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Optymalne sterowanie temperaturg w procesie rozktadu nadtlenku wodoru
przez katalaze Aspergillus niger z uwzglednieniem termicznej dezaktywacji enzymu

Wstep

Temperatura jest jednym z najistotniejszych czynnikéw wptywaja-
cych na aktywnos$¢ katalizatoréw biologicznych prowadzac do ich
dezaktywacji (dezaktywacja termiczna DT). Na proces ten sktada sig
szereg reakcji nieodwracalnych (rozktad, agregacja i koagulacja) jak i
odwracalnych (dysocjacja i denaturacja) [Mozhaev i Martinek, 1982].
Zatem proces dezaktywacji enzymu nie jest prostym procesem i moze
sktadac si¢ z szeregu etapéw prowadzacych, od prostej formy aktyw-
nej do koncowej (aktywnej lub nieaktywnej) przez szereg form po-
$rednich.

W wielu przypadkach aktywno$¢ enzymu jest jedynie eksponen-
cjalng funkcja czasu, ktéra uwzglednia cala ztozono$¢ tego procesu
imajaca zastosowanie w przypadku wielu enzyméw (Ricca i in.,
2009; Mohaparta i in., 2008).

Nalezy zaznaczy¢, ze rozwiazania dotyczace optymalnego dobo-
ru temperatury w (bio)reaktorach z uwzglgdnieniem tego najprost-
szego modelu dezaktywacji sa do$¢ dobrze poznane, zaréwno
w odniesieniu do proceséw chemicznych [Szwast i Sieniutycz, 2001]
jak i proceséw biotransformacji [Grubecki i Wojcik, 2012].

W literaturze mozna wskaza¢ rowniez takie enzymy, ktérych dez-
aktywacja zalezy nie tylko od temperatury, ale réwniez od pH [Jura-
do i in., 2004], czy st¢zenia substratu. Szczegdlnie interesujacy jest
drugi z wymienionych mechanizméw dezaktywacji (dezaktywacja
réwnolegta). Wystepuje on w procesie rozktadu nadtlenku wodoru
zachodzacego w obecnosci katalazy [Horst i in., 2006]. Ten mecha-
nizm dezaktywacji jest znacznie rzadziej spotykany w rozwazaniach
optymalizacyjnych. Natomiast brak jest w literaturze opracowan
dotyczacych optymalizacji procesow z uwzglednieniem zaréwno
dezaktywacji termicznej jak i dezaktywacji rownolegtej. Dezaktywa-
cja termiczna nie powinna by¢ pomijana w przypadku proceséw
z réwnolegla dezaktywacja biokatalizatora, przebiegajacych w zakre-
sie nizszych stezen [Tse i Gough, 1987].

W niniejszej pracy, na podstawie procesu rozktadu nadtlenku wo-
doru przez natywna katalazg Aspergillus Niger, przeprowadzono
analiz¢ majaca na celu okreslenie optymalnego profilu temperatury
z uwzglednieniem zaréwno dezaktywacji substratem jak i dezakty-
wacji termicznej. Obliczenia przeprowadzono dla katalaz pozyska-
nych z Sigma-Aldrich (katalaza S-A) i Novozymes (katalaza N)
(Terminox Ultra 50L).

Analizowany proces ma duze znaczenie praktyczne i zazwyczaj
prowadzony jest izotermicznie w temperaturze powyzej 60°C, cho-
ciaz optymalng aktywnos$¢ katalazy, podobnie jak dla wigkszo$ci
enzyméw, uzyskuje si¢ w zakresie umiarkowanych temperatur
(20+ 50°C) [Horst i in., 2006].

Model matematyczny i jego rozwigzanie

Rozpatrzono reakcj¢ rozktadu nadtlenku wodoru przez natywna
katalazg Aspergillus niger, prowadzona w reaktorze okresowym
zidealnym wymieszaniem przy st¢zenia substratu mniejszym od
0,02 kmol/m®. W takim przypadku stosowany enzym ulega dezakty-
wacji powodowanej zardwno przez substrat jak i przez temperaturg.
W zwiazku z tym model matematyczny procesu, po wprowadzeniu
bezwymiarowych zmiennych stanu C; = C,/C, (i=E,S), mozna
wyrazi¢ za pomoca ponizszych réwnan:

dCs
dr
Cs(r=0)=1, Cs(t=t;)=Cst

=—kz CeCs = f(Ck.Cs,0) (1a)

dCg
dr

:—kgséﬁés _kDTéE =g(Cg,Cs,0) (1b)

Ce(t=0)=1, Ce(t=1)=Crs
Wplyw temperatury na stale szybkosci reakcji kg (kg =kpGCg) oraz

dezaktywacji kpq (ks =kpsCso) i kpr opisuje rownanie Arrheniusa
E, .
k; = ko exp(— ?’ ] (i=DS,DT,R) 2)

gdzie: ® =T"", natomiast Ep;, Epg, Eg oznaczaja odpowiednio

energi¢ aktywacji dezaktywacji termicznej, dezaktywacji substratem
oraz reakcji.

