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poprzez spadek absorbancji pochodzacej od nadtlenku wodoru przy dtu-
gosci fali 230 nm. Stgzenie nadtlenku wodoru odczytywano z krzywej
standardowej A(230) = 1,97¢ [g-l'l]. Badania prowadzono w termosta-
towanym reaktorze mieszalnikowym, do ktérego wprowadzono znana
masg preparatu immobilizowanego enzymu lub enzymu natywnego.
Wigkszo$¢ badan prowadzona byla w pH odpowiadajacemu pH mleka,
czyli w 6,4; wyjatek stanowity badania nad okresleniem wptywu pH na
aktywno$¢ katalazy, w ktorych pH bylto zmienne.

Wyznaczenie stalych kinetycznych: Pomimo, ze czasteczka H,0,
jest mata czasteczka o wysokim wspolczynniku dyfuzji w alginianie
(D =0,31-10° m*s™) [Van Stroe-Biezen, 1993], niemniej w celu wy-
kluczenia ewentualnego wptywu dyfuzji substratu na wyznaczenie sta-
lych kinetycznych preparatu immobilizowanego, badania prowadzono
w warunkach przeptywowych. W tym celu usieciowano ptaska struktu-
r¢ alginianowa (podobienstwo membrany ptaskiej) zawierajaca enzym
o danym st¢zeniu, przez ktora cyrkulowano roztwor substratu. Postgp
reakcji oznaczano poprzez pomiar spadku stezenia substratu w tym roz-
tworze.

Wyniki i ich oméwienie
Jak przedstawiono w literaturze [ Tuke., 2004; Cetinu., 2003] natywna
katalaza wykazuje wysoka aktywno$¢ w relatywnie niskich tempera-

turach, stad aktywno$¢ immobilizowanej katalazy (Rys. 1) mierzono
w waskim zakresie temperatur (18+40°C).

100 -

80 -+

[s)]
o

% aktywnosci
&
o
1

[
o
1

0 10 20 30 40 50
Temperatura [°C]

Rys. 1 Wykres zaleznosci aktywnos$ci enzymatycznej od temperatury dla katalazy im-
mobilizowanej w kapsutkach alginianowych, pH 6,4. Za 100% przyjgto aktywnos¢
w T=24C

Immobilizowana katalaza wykazuje maksimum aktywnosci w 24°C,
niemniej w zakresie 18-35°C aktywno$¢ pozostaje na wysokim pozio-
mie. Podwyzszenie temperatury powyzej 35 powoduje znaczacy spadek
aktywnos$ci immobilizowanego preparatu.

Wplyw pH na aktywnos$¢ natywnej i immobilizowanej katalazy wy-
znaczono stosujac dwa bufory: octanowy (dla nizszych wartosci pH)
i HEPES-NaOH dla pH > 6. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2 Wykres zalezno$ci aktywno$ci od pH dla katalazy natywnej oraz immobilizo-
wanej w kapsutkach alginianowych (7 = 24°C). Za 100% przyjgto aktywno$¢ danej
formy enzymu przy pH 5,5

Natywna katalaza wykazuje maksimum aktywnosci przy pH 7,0 na-
tomiast dla enzymu immobilizowanego optimum jest przesunigte w kie-
runku nizszych wartosci pH, aczkolwiek aktywnos$¢ immobilizowanej
katalazy w calym zakresie pH jest wysoka (powyzej 90% aktywnosci
maksymalnej) z wyjatkiem pH 5,0 gdzie enzym wykazuje tylko 65%
swojej aktywnosci maksymalne;j.

Stabilnos$¢ natywnej i immobilizowanej katalazy zostata wyznaczona
w pH 6,4 w optymalnej temperaturze prowadzenia reakcji (24°C) oraz
temperaturze przetrzymywania (4°C). Uzyskane wyniki przedstawiono
odpowiednio na rys. 3a i 3b.
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Rys. 3 Stopien zachowania aktywno$ci w czasie katalazy natywnej (#) oraz immobili-
zowanej w kapsutkach alginianowych (m); przy pH 6,4; w temperaturze 7 = 24°C (a)
oraz T=4°C (b)

Przy zatozeniu kinetyki pierwszego rzedu, stata szybkosci inaktywa-
cji, w temperaturze 24°C zostala wyznaczona na 0,170 h' dla natyw-
nej katalazy i 0,0139 h' dla katalazy immobilizowanej w kapsutkach
alginianowych. Stad, zgodnie z opisanymi zalezno$ciami [7rusek-
Hocownia, 2003], czas potowicznego zaniku aktywnosci zostat wyli-
czony odpowiedniona 4 hi53 h.

