 8-3. Zmiana aktywno$ci katalazy N podczas dezaktywacji termicznej

W tabeli 8-4 zebrano dane statystyczne dla poszczegdlnych temperatur w ktérych
prowadzono dezaktywacje termiczng katalazy N.
Pomiedzy obliczong aktywnoscig a aktywnosciq doswiadczalng katalazy N dla wszystkich

temperatur z zakresu od 35°C do 70°C:
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o wspotczynniki korelacji Pearsona r wynosit powyzej 0,95,
o odchylenie standardowe byto nizsze od 0,071,

o Sredni btagd wzgledny nizszy od 0,08.

W tabeli 8-3 minimum funkcji celu SSE dla wyznaczonych statych w przypadku katalazy N wynosi

0,544. Rbéwniez wyzsze bylo odchylenie standardowe w poréwnaniu do wynikéw badan

dezaktywacji termicznej katalazy S-A (tabela 8-1).

Tabela 8-4. Wskazniki statystyczne dla doswiadczer z katalazg N dezaktywowang termicznie

o o o o o o o o
= & | & | B B |2 B |B
1 1] 1 1 1 1 1 1
(= (= = (= = = (= (=
r 0,982 0,956 0,996 0,990 0,991 0,991 0,978 0,981
o) 0,004 0,013 0,009 0,023 0,036 0,050 0,071 0,069
5 0,001 0,020 0,023 0,008 0,010 0,080 0,034 0,030

Rozmieszczeniem punktow wzdtuz przekatnej na rys. 8-4 wykazuje nieco wyzsze odchylenia

pomigdzy aktywnoscig katalazy N obliczong z row. (3.6) dla statych Ty,, Kpress Eors Kpme

a aktywno$cig okreslong w sposdb do$wiadczalny, w poréwnaniu z katalazg S-A (rys. 8-2).

1,0
¢35C ©040<C £o)
e
"45C 050C R
0,8 .
e55C 060<C A
ABS5C AT0C
0,6 A £
E .
©
A
04 | A
A [ )
02 N
A
0,0 L 1 L 1 1 1 1 1 L
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
a dosw. [']

Rys. 8-4. Poréwnanie aktywno$ci obliczonych i do$wiadczalnych dla katalazy N
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Jednak przeprowadzone analizy statystyczne w poszczegéinych temperaturach z zakresu od
35°C do 70°C dla katalazy N daty zadawalajace wyniki. Pozwalajg on na stwierdzenie, iz zaréwno

w przypadku katalazy S-A jak i katalazy N wiasciwie okreslono state Epr oraz Ky, -

8.2. Dezaktywacja katalazy pod wptywem substratu
Model bioreaktora okresowego izotermicznego do rozktadu nadtlenku wodoru przez

katalaze, opisany jest uktadem réw. (4.4a) i (4.4b)

dgts =—ks aCq (4.43)
%?:-@acs—m@ (4.40)

z warunkami poczatkowymi Cg(t =0) =Cg, oraz a(t =0)=1.

Podczas analizy tego typu bioreaktora konieczna jest identyfikacja parametrow modelu: statej
szybkosci reakcji kg, statej szybkosci dezaktywacji termicznej k;, a na ich podstawie statej
szybkosci dezaktywacji k,. Wyznaczanie tych parametréw odbywa sie poprzez pomiary

wykonywane w warunkach laboratoryjnych.

Podczas rozktadu nadtlenku wodoru o stezeniach w zakresie od 0,0015 mol/dm?3
do 0,015 mol/dm3, mozna zatozy¢ brak wptywu dezaktywacji termicznej (kor=0). Wéwczas model
bioreaktora mozna upro$ci¢ do nastepujacej postaci:

dC,

= aCs (5.1)
da

z warunki poczatkowymi jak dla row. (4.4a) i (4.4b).
Korzystajac z definicji stopnia przemiany a=(Cg, —Cs)/Cy, powyzszy uktad réw. (5.1) i (5.2)

mozna opisac:

Ezk;a(%a) (8.3a)
E:—kDCSO(1—on) (8.3b)
dt

z warunkami poczatkowymi:
alt=0)=0 a(t=0)=1 (8.3c)
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W celu analitycznego rozwigzania tego uktadu réwnan, podzielono réw. (8.3a) i (8.3b) stronami

otrzymujac
do__ ke (8.4)
da kp Cso
Zaktadajac warunki poczatkowe i koricowe:
at=0)=0 of)=a a(t=0)=1 a()=a (8.4a)
wykonano catkowanie réw. (8.4) i otrzymano nastepujaca zalezno$¢:
k, C
a=1-—2"2¢g (8.5)
kR
Podstawienie row. (8.5) do réw. (8.3a) oraz po rozdzieleniu zmiennych otrzymano
do = kidt (8.6)

k,C
(1-(1)[1—'3*5‘) aj
ke
Ko Cs0

Rozwigzaniem tego réwnania przy zatozeniu, ze " # 1 jest zalezno$¢ migdzy stopniem
R

przemiany o a czasemt :
1-exp[(kg —k, Cs )t
a=—p Pl(kg —kp Cg ) 1] (8.7)
Cs, > —exp [(ky —ky Cs ) 1]

D
e
R

k, C
W szczegdlnym przypadku, gdy % =1 otrzymujemy ponizsze zaleznosci:

R

T (8.84)
(kg t+1)
:
(ks t+1)

(8.8b)

Do wyznaczenia statej szybkoSci dezaktywacji ko wykorzystano pomiary stezen
nadtlenku wodoru podczas jego rozktadu przez katalaze S-A i katalaze N. Wyniki tych pomiaréw
zamieszczono w tabelach od 7-10 do 7-13. Dane te pozwolity obliczy¢ stopnie przemiany.
Wykorzystano je w poszukiwaniu minimum funkcji celu SSE przy zastosowaniu regres;i

nieliniowej i procedury optymalizacyjnej Levenberga-Marquardta:
SSE(Ky) = X ((01e ) —alko, 1)) (8.9)
i=0
gdzie: (04, ) - Stopien przemiany okreslony w oparciu o dane z tabel 7-10 do 7-13,
alky,t,) - stopnie przemiany obliczone na podstawie réw. (8.7).

118



Wstepna analiza danych do$wiadczalnych wykazata jednak, ze state k i ko w row. (8.7) sa silnie

skorelowane. W zwigzku z tym w obliczeniach uzyto stalych szybkosci reakcji k; wyznaczonych

na podstawie pomiarow spektrofotometrycznych zamieszczonych w pkt 7.1.2.2.

