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WYKAZ WA2ZREJSZYCH OZNACZER
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Poznmie kinetyki procesu dezaktywacji enzyméw ma bardzo waine znacze-
nie przy projektowaniu reaktordéw biochemicznych., Odnosi sig¢ to zwlaszcze
do reaktoréw zawierajacych katalizatory biologiczne w postaci unierucho-
mionych enzyméw lub komérek drobnoustrojdéw., Katalizatory biologiczne po=-
wimny oharekteryzowaé sig diugotrwalys i stabilnym dzialaniem, gdy2 moina
Je wtedy stosowaé w procesach ciaglych lub wielokrotnie w procesach perio-
dyecznych.

Praktyka przemyslowa wykazala, 2e bardzo ozgsto wystepuje bardzo szyb-
ka dezaktywacja (inaktywacja) enzyméw [1, 2] 1 zjawisko to stanelo na
przeszkodzie szerszemu zastosowsniu enzyméw unieruchomionych w procesach
technologicznych, natomiast coraz czefcie] znajdujq zastosowanie kataliza-
tory biologiczne w postaci unieruchomionych komérek drobmoustrojéw [3-5].
Katalizator otrzymany w ten sposéb jest wprawdzie mniej selektywny [2], ale
unika si¢ znacznych nakiadéw na wydzielanie i oczyszozanie enzyméw, Za
najwazniejsza zalete tego rodzaju katelizatora biologicznego uwaza sie Jje-
go dlugotrwalq stabilnodé, ktéra tiumaczy sie korzystnym wpitywem netural-
nego dla enzymu drodowiska komérki, powodujacego zwolnienie procesu dezek-
tywacji. Zagadnienie to jest dotychczas mato poznane.,

Badania nad kinetykeq dezaktywacji enzyméw unieruchomionych sprawiajs
wiele trudnodci, gdyz bezposirednio nie moina zmisrzyé szybkofci dezaktywa-
cji. Vielkcdois obserwowsns jest pczorma szybkodé dezaktywacji, ktéra zea-
le2y od szybkodci dyfuzji zewnetrzne) i wewngtrznej, Opracowanc wprawdzie
metode 16, 7] wyznaczania rzeczywiste) statej szybkosci dezektywacji  na
podstawie pomiaréw stopnia przemiany w resktorze rurowym, ale mozna Ja.
stosowaé tylko w przypadku, gdy opory dyfuzji zewnetrzne) sq nieznaczne,
Zagadnienie dodatkowo komplilkuje si¢ dla enzyméw znajdujacych sie w komér-
kach unieruchomjonych drobnoustrojéw, Badania wiasne (8] i innych autoréw
[9] wykazety, 2e efektywny wspStczynnik dyfuzji dis katalizetoréw biolo-
gicznych jest zale2ny od ilosci komdrek w porach noinika, VWyeliminowanie
wptywu oporéw dyfuz}i zewnetrznej i wewnetrznej na pomiar szybkodci dezak-
tywaoji enzymdw jest mo2liwe przez umieszczenie materialtu bilologicznego
bszpodrednio w roztworze reskcyjnym. ’

Niniejsze praca miata na celu poréwnanie szybkodci dezaktywacji enzymu
pozostajacego wewnatrz komérek i po jsgc uwolnieniu z komérek, W badaniach
stosowano drozd2e Saccharomyces cerevisiae wykazujace aktywnosé katalazy,
wodoru Jest bardzo interesujacy z teoretycznsgo punktu widzenia, poniews:
reakcji chemiczne) towarzyszy réwnolegie dezaktywacja enzymu. Kinetyks 1
machaniza dezaktywacji katalazy nie zostaly dotychczas w peini poznane,
chociaz enzym znalazt wiele zastosowart w praktyce [10]. W przemyfle mle-



czarskinm katalaza jest wykorzystywsana do rozkiadu nzoz po ,zimne) pastery-
zacji” mleka przy produkcji serdéw [41]. Stosuje si¢ jg takze, w polgczeniu
2 oksydazq glukozowsg, do odcukrzania masy jajowe] przed suszeniem i do
usuwenia tlenu ze Srodkéw spoiywczych oraz otrzymywsnia kwasu glukonowego
metods enzymatyczng [12, 13). Dezaktywacja katalazy przez nadtlenek wodoru
ograniczale dotychozas mo2liwafci wykorzystania tego enzymu na znacznie
szerszy skale. Wyre2ena jest jednak opinia [13], 2e zastosowanie katalazy
w unieruchomionych komérkach drobnoustrojéw powinno znacznie poprawié Jej
stabllnodé,

¥ ostatnioch latach opatentowanc metode indukcji katealazy w  drozdzach
Saccharouyces cerevisiae [14], a takie sposséd uzyskiwania katalizatore
biclogicznego © bardzo wysokie) aktywnofci katalazy przez umisruchomienie
komérek drozdzy [15]. Opublikowano réwniez wyniki bedai [16 ~18] nad wyko-
rzystanies ukladéw enzymatycznych zawierajacych katalaze do prowvadzenia
proceséw biotechnologicznych metods komérek unieruchomionyoh. Prace te wy-
refnie wskazujq na istnienie zele2noici migdzy stabilnofcia stosowanych
katalizatordw i ich efektywnofciy ekonomiczns, a szybkoicig dezaktywacji
katalazy. ¥ tej sytuacji istnieje pilna potrzeba podjecia systesatyoznych
badasi ned kinetyks dezaktywacji katalazy, ktére pozwolg na  opracowanie
1loéciowych metod oceny katalizatordw biologicznych zawierajacych katalaze
1 beda mogly byé wykorzystane do celéw projektowych,



2, OBECNY STAN BADAR

2.1, Kinetyka rozktadu nadtlenku wodoru przez katalaze

Katalaza (oksydoreduktaza H,0, : H,0,, EC 1.11,1.6) rozktads nadtlenek
wodoru zgodnie z reakcjg:

katalaza
2 Hy0, 2Hy0 + 0, ()]

Mechanizm te] reakcji nie zostal dotychczas w petni wyjaéniony, mimo
wieloletnich bedari [19 - 23] nad tym zagadnieniem, Chance [24] stosujac me-
todg spektrofotometryczng odkryl zwigzek przejsoiowy wystepujacy w trakoie
reakc)jl katalizowaned przez katalaze. Zaproponowany przez Chanca wBecha=
nizm peroksydacyjny" [24] polega na tym, %e wytworzony z nadtlenku wodoru
1 enzymu kompleks ESI reaguje z druge czgsteczkg substratu S dajgc pro=
dukt P 1 enzym E:

“ 2

E+8 —m— ESI

Ky
ES; 4 S — = E+P (3

Po przyjeciu hipotezy ¢ stanie quasi -ustalonym dla powyiszego mecha-
nizmu okazuje aie, 2e steienie kompleksu ESI nie zalezy od stezenia  sube
stratu:

k

1
i v Ky Ee (4)

ES
8 szybkoéé reakcji Jest opiszna réwneniem kinetycznym pierwszege rzedu w
odniesieniu do substratu:
as 2K,

Ps-—-E%—: k10ka Ecs (5)

Wedlug szacunku wykonanego przez Chanca,wartoici stalych szybkosci reakcii
wynosza: kq = (4 +5) « 10° a>/kmol + 5, k, = (1,541,8) * 107 =>/kmol * 5. Wyni-
ki te ponownie przeanalizoweli Zidoni i Kremer [26] oraz XKremer 1 Baer
[27]. Otrzymali onl za pomocyq komputera rozwigzania numeryozne réwnad réz-
niczkowych odpowiadajgce  mechanizmowi peroksydacyjnemu®, Z obliczed tych
wynike, 2e w dodwiadczeniach Chanca nie byly speilnione warunki stanmu uste-
lonego, ale proponowany nechanizm reakcji nie zosta: zakwestionowsny. Ob-
liczone metods najlepazego dopasowania stale wynoszg: k.= 3-106 n’/hol .8,
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K, = 5,6 * 105 u%/imol * s.

Niezale2nie od pomiarsw spektrofotometrycznych pozwalajgqcych na wyzna-
czenie stezenia koampleksu I' prowadzone byly liczne badania [28 , 29] po-
legajqce na bezpofrednim wyznaczaniu szybkosci reakcji przez pomiar iloéci
tworzgqcego ale produktu (tlemu) lub ubywajgcego substratu (nadtlenku wodo-
). Manometryczna metoda pomiaru szybkofci wydzielania sie tlem, przy
oznaczaniu aktywnofci prepareatéw katalazy, daje znaczne zaniZenie wynikéw
[30, 31] 1 dletego obecnie wykorzystuje sie do tego celu elektrode tlemo-
wy [32, 33]. Szybkodé reekcji wyznaczano najozeSciej przez pomiar ste2enia
nieprzeresgowanego H,0, metods miareczkows [28]; stosowane byty réwnie2
imne metody: spektrofotometryczna [34 -36], fotometryozna [37,38] 1 fluo-
rymetryczna [39].

0d poczgtku badar podstawowym problemem pomiarowym bylo wystepowanie
zjawiska dezaktywacji katalazy przez nzo i dlatego stosowano réine metody
korygowania stalych szybkofci reakoji, Bormichsen i wspSiprecownicy [40]
przeprowadzili krytyczns analize wczeénie) publikowanych prac 1 wykazali,
2e wystepowanie zjawiske dezaktyweac)i doprowadzilo do blednej interpreta-
034 wechanizmu reakcji, to znaczy przyjecies schematu Michaelisa-Menten 1
wyznaczenia stalej K‘-0.025 knol/n’. W powazechnie wéwczas stosowsanej me-
todzie Eulers-Josephsona pomiary trwaly.12 mimut 1 dle tak Atugiego czasu
kontaktu katalazy 2 l!zo2 dezektywacja jest na tyle istotns, Ze nie moina
Jej pomingé w obliczeniach statej szybkodci reakcji. Bonnichsen i wspéi-
pracownicy [40] skrécili czas pomiaru do 30 sekund, Wynikiem ich badaf by-
o stwierdzenie, 2e reakcja rozkladu H202 wobec katalazy przebiega wedlug
nastepujgcego réwnania kinetycznego:

r, --%2—- kE,S (6)

Réwnanie (6) jest zgodne z modelem peroksydacyinym przyletym przez
Chanca, .jakkolwiek wyznaczona stala k=3,5+ 107 a°/imol »s dla katalazy
pochodzgced z watroby wolowej jest znacznie wickeza od obliczonej na pod-
stawie statych k1 i kh wyznaczonych metodsg spektrofotometryczns, Dia kata-
lazy pochodzenia mikrobiologilczmego uzyskuje sie wartofci statej k  okolo
dwukrotnie wicksze [41 » 421, Mimo upiywu wielu lat procedura Bomnichsena 1
wapéipracownikéw [40] jest dalej zelecana [43] przy wyznsczaniu state)
szybkoéci reskcji lub stezenia katalazy w ukladach biologiczanych.

Oguras [44] prowadziz badma nad dziataniem kestalazy przy wysokich ste-
zeniach H,0, (do 5 hol/n ). stosujac technike przepiywu cigghso. Dla cn—
s6w reakcji 0,1 ¢ 0,4 s i bardzo wysokich stezerl enzyma (~1,2+90™ klo]./n Y
zale2noéé migdzy szybkodciq reakcji a stezeniem 0, opisana zostala rév-
nanies Michaelisa-Memten ze stalg K =1,1 lmol/w’, Otrzymanych danych dod-
wisdozalnych nie moina wyjasnié na podstawie . mechanizau peroksydacyjne -
go" (réwnania (2) 1 (3)). Ogura zatozyl, 2e istnieje dodatkowy zwigqzek 1
zaproponowal dwa nastepujece mechanizmy reakcji:
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a) mechanizm I
x+s—2“ ES, (7a)
BI+S%ES (7v)
k,
ESy +4S —= E+P (7e)
b) mechaniza II
243-—%—"51 (8a)
BI’S%BS (sv)
x_'ssj-.z+9 (8c)

W cbydwu proponowanych mechanizmach reakcji przyjmuje sie wystepowanie
potréjinego kompleksu ESS, przy czym v mechanizaie I jest on nieaktywny.

Jomes & Suggett [45] stosowsli réwniez technike przeplywu ciaglego do
badania kinetyki reakcji rozkiadu Hzoz przez katalaze. 2wrécili oni uwage
na wystepowanie powaznych ograniczer w zastosoweniu tej metody do badmi
katalazy. Rozkiad nzoz w metodzie przeplywu ciag2ego przebiega w warunkach
adhbngycznych 1 zmiana stezenia o 1 k--ol/n3 powoduje wzrost temperatury
(-] 23.5 c.

Ogura [44] zakada2 izotermiczncéé warunkéw dodwiadozed, a obliczenia
cleplne wykezuls, Ze zmiany temperatury dochodzily do 20°%C, Jones 1 Sug~
gett dodrali tak warunki, aby zmiany temperetury roztworu reakcyjnego nie
przekraczaty 1°C. Stosujac poczatkowe stezentia H,0, od 0,3 imol/m do
0,7 kmol/w’ 1 czasy reakcji od 0,2 s do 0,5 s otrzymali oni dla stezef ka-
talazy od 8,5 * 10~7 kmol/m> do 16,9 * 10~ kmol/s> wyniki wskazujgce  na
bardziej skomplikowang zale2noéé kinetyczng, niz tc przedstawil Ogura, Za-
proponowany przez Jonesa i Suggetta [45] mechaniza reakcji przedstawia sie
nastepujaco:

E+S -"'i-’ ES; (9e)
s, —2-15; ()

Bi+s——k&’8+P (90)
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5
ES; + 5 ESpy (94)

gazie mn Jest nieaktywnym kompleksenm.
Dla krétkich czaséw reakcji, po przyjeciu uproszczenia:

GESyy AESy (10)
at At

Jones i Suggett otrzymeli réwnanie kinetyczne

k'zos
o s > (1)
gdizie: 2%k
k' = k3 4
kk+k5+k3k5At

. kzkh+k2k§+k3k§+k3kh+k1li
T Kk kykek kAt

Stata kinetyczna K. wyznaczona przez ekstrapolacje wynikéw do czesu
t = 0 wyniosta 1,1 mol/dm>.