Dla przeprowadzenia podjgtej analizy niezbgdne jest wyznaczenie
pewnej temperatury, przy ktérej mozliwy jest przebieg procesu od
stanu poczatkowego do okreslonego stanu koncowego. W zwiazku
ztym w dalszej czg$ci przeanalizowano proces prowadzony w wa-
runkach izotermicznych oraz przy stacjonarnie optymalnym profilu
temperatury.

Proces izotermiczny

Temperatura w procesie izotermicznym jest niezalezna od czasu.
Zatem jego eliminacja z réwnan stanu (la) i (1b) oraz stosowne
przeksztatcenia prowadza do nastgpujacego wyrazenia opisujacego
poszukiwang temperaturg

kpr (©)

Fps(O)Cso (1-Cst) - kg (©)C
R EO

InCst =1-Cer~ (3)

kg (®)Cg
w ktérym Csti Crr oznaczaja odpowiednio koncowe wartosci
stgzenia substratu i aktywno$ci enzymu.

Proces prowadzony przy stacjonarnie optymalnym profilu
temperatury

Analiza temperaturowych warunkéw stacjonarnych dla reakcji
rozktadu nadtlenku wodoru przeprowadzona byta w pracy [Grubecki
i Wajcik, 2012]. Zatem w przypadku rozwazanym w niniejszej pracy
w rozwiazaniu problemu postuzono si¢ zadaniem optymalizacyjnym
sformulowanym w analogiczny sposéb.

Aby rozwiaza¢ podjety powyzej problem zastosowano procedurg
oparta na metodzie [Grubecki, 2010], ktéra wprost prowadzi do
réwnania rézniczkowego zwyczajnego opisujacego poszukiwane
sterowanie stacjonarnie optymalne
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X, _ ExkiCs [Epki,Cs(Ep — Eg)+ Eprkpy(Epy — Ey)]

20 R (EpkngCs + Eprkpr)?
a{z — ERE;EDTkDT
9Cs  (EpkhsCs + Eprkpr)?
X, X,
865 ot

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku, w ktérym wplyw dezaktywacji
termicznej jest znikomy (kpr = 0) réwn. (4) prowadzi do wyrazenia
(28c¢) prezentowanego wczesniej [Grubecki, 2010].

Zaleznos¢ (4) wraz z rdwnaniami stanu (1) stanowia model matema-
tyczny procesu rozkitadu nadtlenku wodoru o obecno$ci katalazy
prowadzonego przy stacjonarnie optymalnych warunkach temperatu-
rowych.

Wyznaczenie optymalnych profilow
temperatury

Struktura optymalnych profiléw temperatury oraz dyskusja wplywu
parametréw kinetycznych oraz podstawowych parametréw proceso-
wych na ich przebieg w procesie rozktadu nadtlenku wodoru przez
katalazg zostaly oméwione wczesniej [Grubecki i Wojcik, 2012].
Dyskusj¢ zaréwno poprzednia jak i niniejsza przeprowadzono
w oparciu o badania eksperymentalne nad rozwazanym procesem
[Mitek, 2011]. W ich wyniku wyznaczono warto$ci podstawowych
parametréw kinetycznych charakteryzujacych proces rozkiadu nad-
tlenku wodoru w obecnosci katalazy i przedstawionych w tab. 1.

Tab. 1. Parametry kinetyczne stosowanych katalaz

Parametr WartoS¢

Katalaza S-A Katalaza N
Cso [kmol-m™] 0,015
Ex [kJ-mol™] 12,92 11,59
Eps [kJ-mol™] 152,7 44,83
Epr kJ-mol! 116,0 140,9
kroCro [0 2,9710° 1,11:10°
kpso [m*kmol™h™] 2,27-107 8,06-10°
kpro [h'] 2,057-10" 1,153-10*
Tonin [K] 293
Thee  [K] 323

