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Zastosowanie katalazy w rozktadzie nadtlenku wodoru

Wstep

Katalaza (EC 1.11.1.6), enzym odpowiadajacy za enzymatyczny
rozktad nadtlenku wodoru, cieszy si¢ duzym zainteresowaniem
w przemyslowych procesach biokatalizy. Wykazujac aktywno$é
oksydazy oraz peroksydazy, katalaza uczestniczy odpowiednio
w rozktadzie nadtlenku wodoru do wody i tlenu czasteczkowego
oraz w reakcjach typu redoks [Sooch i in., 2016]. Zaakceptowanie
nadtlenku wodoru jako czynnika antyoksydacyjnego i konserwuja-
cego, jego powszechne stosowanie w procesach wybielania oraz
restrykcyjne przepisy prawne regulujace ilo$¢ przedostajacego sig
do otwartych strumieni nadtlenku wodoru, upowszechniaja stoso-
wanie katalazy w przemystowych aplikacjach. Enzymatyczny
rozktad nadtlenku wodoru uznawany jest za przyjazna srodowisku
alternatywe, w stosunku do tradycyjnych metod, poprawiajaca
ekonomi¢ katalizowanych proces6w, w wyniku zmniejszenia
zuzycia wody, energii elektrycznej, chemikaliow oraz generowa-
nych $ciekéw [Hasan i in., 2015; Loncar I Fraaije, 2015].

Katalaza uzywana w procesach jednostkowych przemystu tekstyl-
nego umozliwia skuteczne usunigcie nadtlenku wodoru z kapieli
wybielajacej, zapewniajac wysoka wydajnos¢ barwienia [Hasani in.,
2015]. Ponadto wykazano, ze pozostatosci katalazy nie wplywaja na
jakos¢ widkien oraz efektywno$¢ barwienia. Tekstylnym i drzew-
nym procesom wybielania towarzysza specyficzne warunki proce-
sowe, zwigzane z szerokim zakresem pH (5+10) i temperatur
(30+80°C).Wigkszos¢ komercyjnie dostepnych katalaz wykazuje
optimum aktywnosci w 20+50°C, w pH neutralnym [Loncar i Fra-
aije 2015; Choudhury, 2014].

Warunki procesowe towarzyszace przemyslowym procesom wy-
bielania, angazujacych enzymatyczne usuwanie nadtlenku wodoru,
wymuszaja poszukiwania nowych organizméw wykazujacych wy-
soka stabilnos¢ w niesprzyjajacych warunkach operacyjnych. Uwaga
badaczy skupia si¢ na enzymach charakteryzujacych si¢ wysoka
aktywno$¢ w niskich temperaturach, ktére z powodzeniem wykorzy-
stywane sa w komercyjnych preparatach enzymatycznych. Rekom-
binowana katalaza wyizolowana z psychrotolerancyjnych mikroor-
ganizméw, nalezacych do rodzaju Serratia, ekspresjonowana
w komdrkach E. coli charakteryzuje si¢ wysoka stabilnoscia oraz
niezmienionymi wtasciwo$ciami katalitycznymi w specyficznych
warunkach procesowych. Dzigki termostabilno$ci w szerokim
zakresie temperatur (20+70°C) moze stanowi¢ interesujace narze¢dzie
w tekstylnych i kosmetycznych procesach biokatalizy [Sarmiento
iin., 2015].

Immobilizacja enzyméw na podtozu statym jest powszechnie sto-
sowana praktyka w przemystowych procesach biokatalizy, umozli-
wiajaca ograniczenie kosztow procesu, dzigki ponownemu wykorzy-
staniu biokatalizatora w kolejnych szarzach na drodze tatwej separa-
cji z mieszaniny reakcyjnej, zwigkszeniu jego stabilno$ci w warun-
kach procesowych oraz ograniczeniu wptyw inhibitorow.

Popularng metoda immobilizacji katalazy stosowang w tekstyl-
nych aplikacjach jest enkapsulacja oraz adsorpcyjne lub kowalen-
cyjne wigzanie do powierzchni no$nikéw m.in. membran [Eberhardt
iin., 2004; Tukel i Alptekin, 2004; Loncar i Fraaije, 2015). Zasto-
sowanie bioreaktorédw membranowych pozwala polaczy¢ korzysci
plynace z enzymatycznej biokatalizy oraz separacji membranowych
[Rios i in., 2004]. Immobilizacja katalazy zaréwno na powierzchni
no$nikéw statych oraz w wyniku enkapsulacji jest utrudniona
z uwagi na burzliwy przebieg reakcji, mogacy skutkowa¢ oderwa-
niem si¢ enzymu z powierzchni no$nika lub rozerwaniem hydroze-
lowych kapsutek [Loncar i Fraaije, 2015].