Elektroda tlenowa zastosowana po raz pierwszy przez Rortha 1 Jensena
[32] do badar kinetyki rozktedu H,0, przez katalaze umozliwia wykonanie
pomiaréw w czasie krétszym od Jedne] minuty 1 dzieki temu pominigcie zje~
wiske dezaktywacji. Goldstein [46] stosujac elektrode tlenows do poaiaru
aktywnodci katalazy w zekresie stesed H,C, od 0,015 Kkmol/u> do 0,1 kmol/m>
stwierdzila, 2e wyniki doéwiedczed najleplej opisuje réwnanie kinetyczne
Michaelisa-Menten ze stalq K, 0,1 Kmol/m>. Rio i wspSipracownicy [&7]
wprowadzili modyfikeacje do te] metody, polegajqca na wozeéniejszym usunie-
ciu tlenu z rortworu przez przedmuchanie go azotenm. Pozwolilo to na znacze~
ne rozszerzenie zakresu poaiarowego. Stata Kn wyznaczona za pomocg _elek-
trody tlenowej miefici sie w zakresle od 0,047 lml/s’ do 0,19 kmol/m® za-
leznie od pochodzenia enzymu i metody opracowania wynikéw dodwiadczert
[46 - 48]. Nalezy zwrécié uwage, 2e powyisze wartofci sg od ckoto 5 do 22
razy mniejsze od wyznaczonych metodg przeplywu ciggtego,

Mechanizmy reakcji zaproponowane przez Ogurg [M] oraz Jonesa 1 Sug~
getta [45] przeanalizowalem przy zalozeniu stam quasi-ustalonego, Okazuje
sie, 2e dla obydwu mechanizméw przedstawionych przez Ogure nalezy przyjaé
xz.o, aby uzyskaé réwnanie kinetyczne Michaelisa-Menten:

as Vms ‘
-5 " ¥ +5 (12)

przy czym wartoéci stalych wynoszs:
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a) mechsnizm I (réwnania (7a), (7b), (7¢)):

,,_..fﬁ:;'.‘.ﬁ_l;o
o o etk ke
L

b) mechsnizm II (rdéwnania (Ba), (8b), (8¢)):

v, .—kzLE
T gy
. ks k7
e R

Warto zwrdcié uwage, Ze dla S<<K, mechaniza I prowadzi do réwnania (5),
ktére odpowiada ,meohanizmowi peroksydacyjnemu" (réwnania (2) 1 (3)).

Dle mechanizmu reakcji zaproponowanego przez Jonesa i Suggetta {45] o=
trzymuje sic nastepujece staie kinetyczne:

v--2k3E°
+k k
K.’LZ;1_1+—E(E-

Na podstawis doéwisdczalnych pomierdw szybkodci reakcii jako funkcii
stezenia, nie mec2na wykluczyé 2adnego z powy2szych mechanizmdw.

Prowadzone byly rdwniez badania nad wplywem pH i temperatury ns kine~
tyke reskcji rozkladu H,0, przez katalaze. “”‘fmee [49] stwierdziz, 2e
szybkoié reskcji nie zalezy od pH w zakresie od & do 8,5 pH. Odnosi aie to.
zaréwno do szybkoici etapéw podrednich, jak i ogélnego réwnsnia kinetycze
nego, Strother i Ackerman {50] stosujac metode spektrofotometryczng wyzna-
czyli state k; 1 k, (réwnania (2) 1 (3)) w zakresie temperatur od - 20%
de + 45°C. Stala k, zamleniala sie zgodnie z réwnaniem Arrheniusa, a ener
gia aktywacji wynosila 21,4 kJ/mol, Zsleznosé state} ky od temperatury
miala postaé bsrdzis) skomplikowans, poniews: wystqpily dwa zalamania nas
wykresie Arrheniusa. E_f):iyw temperatury na stalq szybkosci reakcii k w o~
gélnym réwnaniu kinetycznym (6) badany byl wielokrotnie [4z2, 51 ,52].
Stwierdzono zgodnodé z réwmaniem Arrheniusa, a wyznaczona energia sktywa-
cj1 (od 2,5 kJ/mol do 5,9 ki/mol) me bardzo niskg wartodé w pordwoaniu z
imymi reskcjami enzymatycznymi. Warto zwrécié uwage na to, 2e w wigkszod~
ci podrecznikéw 1 nonografil (przyktadowo [53 -55]) blednie jest podawana
znacznie wysszs wartcsé energii aktywacyi (E=17,6 ki/mol), ktéry wyzna-
czyl Sizer {56}, wyniki jego pracy nie zostaly jednak péiniej potwierdzo-
ne, ’
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2.2. Kinetyka procesu dezaktywacji katalazy przez nadtlenek wodoru

Katalaza rozkiadajgc H202 ulega jednoczedénie dezaktywacji, ktéra sta-
nowi znaozne utrudnienie w pomisrach aktywnoici enzymu orez szybkodci re-
akcji. Dotychozasowe badania byty prowadzone przede wszystkim w kierunkn
poszukiwas takich metod pomiarowych, ktére minimalizowalyby wplyw dezaktye
wacji. Zalecane jest wykonywanie dodwiadczeri przy niskich stezeniach sub-
stratu, niskiej tempersturze 1 stosowaniu krétkich czaséw reakcji.

Sam mechanizm dezaktywacji i jego kinetyka sq dotychczas siabo pozne-
ne., Wigkszofé prec badawczych ma charakter Jakoiclowy, a tylko nieliczne
prébowaly ujaé to zjawisko ilosciowo, Chance [57] odkry: nieaktywny kom-
pleks katalazy 1 nzoz. ktéry nazwal kompleksem II w odréinieniu od kom
pleksu I bioracego udzial w reakcji., W obecnodci nadmiaru H202 powataje
inny, nieaktywny kompleks katalazy, ktéry nazwano kompleksea III [58, 59] .

Scott 1 Hammer [60] stwierdzili doswiadczalnie, 2e katealaza pochodze-
nia mikrobiologicznego (Aspergillus niger) jest bardziej odporna na dezake
tywacje niz katalaza pochodzenia zwierzecego. Podobne zJjeawisko zaobserwo-
wano réwniez w przypadku unieruchomionego enzymu [61]. Badenia nad rozkla-
dem H,0, za pomocq unieruchomione) katalazy [62 -64] wakazujqa na szybke
dezaktywacje enzymu, jednak zamieszozone wyniki nie pozwalajs na 1lofciowy
opis procesu. Praca Georga [65] stanowila pierwszq prébe przedstawienia
szybkodci procesu dezaktywacji dodwiadczalnym réwnaniem kinetycznym:

-%-E(:*ssq»cs) 13
gdzie state: a = 0,072 1/s,

b = 0,15 kmol/w’,

¢ = 0,0185 m>/xmol * 8,
zostaly wyznaozone dla reakc)i przeblegajace) w temperaturze 0°%C w obec-
nosci katalazy pochodzscej z wgtroby wolowe]).

Powy2sze réwnanie wykorzystat O°Neill [66] w analizie  teoretyozne},
ktéra miala na celu zminimalizowanie szybkoSci dezaktywacji przez  dobér
6dpoviednicgo typu reaktora, Warto zwrécié uwage na to, 2e po - wykonaniu
dodswenia. 1 pominieciu wyrazu cS2 réwnanie (13) przyjmuje postad réwnania
Michaelisa-Menten ze stala xd-b

dE VdES (8

at LR

gdzie: v, = 0,075 1/s.
Dle stetefi S€K, réwnanie (14) upraszcza sie do postaci:

-_:%. KyES (15)

gdzie: k, = 0,5 »>/knol - 5.
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Réwnanie w tej postaci stosowat autor [67 ,68] w modelu matematycznym
opisujecym symilacje dodwiadczalne [33] rozitadu H,0, przez katalazq w re-
aktorze pdélokresowyn,

¥ badaniach nad dezaktywacle katalazy unieruchomione) réwniez przyjmo-
wano zaloienie, 2e szybkoié procesu dezaktywaoji moina przedstawié réwna-
niem kinetycznym pierwszego rzedu w odniesieniu dec stgienia enzymu oraz
substratu [61, 69]. Wyznaczone state szybkosci dezaktywacji sg Jednak
wielkoSciami pozornymi, gdyz nie uwzgledniono w obliczeniach procesu dyfu-
231 w porach noédnike, Wyjgtek stanowi praca dodwiadczalna Tai i Greenfiel-
da [70], w ktérej wpiyw procesu dezaktywacji na wspSlczynnik efektywnosci
katalizatora przedstawicno jakc rozwigzanie analityczne modelu zlinearyzo-
wvanego [71]. Wyniki doéwiadozelne Tai { Greenfielda byly przedaiotem kry-
tycznych enaliz matematycznych [72 «74], ktére wykazaly, 2e bledne  bylc
zalcZenie ¢ réwnomiernym rozktadzie stezenia enzymu w perach nofnika.

Tse 1 Gough [75] badali dezaktywacje katalazy z Aspergillus niger u-
nieruchomionsj v membranie z kclagenu, Zastcsowali oni bardzc niskie stge
2enie enzymu i membrane ¢ malej grubofci, Dzieki temu w znaczaym stopniu
wyeliminowali wplyw cporéw dyfuz)i wewnetrzne) na wyznaczong stats szybe
koéol dezaktywacji (kd-0,015 lulol/-3 + 8 w temperaturze 37°C).

Badania Licka [76] nad dezaktywacjq katalazy w roztworze wykazaly, 2e
dla szerokiego zakresu stezei H;0, nie moina wykorzystywaé réwnan kine~
tyoznych: :

r, = KES (16)

ry = k4ES (17)

Miller [77; wyznaczejac aktywnodé katalazy dla steier H,0, mniejszych
od 0,06 kmol/m’ zastosowal réwnanie kinetyczne dezaktywacji ry=kyE nie-
zalezne od stgienia H,0,.

Podejmowans byly réwniez préby [20, 78] przedstawienia jednego, spé)-
nego logiocznie mechanizmui, ktéry uwzglednialby dezaktywacl)q enzymu podozas
przebiegu reskcji, Przedstawione schematy majg Jednak bardzc ogSlng postaé
1 nie pozwalajq na jJednoznaczne sformutowanie réwnaf kinetycznych, Jones i
Suggett [45] przedstawiejac mechanizm reakcji (réwnania (9a), (9b) 1 (9¢))
uwzglednill w nim proces dezaktywacji (réwnanie (9d)), ktéry prowadzi de
nastepujgoego réwnania kinetycznego:

aE vdEs

& " K08 (1)

Wyznaczone przez Jonesa i Suggetta parsmetry kinetyczne procesu dezake
tywacji w temperaturze 20°C dla katalazy pochodzenia  mikrobielogiczmego
wynosity: v4 = 0,65 1/s, Kq=1,1 Kmol/m’, Nalezy zwrécié uwage, 2e przyjety
tuta) mechanizm dezaktywacji nie Jest zgodny z wczefniejszymi obserwacjami
wakazujacyni na istnienie dwéch nieaktywnych komplekséw katalazy, Do 4
Weiland [79] snalisujqe teoretycznie szybkosé reekc)i enzymatyczuych 2z
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prostym, jJednostopniowya mechanizmem dezaktywacji enzywu przez substrst
doszli do wniosku, Ze réwnania kinetyczne powinny mieé postadé réwnania
Michaelisa-Menten ze stalymi K--Kd.

