Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2009, 48, 3, 69-70

Nr 3/2009

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

Str. 69

JUSTYNA MILEK
MAREK WOJCIK

Wydzial Technologii i Inzynierii Chemicznej, Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy, Bydgoszcz

Wyznaczanie parametrow termicznej dezaktywacji
enzymow

Wprowadzenie

Publikowane wezeéniej analizy wykazaty [1, 2], ze zastoso-
wanie sterowania optymalnego lub suboptymalnego w biore-
aktorach enzymatycznych pozwala na kilkukrotne skrdocenia
czasu reakcji w porownaniu z procesem okresowym. Do wy-
znaczenia rozwiazan optymalnych konieczna jest jednak zna-
jomo§¢ energii aktywacji reakeji Ey 1 dezaktywacji Ej. Wiel-
koéci te czesto wyznacza sie [3, 4] na podstawie zaleznoSci ak-
tywnos$ci enzymu od temperatury, analizujac oddzielnie czesé
krzywej wznoszacej 1 opadajace;.

Opublikowana analiza [5] wykazata, iz ta metodyka pro-
wadzi generalnie do zanizonych wartoéci Er i Ep. Najwyzszy
btad obserwuje sie, gdy energie aktywacji dla reakcji i dezak-
tywacji nie réznig sie znacznie. Przykladowo dla Ep = 50
kd/mol 1 Ep= 25 kd/mol bledy wynosza odpowiednio 16 i 53%.

W zwigzku z powyzszym konieczne stalo sie opracowanie
metody pozwalajacej precyzyjniej okresla¢ parametry kine-
tyczne reakcji enzymatycznej.

Model matematyczny reakeji enzymatycznej
z dezaktywujacym sie enzymem

Badania wplywu temperatury na aktywno$¢ enzymoéw pro-
wadzi sie bardzo czesto mierzac ilo$é powstajacego produktu
przy statym czasie reakcji. Dla stezen substratu znacznie
wiekszych niz stala Michaelisa-Menten szybko$§¢ wytwarza-
nia produktu mozna opisaé zalezno$cia;:

dc,
dt

= k,C, @

Powyzsza zalezno$é mozna zastosowac takze w przypadku,
gdy pomiary szybko$ci wytwarzania produktu sa prowadzone
w bardzo waskim zakresie stezen substratu.

Natomiast szybko$¢ dezaktywacji enzymu dla prostego mo-
delu dezaktywacji pierwszego rzadu ma nastepujaca postac:

dc,

dt =—kpCy @

W réwnaniach (1) 1 (2) ky oraz kp sa stalymi szybkosci reak-
¢ji i dezaktywacji, opisanymi zaleznoscig Arrheniusa:

E
ky =k - 3
r = kg, exp( RTJ 3)
E
ky = kp, exp[—R—%) 4)

Po wprowadzeniu bezwymiarowej aktywnos$ci enzymu 6E =
C 1 Cp oraz uwzglednieniu réwnan (3) i (4), otrzymuje naste-
pujace postaci rownan (1) 1 (2):

dC E, \~

dtp = kR(» exp(—R;jCECEO 5)
dc, E, \~

ol i o

z warunkami poczatkowymi:
C,(t=0)=0 C,(t=0)=1 (7

Calkowanie réwnania (6) prowadzi do zaleznoSci opisujacej
zmiane aktywnos$ci enzymu w czasie:

GE = exp{—an t exp(—g%ﬂ (8)

Po podstawieniu réwn. (8) do réwn. (5) 1 wykonaniu ponow-
nego catkowania otrzymuje sie:

ky, C; E,-E E
C, = P Eo exp( D R J{l - exp{—[ﬁ exp(— Dﬂ} (9)
"k, RT RT

gdzie:

B=rFyt (10)

W literaturze naukowej aktywnosci enzymu A wyznacza sie
zwykle jako iloraz stezenia produktu Cp do maksymalnego
stezenia produktu Cp,,. (A = Cp/Cp,0)-

Warto$¢ maksymalng stezenia produktu Cp,,,, uzyskuje sie
w temperaturze okreélana jako temperatura optymalna 7,,,,.