Membrany wytworzone z regenerowanej celulozy, z uwagi na
powszechno$¢ wystgpowania celulozy, bedacej naturalnym polime-
rem budujacym $ciang komérkowa roslin, oceniane sa jako atrakcyj-
ne ekonomicznie oraz przyjazne $rodowisku nos$niki, sprzyjajace
procesom immobilizacji [Pelton, 2009]. Literatura donosi o licznych
pozytywnych rezultatach immobilizacji katalazy na no$nikach celu-
lozowych, m.in. membranach wykonanych z octanu celulozy [Mur-
tinho i in., 1998]. Dodatkowo zadowalajace efekty uzyskiwano
w przypadku elektrostatycznej nanowtokinistej membrany z modyfi-
kowana biatkowo powierzchnia [Wang i in., 2009].

W prezentowanej pracy przedstawiono efekty immobilizacji
rekombinowanej katalazy, wyizolowanej z psychrotolerancyjnych
mikroorganizméw na powierzchni membrany z regenerowanej
celulozy, ktére moga znalez¢ potencjalne zastosowanie w jednost-
kowych operacjach przemystu tekstylnego.

Badania doswiadczalne

Materialy. Preparat enzymatyczny rekombinowanej katalazy
otrzymano od firmy Swissaustral, USA. Diwinylosulfon zakupiono
w firmie Sigma-Aldrich, USA, pozostale odczynniki pochodzity
z POCh, Polska.

Aktywnosé i stabilnos¢é enzymu natywnego testowano w szerokim
zakresie pH (7+11) 1 stgzen substratu (1080 g/l). Pracowano w sys-
temie cyklicznym, przyjmujac dlugos¢ jednego cyklu jako 7 min. Po
tym czasie sprawdzano, czy dodany substrat ulegt rozktadowi. Ste-
zenie H,O, oznaczano przy diugosci 230 nm, mierzac w sposéb
bezposredni absorbancj¢ badanego roztworu, wykorzystujac réwna-
nie krzywej standardowej na pomiar nadtlenku wodoru: Abs (230) =
1,97 * Ciaop [g/1]. Jezeli wynik byt pozytywny (tzn. stgzenie spadto
do wartosci ponizej 0,25 g/l) dodawano kolejna porcjg¢ substratu
w ilosci pozwalajacej na uzyskanie zadanego stgzenia. Jezeli nie —
cykl przedtuzano o kolejne 7, 14, 21 min, az do uzyskania pelnego
rozktadu substratu.

Immobilizacja katalazy byta prowadzona z wykorzystaniem
membrany z regenerowanej celulozy o $rednicy poréw 0,45 pm
(Whatman). Procedur¢ aktywacji membrany oraz immobilizacji
prowadzono w przeptywowych celkach z mieszadlem (Millipore),
o objetosci 10 ml. Membrang aktywowano poprzez 2 h inkubacjg
w 10% roztworze diwinylosulfonu w 1 M Na,COs, 4°C, 230 rpm.
Po tym czasie membrang intensywnie przemywano woda oraz roz-
tworem 0,5 M NaHCO3/Na,COs, przy pH 9. W procedurze immobi-
lizacji enzymu stosowano 75-krotnie rozcieficzony roztwér katalazy
w 0,5 M NaHCO;/Na,COs;, przy pH 9. Roztwér enzymu inkubowa-
no nad powierzchnia membrany przez 24 h, 4°C, 230 rpm. Po za-
konczonej immobilizacji membrang przemywano 0,05 M buforem
TRIS-HCI, przy pH 10.

Rozktad H,0, z udzialem katalazy immobilizowanej na membra-
nie plaskiej prowadzono w systemie okresowym w celkach membra-
nowych (Millipore) przy 25°C, w 0,05 M buforze TRIS-HCI, przy
pH 10 i szerokim zakresie st¢zen substratu: 2,5+85 g/l. Wartos¢ pH
odpowiadata gérnemu zakresowi jaki wystgpuje w $ciekach tekstyl-
nych. Reakcj¢ monitorowano spektrofotometrycznie pobierajac co
pewien czas proby z roztworu znajdujacego si¢ nad membrana.

