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Kinetic study of enzymatic hydrolysis of tannins
Summary

Tannins are present in many plant foods. Tannase (EC 3.1.1.20) catalyses hy-
drolysis of ester bonds in hydrolysable gallotannins releasing glucose and gallic
acid. Enzyme was produced by Penicillium chrysogenum cultured in Czapek-Dox
medium containing tannic acid. The tannic acid was used as a substrate in the
enzymatic reactions. The product inhibits the enzymatic reaction. It was deter-
mined that inhibition was of the competitive type. The mathematical model
(Eg. 7) and Kinetic constancy describing the process were determined:
Km = 0,53-10 “|mol/dm3), Rm = 1,2610-3 (mol/dm”minj, Kp=2,04-10-"* (mol/dm*.
The results obtained from the model well agree with those obtained experimen-
tally.
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1. Wprowadzenie

Taniny stanowig zrdznicowang grupe polimeréw ztozonych
fenoli pochodzenia roslinnego. Jedna z doktadniejszych definicji
tanin sformutowana przez Horvatha w 1981 r. brzmi: ,Taning
jest kazdy zwigzek fenolowy o dostatecznie duzej masie czgs-
teczkowej oraz dostatecznej ilosci grup hydroksylowych i innych
(np. karboksylowych), aby moégt utworzy¢ wystarczajgco silne
kompleksy z biatkami i innymi zwigzkami wielkoczgsteczkowy-
mi w danych warunkach” [1,2]. Wchodzac w skiad produktow
spozywczych (takich jak wino, herbata) taniny nadajg im gorzki
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i cierpki smak. Stwierdzono réwniez, ze poza obnizeniem waloréw smakowych, li-
mitujg takze dostepnos¢ biatek spozywczych oraz w znacznym stopniu hamujg dzia-
tanie enzyméw trawiennych [3].

Jednym ze sposobow eliminacji tanin jest ich degradacja na drodze enzymatycz-
nej hydrolizy. Enzymem, ktory bierze udziat w pierwszym etapie degradacji hydroli-
zowanych tanin jest tanaza (E.C. 3.1.1.20). Enzym ten nalezy do grupy hydrolaz i ka-
talizuje reakcje hydrolizy wigzan estrowych wystepujacych pomiedzy kwasem galu-
sowym i cukrem oraz wigzan pomiedzy dwiema czgsteczkami kwasu galusowego
wystepujacych w gallotaninach i ellagitaninach. Tanaza zostata uznana przez Orga-
nizacje do Spraw Zywnosci i Lekéw (United States Food and Drug Administration) za
enzym bezpieczny, dzieki czemu moze by¢ stosowany w przemysle farmaceutycz-
nym i spozywczym [2].

Obecnos$¢ tanin w tkankach roslinnych skionita do poszukiwania producentéw
acylohydrolazy tanin w krélestwie roslin. Niewielkg aktywno$¢ tanazy wykryto w ros-
linach bogatych w taniny [4]. Rosliny stanowig jednak ubogie zrédto enzymu. Produ-
centéw tanazy poszukiwano zatem wsrdd innych organizméw. Najlepszymi produ-
centami tanazy okazaty sie mikroorganizmy. Tanaze moga wytwarza¢ zaréwno grzy-
by strzepkowe, drozdze, jak rowniez bakterie [4].

Celem pracy byto zbadanie i udokumentowanie procesu biodegradacji tanin na
drodze enzymatycznej hydrolizy. Kohcowym rezultatem byto dopasowanie modelu
kinetycznego reakcji enzymatycznej hydrolizy oraz na podstawie wynikéw doswiad-
czen wyznaczenie parametréw réwnania Kinetycznego.