8.2.1. State szybkosci dezaktywacji substratem dla katalazy S-A

Na podstawie pomiardéw stezenia nadtlenku wodoru z tabel od 7-10 do 7-13 obliczono
stopnie przemiany w czasie przebiegu reakcji rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze S-A.
Wyznaczono state szybkoSci dezaktywacji ko w zakresie temperatur od 35°C do 50°C,

a otrzymane dane zamieszczono w tabeli 8-5.

Tabela 8-5. State szybkosci dezaktywacji substratem dla katalazy S-A

T 35°C 40°C 45°C 50°C
Katalaza S-A ko [dm3/(mol-h)] 28,40 70,49 238,06 409,00

SSE 0,000 0,029 0,002 0,000
Wskazniki statystyczne

o 0,002 0,168 0,125 0,008

B 0,0003 | 0,0460 0,0007 0,0284

Pomiedzy obliczonymi stopniami przemiany a stopniami przemiany do$wiadczalnymi dla
wszystkich temperatur z zakresu od 35°C do 50°C:

o funkcje celu SSE miaty wartosci mniejsze od 0,029;

o odchylenie standardowe byto nizsze od 0,168

o Sredni bfgd wzgledny osiggat wartosci nizsze od 0,0460.

Wskazniki statystyczne majg najwigksze wartosci dla temperatury 40°C, co $wiadczy
0 najwiekszej rozbieznosci wynikéw doswiadczalnych z obliczonymi. Dla temperatur z zakresu od
35°C do 50°C przedstawiono na rys. 8-5 poréwnanie stopni przemiany doswiadczalnych
z obliczonymi dla rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze S-A wilosci 0,1 cm.
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Rys. 8-5. Poréwnanie stopni przemiany obliczonych i doswiadczalnych dla katalazy S-A

Na rysunku 8-6 przedstawiono zmiane stopnia przemiany rozktadu nadtlenku wodoru
przez katalaze S-A w temperaturze 40°C w zaleznosci od ilosci uzytego enzymu. Dane
doswiadczalne stopni przemiany poréwnano ze stopniami przemiany obliczonym wedtug
réw. (8.7) korzystajac z wartosci statych szybkosci ks i k, okreslonych na podstawie pomiarow
eksperymentalnych. Z rysunku 8-6 wynika, iz w dtugotrwatym procesie rozktadu nadtlenku
wodoru o stezeniu okoto 0,015 mol/dm3, w temperaturze 40°C mozemy zwigkszy¢ stopien
przemiany rozktadu H202 poprzez uzycie zwigkszonej dawki enzymu. Z tym, Ze podwdjna porcja
enzymu (0,1 cm3) powoduje wzrost stopnia przemiany o okoto 0,2 a cztery razy wigksza porcja
enzymu (0,2 cm3) powoduje wzrost stopnia przemiany o 0,5.

Natomiast na rys. 8-7 przedstawiono zmiane aktywnosSci katalazy S-A w temperaturze 40°C
w zaleznosci od ilosci uzytego enzymu, korzystajac z row. (8.5). Zauwaza sie, iz uzycie wieksze;

ilosci enzymu po czasie okoto 2 h, powoduje pozostanie enzymu o wyzszej aktywnosci.
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Rys. 8-6. Zmiana stopnia przemiany w czasie dla katalazy S-A w temperaturze 40°C
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Rys. 8-7. Obliczona zmiana aktywno$ci w czasie dla katalazy S-A w temperaturze 40°C
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Poréwnanie zmiany stopnia przemiany do$wiadczalnej i obliczeniowej rozktadu nadtlenku
wodoru przez 0,1 cm3 roztworu katalazy S-A w zalezno$ci od temperatury z zakresu od 35°C do

50°C przedstawiono na rys. 8-8.
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Rys. 8-8. Zmiana stopnia przemiany w czasie dla 0,1 cm3 katalazy S-A w temperaturach z zakresu od 35°C do 50°C

Z rysunku 8-8 wynika, iz w dtugotrwatym procesie rozktadu nadtlenku wodoru o stezeniu
okoto 0,015 mol/dm3 kohcowy stopien przemiany H.02 wynosi okoto 0,8 dla temperatury 35°C.
Wraz ze wzrostem temperatury stopien przemiany H.O, maleje.

Na rysunku 8-9 okreslono w oparciu o réw. (8.5) zmiane aktywnosci katalazy S-A
w zaleznosci od temperatury 35°C do 50°C. Im wyzsza temperatura, w ktérej przebiega rozktad

H.0, przez okres 1,5 h tym wieksza aktywno$¢ pozostatego enzymu.
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Rys. 8-9. Obliczona zmiana aktywno$ci dla 0,1 cm3 katalazy S-A w temperaturach z zakresu od 35°C do 50°C

8.2.2. State szybkosci dezaktywacji substratem dla katalazy N

Na podstawie pomiardéw stezenia nadtlenku wodoru z tabel od 7-10 do 7-13 obliczono
stopnie przemiany w czasie przebiegu reakcji rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze N.
Wyznaczono state szybkoSci dezaktywacji ko w zakresie temperatur od 35°C do 50°C,
a otrzymane dane zamieszczono w tabeli 8-6.

Tabela 8-6. Stafe szybkosci dezaktywacji substratem dla katalazy N

T 35°C 40°C 45°C 50°C
Katalaza N ko [dm3/(mol-h)] 185,29 | 303,51 358,21 431,31

SSE 0,000 0,018 0,001 0,021
Wskazniki statystyczne

o 0,002 0,121 0,125 0,104

B 0,0357 | 0,0885 0,0574 0,0227

Pomiedzy obliczonymi stopniami przemiany a stopniami przemiany doswiadczalnymi katalazy N
dla wszystkich temperatur z zakresu od 35°C do 50°C

o funkcje celu SSE osiggaty wartosci mniejsze od 0,021

o odchylenie standardowe byto nizsze od 0,125
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o $redni btad wzgledny miat warto$ci nizsze od 0,0885.
Na rysunku 8-10 pordéwnano stopnie przemiany do$wiadczalne z obliczonymi dla rozktadu
nadtlenku wodoru przez katalaze N w iloci 0,1 cm3w temperaturach z zakresu od 35°C do 50°C.
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Rys. 8-10. Pordwnanie stopni przemiany obliczonych i do$wiadczalnych dla katalazy N

Podobnie jak dla katalazy S-A (rozdziat 8.1.1) przedstawiono na rys. 8-11 dla katalazy N
zmiane stopnia przemiany w temperaturze 40°C w zaleznosci od ilosci uzytego enzymu. Dane

doswiadczalne stopni przemiany poréwnano ze stopniami przemiany obliczonymi wedtug
row. (8.7) korzystajac z warto$ci statych szybkosci k; i ko okreslonych na podstawie pomiaréw

eksperymentalnych. Z rysunku 8-11 wynika, iz zwiekszajac porcje katalazy N dwukrotnie,
zwigkszamy stopien przemiany kazdorazowo o okoto 100%.