Korzystajac z row. (9) bezwymiarowa aktywno§¢ enzymu,
mozna wyrazi¢ nastepujaco:

ex (Ep = Ep)(T,, ~ T) 1-exp| B, ex E,(T-T,)
P RTT P| P X Ry

opt opt
1-exp($)

A=

11)
gdzie:

E
B, = kDUtexp(— qu’ ] = (kp)y, t (12)

opt

Réwnanie (11) przedstawia zalezno$¢ bezwymiarowej ak-
tywnoéci enzymu od temperatury 7T, w ktérej dokonywany
jest pomiar.

W tym réwnaniu wystepujq cztery parametry: energia ak-
tywacji reakcji Ep, energia aktywacji dezaktywacji Ep, tem-
peratura optymalna T, i parametr 3, opisany zalezno$cig
(12).

W réwnaniu (11) mozna zmniejszy¢ liczbe parametréw do
wyznaczenia, korzystajac z definicji temperatury optymalne;.
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W tej temperaturze uzyskuje sie aktywno$é maksymalna. Za- 1 -
tem po obliczeniu pochodnej aktywnoéci wzgledem tempera- ¢ A dowiadczalne
tury i przyréwnaniu do zera, otrzymuje sie: 08 —— Ateoretyczne
E,-E, = _EB (13)
exp Bl -1 — 0.6 (3
Po wyeliminowaniu Ej réw. (11) przyjmuje postac: < 04
T . -T E(T-T
exp| -2 BBy 1-exp| B, exp E,(T-1,) 0,2 *
RTT,, expB, -1 RTT,, N
A=
1-exp(-B,) 0 ; | | ; \
290 300 310 320 330 340 350

(14)

Wyznaczanie parametréow kinetycznych na podstawie
krzywej aktywnoséci oksydazy fenolowej

Bezpoérednie wyznaczenie parametréow kinetycznych
z réwnania (14) bedacego funkcja nieliniowg jest niemozliwe.
Z tego wzgledu niezbedne stalo sie zastosowanie metody
quasi-Newtona [6]. Wartosci T, B, Ep okreélono przy uzyciu
programu Mathcad Professional 2000.

Parametry kinetyczne zostaty wyznaczone dla oksydazy fe-
nolowej na podstawie do$wiadczalnie okre$lonej aktywnosci
enzymu otrzymanej przez Setsushi [7].

Na podstawie danych do$wiadczalnych obliczono wartosci
parametréw kinetycznych 7, B, Ej, ze wspélczynnikiem ko-
relacji 0,998.

Podsumowanie

Zaproponowano metode wyznaczania parametréw Kine-
tycznych dla reakcji enzymatycznej z dezaktywujacym sie
enzymem, opisana rownaniem pierwszego rzedu. Na podsta-
wie otrzymanych parametréw Kkinetycznych sporzadzono
krzywa aktywnosci oksydazy fenolowej od zmiennej tempera-
tury. Wspoélczynnik korelacji pomiedzy otrzymana krzywa
a danymi doéwiadczalnymi éwiadczy o wiasciwym doborze
modelu matematycznego oraz poprawnosci sformutowania al-
gorytmu do obliczen parametréw kinetycznych.

Oznaczenia

A — aktywnoéé [—]

TIK]

Rys. 1. Zmiana aktywno$ci oksydazy fenolowej w zaleznosci od
temperatury. Wartoéci obliczonych parametréw kinetycznych:
Top:t = 326,2 KB, = 0,189, Er = 18,28 kd/mol, Ep = 199,2 kdJ/mol

Cr — stezenie enzymu [mol/dm?]
Cp — stezenie produktu [mol/dm?]
C, — maksymalne stezenie produktu [mol/dm?]

C, - poczatkowe stezenie enzymu [mol/dm?]
6E — bezwymiarowa aktywno$¢ enzymu [—]

kp — stala szybkoSci reakceji [/h)]

kp, — stata w réwnaniu Arrheniusa [1/h]

kp — stala szybkosci dezaktywacji [1/h)]

kp, — stala w réwnaniu Arrheniusa [1/h]

R — stata gazowa 8,314 [J/(K ‘mol)]

t — czas [h]
T — temperatura [K]
T,: — temperatura optymalna, w ktérej bezwymiarowa

aktywnoéé jest maksymalna [K]
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