2. Materiaty i metody badawcze

Enzym byt wytwarzany przez szczep Penicillium chrysogenum otrzymany z Instytu-
tu Technologii Mikrobiologicznej z Chandigaru (Indie). Penicillium chrysogenum ho-
dowano na zmodyfikowanym podtozu Czapka-Dox z dodatkiem 3% kwasu taninowe-
go. Hodowle prowadzono w bioreaktorze BIOSTAT® B przez 5 dni, przy pH 5,0,
w temperaturze 28°C z ciggtym mieszaniem i napowietrzaniem. Tanaze z roztworu
pohodowlanego wysalano siarczanem amonu. Enzym rozpuszczano w 0,01 M bufo-
rze octanowym o pH 5,0 i wykorzystywano do dalszych badan. Stezenie enzymu
przeliczano na mg biatka na ml.

Badania kinetyki reakcji hydrolizy prowadzono w reaktorze w temperaturze 30®C
z cigglym mieszaniem. Substrat stanowit kwas taninowy (Sigma-Aldrich) w 0,01 M
buforze fosforanowym o pH 5,5. Przebieg hydrolizy sledzono na podstawie ilosci
powstatego kwasu galusowego oraz ubytku kwasu taninowego. W tym celu korzy-
stano ze spektrofotometrycznej metody Bajpai [5] pozwalajacej jednoczesnie ozna-
czaé stezenia kwasu galusowego i kwasu taninowego, oraz z pomiaréw stezenia
kwasu galusowego przy uzyciu HPLC.
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3. Badanie kinetyki reakcji hydrolizy

Reakcja enzymatycznej hydrolizy kwasu taninowego prowadzi do powstania
kwasu galusowego i glukozy (rys. 1).

0-G-G HO -C
Q
G- 0-G.G  TANAZA OH i
- GLUKOZA
G-G-0 0-G-G OH OH

Rys. 1. Hydroliza kwasu taninowego, G - reszta kwasu galusowego, G-G - reszta kwasu m-digalu-
sowego.

Badania Kinetyki reakcji hydrolizy rozpoczeto od zbadania zaleznoSci szybkosci
reakcji od czasu. Szybkos¢ reakcji r zdefiniowano jako szybkos$¢ zuzycia kwasu tani-
nowego, co zgodnie z réwnaniem (1) mozna zapisac

r=-m @t d
gdzie r - szybko$¢ reakcji (mol/dm”min), Cja - stezenie kwasu taninowego (mol/dm*),
t - czas [min].

Przy identycznych warunkach poczgtkowych poprowadzono cztery serie badan
reakcji hydrolizy. Po trzydziestu minutach w pierwszej serii do mieszaniny reakcyj-
nej dodawano roztwor substratu, do drugiej roztwoér zawierajacy okreslone steze-
nie produktu, a do trzeciej preparat enzymatyczny. Czwarta reakcja byta prowadzo-
na bez zadnych dodatkéw. Przez caly czas prowadzenia doswiadczenia dokonywa-
no pomiaréw stezenia substratu TA i produktu GA. Wyniki w postaci zaleznosci ste-
zenia kwasu galusowego od czasu przedstawiono na rysunku 2.

Zmiany szybkosci reakcji w zalezno$ci od czasu uzyskane w poszczegélnych se-
riach badan przedstawiono na rysunku 3.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze dodanie enzymu spowodo-
wato poczatkowo znaczny wzrost szybkosci przyrostu stezenia kwasu galusowego.
W drugim przypadku dodatek substratu tylko nieznacznie zwiekszyt szybkos¢. W trze-
ciej serii pomiarow szybkos$¢ przyrostu stezenia kwasu galusowego po dodaniu
tego produktu spadia w poréwnaniu z szybkos$cig reakcji prowadzonej bez jakich-
kolwiek dodatkéw. Fakt ten dowodzi wystepowania inhibicji produktem jakim jest
kwas galusowy.
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- « - - reakcja z dodatkiem kwasu taninowego reakcja z dodatkiem tanazy

Rys. 2. Zmiana stezenia kwasu galusowego w czasie.

———— reakcja bez suplementacji 00000 =mmeemeee- reakcja z dodatkiem kwasu galusowego

- - - - reakcja z dodatkiem kwasu taninowego  --------- reakcja z dodatkiem tanazy

Rys. 3. Zmiana szybkosci reakcji w czasie.