2.3. Rozklad nadtlenku wodoru przez katalaze w komérce

Aktywno$é katalazy w komérkach badano wielokrotnie, Poczgtkowo nie
zdawano sobie sprawy, ze dyfuzje E,0, przez blone komérkows moze decydowad
o szybkosci procesu [80]. Wykazal to jako pierwszy Clayton [e1] podozas
badar aktywnosci katalazy w komérkach Rhodopseudomonas spheroidea, Wystg~
povanie znacznego oporu dyfuzyjnego przy przenikaniu K202 przez blone ko-
mérkowg potwierdzily réwniez péiniejsze pomiary dla komérek drozdiy Sac-
charomyces cerevisise [82 ~85]. Kie prowadzono jednak dotychczes systena-
tyocznych badex nad kinetyke reskcli rozkladu H,0, oraz dezaktywacjsa kata=
lazy w komérece,



3. MODEL MATEMATYCZNY DLA UKLADU KATALAZA - NADTLENEX WODORU

3,1, Katalaza uwolniona z komérki

Z przedstawionego przegladu podatawowych prac z zakresu kinetyki resk-
¢ji rozkiadu l~1202 katalizowane) przez katalaze wynika, 2e w szerokim za-
kresie stezeri substratu moina stosowaé réwnanie Michaelisa-Menten:

E S
S 19

DMa procesu dezaktywacji katalazy przez H,0, Zadne z réwnsfi kinetyocz-
nych nie zostalo dotyohczas zweryfikowane dodwiadczalnie w szerokim zakre~
sie stezen, Kierujac sie wynikemi rozwazari teoretycznych Do 4 Weilanda
[79] nad dezaktywacja enzyméw substratem przyjmijmy jako najbardzie) praw-
dopodotme réwnanie o nastepujacej postaoi:

dE, vV4E,S

r
d
dat deS

gdzie:
E.-ca!kowito stezenie aktywnego enzymu

Dotychczasowe bedania wskazuja, e mechanizm dezaktywacji katalazy
Jest znacznie bardziej skomplikowany, niz zalozono to w pracy [79] 1 dla-
tego moze zachodzié przypadek gl{ K4o Po przyjeoiu zalozenia, te dezakty-
wac)e termiczng enzymu moZna pomingé, proces rozkiadu nzoz przez katalaze
w izotermicznym resktorze okresowym opisuje ukiad dwéch réwnari ré2niozko-
wych: '

(20)

ds kéz.s
< -IF - E.-.\S (21)
J % Yaf$ (22)
dat Kd+S
wraz z varunkami poosqtkwyu
s‘(t.o) =S,
(23)

' .B. (t-O) - EO

Pomiar stefenia aktywnego enzymu w trekcie dodwisdczenia nie Jest mo2-
livy 1 dlatego wprowadzenie pojecia bezwymiarowego stezenia (aktywnodol)
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enzymu E= Ea/Eo znacznie uprofci dalezy analize. Po wykomaniu prostych
przeksztaicedl matematyocznych otrzymuje sie:

as VaES

-w " %73 (24)
4B vdis
S(t=0) = S
( ° (26)
E(t=0) = 1

gdzie: \.r“-k2 E, ma taki sam wymiar i sens fizyczny, jeok maksymalna szyb-
koéé reakcii w réwnaniu Michaelisa-Menten.
Teoretycznie mo2liwe sg dwa przypadki:
)
1 &-Kdnx
)
2" KyfKy
Dla pierwszego przypadku ukied réwnmi (24) 1 (25) upreszcza sie do
postaci:

- s (27
at " "K+S
4B VdES
- " X+ (28)
Po podzieleniu réwnenia (27) przez réwanie (28) otrzymije sie:
8 Ta (29)

dE Va
Calkowanie réwnania (29) w granicach (S° »8) orsz (1,E) prowedzi do
zaleZnodci wigzgce) stezenie aktywnego enzymu ze stqienieam substratu:
= va
E-"-T(SO-S) (30)

Podstawiajqc zaleznoéé (30) do réwnanis (27) uzyskujemy:

2
ds vds +v-s-vd5°5
-2 g 8 (31)
at KeS

Calkujgc réwnanie (31) w granicach (S, »8) orsz (0,t) otrzymuje sie roz-
wigzanie:

v, v,
- (-‘-,i'--s°+s)s
1 a K a °
ts — |1n +* 1N co———— (32)
Va a Va v
Tr-8,+8 —=x-8, -—Ss
a a a
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Dla drugiego przypadku, gdy x_.‘xd. podzielenie réwnar (24) 1 (25)
stronani prowadzi do rdwnania réintozkowego:
as Ya (xd+s)
a8 th(‘.#S)
Calkujqc réwnsnie (33) w grenicach (S, ,S) oraz (1 s E) otrzymuje sie
zalenodé miedzy steieniem aktywnego enzymu E a steZeniem substratu:

(33)

_ Y4 Ya Kd+s
2-1-?.—(80-3)4'-;;-(!.-“)1!1;-3-; (34)

Podstewienie zaleinodci (34) do réwnania (24) daje réwnanie réiniczko-
we opisujace zmiane steienia substratu:

32 xd+s
\ ~v(v.-vds.)s+vd(l---x‘)Shx e
“Tat " X +5 —e (35)

Rozwigqzanie tego réwnania moZna uryskeé tylko metodami npumerycznymi.
Dla ograniczonego zakresu steief, po dokonaniu odpowiednich uproszczen,
nozna jednak rozwigzed analitycznie ukad réwner réZmiczkowych (24) i (25).
Jezeli steienia spelniajq warunmki:
S»>K, orez SDK,

réwnania (24) 1 (2%) upraszozejq sie do posteci:

-%-'-i (36)
'-T‘:-Vdi . (37

s .5
i (38)

Nalexy zwrdcié uwage na to, e réwnanie (38) jest identyczne z réwna-
niem (29), ktére zostale wyprowadzone dla przypadim K,=Kq=K. ¥ dalszych
rozwazaniach me2na wiec korzystad z zaleincéci (30), ktéra pe podstawieniu
de réwoania (36) dajes

- -ﬁ- =V, = Vg8, 4+ V48 (39)

Catkowanie ¥ granicech (s. ¢+ 3) prowadzi do zalesncdoli:

teln Tn (k0
Ya=Ya (s° -8) )




20

Dla stezed speiniajqcych warunki:
S<€K, oraz 8<K,

réwnania (24) 1 (25) przyblors postad:

a8 "ms
-Tl?'—'-'gs (41)
aE  Va =
-_d?._d.;s (42)

Dzielac stronami réwnania (41) 1 (42) otrzymuje siq:

s _Yafa &
5. )

Calkujac w graniocach (S, ,S) oraz (1 , E) uzyskujemy rozwigzenie w postaci:

Ee1 -%E-(so-s) (k)

Podstawiajac zaleinodé (44) do réwnania (41) otrzymuje sie:

a8 Va2, s Ya
-8 452, Bg._Ls 8 (45)
at K, K, K, ©

Calkowanie w granicach (S, 8) oraz (0,t) prowadzi do rozwlqzania:

Yag,m_Ja
t(%:.-_:%so)'h s°(x’is+v:LKd *) (46)

ktére jednak ze wzgledu na uwikieng postaé nie jest dogodne do identyfika-
_©3j1 parametréw kinetycznych, Uwags ta dotyozy réwniez rozwigzania przedsta-
wionego zaleznocig (32). Werto jednak szozegSlowo przesmalizowaé réwmenia
(30) 1 (34), ktére wigte aktywnoSé enzymu ze ste2eniem H,0,. Dla prrypediu
K, =K4=K, po przeksztalceniu réwnania (34), otrzymuje sie:

8,-5= .‘.:i.u-i) w7

Natomiast réwnanie (38), stuszne dla &"Kd' przyimuje po  przeksztalceniu
nastepujacy postad:
Kd +8

T, “

- 8,-8= .;:.(1-E) + (K -Kp In

Warunki doswiasdozenia (steZemie emzymu) moina tak dobraé, aby doulo do
catkowite) dezaktywacji enzymu zanim steienie S spadnie do zers, Po u=
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wzglednieniu tego w réwnaniech (47) L (48) otrzymuje sig:
- dlea K‘-KdaK

so-s -.—J— = gonst, (49)
a va

- dla K‘;‘Kd
S. -8 -K K,+S
o783 1, KK 1l (50)
Va Va Va d+S°

Powy2sze réwasnis pozwalaja na wyciggniecie nastepujgcych wnioskdéws

a) jJezeld K =Ky =K, to wéwozas 11046 substratu rozkladanego przez Jjed-
nostke enzymu nie zelezy od stezenia poczatkowego substratu;

b) Jszell K‘;‘Kd, to wéwczas 1lcéé substratu rozkladanego przez jednost-
ke enzymu zmienie sie wraz ze zmiang steZenia poczqtkowego substratu,
przy ozym wielkodé te rofnie ze wzrostem steZenia poczatkowego dla
K> Kd' e maleje dla K‘< Kd.

Powy2sze rozwazanis, blorace ze podstawe model matematyozny skladajgqcy
sie z ukladu réwnar ré2niczkowych (24) 1 (25) oraz warunkéw poczgtkowych
(26), sq stuszne dles warunkéw izotermioznych. Wiadomo, Ze reakcjs rozkadu
nadtlenku wodoru przebiege ze znacznym efektem cieplnym 1 dlatego mozZna
spodziewsé sie trudnodol z utrzymaniem state] temperatury reskoji., Odnosi
sig to szozegdélnie do dcéwiadczeri dla wysckich stezert azoz. gdy ze wzgledu
na duzg szybkosé dezektywacji trzebs stosowaé wysokie stezenia enzymu,
W takim przypedku nalezy uwzglednié wplyw temperatury na szybkoéé reakcji
oraz dezaktywacji i wéwczes otrzymuje sic nastepujacy uklad réwnar:

as v (T)ES
a " T x:(r5+s 51
& vq (T)ES

o T TR () +8 (52)

o . (_;:”[;:—-g%‘ -k (1-1) (53)
wrez z varunkami poczqtkowymi

S(t=0) = S,

E(t=0) =1 (54)

T(te0) =T,

gdzie:
Ve (1), vq (T), K, (T), K4 (T) - dodwisdczalnie wyznsozone zaleZnofol
parametrév kinetycznych od temperatury



3+.2. Katalaza v komérce
b
Przystepujqe do formulowania modelu ntentycznego procesu rozkiadu
nzoz przez lntllazg w komérkach droz2dzy Sacchnro-yoos cerevisise przyjmij-
my nastepujace zaloZenia:
1. Réwnanie opisujgce kinetyke rozkladu H,0, ma takg samg postad, Jak
dla enzym znajdujgcego siec w roztworze:
kouEa S
l‘sk - TkT-s— (55)
2, Réwnanie opisujgce kinetyke dezektywacji kestalazy przez H,0, ma réw-
niez take samq postaé, jJak dla enzymu znajdujacego sie w roztworze:
VaxEq S

Tax = T, e8 (56)

3, Stale wystepujgoe w réwnaniach (55) 1 (56) moge sie réinié od stalych
wyznaczonych dla katalazy uwolnione) z komérek dro2diy, _
4, Proces dezaktywacji termiczne} katalazy jest znacznie wolniejazy od
dezaktywac)i substratem i moina go poaingé,
5. Przenoszenie nzoz przez blone komérkows wpiywa na szybkodé procesu,
6. Przenoszenie H,0, przez blone komdérkowg Jest procesem dyfuzyjnya.
Liczne badania nad przenoszeniem substancji przez blony komérkowe
drotnoustrojéw [86 - 88] wykazaly, Ze proces ten z dobry dokladnoscigq opi-
suje réwnanie dyfuzji Ficka, Natomiast dla pewnych substencji o wainym
znaczenin fizjologicznym istniel)q imne wyspecjalizowane mechanizmy trans-
portu,
Strumief masy przenoszonej] na drodze dyfuzji przez blone o powlerzchni
A opisuje nastepujace réwnanie:

I =PA(C,~Cp) (57)

gdzie:
c1 ,(:2 stezenia substancji w roztworze po obydwu stronach btony,
P - « stala przepuszozalnofci.

Po uwzglednieniu wspSterymnika podziatus
T o
1 2
- . — (58)
) C, G
gizie:
C3+C3 = Stezenia substanc)i dyfundujecej w biomie na granicy faz,

otrzymuje sie:



Struaiedi masy dyfundujgqcej w blonie wynosi:
cy-c3
I=D A—T_ (60)
gdzie:
D, - wspblczynnik dyfuzji w b!onie,
1 - grubo#é blomy. .
Po poréwmaniu zaleznofci (59) i1 (60) otrzymuje sie:

potple (61)

1

7. Opér przenoszenia przez bione komérkows jest giéwnym oporem dyfuzyj=-
nym, & gradient steienia substratu wewngtrz komérki mozma pomingé,

Zniany stezenia H,0, w reaktorze ckresowyn zawiersjacym komérki droz-
dzy, ktére wykszuje aktywnoié katalazy, mozna opisaé réwnaniem:

- % -k, (3-5,) (62)

Wspélczynnik przenikania H,0, przez blone komérkows ky Jest zdefinio-
wany nastepujaco:

k.h—b—nltpl (63)

8 1
gdzie:
& = powierzchnie miedzyfazowa tworzona przez blong komérkowe na jed-
nostke objetodci uktadu.

Szybkodé procesu dezaktywacji katalazy opisuje réwnanie:

dE v, S

at de+sk
ktére po wprowadzeniu bezwymisrowego steienis (aktywnofci) enzymu przyjmu= -
Je postaé:

aE _ YakESy

dat de + sk

Vartodé stezenia substratu S, wewngtrz komérki jest okreslona przez

réwnowage dynamioczng miedzy szybkodcig dyfuzji przez blone komérkowy
skladnika reagujacego, & szybkofcis zuzywania tego skladnika w trakcie re-
akoji:

~(63)

kzkEask
"‘; (8-5,) = K +5, (66)
Stosujac bezwymiarowe steienie enzymu E, uzyskujemy:
i :
k,(S-85,) = acES (67)

Kal + Sk
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gazie:
mG - k2k EO'
Po wykonaniu prostych przeksztalced otrzymuje sie réwnanie kwadratowe
ze wzgledu na Shc

82 4 8 (Kyy + o

Tylko jeden pierwiastek réwnania (67) ma sens fizyczny:

-8) -K,S=0 (67)

S= - “kn A[(lgmﬁ -8)2410&8‘
8y = - - ks (68)

Zalefnoéé (68) przedstawia zmlang st¢ienia H,0, wewnatrz komérek droz-
dzy ze zmiang ste2enia aktywnego enzymu E oraz ste2enia 11202 w reaktorze.

