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Wptyw btony komorkowej na optymalne profile temperatury w procesie
biotransformaciji z réwnolegta dezaktywacja wewnatrzkomérkowego enzymu

Wstep

Dobér optymalnej metody sterowania jest jednym z najistotniej-

szych zagadnien praktycznych w procesach biotransformacji prze-
biegajacych w bioreaktorach zaréwno okresowych jak i ciagltych.
Szczegdlnie skomplikowane moze okaza¢ si¢ sterowanie przebie-
giem procesu w pierwszym z wymienionych typéw bioreaktora,
edyz wiaze si¢ ono z doborem takiego sterowania temperatura, ktére
przy danych warunkach procesowych maksymalizuje zysk ekono-
miczny, stopien przemiany lub minimalizuje czas niezbg¢dny do ich
uzyskania [Aziz i Mujtaba, 2002].
Wspomniane procesy moga by¢ prowadzone w obecnos$ci enzymu
natywnego lub catych komérek drobnoustrojéw. Pomimo obnizone;j
selektywnosci szczegdlnie korzystny jest drugi z wymienionych
sposobéw biokatalizy, poniewaz naturalne S$rodowisko zwigksza
stabilno$¢ enzymu, spowolniajac tym samym proces jego dezakty-
wacji. W takim jednak przypadku znacznie utrudnione sa rozwazania
nad doborem warunkéw temperaturowych, gdyz zachodzi koniecz-
no$¢ uwzglednienia zjawisk dyfuzyjnych podczas transportu substra-
tu i produktu przez btong komérkowa. Szczegdlnie zaznacza sig to
podczas analizy procesu biotransformacji z dezaktywacja enzymu
zalezna od stgzenia substratu (dezaktywacja rownolegta). Przyktadem
takiego procesu jest rozktad nadtlenku wodoru w obecnosci komdrek
drobnoustrojow Saccharomyces cerevisiae | Grubecki, 2012].

Celem niniejszej pracy jest okreslenie optymalnego profilu tempe-
ratury oraz zmian wspétczynnika efektywnosci dla reakcji rozktadu
nadtlenku  wodoru przebiegajacej w reaktorze okresowym
w obecnosci wewnatrzkomdérkowego enzymu ulegajacego dezakty-
wacji rownolegtej i na tej podstawie dokonanie oceny wptywu biony
komoérkowej na przebieg procesu.

Model matematyczny

Przy formulowaniu modelu matematycznego dokonano iden-
tycznych zatozen jak w pracy Grubeckiego [2012]. W sytuacji, gdy
komorki majq $ciany charakteryzujace si¢ niska przepuszczalno$cia
lub wykazuja wysoka aktywno$¢ enzymu, po wprowadzeniu zmien-
nych bezwymiarowych C;=C;/C,, (i=E,S) model matematyczny

wraz z warunkami poczatkowym i koncowym przyjmuje postaé

—%—ﬂ(CE Da)kg CeCs (la)
Cs(t=0)=1 Cs(t=0)=Cst
dc —~ )= =
——L —5(Ck,Da)k,,C:Cs (1b)
Ce(t=0)=1 GE(t:tf):EEf
gdzie: vy (kg =0rCgo/Ky), Up (kp =0pCsy/Kp) oznaczaja

odpowiednio state szybkosci reakcji i dezaktywacji, K, oznacza stata
Michaelisa-Menten odpowiednio dla reakcji (I =M) i dezaktywacji
(I=D), natomiast 7(Cg,Da) oznacza wspétczynnik efektywnosci

dla enzymu znajdujacego si¢ wewnatrz komorek [[llanes, 2008],
ktéry w tym wypadku wyraza nastgpujacy zwiazek:

7(Cg,Da)=(1+Da(T)-Cg)™' 2)

przy czym Da(T) oznacza zalezna od temperatury liczbg Damkoehle-
ra Da(l)=ky(T)Cyy/ kp (1K, .

Wplyw temperatury na przebieg procesu wyrazaja state szybkosci
reakcji kg, dezaktywacji kp oraz wspdiczynnik przenikania masy
przez btong komérkowa kp opisane rownaniem Arrheniusa.

Nalezy zaznaczy¢, ze analizowany mechanizm dezaktywacji moze
zosta¢ odniesiony do innych enzyméw wspélczesnie stosowanych
w praktyce przemystowej [Nazari i in., 2005].