4. Wyznaczenie statych Kinetycznych

Do opisu przebiegu reakcji enzymatycznej hydrolizy kwasu taninowego wyko-
rzystano klasyczny opis kinetyki Michaelisa-Menten, w ktorym szybkos$¢ reakcji r
zdefiniowana jako szybkos¢ zaniku substratu okre$lona jest wzorem

dc.
r= @
dt
gdzie r - szybkos¢ reakcji, - stata Michaelisa-Menten, - maksymalna szyb-

kos¢ reakcji, Cja - stezenie kwasu taninowego.
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Biorac pod uwage wystepowanie w czasie reakcji inhibicji produktem, w celu
wyliczenia statych kinetycznych i Rvi wyznaczono zaleznosci poczatkowej szyb-
kosci reakcji od poczatkowego stezenia substratu. Zatozono, ze w warunkach po-
czatkowych wptyw powstajgcego produktu na szybko$¢ reakcji jest pomijany. Poczat-
kowa szybkos$¢ reakcji wyznaczano na podstawie pomiaru stezenn substratu oraz
produktu w mieszaninie reakcyjnej po czasie t* = 0,5 i t2 = 1,0 minuty prowadze-
nia reakcji. Proces byt prowadzony przy znanym stezeniu poczatkowym substratu
i enzymu. Predkos$¢ poczatkowa przy stezeniu poczatkowym substratu Cja oblicza-
no zgodnie z réwnaniem

[= gﬁ'A,l -Cra 3)
t2 it
gdzie ro - poczatkowa szybkos$¢ reakcji, Cja] - stezenie TA po czasie t], Cta2 -
stezenie TA po czasie t2.

Na rysunku 4 przedstawiono wyznaczone poczgtkowe szybkosci reakcji w funk-
cji poczgtkowego stezenia kwasu taninowego Cja.o- Mieszanine reakcyjng inkubo-
wano w temperaturze 30°C i pH o wartosci 5,0-5,5. Stezenie enzymu Cei bylo wyz-
sze od stezenia enzymu Ce2 (Ce2 = 0.8 + Cgi). Przedstawione na tym rysunku dane
wskazuja, ze szybkos¢ reakcji jest proporcjonalna do stezenia enzymu, jest to zgod-
ne z réwnaniem:

R, 4

Rys. 4. Zalezno$¢ poczatkowej szybkosci reakcji Tq od poczatkowego stezenia kwasu taninowego
CjAo dla réznych stezerh enzymu Ce
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Poniewaz stezenie enzymu okre$lano na podstawie stezenia biatka w mieszani-
nie reakcyjnej, w celu wyznaczenia statej Rm zdecydowano jej wartos¢ podawac
w przeliczeniu na 100 mg biatka.

Krzywa zaleznosci szybkosci reakcji r od stezenia kwasu taninowego Cja zgod-
nie z rbwnaniem M-M ma charakter hiperboli. Wyznaczenie rzeczywistych wartosci
Rm i Km w sposOb graficzny moze by¢ bardzo niedoktadne i dlatego tez nie korzysta-
no z tej metody. Zrezygnowano réwniez z wyznaczania parametrow kinetycznych
metodami Lineweavera-Burka czy Woolfa. Pierwsza z metod nie gwarantuje zado-
walajgcej doktadnosci, zwilaszcza w zakresie najmniejszych stezen, gdzie btad po-
miaru moze by¢ stosunkowo najwiekszy. W drugiej z metod na wynik estymacji
wplywaja gtéwnie wartosci wyznaczone przy duzych stezeniach substratu.