Model matematyczny opisujacy rozklad nzoz w reaktorze okresowym przez
katalaze znajdujaca sie¢ w komérkach tworzy uktad dwéch réwnai  réiniczko-
wych zwyczajnych:

- B -k (s-8y (69)

E
- 2B M (70)

z warunkemi poczgqtkowymi:

S(t=0) = S, P
E(t=0) = 1

Stezenie S, wystepulace w réwnaniach (69) 1 (70) jest zdefiniowane za-
leznodciy (68)., Je2eli komérki maja blong o malej przepuszczelnofici 1ud

wykazujq wysoks aktywnodé katalazy, steZenle 3202 wevnatrz komérek bedzie
berdzo niskie, W takich warunkach réwnanie (55) uprsszcza sig do postaci:

Tok ™ %E‘Sk (72)

Korzystajqc z tego réwnania wyznacza sig stg2enie S, wewngtrz komdérki
z zale2nofoi:

Sg = -:'———f (73)
k, + -Eg-i
: mk
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kazdym razem powtarzalne warunki, dlatego w delszych badanisch przeprova-
dzono dziesigcickrotnie operacje zamrazenia i rozmrazania prébek.

. Pomiasry ste2enia H,0, wykonywano metods manganometryczns, ktéra byla
stosowana wielokrotnie w badaniach nad kinetyks dzialania katalezy [28,
29, 89]. Pobieranie prébek o zmiennej cbjetosci (od 1 ca’ do 20 ow’) 1 u-
ycie mianowanych roztworéw KMnO, o steZenlach od 0,005 mol/dn’> do
0,02 mol/dn® umotliwilo wykorzystanie jedne) metody pomiarowe) dla calego
zekresu stezed H0, (od 0,0015 mol/ do 0,8 mol/dm”),

Ze wzgledu na to, 2e w badaniach stosowano material biologiczny,
istniala mozliwodé wystepowania reakoji ubocznych., Doswiadczenia wykonane
z drozdzami, w ktérych katalaza zostala zdezaktywowana teraicznie, wykaza=-
ty jednak, 2e stopief przemiany H,0, stanowi mniej ni2 2% wartofcl u~
zyskane] dla prébek bez wczedniejsze] dezaktywac)i katalazy. Wskazuje to
na mozliwodé pominigcia wplywu reakcji ubocznych, Przy doborze parametréw
procesu dezaktywacji termicznej (3 godziny w tempersturze 90°C) kierowano
sie wynikeal innych badaczy [90, 91], ktérzy stwierdzili, Ze katalaza po-
chodzenia mikrobiologicznego jJest stosunkowo odporna na dezaktywacje ter-
miczna,

4,3, Sposéb przeprowadzenia dofwiadczer

4,3,1, Katalaza uwolniona z komérki

Badania nad dezaktywacla katalazy wymagajs stosowania berdzo niskich
stezeri enzymu. W trakcie dodwiadczer watepnych stwierdzono, 2e stezenie
dro2dzy, ktére byly Zrédiem katalazy, powinno wynosié od okolo 0,004 g/cjn3
do 0,1 g/n!n3 w przeliczeniu na suchg mase, Materialem wyjéciowym do badari
byly zawiesiny drozdzy w buforze fosforanowym (NcﬂaPOh-NaHPOl‘) o steZe-~
niu 0,(’} mol/dm’ 1 pH=7,0. Przygotowsno zawiesiny o nastepulacych steze-
niach drozd2y: 1,79 g/dw; 3,56 g/dn’; 7,16 g/dnd; 14,32 g/am> 128,64 g/dw’.
Nastepnie przelano je do polietylenowych pojemikéw i przechowywano w tem-
- peraturze - 20°C.

Prébke do badari o objetodci 2,5 cm’ lub 5 cw’ odmierzano pipetg z za~
wiesiny, ktéra wczednie) poddana byla dziesieciu kolejnym zemrazaniom 1
rozmrezaniom celem uwolnienia katalazy z komérek. Przed rozpoczeciem kaz-
dego z dofwiadczed przygotowyweno roztwir !1202 o zatoZonym ste2eniu w bu-
forze fosforanowym (stezenie 0,02 mt::l/dm3 » PH = 7). Dokladng wartosé stezew
nia H2°2 wyznaczano przez pobranie prébki i zmiareczkowenie, Naste¢pnie od-
mierzano 1 dm3 przygotowanego roztworu uzoz 1 umieszczano w termostatowa-
nym reaktorze, Po ustaleniu sie temperatury wprowadzano prébke zawlerajgcy
katalaze uwolniong z komérek, W okreslonych odstepach czasu pobierano
prébki roztworu reakcyjnego, wprowadzano do 5n HZSO,. w celu zahamowania
reakcji i metods manganometryczng wyznaczano stelenle uzoz. Dodwiadczenie
koficzono w chwili, gdy nie obserwowano Juz dalszych zmian steZenia sube
stratu, oo &wiadczylo o catkowite] dezaktywacji katalazy.
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¥ ozekci dodwiadczeri (dla niskich steied H,0, 1 wysokich steied enzy-
m1) dezaktywacja nie zachodzita do kofice w trekcie Jednej aszariy, gay2
wozednie) nastepowal rozklad H,0, 1 dlatego wprowadzano do reaktora Swiezs
porcje H,0,, a pobrena w oiggu 30 sekund prébka roztworu reakoyjnego situ-
2yla do wyznaczenia steienia poczgtkowego dla drugie) szariy.

Nalezy zwrécié uwage na znaczenie préb wstepnych, w trakeie ktérych
tak dobrano stezenie katalazy, aby mozna bylo w peini uchwycié zjawiako
dezaktywacji. Zastosowanie zbyt wysokiego stezenia enzymu powoduje azybkie
zmniejszanie sig stezenia H,0, w reaktorze 1 dezaktywacja zachodzi tylko
w niewielkim stopniu, W ten sposédb prowadzone sq 2z reguly badania nad ki-
netyks reakcji, gdy dazy sie do wyeliminowania zjawieka dezaktywacji, Wie~
dzaqc o0 tym, %e szybkofé dezaktywacji wzrasta ze wzrostem steienia H,0,,
nale2alo dla wysokich stezer poczgtkowych Hzoz zastosowaé odpowiednic wy2-
aze stezenie enzymu, gdyz inaczej stopierl przemieny substratu byitby nie~
znaozny, a pricz to posiar malo dokladny. Przy doborze ilodci katalazy ue-
2yte) w poszozegélnych dodwiadczeniach nalezalo jeszcze uwzglednié  wplyw
temperatury na szybkodé reakcji i dezektywacji. Okazalc sig, 2e ze wzrostem
temperatury szybkodé reakcji zmienia sie¢ nieznacznie (przy wzrofcie tempe-
ratury o 10°C stala szybkodci wzrestata ponizej 10%), natomiast szybkosé
dezaktywacji wzrasta bardzo wyrainie, Z tego wzgledu w dofwiadezeniach
dla togo samego steienia poc.zqtkowogo Hzoz. ale dla niziszych teaperstur,
stosowano cdpowiednio niisze stezenia enzymu, Przygotowane zawiesiny
drozdzy o steseniach od 1,79 g/dm’ do 28,64 g/dm> zapewnialy £rédio enzymu
dla calego badanego zakresu stezenr H,0, 1 temperatur,

Doéwiadczenia wykonywano w nastepujgcych tempersaturach: 5°C, 1o°c,
20% 1 30%, W temperaturach wyzszych od 30°C dezaktywacja katalazy uwole
nionej z komérki jest bardzo szybka i pomiary nie dajg zadowalajgce] do-
kladnoéod.

W badaniaoh dgzono dc¢ zastosowania moiliwie najszerszego zakresu ste-
. et nzoz, poniewaZ na podstawie zmian ste¢ienia H,0, w reaktorze weryfiko-
wano zaréwno réwnanie kinetyczne reekcji, jak i dezaktywacji. Dla stezed
poczatkowych !1202 nisszych ed 0,005 lnlol/n3 dezaktywacja katalazy przez

02 zachodzi bardzo wolno i nie jest mozliwe calkowite pominiccie dezak-
tywacji termiczne). Dodatkowo pojawiala sig problemy natury eanalityoznej
przy oznaczaniu ste¢2enia nzoz metodq menganometryczng, Natomiast dla ste-
2efi poczgtkowych wy2szych od 0,4 kmol/m3 wystepuje znaczny efekt cieplny
podczas rozkladu H202 i nie udawalo si¢ juz zachowaé w peini warunkéw izoe-
termiocznych, a wzrost temperatury przekraczal o,5°c podczas plerwszych
kilknastu ninut deoéwiadezenia, W badaniach stosowanc nastepujgce stezenia
poozatkowe H,0,: od 0,005 kmol/a> do 0,01 kaol/m’, 0,025 imol/a>,
0,05 kmol/m>, 0,1 kmol/a>, 0,2 keol/m> 1 0,4 kmol/m,

4,3,2, Katalaza w koméroe

Doéwiadczenia przebiegaly w podobny sposéb, jak dla katalezy uwolnio-
nej z komérki. Przygotowano buforowany (bufor fosforanowy ] stezeniu
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0,02 m:l./dm3 1 pH=7) roztwér !{202 o zalozonym stezeniu i po pobraniu
prébki dla wyznaczenia dokladnej wartodéci stesenia poczgtkowego odmierza-
no 1 roztworu i unieszczano w termostatowanym reaktorze. Po ustsleniu
si¢ teuwperatury wprowadzano do reaktora odmierzong pipetq prébke zawiesiny
drozdzy, ktérgq uprzednic przygotowano w kolbach misrowych i przechowywano
w lodéwce w temperaturze 4°C, Stosujac taka samg 1lofé dro2dly, jek v przy-
padiku katelazy uwolnionej z koadrki uzyskiwano znacznie wolniejszy rozkiad
Hzoa i1 dlatego wydiuZeniu ulegly czasy, po ktérych pobierano prébki z re-
aktora, Doswiadczenia koriczono w chwili, gdy nie cbserwowano juz dalszych
zmjen stezenia H,0,, co dwiadezylo o pelne) dezaktywacji katalazy, Dla
niskich stezer poczgtkowych H2°2 dezaktywacje enzymu przebiegala wolnie),
ni2 rozklad H,0, 1 dlatego zachodzila koniecznodéé doprowadzenia do reakto-
ra nowych porcji H2°2'

Dodwiadczenie wykonano w temperaturze 30°C dla nastepujgcych stezeﬁ
poczgtkowych H,0,: 0,005 ml/n3<s < 0,01 kmol/w’, 0,0179mol/m>,
0,025 kmol/m>, 0,05 kmol/m>, 0,075 kmol/-P. 0,01 kmol/w’, 0,015m01/-3,
0,2 kmol/m>, 0,4 kmol/w> i 0,8 kmol/m>. W nizszych temperaturach maleje
przepuszczalnodé blony komérkowe) 1 szybkoéé dezaktywacjl, powodujsc nade-
mierne wydiuzenie czasu doéwiadczer. Przeprowadzono ponadto doéwiadczenia
porévnawcze dla stezenia poczgtkowego 0,025 imol/w® w zekresie teaperatur
od 20°C do 50°C, Pozwolilo to na oszacowanie wpiywu temperatury na prze-
puszczalnodé blony komérkowej i szybkoSé dezaktywacli katalazy w komérce,



5. WYNIKI BADAR DOSWIADCZALNYCH

5.1. Ketalaze uwolniona z komérki

Otrzymane wyniki doswiadczeri poddano snalizie wykorzystujqc rozwazania
matematyczne zamieszczone w podrozdziale 3.4, Dla calego badarego 2zakresu
temperatur stwierdzono, 2e 1losé nadtlenku wodoru rozktadenego przez Jed-
nostke katalazy wzrasta ze wzrostem stezenia poczatkowego. Swiadeczy to
o motliwofci zastosowania modelu w postaci ukladu réwnafh (24) i (25) wraz
Zz warunkami poczgtkowymi (26):

.88 (7%)
at xm+s
aF vdfs

at = Ky+S (75)

S(t=0) =5 76
E(t=0) = 1

przy czym musi byé spelniony warunek K. >FK,4.

Korzystajqe z danych dodwiadczalnych nalezy przeprowadzié identyfika-
cje czterech parametréw kinetycznych: Vor Kp» vq i Kd. Moina to uzyskaé
metods najlepszego dopasowania rozwigzad modelu (réwnenia (74) i (75)) do
dosdwiadczalnie zmierzonych stezet stosujgc przy doborze paremetrdw kine-
tycznych Jedns ze standardowych procedur optymalizacyinych [92]. Wymaga to
Jednak dlugotrwslych obliczer ze wzgledu na duzq liczbe doéwiadczeri 1 ko-
niecznoéé stosowania metod numerycznych przy wyznaczaniu rozwigzafi modelu,

Z wezednlejszych rozwazar wiadomo, 2e dla stezeil spelniajqcych warunek
SZK, oraz S€K; uklad réwnad (74) 1 (75) mo2na uprofcié do nastepujgce]
postaci:

as =
- u KES 77
1t ( )

- == = kyES (78)

Jezell uda sig w sposéb niezaleiny wyznaczyé parametry k 1 kys to wéw-
czas cale zagadnienle uprodci sie do identyfikacji tylko dwéch parametréw
[93].
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Uklad réwnari (77) 1 (78) ma rozwigzenie analityczne:

k
S-rd

Sof8 + 1:-‘;- - 5,)

ktére przedstawiono tutaj jJako przeksztatcong postad réwnania (46). Spo=-
rzadzajac wykres zaleznosci
s 4
1n od t

S.(s + £~ -s)

otrzymuje sie linie prostq o mchylaniu ( S X )kd s przechodzqcq przez
poczatek ukadu wspdirzednych., Algorytm obliczEzaletny Jest od  sposobu
przeproewadzenia doswiadczeri i moZna wyréznié dwae przypadki:
1) enzym zostaje zdezaktywowany calkowicie,
2) enzym zostaje zdezaktywowany czedciowo.
Dla pierwszego przypadku mo2na wyznaczyé cetkowitg 1lodé rozlozonego
substratu przez jednostke enzymu:

- (s, -—--)kd (79)

k
AS-SO-S-T&—

Znajac wartosé 1«:/kd mo2na przedstawié zaleinodé (79) na wykresie, Po
wyznaczeniu wspétczynnika kierunkowego prostej oblicza sie stale kd 1 k.