Rozwigzanie modelu matematycznego

W praktyce przemystowej typowa jest sytuacja, w ktdérej pozadany
proces prowadzi si¢ od danych wartosci poczatkowych stgzenia
substratu Cs(t =0) = Cso i aktywnosci biokatalizatora Cg(f =0) =
=Cro do zadanych z géry koncowych wartoici tych zmiennych
stanu Csr,Crr . Podejmujac sig realizacji takiego problemu dazy sie
do osiagnigcia warunkéw optymalnych, ktére stanowia najkorzyst-
niejsze rozwiazanie sterowania procesem z punktu widzenia analizo-
wanej funkcji celu. W rozwazanym przypadku zostaly one okre$lone
w oparciu o realizacj¢ zadania optymalizacji, ktére — jak poprzednio
[Grubecki, 2012] — polegalo na poszukiwaniu profilu temperatury
T, (1), ktory przy danych wartosciach poczatkowych stgzenia sub-
stratu Cs(t=t,)=Cso i aktywnosci enzymu Cg(t=t,)=Cgo oraz zada-
nych odpowiednio warto$ciach koncowych tych zmiennych stanu
Csr i Cer minimalizuje czas przebiegu procesu f; .

W rozwiazaniu sformutowanego zadania wykorzystano klasyczna
metodg rachunku wariacyjnego [Grubecki, 2012] prowadzaca wprost
do réwnania rézniczkowego opisujacego stacjonarny profil tempera-

tury. Rezultatem jej zastosowania w odniesieniu do analizowanego
zagadnienia jest ponizsze rownanie

AT, ® 2 R [1+DaCe(B, + /3, DaCk)] 3)
dr P E, {1+DaCg[B, +DaCg (B, + ;- DaCr)l}
gdzie:
E,-E Ep—Ey
=2 D P
B Ey— b= ﬁl “E,
_ 1E |_E 5 _
133—181( +2E j Eq (B,-1
E 1 E
ﬂ4:1_ﬂ1+2ﬂ2+2?2 Bs = ZEZ B

Roéwn. (3), wraz z réwnaniami stanu (1) stanowi model matematycz-
ny procesu prowadzonego przy stacjonarnie optymalnym profilu
temperatury w obecno$ci komoérek drobnoustrojéw zawierajacych
aktywny enzym ulegajacy dezaktywacji zaleznej od stgzenia substra-
tu. Z matematycznego punktu widzenia sformulowany problem sta-
nowi dwupunktowe zagadnienie, ktére w swej ogdlnej postaci moze
by¢ rozwiazane jedynie przy uzyciu metod numerycznych.

Opisuje on stacjonarnie optymalne sterowanie temperatura w pro-
cesie rozkladu nadtlenku wodoru w obecno$ci katalazy zawartej
w komorkach Saccharomyces cerevisiae.

Nieco dokladniejsza analiza wykazala, Zze podczas przebiegu
rozwazanego procesu biotransformacji powinny zosta¢ uwzglgdnione
ograniczenia temperaturowe: dolne 7, i géme T, . W takiej

sytuacji najistotniejszym etapem procedury optymalizacyjnej jest
znalezienie wartosci stezenia substratu Cspi, aktywnosci biokatali-
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zatora Cepl i odpowiadajacego im czasu t,,, przy ktérych dolny
odcinek izotermiczny T =T, ; profilu ekstremalnego przechodzi
Tstal (t)

Cs12,CEp2,ty, » PO osiagnigeiu ktérych profil stacjonarny przechodzi

w profil  stacjonarny oraz analogicznych  wartosci

w gorny odcinek izotermiczny T =T,, . Procedur¢ wyznaczenia

punktéw przetaczenia jak réwniez konstrukcj¢ optymalnego profilu
temperatury oméwiono wczesniej [Grubecki, 2012].

Analiza wynikow

Jak juz wspomniano warunki optymalne stanowia najkorzystniej-
sze rozwigzanie sterowania procesem z punktu widzenia czasu jego
przebiegu. Zatem najistotniejsza czgscia prowadzonych rozwazan jest
wyznaczenie optymalnego sterowania temperatura, ktére zrealizuje
sformutowany problem optymalizacyjny odniesiony do procesu
rozktadu nadtlenku wodoru w obecnos$ci komérek mikroorganizméw
Saccharomyces cerevisiae z aktywna katalaza. W tym celu wykorzy-
stano dane eksperymentalne uzyskane podczas badan nad analizowa-

nym procesem prowadzonych w temperaturze 7 =30°C i przedsta-
wione w tab. 1 [Grubecki, 2012].