Na podstawie réwnan modelu matematycznego (1), (2) i (4) okreslo-
no optymalne profile temperatury (Rys. 1-4) dla rozwazanego proce-
su. Dodatkowo dla poréwnania zamieszczono w tab. 2 i 3 wartosci
funkcji celu t;,,, analizowanej w zadaniu optymalizacji z uwzgled-
nieniem (Rys. 1-4, linia ciagta) i bez uwzglgdnienia (Rys. 1-4, linia
przerywana) termicznej dezaktywacji katalazy S-A oraz katalazy N.
Ogdlnie mozna stwierdzi¢, ze przebiegi procesu zaréwno do wyz-
szych warto$ci koncowej aktywnosci enzymu Cgf (Rys. 1 i 2) jak
iprzy wigkszej ilosci uzytego enzymu kgoCgo (Rys. 3 i 4) powoduja
przebieg optymalnych profiléw temperatury w zakresie nizszych
warto$ci temperatur, tzn. skréceniu ulega przebieg procesu wzdtuz
odcinka T =T, , natomiast wydtuzeniu cze¢$¢ izotermiczna procesu

w temperaturze T =T,;, . Nalezy przy tym zauwazy¢, ze réznice w

przebiegach optymalnych profiléw temperatury dla obu rozwazanych
w pracy katalaz wynikaja ze znacznej réznicy w warto$ciach energii
aktywacji dla procesu ich dezaktywacji Epg.

Z przebiegéw optymalnych profiléw temperatury przedstawionych
narys. 1-4 wynika, ze dezaktywacja termiczna zaréwno katalazy S-A
jak i katalazy N wywiera znikomy wptyw na ich przebieg. Stwier-
dzenie to potwierdzaja wynikajace stad réznice w czasach przebiegu
procesu ., prowadzonego w warunkach optymalnych, ktére przyj-
muja warto$ci marginalne lub w ogdle nie wystgpuja (Tab. 1-3).

Pomijajac dezaktywacjg termiczna katalaza wykazuje nieco wyzsza
aktywno$¢ w wyniku czego rozktad nadtlenku wodoru przebiega
szybciej (krotszy czas t;,).
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Rys. 1. Wplyw konicowej aktywnos$ci Cr katalazy S-A na optymalne profile

Cst =01

kroCro-49,5 h'': linie ciagle przedstawiaja rozwiazanie modelu matematycznego

(1) z uwzglednieniem termicznej dezaktywacji katalazy, natomiast linie
przerywane z jej pominigciem (kpg = 0).

temperatu-ry dla koficowego stgzenia nadtlenku wodoru oraz

330
35| ! Car™0L s
2 =02 y
32043 =03
4 =04
53151
4
& 310
~
=
=" 305
300
295 T;nin
290 T T T T T T T T
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
t [-]
Rys. 2. Wplyw koficowej aktywnosci Cgr katalazy N na optymalne profile

Csf = 01 oraz
kroCro-49,5 h'': linie ciagle przedstawiaja rozwiazanie modelu matematycznego
(1) z uwzglednieniem termicznej dezaktywacji katalazy, natomiast linie

przerywane z jej pominigciem (kpp, =0) .

temperatury dla koncowego stgZenia nadtlenku wodoru

1k Coy= 593.6 ' 2k Cry =197,6 1)
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Rys. 3. Wplyw iloéci dodanej katalazy S-A (k(Cgo) na optymalne profile
tempe-ratury dla koncowych wartosci aktywno$ci enzymu i stgzenia nadtlenku
wodoru wynoszacych Cgr =Cst =0,1: linie ciagle przedstawiaja rozwigzanie
modelu matematycznego (1) z uwzglgdnieniem

termicznej dezaktywacji

katalazy, natomiast linie przerywane z jej pominieciem (kpp, =0) .



Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2015, 54, 3, 090-092

str. 92

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Nr 3/2015

1 kgoCro =444 0 2 kyCrg = 296 !
=178 !

330 3 =22n' 4
5 =148 1!

315

310

T,,(7) K]

305

300

2951

290 T T T T T T T
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

v [-]
Rys. 4. Wplyw ilosci dodanej katalazy N (kgoCr) na optymalne profile
temperatury dla koncowych wartosci aktywno$ci enzymu i stgzenia nadtlenku
wodoru wynoszacych Cgr =Cst =0,1: linie ciagle przedstawiaja rozwiazanie

modelu matematycznego (1) z uwzglednieniem termicznej dezaktywacji
katalazy, natomiast linie przerywane z jej pominigciem (kpp, =0) .