Na rysunku 8-12, korzystajgc z row. (8.5) przedstawiono zmiane aktywnosci katalazy N
w temperaturze 40°C w zaleznosci od iloSci uzytego enzymu. Zauwaza sie, iz nastepuje
gwattowny spadek enzymu, bez znacznego wptywu ilosci uzytego enzymu na aktywnos¢
katalazy N. Uzywajac 0,05 cm3 lub 0,2 cm? katalazy N po 0,5 h rozktadu nadtlenku wodoru,

aktywnos$¢ enzymu wynosi okoto 0,20.
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Rys. 8-11. Zmiana stopnia przemiany w czasie dla katalazy N w temperaturze 40°C

2,0

Rys. 8-12. Obliczona zmiana aktywno$ci w czasie dla katalazy N w temperaturze 40°C
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Na rysunku 8-13 poréwnano do$wiadczalne zmiany stopni przemiany do$wiadczalnych
z obliczeniowymi podczas rozktadu nadtlenku wodoru przez 0,1 cm3 roztworu katalazy N

w zalezno$ci od temperatury z zakresu od 35°C do 50°C.
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Rys. 8-13. Zmiana stopnia przemiany w czasie dla 0,1 cm3 katalazy N w temperaturach z zakresu od 35°C do 50°C

Z rysunku 8-13 wynika, iz w dtugotrwatym procesie rozktadu nadtlenku wodoru o stezeniu
okoto 0,015 mol/dm? koricowy stopier przemiany H20, wynosi okoto 0,4 dla temperatury 35°C.
Na rys. 8-14 przedstawiono zmiany obliczonej aktywnoSci w czasie korzystajac

z row. (9.5). Koricowa aktywno$¢ katalazy N jest tym nizsza im wyzsza jest temperatura.

8.3. Energie aktywacji procesu dezaktywacji substratem dla katalazy S-A oraz katalazy N
Energie aktywacji procesu dezaktywacji substartem wyznaczono na podsatwie statych szybkosci
dezaktywacji ko zawartych w tabeli 8-5 (dla katalazy S-A) oraz w tabeli 8-6 (dla katalazy N)

stosujac metoda regres;ji liniowej dla zalezno$ci w postaci:

In(ko) = In(i,)— =2

= (8.10)

Na rys. 8-15 przedstawiono zalezno$¢ logarytmu statej szybkosci dezaktywacji substratem k; od

odwrotnosci temperatury dla danych z tabeli 8-5 oraz tabeli 8-6.
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Rys. 8-14. Obliczona zmiana aktywno$ci dla 0,1 cm? katalazy N w temperaturach z zakresu od 35°C do 50°C

— katalaza S-A
— katalazaN
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0,3 0,305 0,31 0,315 0,32 0,325 0,33

T 102 [1/K]
Rys. 8-15. Zalezno&¢ ko od temperatury dla katalazy S-A oraz katalazy N

Wyznaczone state z rownania Arreniusha - kpo i Ep dla obu katalaz zamieszczono w tabeli 8-7.
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Tabela 8-7. Parametry kinetyczne procesu dezaktywacji substratem dla katalazy S-A i katalazy N

Parametry kinetyczne Katalaza S-A Katalaza N
koo [dm3/(mol-h)] 2,27 1077 8,06 -109
Ep [kd/mol] 152,69 44,83

Z danych przedstawionych w tabeli 8-7 wynika, iz katalaza N charakteryzuje sie ponad trzykrotnie

mniejszqg energig dezaktywacji w pordwnaniu do katalazy S-A.

8.4. State szybkosci dezaktywacji ko w zaleznosci od pH roztworu H20: dla katalazy S-A
oraz katalazy N
Zgodnie z metodykg opisang w punkcie 8.2 dokonano obliczer statych szybkosci
dezaktywacji ko w temperaturze 35°C i zmiennym pH nadtlenku wodoru w zakresie od 4 do 10.
W obliczeniach wykorzystano wyniki pomiaréw dla katalazy S-A i katalazy N zamieszczonych

w tabelach od 7-14 do 7-17. W obliczeniach uzyto statych szybkosci reakcji k; wyznaczonych

na podstawie pomiaréw spekirofotometrycznych dla obu katalaz, ktére zamieszczono

w pkt. 7.1.3.2. W tabeli 8-8 zamieszczono otrzymane state szybkosci dezaktywacii kp.

Tabela 8-8. Wplyw pH na state szybko$ci dezaktywacji katalazy S-A oraz katalazy N

4 7 9 10
pH
ko [dm?3/(mol-h)]
Katalaza S-A 57,11 51,45 195,27 207,63
Katalaza N 179,26 173,76 142,53 184,43

Z danych zamieszczonych w tabeli 8-8 wynika, iz katalaza S-A jest bardziej wrazliwa
na zmiane pH nadtlenku wodoru niz katalaza N. Warto$¢ statej szybko$ci dezaktywacji ko
katalazy S-A w pH 9 oraz pH 10 jest okofo czterech razy wyzsza nizw pH 4 i pH 7.

Katalaza N wykazuje poréwnywalng stabilnos¢ w catym zakresie pH od 4 do 10, przy czym
najbardziej stabilna jest w pH 9. Wyniki badan potwierdzaja, iz katalaza N (Terminox Ultra) jest
odpowiednim preparatem do zastosowania w przemys$le wiokienniczym, w ktorym nadtlenek

wodoru znajduje sie w roztworze o odczynie alkalicznym.
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9. Ocena wptywu dezaktywacji termicznej na rozktad nadtlenku wodoru

Wptyw dezaktywacji termicznej na rozktad nadtlenku wodoru oceniano poprzez
poréwnanie zmiany stezen H2O- dla nastepujacych przypadkdw:
e wystepowanie statej szybkosci dezaktywaciji termicznej kpr=0,

e wystepowanie statej szybkosci termicznej dezaktywaciji kor.

9.1. Badany ukfad reakcyjny o stezeniu poczatkowym 0,015 mol/dm?3

Przy wyznaczaniu statej szybkoSci dezaktywacji katalazy przez nadtlenek wodoru
przyjeto, ze dezaktywacje termiczng mozna pomingC. Dysponujac wszystkimi - statymi
kinetycznymi (kor, kg i ko) mozna obecnie oceni¢, czy to uproszczenie prowadzi do istotnych

zmian w warto$ciach stezen nadtlenku wodoru podczas reakcji. W tym celu wyznaczono
rozwigzania numeryczne modelu matematycznego réw. (4.4a) i réw. (4.4b) dla dwdch
przypadkdw:
e brak dezaktywaciji termicznej kor=0,
e dezaktywacja termiczna kor przebiega wedtug kinetyki pierwszego rzedu ze statg
szybkosci kpr.
Obliczenia wykonano przy zastosowaniu metody numerycznej Rungego-Kutty 1V-rzedu,
w programie Mathcad 14. Uzyto w nich state szybkosci reakcji i dezaktywacji dla katalazy S-A
(tabela 9-1) oraz katalazy N (tabela 9-2). Na podstawie pomiaréw doswiadczalnych
prowadzonych w temperaturach 35°C i 50°C wyznaczono parametry kinetyczne, ktérych wartosci

dla katalazy S-A przedstawiono w tabeli 9-1, natomiast dla katalazy N w tabeli 9-2.