Tab. 1. Parametry kinetyczne uzyte w obliczeniach [Grubecki, 2012]

Parametr Warto$¢
Cso 0,01 kmol/m®
ERr 4900 J/mol
Ep 61700 J/mol
Ep 74300 J/mol
kr Cro 03-107 kmol? /(m® -5)
kp 1.92-107* 1/s
Kp 0,016 kmol/m®
Ky 0,083 kmol/m*

Obecnos¢ btony komérkowej wyraza wspétczynnik efektywnosci
17 (2) lub odpowiadajaca mu liczba Da(T) [lllanes, 2008]. Na pod-
stawie jego definicji istnieje mozliwo$¢ okre$lenia wspdtczynnika
czestosci kp, , co prowadzi do nastgpujacego wyrazenia:

py = N kgoCro Ce exp[ Ep - *ER ) )
-1 Ky RT

w ktérym T* oznacza temperature standardowa.
Warto$¢ 7 -1 (Da — 0) odnosi si¢ do przypadku, w ktérym opory
dyfuzyjne nie wptywaja na szybko$¢ reakcji. Jest to réwnowazne
sytuacji, w ktdrej zastosowano w procesie enzym natywny.

Jak wykazano [Grubecki, 2010], w procesach biotransformacji
z réwnolegta dezaktywacja enzymu, w koncowe;j fazie procesu nastg-
puj¢ nagly wzrost temperatury, zazwyczaj znacznie przewyzszajacy
wartos$ci dopuszczalne. W zwiazku z tym do obliczen wprowadzono
typowy dla analizowanego uktadu zakres temperatur z dolng i gérna
jej wartos$cia dopuszczalna réwna odpowiednio:

T, =293K oraz i T, =323K.

Rys. la i 1b obrazuja odpowiednio optymalne profile temperatury
oraz zmiany wspélczynnika efektywnosci dla wybranych wartosci
energii aktywacji przenikania przez btong komérkowa E, . Wynika
stad, Ze im wyzsza jest warto$¢ energii aktywacji Ep tym wyZsza
jest poczatkowa temperatura profilu optymalnego. W konsekwencji
dolne  ograniczenie temperaturowe staje  si¢  nieaktywne
z jednoczesnym skrdceniem czg$ci izotermicznej procesu na pozio-
mie gornej temperatury dopuszczalnej T =T, (Rys. 1a). Potwier-
dza to diagram fazowy przedstawiony na rysunku 2. Wedlug niego, ze
wzrostem Ep przebieg trajektorii fg,opt :fg(fs,opt,EP) zmierza do

liniowego, co oznacza, ze warunki temperaturowe daza do izotermicznych.

Wraz ze zmiang temperatury zmianie ulega wspoétczynnik efek-
tywnosci 77 (Rys. 1b). Poczatkowo przyjmuje on stosunkowo niskie
warto$ci. Zauwaza sig tutaj wptyw poszczegdlnych odcinkéw opty-
malnego profilu temperatury. Wzdluz odcinka stacjonarnego, dla
nizszych wartosci Ejp , nastgpuje tagodniejszy wzrost wspétczynnika
n wzrastajacy coraz szybciej dla wartosci wyzszych. Wzdtuz odcinka
izotermicznego zauwaza si¢ sytuacjg odwrotna. A mianowicie nastg-
puje szybszy wzrost wartosci 77 w przypadku nizszych wartosci Ep

oraz bardzo tagodny przebieg rosnacy w przypadku nizszych warto-
$ci E,, . Taka zmiana wsp6tczynnika efektywnosci jest konsekwencja

spadku aktywno$ci enzymu, w wyniku czego maleje szybko$¢ reakcji
dajac w efekcie wyzsze stgzenie nadtlenku wodoru przy powierzchni
komorek. W rezultacie wspétczynnik efektywnos$ci wzrasta.