Znaczace réznice w czasach pomigdzy procesami prowadzonymi
w obecnosci katalazy S-A oraz katalazy N wynikaja ze znacznie
stabszej aktywnosci katalazy N w poréwnaniu z katalaza S-A, ktéra
moze zosta¢é zrekompensowana poprzez uzycie tej pierwszej
w zwigkszonej ilosci (wyzsza warto$¢ kroCro)-

Tab. 2. Temperatura izotermicznego procesu rozktadu nadtlenku wodoru przez

natywna katalazg w zaleznosci od koficowej aktywnoéci enzymu Cgr

z uwzglednieniem i bez uwzglednienia dezaktywacji termicznej (DT) dla
kohcowego stgzenia nadtlenku wodoru Css =0,1 .

Temperatura procesu izotermicznego Tiso, (Réwn. (3))
Crr Katalaza S-A Katalaza N
DT bez DT DT bez DT
0,1 306,3 302,6
0,2 305,6 300,0
0,3 304,9 297,0
0,4 304,0 293,6
0,5 303,0 289,7

Tab. 3. Warto$¢ czasu optymalnego w procesie rozkladu nadtlenku wodoru

przez natywna katalaze w zaleznoéci od konicowej aktywnoéci enzymu Cps

z uwzglednieniem i bez uwzglednienia dezaktywacji termicznej dla kofcowego
stezenia nadtlenku wodoru Css =0,1 .

Czas przebiegu procesu optymalnego Tiopt » [h]

Cet Katalaza S-A Katalaza N
DT bez DT DT bez DT

0,1 10,47 10,44 2,51 2,50
0,2 9,75 9,74 2,06 2,06
0,3 9,44 9,41 1,96 1,95
0,4 9,27 9,24 2,07 2,06
0,5 9,19 9,15 proces izotermiczny przy T = Tpin

Tab. 4. Warto$¢ czasu optymalnego w procesie rozkladu nadtlenku wodoru
przez natywna katalazg w zaleznosci od iloSci uzytego enzymu kg(Cg

z uwzglednieniem i bez uwzglgdnienia dezaktywacji termicznej dla koncowych
warto$ci aktywnosci katalazy i stgzenia nadtlenku wodoru wynoszacych

Cgt =Cst = 0,1.
Czas przebiegu procesu optymalnego, [h]

kroCro Katalaza S-A kroCro Katalaza N

[h'] DT bez DT [h'] DT bez DT
593,6 1.60 1.59 444 1,44 1,44
197,6 3.26 3.24 296 1,92 1,91
98,9 5.61 5,58 222 2,51 2,50
49,5 10,47 10,44 178 3,48 3,48

33,0 15,64 15,63 148 6,11 6,10

Podsumowanie i wnioski

Podjeto prébg okreslenia optymalnego sterowania temperatura
w procesie rozktadu nadtlenku wodoru prowadzonego w obecnosci
natywnej katalazy Aspergillus niger. Przeanalizowano przy tym
katalaz¢ pozyskana z Sigma-Aldrich (katalaza S-A) oraz znacznie
mniej aktywna pozyskang z Novozymes (katalaza N, Terminox ultra).
Dla obu rodzajéow katalaz przeanalizowano optymalne sterowanie
zaréwno z uwzglednieniem ich termicznej dezaktywacji jak i bez jej
uwzglednienia.

Na tej podstawie jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze przy projek-
towaniu bioreaktora okresowego do prowadzenia procesu rozkiadu
nadtlenku wodoru w obecnosci natywnej katalazy, dla analizowanej
warto$ci st¢zenia nadtlenku wodoru, w modelu matematycznym
proces termicznej dezaktywacji enzymu moze zosta¢ pominigty.

OZNACZENIA
Cg — stegzenie katalazy, [kmol-m™]
Cg=Cg/Cgy - bezwymiarowe stgzenie katalazy, [-]
Cq — stezenie nadtlenku wodoru, [kmol-m™], [Ing-crn'3]
Cs=Cg/Cyqy — bezwymiarowe stgzenie katalazy, [-]
E=Epg/Egr - iloraz energii aktywacji dezaktywacji i reakcji, [~]
Ens , Epr, Ex - — energia aktywacji odpowiednio dla dezaktywacji substra-
tem, dezaktywacji termicznej oraz dla reakcji, [J-mol™]
kps — stata szybkosci dezaktywacji substratem, [m*kmol'-h']
kpso — wspdlcz. czgstosci dla dezaktywacji substratem,
[m*kmol"*h™]
kr — stata szybkosci reakcji, [h]
kgro — wspétczynnik czestosci dla reakcji, [h]
R — uniwersalna stata gazowa (8.314 J-mol. K"
t — czas chronologiczny, [h]
T — temperatura, [K]
Thin > Tinax — dolne i gérne ograniczenie temperaturowe, [K]
T=t/t; — bezwymiarowy czas chronologiczny, [-]
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