Tabela 9-1. Stafe szybkosci dla katalazy S-A stosowane w analizie matematycznej reaktora

Temperatura kot [1/h] kg [1/h] ko [dm3/(mol-h)]
35°C 0,0044 1,491 28,40
50°C 0,0360 2,020 409,00

Tabela 9-2. State szybkosci dla katalazy N stosowane w analizie matematycznej reaktora

Temperatura kot [1/h] ks [1/h] ko [dm3/(mol-h)]
35°C 0,0015 1,0028 185,29
50°C 0,0194 1,2372 431,31
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Na rys. 9-1 przedstawiono dla katalazy S-A w temperaturach 35°C i 50°C poréwnanie:

e doswiadczalnie wyznaczonych zmian stezen nadtlenku wodoru w okreslonych czasach,
e  obliczonych stezen z row. (4.4a) i (4.4b) przy statych szybkosciach kor, kg, ko (tabela 9-1),

e obliczonych stezen z réw. (4.4a) i (4.4b) przy statych szybkosciach kg, ko i braku

dezaktywacji termiczne;.

0,016 . .
® dosw. zmiany H,0,w T=35°C
A dosw. zmiany H,0,w T=50°C
. - = k=0
0012 F —— Kk Z tabeli 9-1
O")E B
S
= _
E, .
g, 0,008
T .
)
CICJ =
N
% S
0,004
0,000 '
0,0 0,4 08 1,2 1,6

t[h]
Rys. 9-1. Zmiana stezenia 0,015 mol/dm?3 H.0; dla katalazy S-A

W ten sam sposob przedstawiono na rys. 9-2 poréwnanie zmian stezen nadtlenku wodoru dla
katalazy N.

Z rysunkow 9-1 oraz 9-2 wynika, iz dezaktywacja termiczna w zakresie temperatur od 35°C do
50°C nie wptywa na przebieg zmian stezenia nadtlenku wodoru o stezeniu poczatkowym
0,015 mol/dm? podczas rozktadu przy uzyciu katalazy S-A lub katalazy N.
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Rys. 9-2. Zmiana stezenia 0,015 mol/dm3 H.0: dla katalazy N

9.2. Badany uktad reakcyjny o stezeniu poczatkowym 0,0015 mol/dm3

Z wczesdniejszej analizy, dla stosowanego uktadu reakcyjnego wynika, ze dezaktywacja
termiczna moze wptywac na rozktad nadtlenku wodoru przy stezeniach znacznie mniejszych od
50 ppm. Ze wzgledu na powszechne zastosowanie w przemysle widkienniczym oraz duzo nizszg
cene w poréwnaniu do katalazy S-A, dokonano analizy rozktadu nadtlenku wodoru przez
katalaze N. Przeprowadzono analize wptywu dezaktywaciji termicznej przy stezeniu poczatkowym
nadtlenku wodoru 0,0015 mol/dm3.

Na rysunkach 9-3 i 9-4 przedstawiono analize rozktadu nadtlenku wodoru dla katalazy N
w temperaturze 50°C przez okres rozktadu 10 h. Na rys. 9-3 przedstawiono zmiane stezenia
nadtlenku wodoru 0,0015 mol/dm3 w temperaturze 50°C, w ktérej dezaktywacja termiczna moze
sie ujawni¢. Zmiane stezenia nadtlenku wodoru i aktywnosci katalazy N analizowano dla dwéch
warto$ci kg : 0,618 1/h oraz 1,237 1/h. Na rysunku 9-3 zauwaza sie, iz zmiana stezenia nadtlenku
wodoru 0,0015 mol/dm® w przypadku gdy uwzglednia sie dezaktywacje termiczng oraz
w przypadku jej braku (kot=0), roznig sie nieznacznie. Zardwno dla wartoSci kg rowne;
0,618 1/horaz 1,237 1/h przez 10 h roztozono okoto 75% nadtlenku wodoru z tym, Ze dla wyzszej
warto$ci kg rozktad ten nastapit znacznie szybciej. Wptyw dezaktywacji termicznej ujawnit sie

w zmianie aktywnosci przedstawionej na rysunku 9-4.
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Rys. 9-3. Zmiana stezenia nadtlenku wodoru 0,0015 mol/dm?3 dla katalazy N w temperaturze 50°C
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Rys. 9-4. Zmiana aktywno$ci katalazy N podczas rozktadu 0,0015 mol/dm3 H202 w temperaturze 50°C
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Z przedstawionego rysunku 9-4 wynika, ze po 10 h, dla statej szybkoSci reakcji kg rowne;
1,237 1/h, aktywno$¢ koricowa katalazy N wynosita 0,5 w przypadku, gdy brak jest dezaktywacji
termicznej (kor=0). W przypadku, gdy w modelu reaktora uwzgledniono wptyw kpr, koricowa
aktywnos¢ wynosita 0,4. Uzycie dwukrotnie mniejszej iloSci enzymu (stata szybko$ci reakcji kg

wynosita 0,618 1/h) powoduje nieznaczne roznice w zmianie aktywnosci dla obu przypadkow.
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10. Omoéwienie i dyskusja wynikow badan

1. W pracy przedstawiono wyniki badan nad dezaktywacjg katalazy Aspergillus niger z Sigma
-Aldrich (katalaza S-A) oraz Novozymes (katalaza N). Wyznaczono réwnanie kinetyczne
dezaktywacji termicznej oraz dezaktywacji substratem w zakresie stezen nadtlenku wodoru od
0,001 mol/dm3 do 0,015 mol/dm3.

Zatozono, iz dezaktywacja termiczna katalazy przebiega wedlug jednostopniowego

mechanizmu E — D, z rdwnaniem kinetycznym ry; =ky;C;, ktére stosowano do opisu.

dezaktywacji termicznej katalazy z watroby wotowej [101,189] oraz katalazy z Aspergillus
niger [176]. Wyznaczajac state dezaktywacji termicznej katalazy kot w zakresie temperatur od

35°C do 70°C stosowano row. (3.6) w postaci:

E 11
a; = eXp{' kD,TodeXp|:% (T_ - THL:I (3.6)
od

Przeprowadzono identyfikacje statych k..., Epr a nastepnie obliczono warto$¢ statej
przedwyktadniczej szybkosci dezaktywacji kpro z réw. (8.2). Na podstawie parametréw
kinetycznych zamieszczonych w tabeli 8-1 dla katalazy S-A oraz w tabeli 8-3 dla katalazy N

przedstawiono na rys. 10-1 zmiane kpr w zalezno$ci od temperatury.

