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Wyznaczanie parametrów termicznej dezaktywacji
enzymów

Wprowadzenie

Publikowane wczeœniej analizy wykaza³y [1, 2], ¿e zastoso-
wanie sterowania optymalnego lub suboptymalnego w biore-
aktorach enzymatycznych pozwala na kilkukrotne skrócenia
czasu reakcji w porównaniu z procesem okresowym. Do wy-
znaczenia rozwi¹zañ optymalnych konieczna jest jednak zna-
jomoœæ energii aktywacji reakcji ER i dezaktywacji ED. Wiel-
koœci te czêsto wyznacza siê [3, 4] na podstawie zale¿noœci ak-
tywnoœci enzymu od temperatury, analizuj¹c oddzielnie czêœæ
krzywej wznosz¹cej i opadaj¹cej.

Opublikowana analiza [5] wykaza³a, i¿ ta metodyka pro-
wadzi generalnie do zani¿onych wartoœci ER i ED. Najwy¿szy
b³¹d obserwuje siê, gdy energie aktywacji dla reakcji i dezak-
tywacji nie ró¿ni¹ siê znacznie. Przyk³adowo dla ED = 50
kJ/mol i ER = 25 kJ/mol b³êdy wynosz¹ odpowiednio 16 i 53%.

W zwi¹zku z powy¿szym konieczne sta³o siê opracowanie
metody pozwalaj¹cej precyzyjniej okreœlaæ parametry kine-
tyczne reakcji enzymatycznej.

Model matematyczny reakcji enzymatycznej
z dezaktywuj¹cym siê enzymem

Badania wp³ywu temperatury na aktywnoœæ enzymów pro-
wadzi siê bardzo czêsto mierz¹c iloœæ powstaj¹cego produktu
przy sta³ym czasie reakcji. Dla stê¿eñ substratu znacznie
wiêkszych ni¿ sta³a Michaelisa-Menten szybkoœæ wytwarza-
nia produktu mo¿na opisaæ zale¿noœci¹:
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Powy¿sz¹ zale¿noœæ mo¿na zastosowaæ tak¿e w przypadku,
gdy pomiary szybkoœci wytwarzania produktu s¹ prowadzone
w bardzo w¹skim zakresie stê¿eñ substratu.

Natomiast szybkoœæ dezaktywacji enzymu dla prostego mo-
delu dezaktywacji pierwszego rz¹du ma nastêpuj¹c¹ postaæ:
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W równaniach (1) i (2) kR oraz kD s¹ sta³ymi szybkoœci reak-
cji i dezaktywacji, opisanymi zale¿noœci¹ Arrheniusa:
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Po wprowadzeniu bezwymiarowej aktywnoœci enzymu CE �
C CE E/

0
oraz uwzglêdnieniu równañ (3) i (4), otrzymuje nastê-

puj¹ce postaci równañ (1) i (2):
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z warunkami pocz¹tkowymi:

C tP ( )� �0 0 C tE ( )� �0 1 (7)

Ca³kowanie równania (6) prowadzi do zale¿noœci opisuj¹cej
zmianê aktywnoœci enzymu w czasie:
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Po podstawieniu równ. (8) do równ. (5) i wykonaniu ponow-
nego ca³kowania otrzymuje siê:
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gdzie:
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W literaturze naukowej aktywnoœci enzymu A wyznacza siê
zwykle jako iloraz stê¿enia produktu CP do maksymalnego
stê¿enia produktu CPmax (A = CP/CPmax).

Wartoœæ maksymaln¹ stê¿enia produktu CPmax uzyskuje siê
w temperaturze okreœlan¹ jako temperatura optymalna Topt.

Korzystaj¹c z rów. (9) bezwymiarow¹ aktywnoœæ enzymu,
mo¿na wyraziæ nastêpuj¹co:
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Równanie (11) przedstawia zale¿noœæ bezwymiarowej ak-
tywnoœci enzymu od temperatury T, w której dokonywany
jest pomiar.

W tym równaniu wystêpuj¹ cztery parametry: energia ak-
tywacji reakcji ER, energia aktywacji dezaktywacji ED, tem-
peratura optymalna Topt, i parametr �1 opisany zale¿noœci¹
(12).

W równaniu (11) mo¿na zmniejszyæ liczbê parametrów do
wyznaczenia, korzystaj¹c z definicji temperatury optymalnej.
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W tej temperaturze uzyskuje siê aktywnoœæ maksymaln¹. Za-
tem po obliczeniu pochodnej aktywnoœci wzglêdem tempera-
tury i przyrównaniu do zera, otrzymuje siê:
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Po wyeliminowaniu ER rów. (11) przyjmuje postaæ:
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Wyznaczanie parametrów kinetycznych na podstawie
krzywej aktywnoœci oksydazy fenolowej

Bezpoœrednie wyznaczenie parametrów kinetycznych
z równania (14) bêd¹cego funkcj¹ nieliniow¹ jest niemo¿liwe.
Z tego wzglêdu niezbêdne sta³o siê zastosowanie metody
quasi-Newtona [6]. Wartoœci Topt, �, ED okreœlono przy u¿yciu
programu Mathcad Professional 2000.

Parametry kinetyczne zosta³y wyznaczone dla oksydazy fe-
nolowej na podstawie doœwiadczalnie okreœlonej aktywnoœci
enzymu otrzymanej przez Setsushi [7].

Na podstawie danych doœwiadczalnych obliczono wartoœci
parametrów kinetycznych Topt, �, ED, ze wspó³czynnikiem ko-
relacji 0,998.

Podsumowanie

Zaproponowano metodê wyznaczania parametrów kine-
tycznych dla reakcji enzymatycznej z dezaktywuj¹cym siê
enzymem, opisan¹ równaniem pierwszego rzêdu. Na podsta-
wie otrzymanych parametrów kinetycznych sporz¹dzono
krzyw¹ aktywnoœci oksydazy fenolowej od zmiennej tempera-
tury. Wspó³czynnik korelacji pomiêdzy otrzyman¹ krzyw¹
a danymi doœwiadczalnymi œwiadczy o w³aœciwym doborze
modelu matematycznego oraz poprawnoœci sformu³owania al-
gorytmu do obliczeñ parametrów kinetycznych.

Oznaczenia

A – aktywnoœæ [–]

CE – stê¿enie enzymu [mol/dm3]
CP – stê¿enie produktu [mol/dm3]

CPmax
– maksymalne stê¿enie produktu [mol/dm3]

CE0
– pocz¹tkowe stê¿enie enzymu [mol/dm3]

CE – bezwymiarowa aktywnoœæ enzymu [–]
kR – sta³a szybkoœci reakcji [l/h)]
kR0

– sta³a w równaniu Arrheniusa [1/h]
kD – sta³a szybkoœci dezaktywacji [1/h)]
kD0

– sta³a w równaniu Arrheniusa [1/h]
R – sta³a gazowa 8,314 [J/(K·mol)]

t – czas [h]
T – temperatura [K]

Topt – temperatura optymalna, w której bezwymiarowa
aktywnoœæ jest maksymalna [K]
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Rys. 1. Zmiana aktywnoœci oksydazy fenolowej w zale¿noœci od
temperatury. Wartoœci obliczonych parametrów kinetycznych:

Topt = 326,2 K,�1 = 0,189, ER = 18,28 kJ/mol, ED = 199,2 kJ/mol
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