Dla drugiego przypadku, gdy wystepuje tylko czesciowa dezaktywacja
katalazy, obliczenia polegaja na znalezieniu takiej wartoscl parsametru b =
- k/kd, ktéra maksymalizuje wspéiczynnik korelacji dla réwnania 1inii
prostej. Znajao wspéiczynnik kierunkowy proste] oraz parametr b mozna obe
liczyé state kd i1 k, Przedstawiona tuta) metoda wymaga wprawdzie wielo-
krotnych cbliczeri, ale tatwo Jg zaprogramowaé na mikrokomputer,

State kinetyczne (kd s k) mozna tekie wyznaczyé przez zastosowanie ne-
tody rézniczkowej [94]. Réwnenia rézniczkowe (77) i (78), po wykonaniu
przeksztalcer metematycznych, dajq sie¢ sprowadzié do jednego réwnania
(réwnanie (45)), ktére po podzieleniu przez S przedstawia linie¢ prosty:

—s—tk-kds +kds (80)

r Z nachylenia 1inii prostej wyznacza sie kd' natomiast z odcigte) dla
% = O wyznacza sig k znajac ky i S . Metode te¢ moina zestosowaé nieza-
leznie od stopnia dezaktywac)i enzymu. Wyniki dojwiadczalne uzyskane dla
stezeri poczatkowych H,0, nizszych od 0,01 kmo]./m3 analizowano za pomoca
metody catkowej (rys.1 1 2) i réiniczkowe) (rys.3)., Mozna zeuwazys, e w
metodzie réiniczkowe) uzyskuje si¢ znacznie wig¢ksze odchylenie punktéw
deiwiadczalnych od 1inii prostej, niz w metodzie calkowe],
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Rys.3. ZaleZno&é _"ss_ od S:

(x) S, =0,0063 kmol/m’; ky = 0,044 m>/kmol * &5 k=23 107 &
(#) S, =0,0095 kmol/m’; k,=0,036 m>/kmol 85 k=2,1+10" " 5~
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(0) S, =0,0098 kuol/n’; ky=0,039 w/imol » 83 k=41 10 s~

(dwukrotnie wyzaze ste2enie enzywu)

Dla pordéwnania wyznaczono stale k 1 kd metodg najlepszego dopasowania
rozwigzed nume ch réwnania (45) do zmlerzonych stezes H,0, (dla
54< 0,01 kmol/m’). Przy doborze parametrdéw k i k, stosowano metode sim-
pleks {95) poszukujac minimum funkcji celu:

N M
2
Fa E E(xdoéw. '°‘ob1.) (81)
i=1 j=1
gdzie:

N - 11066 doéwiadczes dla S,< 0,01 kuol/m’,

M - 1105é punktéw doswiadczalnych w i-tym doswiadczeniu,

ch ofw, = stopien przemiany substratu obliczony na podstawie do~

dwiadczalnie wyznaczonego stezenia H202,
b1, stopied przemiany obliczony na podstawie stezenia 1-1202 O~

trzymenego przez numeryczne rozwigzeanie réwnania (45) meto-
dg Rungego-Kutty.
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Wyznaczong w ten sposéb stalg ky poréwnenc z wartoidciami wyznaczonymi
metodg calkows 1 ré2niozkows. Z obliczerl wynika, 2¢ sredni blad dla metody
calkowej wynosi 8%, a dla metody réiniozkowe] 13%. Ze wzgledu na prostote
obydwie metody moge znaleié w przyszloiocl zastosowanie przy ocenie stale]
szybkodci dezaktywacji ré2nych preparatéw katalazy, Wykonujac tylko Jedno
dodwiadczenie Jesteémy w stanie wyznaozyé zaréwno stalg szybkofci reakcji,
Jjak 1 stalq szybkosci dezaktywacji. Dokladnosé oznaczenia moina  poprawié
przez zwiekszenie liczby dodwiadczeri dla tego samego steZenia poczqtkowe-
go Hy0,.

W nastepnym etapie obliczeri wyznaczono state Km, Kd, va 1 Va wyko-
rzyatujac wyniki dodwiadczalne dla catego badanego zakresu stgzeﬁ Hy0,.
Dysponujac wyznaczonymi wczeiniej wartosciami k'vn/Km i kd'vd/xd zagad~
niania mozemy aprowadzié do identyfikacji tylko dwéch parametréw, Przy doe
borze tych parametréw stosowano metode simpleks poazukujqc minimum funkcji
celu o postaci réwnania (81). Stezenia wyznaczano rozwigzujac numerycznie
uklad réwnaii rézniczkowych (74) 1 (75) metodg Rungego-Kutty ozwartego rze-
du, Dla dodwiadczeri wykonywanych w temperaturze 30°C najlepszq zgodnoéé
uzyskano dla nastepujgacych wartoici parametréw:

Ky = 0,052 kmol/l3,
K, = 0,138 knol/m>,
vq = 1,92 4107 1/s,

2,75+ 1072 kmol/m’ » s 1lub wielokrotnodé tej wartosci (zalez-
ne od atosowanego stezenia katalazy).

Va

Na rys.4 -9 przedstawiono poréwnanie doiwiadczalnie wyznsozonych ste=
2eri H,0, z rozwiqzaniami numerycznymi modelu matematycznego (réwnania
(76), (75) 1 (76)) wykorzystujac podane powyiej wartoici parametréw, Na
rysunkach tych mozna zauwazyé bardzo dobrg zgodnodé danych doéwiadczalnych
z rozwiazaniami w calym badanym zakresie stezer, Na rya.5 i 6 przedatawio-
no dcdatkowo linla przerywang rozwigzanla numeryozne modelu uproszczonego
{réwnenia (77) 1 (78)). Wykazujq one narastajgqce odchylenia od danych do-
dwiadczalnych ze wzrostem stezenie poczqtkowego. Na rys.7 przedstawiono
linia przerywana rozwigzania numeryozne przy znlozenm Km Kd-K dla dwéch
warto$cl tej stalel: 0,052 l<:mol/m3 1 0,138 kmol/n + Mo2na zauwazyé bardzo
duze odchylenia od danych dojwiadczalnych, a ponad 2,5 krotne zmiana war-
todcl stalej K prcwadzi tylko do nieznaozne] zmiany przebiegu rozwlgzania.

Dla doswiadczer wykonanych w nizszych temperaturach (20°C, 10°C 1 5°C)
przeprowadzonc identyfikacje parametrdéw kinetycznych w taki sam spoadb,
Jak opisany powy2ej, Otrzymane wyniki pozwalajq na nastepujaoe stwierdze-
nia:

a) Kp 1Ky nie zalezq od temperatury w badanym zakresie 5930°C,
b) v4 maleje bardzo szybko ze spadkiea temperstury,
c) v, maleje nieznacznie ze spadkiem temperatury,
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Rys.4, Zmiany stezefi podczas rozkladu H,0, przez katalazq
uwolniong z komérki (S o< 0:01 mol/m )
(c),(e) punkty doéwiaduzalne.
(=) rozwigzania numeryczrie réwnari (74) 1 (7%)
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Rys.5. Zmiany stelerfi podczas rozkiadu H202 przez katalaze

uwolniong z komérki (S = 0,025 kmol/m )
(©),{s) punkty doéwiadczalne.
(—) rozwigzania numeryczne réwnan (74) 1 (75),

{(——-) rozwigzenia numeryczne modelu uproszizenegd
{réwnania (77) 1 (78))
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Rys.6. Zmiany stezan podczas rozkladu H202 przez katalaze
uwolniong z komdérki (So = 0,05 lmol/uB):
(o), (e),(8) punkty dosSwisdczalne,
{—) rozwigzania numeryczne réwnah (74) 1 (75),

(-=--) rozwigzania numeryczne modelu uproszczonego
(réwnania (77) 1 (78))
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Rys.7. Zmiany stezer podczas rozkladu H,0, przez katalaze
uwolniong z komérki (S, = 0,1 imol/n’) :
(0),(®) punkty dodwiadczalne,
Linie na wykresie przedstawia)g zmiany stezer wyzra-
czone przaz numeryczne rozwiszanle réwnan (74) 1 (753,
( ) K = 0,138 laol/w’, K, = 0,052 kmol/m’;
(=+=+=) K, = K4 = 0,052 kmol/w’;
(= = =) K = Ky = 0,138 kmol/
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Na rys.10 przedstawiono wyniki dofwiadczerl wykonanych dla tego semego
ste2enia enzymu { stgienia poczgtkowego !1202 (0,05 knol/m’), ale w ré2nych
tempersturach.

007
i o 30°C
g ® 20°C
__ 006} 14 10°C
T L © 5°
© 00s¢
X
wn
004
003
0.02
001
0 1 1 1 1 1 1 1 ! 4 1 1 L

Rys.10. Wplyw temperatury na zmlany stezenia podczas rozktadu Hzoz
przez katalaze uwolniong z komérki:

(©),(®),(2),(®) punkty doswiadczalne,
(—) rozwiszenia numeryczne réwnaf (74) i (75)

¥ plerwszym okresie procesu (okolo 20 minut) szybkoié reakcil jest w
przyblizeniu taka sama dla kazdej z badanych temperatur. Nastepnie uwie
dacznia sie znaczny wplyw temperatury na szybkos¢ dezektywacji  katalazy.
W <teuwperaturze 30°C, Juz po okolo 1 godzinie, nastgpuje calkowita dezakty-
wacje enzym:, Natomlast dla doiwiadczenia wykonanego w najni2szej badane]
temperaturze (5°C) w ciggu 4 godzin substrat zostaje prawie zupeinie wy-
czerpany 1 nelezy dodaé nowg porcie Hzoz. aby doprowadzié do  caltkowite)
dezaktywacji enzymu,

Ne rys.11 przedstawiono wykres zaleZnosci Ink od odwrotnofci tempera-
tury (1/T). Energia sktywacji obliczona na podstawie danych zamieszézmych
ne tys wykresie wynosi 4,9 kJ/mol, Wertodé ta zgadza si¢ z wczedniej pub-
1ikowsnyml danymi [45,51,52] . Nalety zwrécié uwage na to, 2e w niniej-
sze] precy zastosowano odmienns od cotychczas stoscwane) metodyke badania
rozktadu Hzoz przez katalaze, ktéra polege ne anelizowaniu obydv_m wystepu=
Jqcych réwnolegle proceséw: reakcji chemiczne] 1 dezaktywacji enzymu, Po~-
przednio publikowane wartosici energil aktywacji wyznaczono na podstawie
badarn kinetyki w warunkach umozliwiajecych pomini¢cie precesu dezaktywa-
cii.
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Rys.11. Wplyw temperatury na stals szybkoécl reakcji rozkladu H202
przez katalaze uwolniong z komérki

Na rys,12 przedstawiono wykres zale2nosci lnkd od odwrotnofci tempe-
ratury (1/T).
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Rys.12, Wplyw temperatury na stala szybkoéci dezaktywacji
katalazy uwolnionej z komérki
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Obliczona energia aktywacji dla procesu dezaktywacji katalazy wynosi

58,6 kI/mol i jest 12 razy wickszza od wyznaczonej dla reakecji rozktadu
Hy0,.

Wykonujgc dodwiadczenia dla najwyzszych stezed poczgtkowych H202
(0,4 xmoi/m’) w temperaturze 30°C zaobserwowano znaczny efekt cieplny re-

skcji prowadzgcy do wzrostu temperatury o okoto o,5°c mimo termostatowania
reaktora, Otrzymane wyniki wskazujgq na to, 2e energia aktywacii procesu
dezaktywacjil zalezy silnie od temperatury., W zwigzku z tym przeprowadzono
obliczania majgce na celu oszacowenie wplywu odchylenia od warunkéw izo-
termicznych na uzyskiwany stopier przemiany. Rozwigzano numerycznie uklad
réwnad rsézniczkowych (51), (52) 1 (53) wraz z warunkami poczgtkowymi sto-
sujgc metode Rungego-Kutty czwartego rzedu. W obliczeniach wykorzystano
wyzneczone wezeéniej wartosci energii aktywacji. Wspélczynnik przenikania
ciapla k_ « 16 h"‘l wyznaozono na podstawie krzywej chlodzenia zawartosci
reaktora od 50°C do 30°C, ktéra atenowi rozwigzanie réwnania:
4T

ot = "k (T-To) (82)

T (t=0) « 50%

W tabeli 1 zamleszczono wyniki obliczerl stezenia Hzoz, aktywosci en-
zymu i temperatury roztworu reakcyjnego dla nastepujacych przypadkéw:
a) nieskoriozenje szybkie odprowadzsnie ciepla z reaktora - proces 1zo-
termiczny,
b) cgraniczona szybkoié odprowadzania ciepla z reaktora przez termostst,
¢) brak cdprowadzania ciepta - proces adiabatyczny.