10— katalaza S-A
| — katalazaN
1 -
_ 0,1
= 001
0,001
0,0001 1 1 1 1 1 1 1 1
30 40 50 60 70
T[°C]

Rys. 10-1. Zalezno&¢ kor od temperatury dla katalazy S-A oraz katalazy N
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Z rysunku 10-1 wynika, iz katalaza S-A jest odporniejsza na dziatanie temperatury niz
katalaza N w zakresie temperatur od 35°C do 70°C. Najwieksza réznica w warto$ciach kpr
pomiedzy katalazg S-A i katalazg N jest w temperaturze 35°C. Wraz ze wzrostem
temperatury, wartosci kot obu katalaz zblizajg sie do siebie.

W literaturze brak jest danych dotyczacych dezaktywacji termicznej katalazy S-A (Sigma
—Aldrich) oraz katalazy N (Terminoxu Ultra z Novozymes) w catym zakresie temperatur od
35°C do 70°C. Literaturowe czasy potowicznego spadku dla katalazy z Aspergillus niger

z tabeli 3-5 poréwnano z wyznaczonymi warto$ciami ti dla katalazy S-A oraz katalazy N

na rys. 10-2.
10000 — katalaza S-A
| katalaza N
e Costaiwsp. [38]
1000 o Yoshimoto iwsp. [195]
O TarhaniUslan [169]
& Kaddouriwsp. [102]
100 <& Switala i Loewen [163]
10
1
i <o
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 40 50 60 70

T[]

Rys. 10-2. Poréwnanie literaturowych i obliczonych czaséw pofowicznego spadku aktywno$ci dla katalazy S-A

oraz katalazy N

Z rysunku 10-2 wynika, ze wartosci potowicznego spadku aktywno$ci, wyznaczone dla
katalazy S-A oraz katalazy N, mieszczg sie w zakresie wartosci ti2 wyznaczonych przez
innych badaczy. Wystepuje jednak rozbieznos¢ wynikow.

Pordwnanie czaséw potowicznego spadku aktywnosci z wartosciami ti literaturowymi
w zakresie temperatur od 35°C do 70°C jest utrudnione ze wzgledu na pochodzenie enzymu
od réznych dostawcéw, dokonywanie pomiaru aktywno$ci w réznych warunkach oraz

przetrzymywanie katalazy w r6znym pH podczas badarn dezaktywaciji termicznej [194,102].
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2. Do wyznaczenia statej szybkosci dezaktywacji kp konieczna jest znajomosc¢ statej szybkosci

reakcji kg . Metodg spektrofotometryczng wyznaczono state szybko$ci reakcji w zakresie
temperatur od 20°C do 60°C. Na podstawie danych z tabeli 7-5 (state kg dla katalazy S-A)

oraz danych z tabeli 7-7 (state k; dla katalazy N) wyznaczono state w rownaniu Arrheniusa

dla katalazy S-A oraz katalazy N a otrzymane dane zamieszczono w tabeli 10-1.

Tabela 10-1. Parametry kinetyczne procesu rozktadu H20: przez katalaze S-A oraz katalaze N

Parametry kinetyczne Katalaza S-A Katalaza N
kgo [1/h] 2,97 103 1,11 -103
Er [kJ/mol] 12,92 11,59

Z danych przedstawionych w tab. 10-1 wynika, iz energie aktywacji reakcji dla obu katalaz

miaty poréwnywalne warto$ci, natomiast ponad dwukrotnie wyzsza byta przedwyktadnicza
stata szybkosci reakcji kg, dla katalazy S-A.

Brak jest danych w literaturze wartosci energii aktywacji reakcji rozktadu nadtlenku wodoru
przez katalaze z Aspergillus niger. Jedyng napotkang informacjq dotyczaca energii aktywacii
reakcji byta wartos¢ Er dla katalazy grzybowej w postaci immobilizowanej i wynosita ona
19,84 kJ/mol [5]. Wyznaczone energie aktywacji reakcji dla katalazy S-A oraz katalazy N sg
nizsze o okolo 7-8 kd/mol (tabela 10-1) od wartosci literaturowej dla katalazy
immobilizowanej.

3. Warto$ci statych szybko$ci dezaktywacji substratem kp w zakresie temperatur od 35°C do
50°C, przedstawiono w tabeli 8-5 dla katalazy S-A oraz w tabeli 8-6 dla katalazy N,
zaktadajac iz podczas rozktadu nadtlenku wodoru, wystepuje jedynie dezaktywacja
substratem.

Na podstawie parametréw kinetycznych zamieszczonych w tabeli 10-1 dla katalazy S-A oraz
katalazy N, na rys. 10-3 przedstawiono obliczong zmiange kp obu katalaz w zakresie
temperatur od 20°C do 50°C.
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Rys. 10-3. Zalezno$¢ ko od temperatury dla katalazy S-A oraz katalazy N

Z rysunku 10-3 wynika, iz katalaza S-A jest odporniejsza na dziatanie substratu niz katalaza N
w zakresie temperatur od 20°C do 50°C. W temperaturze 35°C warto$¢ kp dla katalazy N jest
prawie 7 krotnie wigksza od wartoSci ko wyznaczonej dla katalazy S-A, natomiast
w temperaturze 50°C warto$ci statych dezaktywacji majg poréwnywalne wartosci.

Tak, jak dla dezaktywacji termicznej, tak i dla dezaktywacji substratem brak jest w literaturze
danych w zakresie temperatur od 35°C do 50°C. Na podstawie przedstawionych w tabeli 10-2
danych literaturowych kp dla katalazy z Aspergillus niger mozna byto je porownac z danymi

otrzymanymi dla katalazy S-A oraz katalazy N.

Tabela 10-2. Poréwnanie literaturowych i obliczonych wartosci ko

ko [dm3/ (mol h)] 25°C 37°C

Katalaza S-A 3,93 42 67

Katalaza N 111,96 225,51
Katalaza Apergillus niger 30,60 [41] 54,00 [176]
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Zamieszczone w tabeli 10-2 wartosci ko dla katalazy Aspergillus niger wyznaczone dla
temperatury 25°C i 37°C sgq w zakresie od 30 do 54 dm3/(mol h). Dla katalazy S-A
w temperaturze 25°C warto$¢ kp jest 10 razy mniejsza niz wyznaczona przez DeLuce [41],
w temperaturze 37°C warto$¢ kp jest nizsza niz okre$lona przez Tse i Gough [176].
W przypadku katalazy N dla obu temperatur wartosci kp s kilka razy wyzsze.

