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Rozktad nadtlenku wodoru w reaktorze ze stalym ztozem immobilizowanej
katalazy Terminox Ultra: Ocena kinetycznych parametrow biotransformacji

Wstep

Katalaza (E.C.1.11.1.6) jest enzymem z grupy oksydoreduktaz
wystepujacym w komérkach ludzkich, zwierzgcych oraz w grzybach
i bakteriach tlenowych. Jest ona szeroko stosowana do usuwania
pozostatosci nadtlenku wodoru w przemysle: (1) widkienniczym, po
procesie bielenia tkanin, (2) spozywczym, po zimnej pasteryzacji
mleka oraz (3) celulozowo-papierniczym, gdzie stuzy do odbarwia-
nia i bielenia makulatury oraz mas celulozowych [Eren i in., 2009].
Nalezy do najbardziej efektywnych enzyméw i w procesie rozktadu
H,0, znaczaco obniza sumaryczne koszty jego przebiegu [Eberhardt
i in., 2004]. Dodatkowo immobilizacja katalazy poprawia stabilno$¢
wytworzonego biokatalizatora, umozliwia zastosowanie w procesach
ciagtych oraz latwiejsza separacjg produktéw reakc;ji.

Przeprowadzono szereg badah nad immobilizacja katalazy za-
réwno na no$nikach organicznych jak i nieorganicznych [Alptekin
i in., 2009]. Jednak bez wzgledu na sposéb immobilizacji oraz rodzaj
no$nika zastosowanie immobilizowanych enzyméw powoduje wy-
stgpowanie zewngtrznych i/lub wewngtrznych oporéw dyfuzyjnych
kontrolujacych przebieg procesu [lllanes i in., 2014].

Efektywno$¢ biokatalizatora mozna znaczaco zwigkszy¢ przez do-
bér odpowiedniego typu bioreaktora oraz optymalizacj¢ warunkéw
w nim panujacych. Mozna to osiagna¢ jedynie wtedy, gdy znane sa
wartosci parametréw kinetycznych reakcji i dezaktywacji biokatalizatora.

Celem niniejszej pracy jest wyznaczenie staltych szybkosci roz-
ktadu nadtlenku wodoru przebiegajacego w reaktorze ze stalym
ztozem immobilizowanej na nieporowatych kulkach szklanych
katalazy Terminox Ultra. W literaturze nie spotkano danych doty-
czacych podjgtego problemu.

Podstawowe réownania modelowe procesu

Rozwazono izotermiczny reaktor ze statym ztozem immobilizo-
wanej katalazy Terminox Ultra o masie W i wysokosci H, przez
ktéry ttokowo przeptywa z nat¢zeniem Q roztwér H,O, o stgzeniu
Cso = 0,015 mol dm™. Przy takim st¢zeniu H,O, zaréwno réwnanie
szybko$ci reakcji jak i dezaktywacji przyjmuja posta¢ réwnania
pierwszego rzedu [Switala i Loewen, 2002]. Zatem bilans materia-
towy w formie bezwymiarowej dla nadtlenku wodoru oraz katalazy
opisuje ponizszy uktad réwnan
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natomiast C; =C,/C,, oznacza bezwymiarowa aktywno$¢ biokata-

lizatora (i = E), bezwymiarowe st¢zenie H,O, na jego powierzchni
(i = SP) oraz w rdzeniu ptynu (i = S). Stale szybkosci reakcji kg
i dezaktywacji kp opisuje rownanie Arrheniusa.

Badania doswiadczalne

Przygotowanie ztoza biokatalizatora

Katalazg Terminox Ultra stosowana do rozktadu H,O, w przemysle
wildkienniczym i produkowana przez Novozymes (Bagsvaerd, Den-
mark) w formie brunatnej cieczy przeznaczonej do rozcienczenia,

poddano immobilizacji zgodnie z procedura opisana przez Vasu-
devana i Weilanda [1990].

Jako no$nika uzyto nieporowatych kulek szklanych o $rednicy
425+600 um (Sigma-Aldrich, Germany) i porowatosci € = 0,3. Prze-
cigtna warto$¢ srednicy wyznaczona na podstawie analizy sitowej
wynosita dp =5,05-10" cm, a odpowiadajaca jej warto$¢ powierzchni
wiasciwej wynosita a,, = 45,7 cm’g’™.

Analiza bioreaktora ze ztozem stalym

Schemat aparatury do§wiadczalnej przedstawiono na rys. 1.
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Aby wyznaczy¢ state szybkosci reakcji i dezaktywacji katalazy
nalezy zapewni¢ warunki, w ktérych uktad reakcyjny bedzie wolny
od oporéw dyfuzji zewngtrznej. Warunki takie ustalono dokonujac
pomiaréw stopnia przemiany przy réznych objgtoSciowych natgze-
niach przeptywu (Q) roztworu H,0,, zachowujac przy tym statos$¢
zastgpczego czasu przebywania (W/Q). Po ich ustaleniu, co odpo-
wiadato wartoéci Q =150 cm’min’, dokonano pomiaru stgzenia
H,0, w strumieniu wylotowym z reaktora [Altomare i in., 1974].

Nalezy zaznaczy¢, ze taki uklad trzech reaktoré6w mozna
rozwazy¢ jako pojedynczy reaktor dajacy mozliwo$¢ pomiaru stop-
nia przemiany H,O, jako funkcjg czasu 71 wysokosci ztoza h = 1/3,
2/3 i 1. Na podstawie dokonanych pomiaréw okreslono funkcjg
dyskretna

a(h,7;)=1-Cg o (h;,7;)/ Cg, (i=1.M, j=1.N) (2)

w ktérej «(h;,7) oznacza stopien przemiany H,O, w reaktorze,
natomiast M i N sa odpowiednio wymiarami wektoréw wysokosci
reaktora i czasu.