Tebelia 1

Wyniki obliczen steienia Hzoz, aktywrioécl enzymi i temperatury
roztworu reakcyjnego dla rdéinych warunkéw odprowadzenia ciepta z reaktcra

. kq ) kq 16 n kq 0
T
s = T S - T ) - T
min, ! E
Kmol/m> ! E K Jaaod/m’ K kmol/m3 E X
¢ | 0,395 i1,00c!303,00 9,395 |1,000l303,00| 0,395 |1,000{203,00
2 | 0,377 |0,819!303,00| 0,377 {0,816;303,32| 0,377 |0,816|303,41
4 | 0,33 |0,671{303,00| 0,363 |C,665|303,44| 0,363 |0,662|20%,74
6 ~ - 303,00 0,352 |0,541!303,46| 0,352 |0,536|304,01
3 - - 203,00 0,343 |0,441|303,44| 0,343 |0,481|304,43

10 | 0,335 |0,371!303,00{ 0,335 |0,360|303,29| 0,335 |0,347|304,40
20 | 0,313 |0,132|30%,00[ 0,314 |0,133|303,17| 0,316 [0,114| 304,86
z 0,305 |0,053|303,00{ 0,306 |0,059|303,05| 0,309 |0,037|305,

4o | 0,302 |0,020|303,00{ 0,303 {0,019|303,02| 0,307 |0,011{305,06
50 | 0,300 |0,008/%203,00] 0,302 |0,007|303,00{ 0,307 |0,004|305,07
60 | 0,300 |n,003!303,00 0,302 |0,003|303,00| 0,307 |0,001|305,08




Z przeprowadzonych obliczeri wynika, Ze w warunkach prowadzonych do-
Swiadozed, przy najwigkszych zmisnach temperatury roztworu reakcyjnego do-
ohodzgcych do 0,5°C, uzyskuje sle 1loéé rezlozonego 3202 tylko o okolo 2 %
mniejszg, niz gdyby to byl proces fdealnie izotermiczny (k_=o0) ., Nato-
miast dla reakcji w warunkech adiasbatyeznych 1104& rozloZonego H202 Jeat
o okolo 7 ¥ mniejsza, ni2 w warumkach izotermicznych,

5.2. Katalaza w komérce

Przy opracowaniu danych dodwiadczalnyeh wykorzystano rozwazania mate-
matyczne zamieszozone w podrozdziale 3,2. Szybkodé zmian ste2enia H202 w
resktorze oraz aktywno$éi katalazy wewngtrz koafrek opisuje uked réwnat
rézniczkowychs

- Lok (5-5,) (e3)
JSE | YaES (84)

at Kax* Sy

z warunkami poczgtkowymi:

S(t=0) = 8, (e5)
E(t=0) = 1

Stezenie H,0, wewngtrz komérki S, wystepujece w réwnaniach (83) 1 (84)
wyznaczono z zaleznofci ’

v . E v, E 2 !
mk mk
So'xmk" ks "J(Kmk* ka -) ’l‘xmks
Sk = 5 (86)
1ub dla Sk«Kmk‘
ksS
Sk = - (87)
'nk —
ks + Kmk E

Uktad réwnad (83) 1 (84) rozwiszywano numerycznie metodg Rungego-Kut-
ty. Wykonujgc obliczenia i pordwnujgc rozwigzania z danymi doswiadczalnymi
sprawdzono nastepujace przypadki:

1., Parametry kinetyczne dle katalazy uwolnionej z komérki 1 wewnqtrz ko-
mérki sq identyczne, zatem K =K ., Ky=Kgpe Vp = Ve Vg™ Vag*

2. Parametry kinetyczne dle reakcji rozkladu Hzo2 przez katalaze uwol-
niong z komérki 1 w komérce sa identyczne, natomiast ré2nig sie para-
metry dla procesu dezaktywasji, zatem K =K., vp=vg,, Kd“dk'
Vg F Vaye '
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3., Parametry kinetyozne dla katalazy uwolnionej z komérki i w komdrce sg
réine, zatem Km"&k' "n""nk' Kd"xdk' "d""dk'

Otrzymane wyniki dofwiadczalne wskazywaly na tc, 2e procea dezaktywa-
cJi katalazy w komérce przebiega wolniej, ni2z dezaktywecja katalazy po jeJ
uwolnieniu z komérki. Swiadezylo o tym znaczne wydiuzenie sie ckresu  ak~
tywnocéci enzymu w komérce dla tych samych warunkéw przebiagu reakcji.
Mogla to byé jednak obserwacja pozerna wynikajaca ze zmniejszenia siec ste-
Zenia H,0, wewnatrz komérek na skutek dzialania blony komérkowej jakc ba-
riery dyfuzyjnej dla substratu, Dlatego wykonano obliczenia dla réinych
wartecécd ks stosujac parametry kinetyozne katalazy uwclnionej 2z  komdérki
(przypadek 1). Okazalo sie jednak, 2a nie moina uzyskaé zgodnofci rozwig-
zaf modelu matematycznego z danymi doswiadczelnymi bez iatotne] zniany
statych dla procesu dezaktywescji. Znacznie lepszg zgodnoéé uzyskanc dla
przypadku 2, chocia2 dla stezed poczatkowych wyiszych od 0,01 nol/n’ réw=
niez obserwuje sie¢ odchylenie od danych doswiadczalnych. Dla przypadku 3
uzyskano zgodno$¢é danych doéwiadozalnych z rczwiazaniami numerycznymi dla
catego badanegc zakresu stezen poczatkowych {od 0,005 kmol/n3 de
0,8 kmol/n’). ‘

Parametry modelu wyzneczono stosujac, podcbnie jak i dla katalazy u-
wclnionej z komérki (podrozdzial 5.1), metode najlapszego dopasowania roz-
vigzaf mmeryoznych de denych deiwiadczalnych, Dla temperatury 30°%C uzyse
kanc nastepujace wartofoi stalych:

k, = 2,5+107 &~

Vg = 1,92 - 107" 5~

Vg = 1465 ¢ 1072 xmol/m’ « 8
Ky = 05016 Imol/w’

Ky = 0,083 kmol/w’

Na rys.13 - 18 przedstawiono pordwnanie rozwiazanh numerycznych modelu
natematyoznego (réwnania (83), (84), (85) 1 (86)) 2z danymi dciwiadczalny~
mi. W obliczeniach wykorzystanc godane powyle] wartofci parametrdw. Dla
ste2enia poozgtkowego 0,4 kmol/m” (rys,.18) wykonano réwniez doéwiadczenie
2 dwukrotnie wieksza 1lofcia komdrek drozdizy i wéwczas w cbliczeniach sto-
sowance dwukrotnie wieksze wartoéel k e OT3Z V..

Na rysunkach widaé dobrg zgodnosé rozwigzer z wynikemi pomiaréw, cho-
ciaz nieco gorszg w poréwnaniu z katslazg uwolniong z komdérki, Mozna to
tiumaczyé wiekszg zlo2onoécia procesu,

¥ tabelach 2 -4 przedstawiono przykladowo wyniki cbliczen, pozwalajace
na zorientowanie sie w zmianach stezenia l-lzo2 wewnatrz komérki ze zmianami
stezenia H,0, w reaktorze i aktywnoicisg enzymu,

Dla stezenia poczatkowego S°< 0,01 ltnnol/n3 obliczenia wykazaly spadek
stezenis H,0, wewnatrz komérki w trakcie pierwszej i drugiej szariy, Do=
piero podozas trzecliej szariy, gdy aktywnos$é enzymu zmniejszyla sie bardzo
znacznie, uzyskano wzrost stezenia nzoz wewnatrz komdrki mimo jego spadim
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w reaktorze. Dla wyzszych stezer poczgthkowych zewsze uzyskiwano z obliczer
wzrost stezenla nzoz wewnatrz komérkl wraz z uplywem czasu doswiadczenia

(tebele 3 1 4).
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Rys.13. Zmieny ste2ed i aktywnofci enzymu podczas rozkladu 5202
przez katalaze w komérce (S;< 0,01 mol/m> }.
Linie na wykresie przedstawiaaq rozwigzania nmume~
ryczne réwnan (83) 1 (84), (o) dodwiadczalne S
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Rys.14, Zmiany stezert i aktywnodci enzymu podczas rozk’adu 5202
przez katalaze w komérce (v = 0,025 kmol/- ).
Linie na wykresie przndatawia;)q rozwigzanie nume-
ryczne réwnat (83) 1 (84), (o) dodwiadczalne S
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Rys.15. Zmiany stezed 1 sktywnoéci enzymu podczas rozkladu H,0,
przez katalaze w komérece (S, = 0,05 lmol, m‘)
Linie na wykresie przedstawiajq rozwigzania nume-
ryczne réwnadt (83) 1 (84), (c) doswiadczelne S

on
010
£ 110
£ 009 .
X 108
w
1
_008}- 06
dos
007 c o
{02
i \\ﬂ_ 1 i Y 1
0065 5 0 B 20 25 30 0

Rys.16. Zmiany stezer i aktywnodcl enzymu podczas rozkladn H,0,
przez katulaze w komdrce (S = 0,1 knol/n ).
Linie na wykresie przedstawiajq rozwigzanie nume-
ryczne réwnat (83) L (84), {0) doiwiedczalne S
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Rys 17, Zmiany stezef 1 aktywnosfci enzymu podczas rozkhdu H202
przez katalaze w komérce (s =0,2 knol/n Ye
Linie na wykresie przedstavia;)q rozwigzania nume-
ryczne réwnahh (83) 1 (84), (o) dofwiadczelne S
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Rys.18. Zmiany steZefi 1 aktywnodel enzymu pcdczas rozktadu H,0,
przez katelaze w komérce (S w0,b kmol/xr' ).
Linie na wykresie przedstaw.a;q rozwigzania nune-
ryczne réwnah (83) 1 (84), (0),{e) doswiadczalne S






Tabela 3

Wyniki doswiadozes 1 obliczefi dla S_=0,05 kmol/m

t Sdosw. Sob: . sk g

h xmol/m® | imol/m> Kmol/n>

o 0,0493 0,0493 0,00584 | 1,000

0,5 | 0,0u68 0,047k 0,00611 | 6,910

1 0,0449 0,056 0,00641 | 0,826

2 0,0414 0,0422 0,00711 0,673

4 0,0358 0,0366 0,00903 | 0,425

6 0,0317 0,0323 0,018 0,247

8 0,029 0,0292 20,0155 0,131
12 0,0260 0,0262 0,0222 0,029
24 0,0241 0,0253 0,0253 0,000
28 0,0242 0,0253 0,0253 0,000

Tabela &

Wyniki doSwiadozed i obliczef dla S, = 0,2 kmol/m’

t Sdoé\v. sobl. Sy E

n knol/m®> | imol/w® | kmol/m®

o 0,201 0,201 0,0291 1,000

0,5 | 0,19 0,194 0,0357 | 0,79

1 0,186 0,187 0,062 | 0,621

2 0,174 0,175 0,0675 | 0,364

4 0,162 0,162 0,118 0,112

6 0,159 0,157 0,14k 0,033

8 0,159 0,156 0,152 0,009
12 0,156 0,156 0,155 0,001
24 0,158 0,156 0,156 0,000
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Wykonaria seri¢ dodwiadczerl dla stezenia poczgtkowego 0,025 lmol/n3 w
temperaturach od 20% do 50°C wykorzystano do wyznaczenia wpiywu tempera-
tury na wspélczynnik przenikania H,0, przez biong komérkowy craz stalg
szybkodci dezaktywacji, W obliczeniach przyjeto, 2e stale Kmk i Ko nie
zmieniajy si¢ z temperatursa, jak to stwierdzono dla enzymu uwolnionego
z kemérki, Dodatkowo zalozono, 2e stalg szybkodci reakc)? Vg DOZna  przye
Jaé za niezmieniong w badanym zakresie temperatur. W takim przypadku obli-
czenia zostajg sprowedzone do wyznaczenia dwéch parametréw: kg 4 vy Na
rys.19 przedstawiono wyniki doiwisdczed oraz obliczed,

$-10% [kmol/m3]
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Rys.19, Wplyw temperatury na zmiany steien 1,0,
rozktadanege przez katalaz¢ w komérce

Jak widaé w zakresie temperatur od 20°C do 50°C wystepuje berdzo wy-
reine zmiany s3zybkoscl dezaktywacji oraz wspdlczymmika przenikania masy ks.
W temperaturze 50°%C praktycznie po okoto 1 godzinie nastepuje calkowita
dezaktywacja katslazy, natomiast w temperaturze 20°C nawet po 48 godzinach
obserwuje sie jeszcze wyraing aktywnosé enzymu, Na tak znaczne wydluZenie
cle okresu aktywnosoi ze spadkiem temperatury meja wpiyw dwa zjawiska:
zanlejazanie sis szybkosci dezaktywacji oraz szybkoded przenoszenia H,0,
przez blong komérkows, Przedstawiajsc zaleznofé Ink, od 1/T na wykresie
(rys.20) wyznaczono energie aktywacii By = 74,3 kJ/mol, Podobnie, dla sta=-
tej szybkodci cdezuktywacdi kdk - 'Idk/de wyznaczonc energie aktywacji E4 13
= 61,7 kJ/mol z wy'resu Arrheniusa (rys.21). Ma ona wartosé bliskg energii
wyznaczone] dla enzyma uwolnionego z komdrki (58,6 kJ/mol),
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Rys,.20. Wplyw temperatury na wspSlczynnik przenikania H202
przez blong komSrkowa
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Rys.21. Wplyw temperatury na stalg szybkoici dezaktywacji
katalazy w komérce
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6. DYSKUSJA

Podstawowyn celem pracy bylc sprawdzenie, ozy stuszna jest teza ¢
zwiekszeniu sie szybkodci dezaktywacji katalazy drozd2y Saccharomyces ce-
revisise po uwolnieniu jel z komérki, Cel ten mégi zostaé zrealizowany do-
piero po opracowaniu matematycznegc opisu zjawisk wystepujqcych w procesie
rozkiadu H,0, przez katalaze uwolniong z komérki i znajdujeqcg sie w komér-
ce, Dla enzymu uwolnionego z komérki model matematyozny aprowadza ale dc
ukladu dwéch réwnar réiniczkowych zwyczajnych: Jjedno cpisuje szybkodé ene
zymatyczne] reakcji rozkiadu Hzoz, 8 drugie szybkosé dezaktywacji katala-
zy. Zaréwnc szybkcéé reekcji, jak i szybkcsé dezaktywacji cpisano réwna-
niani kinetycznymi o postaci réwnania Michaelisa-Menten. Przeprowadzona
przez autora niniejsze) pracy analiza pozwolila na wyznaczenie rozwigzania
analitycznege ukladu réwnai rézniczkowych, gdy K, =K;=K. Natomiast dla
przypadia K AKX, réwnania mozna rozwigzed tylko metodami mumerycznymi.