. Wyznaczono w zalezno$ci od pH roztworu nadtlenku wodoru state szybkosci dezaktywacii
substratem kp dla katalazy S-A oraz katalazy N (Tabela 8-8). Na podstawie danych
z tabeli 8-8 sporzadzono rys. 10-4.

250
I katalaza S-A
[ I katalaza N
200 L S$rednia wartos¢ k; dla katalazy N
= 150
[]
E
£
== 100
X
50
0
4 7 9 10
pH

Rys.10-4. State szybkoSci dezaktywacji substratem ko dla katalazy S-A oraz katalazy N w zaleznosci od pH

roztworu nadtlenku wodoru

Z rysunku 10-4 mozna zauwazyé, iz katalaza N jest stabilna w zakresie od 4 do 10. Srednia
wartos¢ statej dezaktywacji ko w tym zakresie pH dla katalazy N wynosita okofo
163+£21 dm3/(mol h). Otrzymane state ko s okoto trzy razy wigksze od statych kp dla katalazy
S-A w $rodowisku o pH kwasnym i obojetnym, natomiast nizsze o okoto 10-20% w pH
zasadowym.

W literaturze brak jest danych dotyczacych wplywu pH na warto$¢ statej szybkoSci
dezaktywacji ko dla katalazy Aspergillus niger. Mozna jednak odnies¢ otrzymane wyniki do

wptywu pH na aktywno$¢ enzymu. Z danych literaturowych wynika, ze katalaza A. niger
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wykazuje aktywno$¢ maksymalng w pH obojetnym a spadek o okoto 20% w $rodowisku
kwasnym [6,38,75,169,185]. Wyznaczone wartosci ko, wzrastajace w pH kwasnym, powodujg
spadek aktywnosci katalazy N, co jest zgodne z danymi literaturowymi.

Preparat handlowy katalazy A. niger z firmy Asa-Enzyme [78] wykazywat optymalng
aktywno$¢ w zakresie pH od 7 do 10. Wyznaczone wartosci kp dla katalazy N, charakteryzujq
sie najnizsza wartoscig ko w pH 9, co powoduje iz w badanym zakresie pH od 4 do 10 osigga
maksymalng warto$¢ aktywnosci, co jest zgodne z danymi literaturowymi.

Dysponujac doswiadczalnymi wartoSciami statej szybkos¢ dezaktywacji termicznej kpr oraz
statej szybko$ci dezaktywacji substratem kp, analizowano rozktad nadtlenku wodoru
o stezeniu poczatkowym réwnym 0,015 mol/dm? dla temperatur 35°C i 50°C oraz o stezeniu
poczatkowym réwnym 0,0015 mol/dm? dla temperatury 50°C. Stwierdzono, iz warto$¢ statej
szybkosci dezaktywacji termicznej kot nie wplywa na znaczace roznice w stopniach
przemiany nadtlenku wodoru, nawet przy dziesigciokrotnym zmniejszeniu jego stezenia
poczatkowego. Dezaktywacja termiczna widoczna jest bardziej w przebiegu zmiany
aktywnosci katalazy N rozktadajacej nadtlenek wodoru w temperaturze 50°C przez 10 h. Dla

statej szybkosci reakcji ky rownej 1,237 1/h, w modelu opisujacym reaktor do rozktadu H.O:

w ktérym nie wystepowata dezaktywacja termicznej (ko=0), aktywnos¢ koncowa katalazy N
byto o okolo 20% wyzsza, w porédwnaniu do obliczonej aktywnosci koncowej katalazy N,

w ktdrej uwzgledniono dezaktywacje termiczna.
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Whioski

Przeprowadzone badania nad dezaktywacjq katalazy z Aspergillus niger pozwolity na

wyciggniecie nastepujacych wnioskow:

1.

Dezaktywacja katalazy z Sigma-Aldrich (katalazy S-A) oraz z Novozymes -Terminox Ultra
(katalazy N) przebiega wedtug tych samych réwnan kinetycznych. Roznig sie one

w znacznym stopniu warto$ciami statych kinetycznych.

Dezaktywacja termiczna jest zgodna z jednostopniowym mechanizmem E — D. Wszystkie

state kinetyczne zmieniajg sie pod wptywem temperatury zgodnie z réwnaniem Arrheniusa.

Katalaza S-A miata nizsze warto$ci statych szybko$ci dezaktywacji termicznej kot w zakresie
temperatur od 35°C do 70°C od katalazy N. Swiadczy to o tym, iz charakteryzuje sie wyzsza

odpornoscig termiczng niz katalaza N.

Rozktad nadtlenku wodoru, w warunkach statej aktywno$ci katalazy, przebiega wedtug

rownania kinetycznego pierwszego rzedu, ze wzgledu na stezenie substratu.

Dezaktywacja katalazy pod wptywem nadtlenku wodoru okre$lona jest rbwnaniem pierwszego

rzedu, ze wzgledu na stezenie enzymu i substratu.

. Katalaza S-A wykazywata wiekszg odporno$¢ na dezaktywacje substratem w temperaturach

z zakresu od 35°C do 45°C w poréwnaniu z katalazg N. W temperaturze 50°C wartosci kp

byty porownywalne dla obu katalaz.

Dezaktywacja katalazy pod wptywem nadtlenku wodoru zalezy takze od wartosci pH. Wptyw
pH nadtlenku wodoru jest znaczacy dla katalazy S-A. W przypadku katalazy N stwierdzono, iz
jest ona stabilna w zakresie pH od 4 do 9. Dla katalazy S-A optymalng aktywnos$¢ otrzymano

dla pH 7, natomiast dla katalazy N optimum przesuniete jest w strong pH=9.

