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Wptyw temperatury na kinetyke dezaktywaciji katalazy z Aspergillus niger
przez substrat

Wstep

Zastosowanie nadtlenku wodoru w przemysle najczgsciej powo-
duje konieczno$¢ rozktadu jego pozostatosci. W tym celu stosowana
jest najczgsciej katalaza m.in.: w przetwdrstwie spozywczym usuwa
ona nadtlenek wodoru po zimnej sterylizacji [Lee, 2004]. Stosowana
jest takze w produkcji pétprzewodnikow [Akyilmaz i Kozgus, 2009]
oraz w przemysle wtékienniczym [Arabaci i Usluoglu, 2012].

Jednak rozktad nadtlenku wodoru przez katalazg zwigzany jest
takze z jednocze$nie przebiegajaca dezaktywacja katalazy. Wptyw
temperatury na rozktad nadtlenku wodoru przez katalazg z Aspergil-
lus niger w szerokim zakresie temperatur, nie byt badany przez
innych autoréw.

W niniejszej pracy przedstawiono wplyw temperatury z zakresu
35+50°C na rozktad nadtlenku wodoru przez katalaz¢ z A. niger.
Badania przeprowadzono przy st¢zeniu nadtlenku wodoru, nizszym
niz 0,015 mol/dm’. Otrzymane parametry dezaktywacji katalazy
z A. niger, moga by¢ wykorzystywane do modelowania i optymali-
zacji bioreaktora okresowego [Grubecki i in., 2015].

Badania doswiadczalne
Materiaty

Katalaza (E.C. 1.11.1.6) z Aspergillus niger byta dostarczona z Sig-
ma-Aldrich (C3515). Perhydrol zostal zakupiony w POCh, Polska.

Metodyka

Aktywno$¢ katalazy mierzono spektrofotometrycznie [Mitek,
2011; Arabaci i Usluoglu, 2012]. Przygotowano roztwér katalazy
w buforze fosforanowym w proporcji 1: 500. Do rozktadu 200 cm’
nadtlenku wodoru o stezeniu poczatkowym 0,015 mol/dm® oraz pH
6,9 dodano 2,5 U/ml katalazy. Wszystkie prébki termostatowano w
fazni wodnej w okreslonych temperaturach: 35, 40, 45, 50°C przez
okres 1,5 godziny. Po okre$lonym czasie przechowywania w odpo-
wiedniej temperaturze oznaczano st¢zenie nadtlenku wodoru spek-
trofotometrycznie przy dtugosci fali 240 nm.

Model bioreaktora okresowego do rozktadu nadtlenku
wodoru z dezaktywujaca katalazy

Bilans masy substratu i aktywnej katalazy dla bioreaktora okre-
sowego z idealnym wymieszaniem przy st¢zeniach substratu mniej-
szym od 0,015 mol/dm® opisuje uktad dwéch réwnan rézniczkowych
zwyczajnych:
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gdzie:

kg — stata szybkosci reakcji, [dm’mol'h™],

Cs — stezenie substratu, [mol-dm™]

Cr — stgzenie enzymu, [mol-dm™]

kp — stata szybkosci dezaktywacji nadtlenkiem wodoru, [dm’mol'h™']
z warunkami poczatkowymi:
Ci(t=0)=C,, oraz C(t=0)=C,,.

Po wprowadzeniu aktywnosci bezwymiarowej a =C./C,, oraz

stopnia przemiany « =(Cy —C)/C,, otrzymano uktad réwnan

W postaci:

da

—=—k,a(l-a 2a
0 ra(l-a) (2a)
da _
" =-k, a Cy)(1-a) (2b)
z warunkami poczatkowymi: a(r=0)=0 oraz a(t=0)=1I
gdzie:  k; =Cpk, [h'].
Analityczne rozwigzania tego uktadu réwnan daje:
a( o )=1-k,Cy,0t | ky (3a)
I- ky-k, - Cqy )1 .
= exp [(kyky Cy )11 dla k,Cy, #k,  (3b)
Cokp/k-exp [(kp-ky,-Cg )t]
] *
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Podczas wstgpnej analizy danych do$wiadczalnych wykazano,
ze stata szybkosci reakcji k, 1 stala szybkosci dezaktywacji kp
w rownaniach (3a) i (3b) sa silnie skorelowane. Wyznaczono wigc,
niezaleznie stala szybkosci reakeji &y, , podczas spektrofotometrycz-
nego pomiaru szybkosci rozktadu nadtlenku wodoru w czasie reakcji
ponizej 1 minuty, stosujac odpowiednio wyzsze stgzenie katalazy.
Stata szybkosci reakcji k, wyznaczono w dla poczatkowych stgzen
nadtlenku wodoru 0,015 mol/dm® w temperaturach z zakresie 20+ do
50°C zmieniajacych si¢ odpowiednio co 5°C.

Dla znanych wartosci &, , w oparciu o réwnanie (3b) za pomoca
regresji nieliniowej procedury Levenberga-Marquardta okreslono
wartosci statej szybkosci dezaktywacji kp wyznaczajac minimalng
wartos$¢ réznicy kwadratéw w postaci:

n

SSE(ky )= 3 (e =ty (k1)) “
i=0 ad,'

gdzie stopien przemiany reakcji rozktadu nadtlenku wodoru przez

katalazg A. niger wyznaczony doswiadczalnie oznaczono jako ay;

natomiast stopien przemiany obliczony na podstawie réwnaniu (3b)

— jako @, (kp, t;). Obliczen dokonano przy uzyciu regresji nielinio-

wej stosujac program SigmaPlot 12.3.