Aby osiagna¢ cel niniejszej pracy warto zauwazy¢, ze dla warun-
kéw hydrodynamicznych panujacych w reaktorze zachodzi Csp=Cs.
Woéweczas rozklad stopnia przemiany i aktywno$ci immobilizowanej
katalazy przedstawiaja réwn. (3) i (4) [Altomare i in., 1974].
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Stosujac metodg regresji nieliniowej z procedura optymalizacyjna
Levenberga i Marquardta réwn. (3) dopasowano do danych ekspe-
rymentalnych opisanych funkcja dyskretna (2). W efekcie jej zasto-
sowania uzyskuje si¢ wartosci wspéiczynnikéw f; and S, ktére
minimalizuja sum¢ kwadratéw odchylen wartosci eksperymental-
nych &, (h;,7) — réwn. (2) od obliczonych &y, (h;,7) na podstawie
réwn. (3). Pomiary przeprowadzono dla temperatur w zakresie
5+50°C.

Pomiar stezenia H-02 w strumieniu wylotowym

Stezenie H,O, w strumieniu wylotowym z reaktora monitorowano
stosujac spektrofotometr UV-Vis Jasco V-530 (Artisan T.G., Cham-
paign IL, USA) wyposazony w kuwetg kwarcowa Q17020 o drodze
optycznej 20 mm. Pomiary przeprowadzono przy dlugosci fali
240 nm (&40 = 39,4 dm® mollem™).

Wyniki i dyskusja

W rezultacie przeprowadzonych obliczen uzyskano wartosci

kram=LO/W i kpCsy =f0py/W dla kazdej z analizowanych
temperatur. Wartosci te pokazano na wykresie Arrheniusa (Rys. 2).
32 15
o~ Equation y=a+bx
= Intercept 3tgsstz00s173 | [~ 14
o Slope -656.44318 + 15.4916
164 o ~8 Residual Sum of Square 4 S0465E-4 13
e Pearson's r -0.99778
] R-Square(COD) 099556 L
e Adj. R-Square 0.99501 =
8 F11g
_A E
= Lo =
T 50
T g 49 =
o Ly E
-~ . 2
ty Equation y=a+bx o -8 _::
Intercept 3047785 £ 0.72004
Slope -8617.27363 ¢ 215.628
| | |Residual Sum of Squar 0.09502 L7
Pearson's r -0.9975
R-Square(COD) 0.99502
Adj. R-Square 0.99439
0.5 T T T T T T 6
0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036
I K™Y

Rys. 2. Stale szybkosci reakcji kram (O) i dezaktywacji kpCso (O) jako
funkcje odwrotnoéci temperatury (T"') w procesie rozkladu H,0, przez
immobilizowana katalaze

Obliczone energie aktywacji reakcji Eg i dezaktywacji Ep oraz wspot-
czynniki czesto$ci kpg i kpo wynosza Ex = (12,6 + 0,3) kJ-mol”,
krotm= (1,55240,202)-10° cm’g 'min™ oraz ED= (49,7+1,2) kJ-mol’’,
kpoCso = (1,495 + 0,587)-10°h™". Raport statystyczny dla kp (ponizej)
oraz kg (powyzej) dotaczono do wykresu.
Na rys. 3 i1 4 przedstawiono zmiany aktywnosci biokatalizatora

Cg w czasie 1 u wylotu z reaktora (Rys. 3), linia przerywana) oraz
wzdhuz wysokosci ztoza (Rys. 4), obliczone na podstawie réwn. (4).
Wynika stad, ze im blizej wlotu do reaktora tym nizsza aktywnos¢
wykazuje biokatalizator i odwrotnie, im blizej wylotu z reaktora tym
aktywno$¢ katalazy jest wyzsza. Taki rozktad aktywnosci biokatali-
zatora jest konsekwencja szybszej dezaktywacji katalazy spowodo-
wanej wyzszym stgzeniem roztworu H,O, na wlocie do reaktora
i zmniejszajacej si¢ w miar¢ przeptywu strumienia przez reaktor.

Dodatkowo wzrost temperatury przyspiesza dezaktywacj¢ (Rys.4),
co $wiadczy o spadku stabilnos$ci biokatalizatora wraz ze wzrostem
temperatury.
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Rys. 3. Wplyw czasu i temperatury na aktywno$¢ biokatalizatora (linia
przerywana) oraz stopien przemiany H,O, w strumieniu wylotowym
z reaktora (linia ciagta)
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Rys. 4. Wplyw temperatury na profile aktywnosci biokatalizatora CE (f)

na r6znych wysokosciach ztoza h

Whnioski

Wyznaczone wartosci energii aktywacji reakcji Eg = 12,6 kJ-mol™
i dezaktywacji Ep, = 49,7 kJ-mol™' s zblizone do tych wyznaczonych
przez innych autoréw [Mitek i Wojcik, 2011]. Ponadto warto$¢ ener-
gii aktywacji dezaktywacji wyznaczona w niniejszej pracy jest nieco
wyzsza od tej wyznaczonej dla natywnej katalazy Terminox Ultra
(Ep = 44,8 kI-mol ™), co wynika z podwyzszonej stabilnoci katalazy
immobilizowanej. Wyznaczone parametry kinetyczne moga by¢
wykorzystane do modelowania i optymalizacji bioreaktora ze zlo-
zem statym, w ktérym przebiega rozktad nadtlenku wodoru w obec-
nosci katalazy Terminox Ultra.
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