. Zazwyczaj dezaktywacja termiczna katalazy S-A oraz katalazy N przebiega znacznie wolnie;

od dezaktywacji substratem. Dopiero przy stezeniach nadtlenku wodoru ponizej

0,001 mol/dm3 dezaktywacja termiczna stanowi ponad 8% dezaktywacji substratem.
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Zalacznik

Dezaktywacja termiczna katalazy
Stopien nasycenia tlenem roztworu reakcyjnego podczas pomiaru aktywnos$ci katalazy S-A

Tabela Z-1. Temperatura 35°C

Czas - < s £ s £ = £ £ <
termicznej © - ~ ® rl © s O] ~
Czas pomiaru [s] | 02[%] | O2[%] | Oz2[%] | O02[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]

0 23,6 20,2 22,0 24,5 24,5 23,0 22,9 24,0 22,2 24,2
30 38,0 35,2 36,8 39,0 39,0 37,9 36,9 39,0 36,6 36,9
60 53,2 50,4 52,0 53,9 53,3 534 514 53,9 51,0 50,6
90 68,6 65,7 67,6 69,0 68,9 68,0 66,4 68,4 65,6 65,5
120 83,9 80,9 82,8 84,1 84,3 83,1 81,8 83,6 80,7 81,2
150 99,4 96,2 96,8 99,2 99,0 974 97,2 98,0 95,8 96,8
A O 75,8 75,0 74,8 74,7 74,5 74,4 74,3 74,0 73,6 72,6
Tabela Z-2. Temperatura 40°C
Czas c c £ c c £ c £ £ £
dezaktywaciji E E § ; E ; E é § §
termicznej o -~ ~ < [ 3] A o =
Czas pomiaru [s] | 02[%] | O2[%] | Oz2[%] | O02[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]
0 23,6 20,2 22,0 24,8 249 23,0 239 24,0 22,2 24,2
30 38,0 35,1 36,8 39,6 39,1 37,0 37,2 36,7 34,6 35,9
60 53,2 50,3 52,0 54,3 53,6 51,2 50,4 49,6 47,3 479
90 68,6 65,7 67,3 69,1 68,1 65,2 64,0 62,4 59,9 59,9
120 83,9 81,0 82,5 84,3 82,7 79,3 774 75,3 72,2 71,8
150 99,4 96,0 97,5 99,5 97,2 93,3 90,8 88,3 854 83,3
A Oz 75,8 75,8 75,5 747 72,3 70,3 68,9 64,3 63,2 59,6
Tabela Z-3. Temperatura 45°C
Czas c s = £ = = = £ =
dezaktywaci | € | E | E | E | E | E | E | E | B | E
termicznej e <3 o= < 3 S S 3 g =
Czas pomiaru [s] | 02[%] | O2[%] | Oz2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]
0 23,4 20,2 22,0 23,2 22,5 23,0 239 24,0 16,2 24,2
30 38,0 34,2 35,8 36,8 35,5 344 33,9 34,2 26,2 33,9
60 52,7 48,5 49,5 50,4 48,3 458 444 44 4 36,3 43,3
90 67,6 63,0 63,3 63,9 61,2 57,2 55,1 54,7 46,4 53,0
120 82,5 774 77,3 77,3 74,3 68,6 65,8 64,9 56,6 62,4
150 974 91,8 91,2 90,6 87,3 79,9 77,2 75,1 66,8 71,8
A O2 74,0 71,6 69,2 67,4 64,8 56,9 53,3 51,3 50,6 47,6
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Tabela Z-4. Temperatura 50°C

Czas dezaktywacji
termicznej

050 min
310 min
1610 min

0 min
75 min
260 min
330 min
860 min

Czas pomiaru [s] | O2[%] | Oz2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]

0 234 20,2 22,0 24,5 24,5 23,0 22,9 24,0 22,2
30 38,0 34,2 35,6 37,0 36,8 31,9 31,4 31,0 28,2
60 52,7 48,1 49,0 49,8 49,3 40,7 39,9 38,1 34,4
90 67,6 62,1 62,6 62,9 61,5 49,2 48,4 452 40,5
120 82,5 76,1 76,3 75,4 738 57,8 56,8 52,2 46,8
150 97,4 90,0 90,0 88,4 85,9 66,6 65,2 59,1 53,0

AO: 74,0 69,8 68,0 63,9 61,4 43,6 42,3 35,1 30,8

Tabela Z-5. Temperatura 55°C

Czas dezaktywacji
termicznej

Omin

45min
85 min
210 min
1005 min
1290 min
1380 min

Czas pomiaru [s] 02 [%] | O2[%] | O2[%] | Oz2[%] | O2%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]

0 238 20,2 22,0 24,5 24,5 23,0 22,9 24,0
30 38,0 34,2 35,1 36,0 33,8 27,9 26,2 21,0
60 52,8 48,4 48,3 47,3 43,0 32,8 29,5 30,0
90 67,6 62,5 61,3 58,9 52,1 37,8 32,8 33,1
120 82,8 76,5 74,5 70,5 61,4 42,7 36,2 36,0
150 97,7 90,5 87,9 82,3 70,6 47,6 39,4 39,0

AO; 73,9 70,3 65,9 57,8 46,1 24,6 16,5 15,0

Tabela Z-6. Temperatura 60°C

Czas dezaktywaciji
termicznej

220 min
375 min
1015 min
1300 min
1390 min

Czas pomiaru [s] 02[%] | 02[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]

0 238 20,2 22,0 24,5 24,5 23,0 22,9 24,0
30 38,0 33,1 33,6 33,0 311 243 238 25,0
60 52,8 46,2 45,0 41,3 37,6 25,7 249 26,0
90 67,6 59,3 56,6 49,5 443 27,1 259 26,9
120 82,8 72,5 68,4 58,1 50,7 28,5 26,9 27,9
150 97,7 85,5 80,4 66,9 57,3 30,0 27,9 288

AO: 73,9 65,3 58,4 42,4 32,8 7,0 5,0 48
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Tabela Z-7. Katalaza S-A Temperatura 65°C i 70°C