Stabilnos¢ substratowa immobilizowanej katalazy byta okreslona
na drodze inkubacji uzyskanego preparatu w roztworze substratu 20
i 40 g/1, w 0,05 M buforze TRIS-HCI, przy pH 10 i w temperaturze
25°C. Czas inkubacji wynosit 6, 12, 24 i 36 min. Po zadanym czasie
inkubacji preparat przeptukiwano 0,05 M buforem TRIS-HCI, przy
pH 10. Nastgpnie prowadzono reakcjg¢ rozktadu H,0O,, zachodzaca
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w celkach membranowych, w obecnosci substratu o stgzeniu 2,5
/1, w buforze 0,05M TRIS-HCI, przy pH 10 i w temperaturze 25°C,
zgodnie z procedura opisang powyze;j.

Wyniki i dyskusja

Natywna forma rekombinowanej katalazy wykazywata dobra sta-
bilno$¢ w szerokim zakresie pH oraz temperatur [Sarmiento i in.
2015], przy czym w obecno$ci wysokich stgzen substratu stabilno$é
enzymu drastycznie malata (Rys. 1). Przy stezeniu substratu 80 g/l,
przy kazdym z badanych pH, enzym zostal wykorzystany tylko
w jednym cyklu (7 min.).
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Rys. 1. Stabilno$¢ katalazy w formie natywnej w obecnosci réznych

stgzen H,O, (1080 g/1), w $rodowisku zasadowym. Jeden cykl odpo-
wiadal momentowi obniZenia stgzenia H,O, ponizej 0,25 g/l, po ktérym
dodawano nowg porcjg substratu.

Oczekiwanymi efektami immobilizacji byto zwigkszenie stabilno-
$ci badanej katalazy w silnie alkalicznym $rodowisku oraz mozli-
wos¢ jej ponownego wykorzystania w kolejnych szarzach. Uzyskane
wyniki wskazuja na uzyskanie zamierzonego celu.

Po immobilizacji enzym efektywnie rozktadat H,O, w stgzeniu do
40 g/L. W tym obszarze wykazano klasyczna dla modelu Michaelis-
Menten zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem substratu a szybko$cia reak-
cji (Rys. 2). Stale réwnania kinetycznego wyznaczone zgodnie z
procedura opisana wczesniej [Trusek-Holownia i Noworyta, 2016]
wyniosty Kj, = 120 g/l oraz k3 =1,948 1/min.
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Rys. 2. Zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem nadtlenku wodoru a szybko$cia

reakcji katalizowanej przez immobilizowana na membranie katalaza,
pH 10, 25°C. Stezenie powierzchniowe enzymu wynosito 1,59 mg/cm?

Z technologicznego punktu widzenia nie jest uzasadnione prowa-
dzenie procesow biokatalizy w zakresie inhibicji substratowej, stad
zakres stgzen powyzej 40 g/l H,O, nie byl poddawany szczegdtowej
analizie w kierunku wyznaczenia statych réwnania kinetycznego
z inhibicja substratowa.
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Rys. 3. Stabilno$¢ katalazy w formie immobilizowanej na membranie

celulozowej w obecnosci substratu 20 i 40 g/L (pH 10, 1 = 25°C).
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Stabilno$¢ preparatu (immobilizowanej katalazy) w testowanym
zakresie stgzen substratu wyrazono poprzez czas potowicznego
zaniku aktywnosci [Toscano i in., 1994]. Zostat on wyznaczony
w oparciu o dane zamieszczone na rys. 3. Czas ten wynidst 22,4 min
przy 20 g/l nadtlenku wodoru i 13,3 min przy 40 g/l.

Whnioski

Celem zaprezentowanej pracy byla ocena potencjalnych mozliwo-
$ci aplikacyjnych w przemysle tekstylnym immobilizowanej na
membranie katalazy, wyizolowanej z psychrotolerancyjnych mikro-
organizméw z rodzaju Serratia. Uzyskane wyniki odnoszace si¢ do
aktywnosci i stabilnos$ci immobilizowanego preparatu w alkalicznym
srodowisku potwierdzaja jego uzyteczno$¢ w zabiegach usuwania
nadtlenku wodoru z kapieli wybielajacych.

Dla testowanego enzymu zakres stgzen H,O, nie powinien prze-
kroczy¢ wartosci 40 g/, powyzej ktdérej odnotowano silng inhibicjg
substratowa. Zapewnienie wysokiej wydajnosci rozktadu wysokich
stezen H,O, wymuszatoby wcze$niejsze rozcieficzenie (maksymalnie
dwukrotne) $ciekéw bardziej stgzonych, co nie jest kosztowo atrak-
cyjne. Nalezy jednak podkre§li¢, ze tolerancja substratowa badanego
enzymu jest znacznie wyzsza anizeli innych komercyjnie dostgpnych

katalaz.
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