W warunkach przechowywania, natywna katalaza stracita 50% swo-
jej poczatkowej aktywnosci po 7 dniach, podczas gdy preparat immo-
bilizowany po tym czasie wykazywat wigcej anizeli 90% swojej ak-
tywnosci poczatkowej. Po przechowywaniu preparatu przez 20 dni,
wykazal on 73% zachowania aktywnosci.

Kinetyke reakcji hydrolizy wyznaczono dla dwoch stezen enzymu,
z zakresu liniowej zaleznosci r = f(c;), w zakresie stezen substratu od-
powiadajacych stgzeniom podawanym przy zimnej pasteryzacji mleka.
Proces prowadzono w 50 mM buforze HEPES-NaOH przy pH odpo-
wiadajacemu mleku tj. pH 6,4, w temperaturze optymalnej do katalizy
tj. w 24°C.

Uzyskane dla enzymu natywnego wyniki przedstawiono na rys. 4.

Pokazano, ze w calym badanym zakresie st¢zen funkcja r = f(cg) jest
zalezno$cia liniowa. W oparciu o przeprowadzone eksperymenty stata
szybkosci reakcji przyjeta nastgpujace wartosci:

Ky e = 2,13:107 s dla ¢ = 6,0-10" g1
Ky = 2,71-10" s dla ¢ = 8,0-10" g1"

Przyjmujac liniowa zalezno$¢ szybkosci reakcji od stgzenia enzymu
rownanie kinetyczne mozna zapisa¢ w postaci:

(M
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0.008 - substratu wynosita V., + V.. Do opisu szybko$ci reakcji pierwszego
' rzgdu wzglgdem substratu w takim uktadzie zastosowano rownanie (2)
0,007 - opisane w literaturze [ Trusek-Holownia, 2005]:
2 0,006 -
5 = des Vet Vs e o 2
% 0’005 Fmm dt Valg kl,lmmcS k3,1mmCE,xmmcS ( )
=
g 0,004 Stezenie enzymu (cg ,,,) 0dnosi si¢ do objgtoéci warstwy alginiano-
2 0003 wej, gdzie zachodzi reakcja. Wyniki przedstawiono na rys. 5.
g 4 stetenle W i d ki t naczono state szyb
= enzymu=0,0006 g/! W oparciu o przeprowadzone eksperymenty wyznacz zyb-
g 0002 kosci reakc;ji, ktore przyjmuja nastepujace wartosci:
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Rys. 4. Wykres zaleznosci poczatkowej szybkosci reakcji od stgzenia substratu dla
katalazy natywnej (pH 6,4, T'=24°C)

gdzie:

r — szybkosé reakeji, [g1's™],
cp — stgzenie enzymu, [g17],
cg _ stezenie substratu, [g-l‘l],
k; _ stata szybkosci, [s'l],

k; — stata kinetyczna [1 g"-s™].

Wyznaczona na tej podstawie stata kinetyczna k; ,,, przyjmuje war-
t0$¢ 3,47 I-g™s™.

Kinetyka dla enzymu immobilizowanego w sieci alginianu zostata
wyznaczona w dwoch seriach, dla stezenia enzymu w warstwie alginia-
nowej 1,5107%i2°10° g‘l'l. Roztwor substratu o objetosci (V) wynosza-
cej w eksperymentach 25 ml cyrkulowano przez warstwe alginianowa
z enzymem (V,,,) stanowiaca strefg reakcji, ktora wynosita w poszcze-
gblnych eksperymentach 2,1+2,6 ml. Proces prowadzono w T = 24°C,
przy pH 6,4. Catkowita objgtos¢ uktadu, w ktorej monitorowano ubytek
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Rys. 5. Wykres zaleznosci poczatkowej szybkosci reakcji od stgzenia substratu dla
katalazy natywnej (pH 6,4; T=24°C)

stad stata kinetyczna k; ;,,,, wynosi 1,57 1 g'l-s’l.

Whioski

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na otrzymanie preparatu
immobilizowanej katalazy, ktory z uwagi na swoja heterogenicznosc¢
w tatwy sposob moze by¢ separowany ze strumienia mleka.

W warunkach reakcji (pH 6,4; 24°C) enzym immobilizowany wyka-
zuje mniejsza o potowe aktywnosc¢, o czym $wiadcza uzyskane warto-
$ci statej kinetycznej k3, niemniej jednak jego stabilno$¢ w warunkach
procesowych jest kilkanascie razy wyzsza anizeli preparatu natywnego.
Dotyczy to rowniez stabilnosci w warunkach przechowywania.
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