Dla cgreniczonegc zakresu stezen (.‘~‘»v>l(d 1 S»K, oraz S<K, 1 S4K-).po
dokonaniu odpowiednich uproszczer, uzyskanc rozwiazania analityozne. Prre-
prowedzone analiza zaleinodci miedzy ste2eniem substretu w reakterze, [
aktywnodols enzymu wykazals, Ze wyznaczenie ilcdci rozicionegc substratu
przez Jedncstke enzymu dla dwéch réinych stezeri poozgtkowych H,0, pozwala
na jednoznaczny wybdr miedzy réwnaniem kinetycznym z K =Ks=K a réwnaniem

z K AKye wykonane doéwiadezenia w szerokim zakresie ste2efl pcczgtkowych
(od 0,005 kmol/m’ do O,& kmol/m’) zweryfikowaly model ze statymi K, AKye
Dla reekcji rozktadu H,0, przez katalaze (w zamuo temperatur od 59C dc

30°C) uzyskanc éredniq wartods K, =0,143 knol/m’, ktéra jest zgodna z war-
tofciani uzyskanymi za pomoca elektrody tlenowaj. Nalezy pcdkreélié, 2a
autor stosowal catkiem odmienng metode badari od dotychczas stosowanych,
poniewa2 uwzglednial w anslizie wynikéw doswiadczalnych obydwa wystepujece
proocesy: reakcje i dezaktywac)e. Za pomocy metody przeplywu cigglego uzyse
kano macznie wytsze wartodci staej K =1,1 kmol/w’, Dotychczas w liters-
turze brak byo jednoznacznego rozstrzygniecia, ktéra z tych metod (metoda
przeptywu ciaglego czy zastosowania alaktrody tlenowej) daje poprawne wy-
niki, Ma prooasu dezaktywacji uzyskano frednis warto#é stale) Ky =
= 0,054 imol/n’ , ktéra jest wielokrotnia mniejsza od uzyskeanej przez Jonesa
1 Suggetta [45] metodq ekstrepolacji wynikéw badar kinetycznych. Dysponue
Jac wynikanmi dodwiadozed Jonesa i Suggetta autcr wykomal obliczenia, aby
sprewdzié, czy w warunkach prowadzenia przaz nich dodwiadazeri moiliwe jest
dokladne oszacowanie stalych procesu dezaktywacji.

W tabeli 5 przedstawiono wyniki oblioczeri mumerycznych uzyskanych przez
zastosowanie metody Rungego-Kutty do rozwiszania réwnania kinetyornego. re-
akoji 1 dezaktywacji. Obliozenia te wykonano dla stale] Ky =1,1 lmol/n’
podane) w pracy Jonesa i Suggetta .craz dla jedenastckrotnie mmiejsze],
stosujac najwyisze i najnilsze stezenie poczgtkowe,



Tabela 5

Obliczenia steienia hzoz 1 aktywnosci katalazy
wykonane na podstawie wynikéw dofwiadozer Jonesa 1 Suggetta [45]

Ky=1,1 kmol/n’ Ky =1,1 knol/e’
Kq=1,1 kmol/n’ K, =0,1 kmol/n’

e | F | | e | E
o 0,3 1,000 | o 0,3 1,000
0,1 0,275 0,987 | 0,1 0,275 0,983
0,2 | 0,252 0,974 | 0,2 | 0,252 0,966
0,3 | 0,230 0,963 | 0,3 | 0,23 0,951
o4 | o211 | 0,953 | o4 | o,212 0,936
0,5 | 0,193 0,93 | 0,5 | 0,19 0,921
0 0,74 1,000 0 0,74 1,000
0,1 0,716 0,980 | 0,1 0,716 0,980
0,2 | 0,693 0,9% | 0,2 | 0,692 0,959
0,3 | 0,670 0,927 | 0,3 | 0,670 0,940
0,6 | o,649 0,905 | 0,4 | 0,649 0,921
0,5 | 0,629 0,883 | 0,5 | o,628 0,902

Jak widaé z przytoczonych cbliczeri, wykonanie doiwiadczesd w waskim za-
kresie ste2eri poczatkowych i dla krétkich czaséw reskcji prowadzi do nie-
znacznych zmian ektywnodci enzymu, W takich werunkach nie jest moZliwe wy-
znaczenie dokladnej wartofci parametréw kinetycznych procesu dciaktyvaeai.
Zmniejszenie wartoéci stale) Ky 2 1,1 kmo:l./u3 do 0,1 kmol/m3 nie doprowa
dziXo do istotne3 zmiany ltezenia substretu (tabelea 5),

Dle ste2enia H,0, mniejszego od 0,01 kmol/m” stwierdzono, e réwnanie
kinetyczne procesu dezaktywacji mozna uprofcié do réwnania kinetycznego
pilerwszego rz¢du ze wzgledu ne substrat. Podobng postaé zeleznosci uzyska-
11 réwniez inni badacze [42, 65, 70,75] 1 dlatego mozliwe jest pordwnanie
uzyskanych statych. Nea rys.22 przedstawiono 1linia przerywans -zaleZnodé kd
od temperatury, wyznaczong dla zakresu temperatur od 0d-5°C do 30°C oraz dane
uzyskane przez innych autoréw (tabela 6). Jek widaé z rysunku, wyznaczone
w niniejsze) pracy wartodci stale} k, mieszczq si¢ w 2akresie wartofci u-
zyskanych przez innych autoréw. Z drugiej strony wydaje sig, 2e wartosci
uzyskane przez Georga [65] orez Jonese 1 Suggetta [42) sq znacznie zawyzo-
ne, Wykonane obliczenia wykazujg, 2e dla tek duiych wartodci staiych pro=-
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cesu dezaktywacji nie jest mozliwe badanie kinetyki procesu z MQOI.I
dezaktywacji, Jest to sprzeczne z wynikaami bedad wielu autoréw (np. [33,
34 ,40,46 - 48] ) nad kinetyke reakcji rozkladu H,0, katalizowene] przez ka-
telaze.

05

T
2]

kq [m3/kmol-s)
o
o
)

03

02

temperatura [°C]

Rys.22. Poréwnanie stale] szybkosci dezaktywac)i katalazy wyzna=-
) czone) w niniejsze) pracy z wynikami imnych aitordéw:
(-—--) badania wtasne,
(w) Jones 1 Suggett [42], (1) George [65],

o) obli wéjcika [68] na podstawie da-
© °ych°33231§$:f:ny§§ Ibrahima i Schlo;;.'a.[hs].

(2),(4) Tai 1 Greentield [70], (*) Tse 1 Gough [75]

Analiza przedstawiona w podrozdziale 2.1 wykaza?a, 2e na podstawie po-
miaréw szybkosci rozkadu H,0, przez katalaze nie jest mozliwe wykluczcn.lo
2adnego z czterech proponowanych mechanizméw reakcji, Wykonane badania 1
obliczenla dostarczyly Jjednak dodatkowych informacji, z ktérych wyniks, 2e
staia K, nie zaleiy od temperstury, a energla aktywacji dla staiej szyb~
koéci k wynosi 4,9 kJ/mol,

Mechaniza zaproponowany przez Chanca [24] (réwnentia (2) 1 (3)) prowa-
dzi do réwnania kinetycznego rg=kES ze stalg k = 2k, k,‘/(k1+k4). Kre-
mer [22] wykazal, 2e pozorna cnorgia aktywac)i dla stalel k nie moze
by¢ mniejsza od energii aktywacji E, dla stalej k ktéra ze wzgledu na
ograniczenie szybkofci reakoji przez szybkodé dytuzu Nagentdv musi spol:-
nia$ warunsk E > 16,7 kJ/mol, - ‘
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Tabela 6
Stata dezaktywacji k; dla katalazy
ky Tempe~
Autor 1 £r6dZo | umol | T2PMT®| Charakterystyka warunkéw dodwiadczes
;3 L[] s °C

Enzym pochodzenia mikrobiologicznego w
Jones 1 Suggett & &

0,58 30 roztworze, Pomiary metodg przeptywu
[s2]
ciagtego,
. Enzym pochodzenie zwierzgcego w rozs
George [65] 0,5 0 | tworze. Pomiary metodg manometryczng.
Badania Ibrshima i Schlegla [48] 2z en~
Wé3eik [68] 0,4 30 zymem pochodzenia zwierzecego w roze
tworze,
Enzym pochodzenia zwierze¢cego:
'1[.;;]1 Greenfield 0,15 25 « unieruchomiony na porowatym szkle,
0,047 25 = unieruchomiony na krzemionce,

Enzym pochodzgcy z Aspergillus niger

Tase 1 Gough [75] 0,015 37 unieruchomiony w kolagenie.

Z powy2szego wynika, 2Ze niskiej wartoséci energii aktywecji, wyznaczo~
nej w te) pracy i potwierdzone) przez innych autoréw [42,51,52], nie da
sie pogodzié z meohanizmem Chanca [24],

W podobny sposéb mozna réwniez wykazaé, 2e obydwa mechanizmy zapropo~
nowane przez Ogure [24] prowadzg do sprzecznosci z wynikami dcéwiadczalny-
mi, Mechanizm I (réwnania (7a), (7b) 1 (7¢)) jest dla 8<K, identyozny =z
amechanizmenm peroksydacyjnym" Chanca [24], ktérego niezgodnosé z danymi
doéwiadczalnymi wykazano powyzej. Dla mechenizmu II (réwnania (8a), (8b)
1 (8c)) uzysiuje sie w zakresie niskich stezer substratu réwnanie kine-
tyczne rB-kEs ze stalg k-k1, ktérej energia aktywacji powinna byé
wicksza od 16,7 kJ/mol (doéwiadczalnie wyznaczone warto$§ wynost 4,9 k¥/mol).
Jedynie mechaniza reakcji zaproponowany przez Jonesa i Suggetta [45] (réw-
nenia (9a), (9b) 1 (Sc)) nie wykazuje sprzecznosci z wynikami dogwiadczale
nyni uzyskanymi w niniejszej pracy.

Przeprowadzone badania wykazaly, Ze kinetyke reakcji 1 dezaktywacji
katalazy uwolnionej z komérki mozna opisaé réwnaniami Michaelisa-Menten ze
statymi K, 1 Ky ré2niqcymi sig co do wartofci, Wystepowanie réinic miedzy
K, 1 K, moze byé wynikiem bardziej skomplikowenego, wielostopniowego me=
chanizmu dezaktywacji, ktéry sugerujs bedania spektrofotometryczne [57-59).
Opublikowane w ostatnich latach wyniki badari nad termiczng dezaktywacjs
enzyméw [96 -101] wykazaly tez, e jest to proces bardziej zlozony (wielo=
stopniowy), niz dotychczas sadzono.
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Ze wzgledu na brak innych przestanek przyjeto hipoteze, 2e reakcja
rozkladu H,0, przez katalaze przebiega wedlug mechanizmu Jonesa i Sugget-
ta [45]:

E+S '_k‘L

= (88)
R T )
ES; —ks- BS{ (89)
ky
Esi+s —-—E+P. (90}

natomiast dezaktywacja réwnolegla enzymu jest procesem dwustopniowym:

E+ S é ES;y (1)
kg
ESpy -z ESyyy (92)

Z badadi spektrofotometrycznych wynike, %Ze nieaktywny kompleks katalazy
ESIi mote przejsé w kompleks aktywny, ktéry bierze udzial w reakcji che-
micznej. Autor zaklada, 12 takie przejicie jJest moiliwe po kolizji z
ozasteczkq substratu i przebiega wediug schematu:

s,
ES;r +5 =—= ES; + S (93)
Po przyjeciu hipotezy o stanie quasi-ustalonym otrzymuje sie dla
ka ~ ky oraz k9~ k, réwnania Michaelisa-Menten:
x’ E ]
-F- 'rs' (k)
daE E ]
a d
& - xd+s (95)

spelniajqce warunek K #K,.
W szozegllnym przypadku, gdy kg =k, oraz k9 k,, stale w réwnaniach
(9%) 1 (95) zdefiniowane sq nastepujaco:
k* = 2ky
&n - -—1 L 3 ——. L 3 :1
k1 Ky