Temperatura 65°C

Temperatura 70°C

Czas
H f= f= f= f= =i =i
dezakjcywacfjl g E £ £ £ E E £ £ £
termicznej s 9 g § g S S g § g
Czas pomiaru [s] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | 02[%] | O2[%] | Oz2[%] | O2[%]
0 22,7 20,2 22,0 24,5 24,5 20,2 18,0 24,5 24,5 23,0
30 38,0 33,2 321 31,0 29,0 31,9 26,4 31,3 27,6 24,3
60 52,8 46,6 421 37,2 33,3 437 34,8 38,2 30,8 25,7
90 67,6 60,0 52,2 434 37,9 55,3 43,2 452 33,9 27,1
120 82,4 73,5 62,3 49,6 42,3 66,9 51,5 52,0 37,1 28,7
150 97,2 87,0 72,3 55,9 46,6 78,8 60,0 59,0 40,2 30,2
A O2 74,5 66,8 50,3 314 221 58,6 42,0 34,5 15,7 7,2
Stopien nasycenia tlenem roztworu reakcyjnego podczas pomiaru aktywnos$ci katalazy N
Tabela Z-8. Temperatura 35°C
Czas c £ £ £ £ £ £ = £
dezaktywacji g = £ £ £ £ £ S £ £
. . o o 0 o 7 o 3 3 w
termicznej e ) ©v N Q 2 P = 0 ~
Czas pomiaru [s] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | Oz2[%] | O2[%] | O2[%] | Oz2[%] | Oz2[%] | O2[%]
0 22,6 20,2 22,0 235 235 23,0 22,9 24,0 22,2 23,2
30 37,9 37,2 36,8 38,0 38,0 37,9 36,9 39,0 36,6 36,9
60 53,2 53,7 52,0 52,3 52,3 534 514 53,9 51,0 50,9
90 68,3 69,0 67,6 67,9 67,9 68,0 66,4 68,4 65,6 65,5
120 83,8 84,5 83,3 83,3 83,3 83,1 81,8 83,6 81,7 81,2
150 99,1 96,3 98,5 99,9 98,9 98,3 97,2 98,1 96,1 96,8
AO; 76,5 76,5 76,5 76,4 76,4 75,3 74,3 741 73,9 73,6
Tabela Z-9. Temperatura 40°C
Czas c c £ £ £ £ £ g g g
dezaktywacji = E £ £ £ £ £ - S S
termicznej e = E § § °§ g E § f':’
Czas pomiaru[s] | O2[%] | 02[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | Oz2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]
0 22,6 245 17,3 16,5 17,4 15,1 15,1 22,3 15,8 16,2
30 37,9 38,2 31,6 30,8 31,7 27,8 28,8 36,3 28,1 29,7
60 53,2 54,6 46,2 453 46,4 42,3 434 50,3 41,1 434
90 68,3 70,6 61,2 59,8 60,5 57,3 58,2 64,2 55,3 57,2
120 83,8 85,3 76,8 74,8 74,9 71,8 71,7 77,1 69,6 70,9
150 99,1 100,7 92,2 90,0 90,3 86,6 85,0 90,6 83,1 81,2
AO; 76,5 76,2 74,9 73,5 72,9 71,5 69,9 68,3 67,3 65,0
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Tabela Z-10. Temperatura 45°C

Czas c £ £ £ £ £ £ £ £
dezaktywacji | € | E | E | E | E | E | E | E E E
termicznej e R 2 § ) 3 3 § E’ g
€235 | 0,11 | O21%] | O21%] | 02%] | 02%] | 021 | 020%] | 02%] | 02[%] | O21%)
pomiaru [s]
0 21,2 171 24.0 241 19,1 221 17,4 23,0 15,8 38,2
30 34,9 31,3 37,5 36,5 32,3 35,1 30,4 35,5 25,7 49,2
60 50,8 47,2 53,3 51,4 45,9 49,3 444 48,5 384 61,0
90 67,3 63,4 68,7 67,7 59,7 63,0 58,2 62,0 51,0 73,1
120 82,9 78,8 83,5 82,9 749 76,2 71,7 75,3 63,9 85,0
150 99,4 94,4 99,3 98,2 90,6 89,5 84,7 88,8 76,6 97,1
AO; 78,2 77,3 75,3 74,1 71,5 67,4 67,3 65,8 60,8 58,9
Tabela Z-11. Temperatura 50°C
Czas c - - < < £ £ £ £
dezaktywacji | € | € | E | E | E | E | E | & | &
termicznej e 3 S & Q S < B 2
€285 | 6% | Oo1%] | 0a0%] | O21%] | 0al%] | O2[%] | 02%] | 021%] | O21%)
pomiaru [s]
0 21,2 18,1 19,7 18,0 24,2 15,1 16,6 20,5 22,0
30 34,9 32,1 34,4 30,8 34,5 25,6 26,1 28,3 31,2
60 50,8 47,6 48,5 444 48,2 37,1 37,0 39,3 40,8
90 67,3 63,8 63,5 58,0 62,2 48,6 48,0 50,0 50,6
120 82,9 791 779 72,5 76,5 59,6 57,8 60,8 60,4
150 99,4 93,6 92,0 87,0 90,0 70,9 68,4 71,5 70,2
AO; 78,2 75,5 72,3 69,0 65,8 55,8 51,8 51,0 48,2
Tabela Z-12. Temperatura 55°C
Caas =] =] £ £ £
dezaktywacji - - - g g E E E
termicznej e - ~ S ° et pis pid
[h, min] 3 ~ = N <
€285 | o1 | 2% | 0a%] | 0l%] | O2[%] | O21%] | 0ol%] | O2[%]
pomiaru [s]
0 248 15,3 15,2 15,2 24,2 15,8 18,5 24,2
30 378 27,5 27,5 25,2 31,9 22,7 23,6 29,8
60 51,8 40,5 40,5 36,2 41,3 30,6 29,2 34,9
90 66,4 53,6 53,4 47,2 514 38,0 35,8 40,0
120 81,0 66,6 65,8 58,2 62,0 46,1 43,0 449
150 95,0 79,6 78,5 69,1 72,6 54,3 49,9 494
AO; 70,2 64,3 63,3 53,9 48,4 38,5 31,4 25,2
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Tabela Z-13. Temperatura 60°C

Czas
dezaktywacji _ £ g g E E g E
termicznej o S © pa i E g g
[h, min] ~ e had - ~ ~
Czas
. 02[%] | 02[%] | O2[%] | O02[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%] | O2[%]
pomiaru [s]
0 248 16,6 22,5 16,6 25,0 21,8 23,7 22,0
30 37,8 27,3 32,7 23,8 33,6 249 26,3 24,0
60 51,8 40,3 441 32,9 42,3 284 29,1 26,1
90 66,4 54,6 55,5 42,6 50,7 32,0 31,9 28,1
120 81,0 68,9 66,3 52,0 58,8 35,6 34,7 30,2
150 95,0 83,2 76,5 61,1 66,0 39,1 37,6 32,2
A Q2 70,2 66,6 54,0 44,5 41,0 17,3 13,9 10,2
Tabela Z-14. Temperatura 65°C j 70°C
Czas Temperatura 65°C Temperatura 65°C
dezaktywacji £ £ £ £ £ £ £
termicznej s E § § § g § § § §
[h, min] o = F 5 h = S I 5
pm’r?izaarz o | 0% | OulHl | 0:TH) | 0K | Oal] | Oal%] | Oul%] | Oal O2T%1 | 6, o
0 18,2 20,9 21,2 19,8 16,2 18,7 16,6 17,8 219 18,9
30 31,1 34,2 314 26,4 20,3 28,5 24,0 224 25,5 21,2
60 457 479 41,6 34,1 24,6 38,5 324 27,5 28,8 23,7
90 61,9 62,0 51,8 41,7 29,2 48,6 40,3 32,6 32,4 26,3
120 77,7 75,7 62,0 49,9 33,3 58,9 48,5 37,9 35,7 28,6
150 93,6 88,7 72,7 58,3 37,6 69,7 56,9 43,6 39,0 31,1
AO; 75,4 67,8 51,5 38,5 214 51,0 40,3 258 171 12,2
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