Wyniki i dyskusja

Wyznaczono energi¢ aktywacji rowna 12,9 + 0,7 kJ/mol. Otrzy-
mana warto$¢ jest porownywalna z warto$cia energii aktywacji
rozktadu nadtlenku wodoru przez katalazg Terminox Ultra [Mitek
i Wojcik, 2011].

Stafe szybkosci dezaktywacji katalazy kj, okreslone w zakresie tem-
peratur nadtlenku wodoru 35+50°C a wyznaczone przy uzyciu procedu-
ry optymalizacji Levenberga-Marquardta zostaty zebrane w tab. 1.

Tab. 1. Stafe szybkosci dezaktywacji kp katalazy Aspergillus niger

Temperatura 35°C 40°C 45°C 50°C
kp  [dm’mol-h™] 30,47+2,98 | 58,60+5,71 | 235,9+6,23 | 469,5+4,99
SEE 0,0661 0,0222 0,0178 0,0060
r 0,9967 0,9967 0,9939 0,9981
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Rys. 1. Wplyw temperatury na stopien przemiany reakcji
rozktadu nadtlenku wodoru przez katalazg z A. niger

Minimalna réznica kwadratéw SSE byta nizsza niz 0,06. Wsp61-
czynnik korelacji Pearsona r dla otrzymanych parametréw byt
wigkszy niz 0,993.

Na rys. 1 przedstawiono poréwnanie eksperymentalnych warto-
$ci stopnia przemiany z warto§ciami stopnia przemiany obliczonymi
z réwn. (3b) przy uzyciu statych kp zamieszczonych w tab. 1.

Okreslono warto$¢ energii aktywacji dla reakcji dezaktywacji
katalazy A. niger jako wynoszaca 158,74 + 1,71 kJ-mol (Rys. 2).
Wartos¢ energii aktywacji dla dezaktywacji katalazy Aspergillus
niger byta 3,4 razy wyzsza niz warto$¢ energii aktywacji dla dezak-
tywacji katalazy Terminox Ultra [Mitek i Wajcik, 2011].

Wartosci statej szybkosci dla reakcji ki state szybkosci dezak-

tywacji kp, na podstawie réwn. (3a) pozwalaja na okreslenie zmiany
aktywnosci katalazy w czasie rozktadu nadtlenku wodoru. Na rys. 3
przestawiono zmiany w aktywnosci enzymu w temperaturach
35+50°C przy uzyciu 2,5 U/ml katalazy. Aktywno$¢ katalazy po
czasie 0,6 h rozktadu nadtlenku wodoru w temperaturze 45°C, osia-
ga 20% aktywnosci poczatkowej. Natomiast w po czasie 0,26 h
rozktadu nadtlenku wodoru w temperaturze 50°C aktywno$¢ katala-
zy osiaga 20% aktywnosci poczatkowe;.

Wplyw temperatury na dezaktywacje katalazy z Aspergillus ni-
ger nadtlenkiem wodoru nie byt do tej pory przedmiotem systema-
tycznych badan. Okreslano stala dezaktywacji dla katalazy pocho-
dzenia zwierzgcego lub mikrobiologicznego [Tse i Gough, 1987;
DeLuca i wsp., 1995; Mitek i Wojcik, 2011]. Wplyw temperatury na
proces rozktadu nadtlenku wodoru przez katalazg z A. niger badali
m.in. DeLuca i in. [1995] oraz Lardinois i in. [1996] jednak w
temperaturze 25°C. Natomiast T'se i Gough [1987] prowadzili bada-
nia w temperaturze 37°C, a otrzymana warto$¢ stalej szybkosci kp
wynosita 54,00 dm*mol'h™".
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Rys. 2. Zalezno$c¢ statej szybkosci kp od temperatury dla rozktadu
nadtlenku wodoru przez katalazg z A. niger
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Rys. 3. Wplyw temperatury na zmiany aktywnosci katalazy
z Aspergilus. niger

Na podstawie wyznaczonych doswiadczalnie parametréw dla re-
akcji dezaktywacji katalazy A. niger istnieje mozliwo$¢ obliczenia
wartosci statej szybkosci dezaktywacji kp w dowolnej temperaturze.

Warto$¢ kp réwna 42,67 dm’mol'h’!, obliczona z zaleznosci
Arrheniusa dla temperatury 37°C, jest nizsza o 21% niz okre$lona
przez Tse i Gough [1987]. Réznica ta jest uzasadniona, gdy wzgledni
si¢ iz katalaza byta dostarczona z réznych zrédet.

Podsumowanie

Zaprezentowano wyniki badania dezaktywacji  katalazy
z Aspergillus niger pod wptywem nadtlenku wodoru w zaleznos$ci od
temperatury z zakresu 35+50°C.

Szybko$¢ dezaktywacji opisano réwnaniem kinetycznym pierw-
szego rzgdu w odniesieniu do st¢Zenia enzymu oraz st¢zenia substratu.
Zmiana warto$ci statych szybkosci reakcji dezaktywacji kp w zalezno-
$ci od temperatury nastgpowata zgodnie z réwnaniem Arrheniusa.

Wyznaczono warto$¢ energii aktywacji dla reakcji dezaktywacji
katalazy z A. niger wynoszaca 158,74+1,71 kJ/mol.
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