Przebieg procesu do osiagnigcia wyzszych wartosci koncowej ak-
tywnosci enzymu Cpr skutkuje wydtuzeniem odcinka stacjonarnego,
co w efekcie daje redukcjg czasu trwania #; . (Rys. 3a). W efekcie
uzyskuje si¢ tagodniejszy wzrost optymalnych profiléw temperatury
(tagodniejszy spadek aktywnos$ci enzymu), a stad wolniejszy wzrost
wspoOtczynnika efektywnosci wzdluz stacjonarnej czg$ci profilu
optymalnego (Rys. 3b). Podobny efekt wystgpuje w przypadku prze-
biegu procesu do osiagnigcia nizszych stopni przemiany (Rys. 4).
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Rys. 1. Wptyw energii aktywacji przenikania przez btong komérkowa Ep na:

a) optymalny profil temperatury, b) wspétczynnik efektywnosci biokatalizatora 77
dla ilorazu energii aktywacji E=12.6 oraz dla Cer=0.1 i Cst=0.05.



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2015, 54, 3, 087-089

Nr 3/2015

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA str. 89

(1.9

08

Ep=u /

[IRe%

0.5

Coo I-1

044
0.3
0.2

0.1

£~ 73 kol

109 0% 07 06 05 04 03 02 01 0
Cope -]

Rys. 2. Diagram fazowy odpowiadajacy wybranym optymalnym profilom
temperatury przedstawionym na rys. 1.

b)
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Rys. 3. Wptyw koncowej aktywnosci enzymu Cgr na a) optymalny profil

temperatury, b) wspétczynnik efektywnosci biokatalizatora dla ilorazu energii

aktywacji E=12.6, energii aktywacji przenikania przez blong¢ komérkowa

Ep =74.3 kJ/mol oraz dla Cs¢ =0.05 .
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Rys. 4. Wptyw koficowe;j stezenia substratu Csf na a) optymalny profil tem-

peratury, b) wspdtczynnik efektywno$ci biokatalizatora dla ilorazu energii

aktywacji E=12.6, energii aktywacji przenikania przez btong komérkowa
Ep =74.3 kJ/mol oraz dla Cgf=0.1.

Podsumowanie

Na przykladzie procesu rozktadu nadtlenku wodoru w obecnosci
komorek Saccharomyces cerevisiae zawierajacych aktywna katalazg
zaprezentowano analiz¢ majaca na celu okreslenie optymalnego
sterowania temperatura ze szczegélnym uwzglgdnieniem wplywu
btony komérkowej. Wykazano przy tym, ze podczas realizacji proce-
su konieczne jest uwzglednienie przynajmniej gérnego ograniczenia
temperaturowego 7T = Tmax.

Zastosowanie mikroorganizméw w procesie biotransformacji spo-
walnia szybko$¢ reakcji i sprawia, ze poczatkowa temperatura proce-
su optymalnego zmierza ku wyzszym warto$ciom, przez co nieak-
tywne staje si¢ dolne ograniczenie temperaturowe. Wzrost poczatko-
wej temperatury jest tym bardziej znaczacy im nizsza jest przenikal-
no$¢ btony komérkowej. W konsekwencji czas przebiegu procesu
wydtuza sig.

OZNACZENIA

Ci —  aktywno$¢ enzymu (i = E),
stezenie substratu (i = S), [kmol-m™]

Ci= C;/Cyy — bezwymiarowa aktywno$¢ enzymu (i = E),
bezwymiarowe stgzenie substratu (i = S), [-]
E — energia aktywacji dla dezaktywacji (j = D), reakcji (j = R)
i przenikania przez btone komérkowa (j = P), [J-mol ]
E=Ep/Eg iloraz energii aktywaciji, [-]
k; — stala szybkodci dla dezaktywacji (j = D)
i dla reakcji (j = R), [m®-kmolh]
ko — wspolczynnik czgstosei dla dezaktywaciji (j = D)
i dla reakcji (j = R), [m® -kmol"-h™"]
kp —  stata szybkosci reakcji przenikania przez btone kom., [h™']
ko —  wspGlezynnik czestosci dla przenikania przez btong kom., [h]
t — czas chronologiczny, [h]
T — temperatura, [K]
T= t/ t — czas bezwymiarowy, [—]
n —  wspolczynnik efektywnosci enzymu w komérkach, [-]
INDEKSY DOLNE
f —  stan koncowy
0 —  stan poczatkowy
opt — optymalny
stat —  stacjonarny
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