. b 2
d k‘!"'kS



Ky + kg

Z powyzszych rozwazeri wynika, e przyjety mechanizam reakcji 1 dezakty-
waojl potwierdza wyniki doswiadczalne, ktére wykazaly wystepowanie odmien-
nych wartodci atalych K1 Kq v réwneniach kinetycznych,

Dla enzymu znajdujacego si¢ w komérce przedstawiono modal matematycze
ny, ktéry uwzglednia zjawisko dyfuzji przez btone komérkows, a  szybkodé
reakcji 1 dezaktywac)i ketelezy opisuja réwnania Miochaelisa-Menten [102].
Stwierdzono dodwiadozalnie, e enzym znajdujacy sie wewnatrz komérki zae
chowuja znacznie diuzej aktywnosé, ale wplyw na to ma nia tylko zwolnienie
procesu dezaktywacji, lecz réwniez wystepowanie oporu przy dyfuzii sub~
stratu przez blone komérkows. Stata kinetyczne reakcji rozktadu H,0, oraz
dazaktywac)i katalazy wyznaczone dla enzymu w komérce réinis sie od wyzna.-
czonych dla enzymu uwolnionego z komérki., Stala K4 = 0,026 Kkmol/m> Jest po-
nad 3 rezy mniejsza, a stala K, =0,083 Kmol/m> o 35 % mniajsza niz dla en-
zymu uwolnionego z komérki,

Stosunek szybkofci dezaktywaoji katalazy uwolnionej z komérki do azybe
kodci dezaktywsoji katalazy w komérce przedstawia nastepujaca zalaznosé:

' 'rd V4 (de +8)
el vy e (6)
dk d dk

Wartosé ¥ dla parametréw kinetycznych wyznaczonych w temperaturze 30°C
zmienia si¢ od ckolo 3 (dla S«Kd 1 S«de) do 10 (d1a S»l('_‘l 1 S>>de).
Potwierdza to tezg¢ ¢ znacznie wolniejszej dezaktywac)i katalazy w komérce,
niz po jaj uwolnieniu z komérki. Powyisze stwierdzania nie jast Jednak wy-
starczajgce, poniewa: wolniejszej dezaktywacji towarzyszy zmniajazenia sig
szybkodéci rozkladu !!202 na skutek istnienia blony komérkowej, Dlatago za-
gadnienie ‘to przedstawiono w sposéb, ktéry jest bardziej interesujacy 4
technologicznego punktu widzenia,

Jezali katalaza znajdujaca sig¢ wewngtrz komérki dezaktywuje ale wol-
niej, to wéwczas 11lo0éé rozioionego nzoz przez jednostke enzymu powinna byé
wigksza, ni2 w przypadia enzymu uwolnionego,

Dysporujac modelami matematycznymi obydwu proceséw wykonano obliczenia
1lodéci rozkladanego substratu dla calago badanego zakresu stezen, Tloé¢
roztozonego Hzoz przaz katalaze uwolniong z komérki i znajdujaca ale w
roztworze reakcyjnynm o stezaniu S okreéla zaleznosé:

)
v. S
P E
F, Y ZE(t)dt (o7
Aktywnosé katalazy E zmienla sie w czasie zgodnie z réwnaniem:

aE vq Es
dat Kd+8

(98)
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Catkujac réwnanie (98) w grenicach (1, E) oraz (0, t) otrzymuje sie
dla stalego steZenia S:

E(t) = exp(-at) (99)
gdzie:

Va S
xd+s
Po podstawieniu zaleinosci (99) do réwnania (97) 1 soalkowaniu otrzy-
mje sie 1losé roztoionego !lzo2 przez enzym uwolniony z komérki:
Vi (xd +8S)

Fy = Va 175,055 (100)

Tloéé H,0, rozlotonego przez katalaze znajdujacq sie w komérce okred-
la zaleznodé:

o0
Fax -/ks (s-s,) at (101)
()

Stezenie sk wewngtrz komérki zmienia sig w ozasie na skutek postepu-
Jacej dezaktywacji katalazy, ktérej szybkosé opisuje réwnanie:

= v, ES,
VB Tkt (102)
at xqu-sk
gdzie:
- puny 2 —

v E v..E

mk mk
S-xmk- - -{(x'k T -s)+hxnks

Sk.- 2 :
2

Réwnanie (102) rozwigzywano mumeryoznie metodg Rungego-Kutty, a wy-
znaczone wartofoi sk stosowano nastepnie do cbliczenia calki (101) metodq
Simpsona,

Obliczenia wykonano dla parametrdw kinetycznych Vo 1 Voo ktére wy-
znaczono dla tej samej ilosci materialu biologicznego,

Na rys.23 przedstawiono wyniki obliozeri 1lodci rozlozonego 11202 Jako
funkoje 1gS. Dls enzymu znajdujgoego sie w komdrce uzyskano w oalym za~
kresie stezerd (od 0,004 kxnol/m3 do 0,4 kmol/ma) wigkszg 1lo8€ rozlozonego
uzoz niz dla enzymu uwolnionego z komérki. Dla niiszych stezer 11086 ta
Jest dwukrotnie wigksza, a dla wyzszych stezer czterokrotnie wieksza,

Doéwiadozenia przeprowedzone z katalaze znajdujacs sie w  komérkach
drozdiy wykazaly, 2e wspStozynnik przenikania 5202 przez blone komérkows
ks znacznie si¢ zmienia ze zmiang temperatury (energia sktywacji 23-
= 74,3 kJ/mol). Zgodnie z réwnaniem (63) wspézczynnﬂ( rzenikania masy
przez blone komérkows jest wyrazony w postaci ks' pl . Wspéozynnik
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podziatu 5, grubodé biony komérkowej 1 1 powierzchnia biony komdérkowe3 n
jednostke objetodci ukladu a praktycznie nie zmieniajg si¢ z temperatuy
[103 , 104). Z powy2szego wynika, 2e o zmianach k, decydujs zmieny  wspéd
czymika dyfuz:]i_ Dn. Proces dyfuzji fizycznej w cieczach charakteryzuy
sie znacznie niZszymi wartodciami energii aktywacji, niz uzyskane w ni
niejszej pracy i moglcby tc sugerowaé inny, ni2 dyfuzyjny, charakter pro
cesu przenoszenia H,0, przez biong komérkowg., Nalezy jednak uwzglednié, 2
wyznaczona tuta) emergia aktywacji odnosi sig do dyfuzji w bionie komérke-
wej, ktérej podstawowg strukture stanowi podwéjna werstwa lipidowa wyste-
pujaca w postaci cieklego krysztalu lub 2elu [105] . Liczne badania nad dy=-
fuzja w btonach komérkowych [104 , 106 -108] 1 ukladsch modelowych  (btomy
zastepcze, biony czarne, liposomy) [109 = 114 ] wykazaty, 2e typowe wartoéci
energii aktywacji mieszczg sig W zakresie od 40 kJ/mol do 100 kJ/mol 1 sg
zblizone do energii aktywacji procesu dyfuzji w polimerach {104, 113], v-
zyskana przez autora wartosé energii aktywacji (E3-7l&.3 kJ/mol) miedci
sig w tym zakresie,

Fs 102 Fyy-10? [kmol/m3]
w
¥

— —
— —

1 ) U R S | 1 | I I T | [l I i1

20-3 102 10 10°
) g S

Rys.23, 2aleznodé ilcéci rozlozonego H,0, od 1g S:
( ) katalsza w komérce,
(- - =) katalaza uwolniona z komérki




7. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Opracowano metode badania kinetyki rozkladu nzoz przez katalaze u-
wolnionq z komdérki, polegajacq na jJednoczesne) analizie obydwu wystepuja~-
cych proceséw: reakcji enzymatyczne) 1 dezaktywacji enzymu substretem,

2. Wykonano dodwiadczenia w reaktorze oknsowyn dla szerokiego zakresu
stezefi poczatkowych H,0, (od 0,005 kmol/m’ do 0,4 kmol/w’) 1 stwierdzomo,
2e reakcja rozkladu nzoz oraz towarzyszaca jej dezaktywacja katalazy dro2-
d2y Saccharomyces cerevisiae przebiegajs wedlug réwnai kinetyoznych o po-
staci réwnania Michaelisa<Menten ze stalymi K' i Kd, ktérych wartoéci rdéz-
niq sie miedzy sobg. Uzyskano bardzo dobrg zgodnosé wartosct K, z danymi
1iteraturowymi okredlonymi przy zastosowaniu elektrody tlenowe}.

3. Przeprowadzono analize opisanych w literaturze mechanizméw reakeji
rozktadu nzo, przez katalaze i stwierdzono, 2e jedynie mechanizm Jonesa
1 Suggetta [45] jest zgodny z wynikami doéwiadczalnymi,

&4, Zaproponowano dwustopniowy mechanizm dezaktywaoji katalazy substra-
tem, ktéry rrowadzi do rdwnar kinetyczaych reakcji i dezektywacji o posta~
ci réwnania Michaelisa-Menten ze staltymi speiniajecymi warunek K‘IKd.

5. Stwierdzono, Ze dla stezer H202 mrniejszych od 0,01 kmol/m3 moina
stoaowaé dla obydwéch procaséw réwnania kinetyczne piarwszego rzedu w ode
niesieniu do stezenia substratu i1 enzymu, Opracowano metode analizy danych
kinetycznych dla tego zakresu, ktéra pozwala na wyznaozenie stale] szyb-
kodci reakcli i stalej szybkodci dazaktywacji na podstawie jJednego dow
dwiadczenia,

6, Zaproponowano i sprawdzono dodwisdczalnie modei matematyczny opisu-
Jacy rozktad Hzo2 przez katalaze znajdujacq sie w komérkach droidty Saoe
charomyces cevevisiae., Model matematyczny ujmuje nastepujace prooesy: re-
akcje enzymatyczng, dezaktywacle enzymi ! dyfuzje substratu przez blone
komérkows,

7. Stwierdzono, ze szybkoié dezaktywacji katalazy w komérkach przebiega
od okcto trzech (dla S<€de) do dziesigciu (dia S>K,, ) razy wclnie), niz
katalazy uwolnionej z komérek, Natomiast 1lodé 1-1202 roztozonego przez jed-
nostke enzymu w komdrkach jest od dwdch do czterech razy wicksza od ilodci
H,0, roziozonego przez jednostke enzymu, ktéry uwolniono z komérek,
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KINETICS OF CATALASE DEACTIVATION OF YEAST SACCHAROMYCES CEREVISIAE
BY HYDROGEN PEROXIDE

Summary

Decomposition of hydrogen peroxide by catalase in yeast cells and iso-
lated from them was studied, A mathematical model has been developed, The
model considers chemical reaction and desctivation of the enzyme by sub-
strate in a system containing isolated catalase, It was found experi-
mentally that both chemical reaction and deactivation followed Michaelis-
~Menten rate equation but constants K, and K; were not of the same values,

Decomposition of hydrogen peroxide by catalase in yeast cells was de-
scribed by a mathematical model which incorporeted the following processes:
diffusion of subatrate by the cell wall, chemical reaotion snd deactivation
of the enzyme, The model was verified oxpcri-nnlly for a wide range of
hydrogen peroxide conoentretion (from 0,005 kmol/m> to 0.8 kmol/w’), It
was found that deactivation rate of catalase in the cells was from 3 to
10 times slower than that for isolated enzyme.

HMCCIEOBAHHE KMHETWKM EESAKTMBAIMM KATAJASH IPOEEEHR
SACCHAROMYCES CEREVISIAE [EPEIMCHD BOHOPQIA

Pesmme

Hccrenopanst pasiioxeHMe NEPEKECM BOJODOAA KATanssoff, Haxomamefcs
BHYTDE KIeTOK Jpoxxeff, a Taxxe noche e ocBodoxueHus. llpomecc ¢ yuacru-
eM OCBOGOXESHHOR MS KNeTOK KATAAS3H OHA IpefiCTABNGH B BMAe MATEMATHYEO-
KORt MONenE , KOTOD&A BNDERAOT XPMHUSCKYD PEEKID N JeSaKTHBamD fepMeETa
- NCXOZHHM BEIRCTBOM. JIKCIEDAMSETANBHO OHJIO XORASAHO, YTO XUMWIeCKAR DeaK-
DEA KAK ¥ N63AXTHBAIRA NPOTEHADT IO KEHETHYSCKNM YDABHGHHMAM, NOXONEM HA
ypaBHeHHe MuxasiaHca-MOHTEH C NMOCTOAHHHME K, H Ky, DasHEME 0O SHAWHE-
AM.

Pasaomenme nepexucH BOXOPONR KaTanasolf, HaxogdmpficAa B KIeTHEX APOX-
xeft, OHAO OpeNCTABAGHO B EMNe MATEMATHYECKOR MoZesd., BKIDUADERH CeXy-
bgHe OponeccH: AEpdysmw HCXOZHOTO BemPCTBA Yepes NABHKY KISTHHN, XEMAYeC-
KyD DeaKimp ¥ LesaxTRBAaIMD fepmenTa. BHAa IPOBeNGHA SKCISPAMEHTANLHASA
IpOBEPKa uo.uen B MEPOKEX npene.uax KOHIGHTDAIlMM NePeKHCE BOZopona /or
0,005 mo.u/u zo 0,8 mMoms/uS/. JoKaiasK, 9ro NGSAKTHBAIMA KATAI&sH
BHYTPR KI@TOK HpOoM®e# OPOXOXRT Or TpEX RO HECATE pas MOLIeHHee, YeM MO~
clie eé OCBOCOXIGHEA.