W celu wyznaczenia parametrow kinetycznych w réwnaniu Michaelisa-Menten
wykorzystano program obliczeniowy Mathcad 2000 ProfFessional. W efekcie uzyska-
no nastepujgce wartosci maksymalnej szybkosci i statej Michaelisa-Menten:

» =05310 MO

dm'’

Rm =1,26-10 mOI
dm'min

Sg to wartosci poréwnywalne z warto$ciami cytowanymi [4] dla reakcji hydrolizy
kwasu taninowego przez tanaze wytwarzang przez inne mikroorganizmy. W przy-
padku tanazy wytwarzanej przez Aspergillus niger Km = 0,48 10 “*mol/dm~.

5. Okreslenie typu inhibicji

w celu okreslenia typu wystepujacej w czasie procesu inhibicji produktem prze-
prowadzono szereg doswiadczen dodajgc do mieszaniny reakcyjnej okreslone ilosci
kwasu galusowego. Poczagtkowe stezenie substratu wynosito od 0,01 do 10 mmol.
Wykonano trzy serie prob. W pierwszej, stezenie poczatkowe kwasu galusowego
wynosito 1%, w drugiej - 0,5%. Trzecig prébe przeprowadzono bez dodawania inhi-
bitora. Wyznaczone poczatkowe szybkosci reakcji w zaleznosci od stezenia substra-
tu przedstawiono na rysunku 5.

W celu okreslenia typu wystepujacej inhibicji skorzystano z metod Lineweave-
ra-Burka, Woolfa i Hofsteego. Wykres Lineweavera-Burka przedstawiono na rysunku 6.

Na podstawie wszystkich przedstawionych wykreséw dowiedziono, ze inhibicja
wystepujaca w czasie reakcji hydrolizy jest inhibicjg typu wspdtzawodniczgcego.
Oznacza to, ze produkt konkuruje z substratem i blokuje enzym laczac sie z jego
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—Cga=0

Rys. 5. Zestawienie zaleznosci poczatkowej szybkosci reakcji do stezenia substratu przy réznych
stezeniach inhibitora.

Rys. 6. Okreslenie typu inhibicji metodg Lineweavera-Burka.

centrum aktywnym. Roéwnanie Kinetyczne bedace modyfikacja modelu Michaeli-
sa-Menten dla modelu z inhibicjg wspétzawodniczacg produktem ma postac

dcC- AMA
r= MATA 5)
dt C
K, 1+ = +C.

gdzie K] - stata inhibicji, Cqga - stezenie kwasu galusowego bedacego inhibito-
rem.
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[mmol/dnr?

-*-C3A=0% e- C37=0.5% =A -C37=10/,

Rys. 7. Porédwnanie wynikéw doswiadczalnych oznaczonych punktami z wynikami modelowymi
przedstawionymi jako krzywe zaleznosci szybkosci reakcji od poczatkowego stezenia substratu.

Korzystajgc z programu obliczeniowego Mathcad 2000 Professional na podsta-
wie otrzymanych wynikéw i dla wyliczonych wczesniej statej Michaelisa-Menten K”
i maksymalnej szybkosci Rm wyznaczono stata inhibicji K\, ktéra wynosi

K, =2,04 10" mot dm "

Na podstawie wyznaczonego réwnania kinetycznego i po okre$leniu statych ki-
netycznych poréwnano wyniki doswiadczalne z krzywymi modelowymi. Poréwnanie
to zostato przedstawione na rysunku 7.

Przedstawione na rysunku dane $wiadcza o dobrej zgodnosci danych dos$wiad-
czalnych z przyjetym modelem kinetycznym. Réwnanie Kinetyczne opisujace prze-
bieg enzymatycznej hydrolizy kwasu taninowego ma postac:

1,26- 10'C-
C,

0,53-10" 1+ |-C
2,04-10

(7

6. Podsumowanie

Przedstawiono wyniki badan procesu biodegradacji tanin na drodze enzymatycz-
nej hydrolizy. Stwierdzono, ze przebieg reakcji enzymatycznej hydrolizy kwasu ta-
ninowego katalizowanej przez tanaze mozna opisaé kinetyka Michaelisa-Menten
z inhibicja wspotzawodniczaca oraz wyznaczono parametry réwnania w prezento-
wanym modelu Kinetycznym.
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