
Prosimy cytować jako: Inż. Ap. Chem. 2012, 51, 4, 190-191

str. 190 Nr 4/2012INŻYNIERIA  I  APARATURA  CHEMICZNA

poprzez spadek absorbancji pochodzącej od nadtlenku wodoru przy dłu-
gości fali 230 nm. Stężenie nadtlenku wodoru odczytywano z krzywej 
standardowej A(230) = 1,97c [g·l-1]. Badania prowadzono w termosta-
towanym reaktorze mieszalnikowym, do którego wprowadzono znaną 
masę preparatu immobilizowanego enzymu lub enzymu natywnego. 
Większość badań prowadzona była w pH odpowiadającemu pH mleka, 
czyli w 6,4; wyjątek stanowiły badania nad określeniem wpływu pH na 
aktywność katalazy, w których pH było zmienne. 

Wyznaczenie stałych kinetycznych:  Pomimo, że cząsteczka H2O2 
jest małą cząsteczką o wysokim współczynniku dyfuzji w alginianie 
(D = 0,31·10-9 m2·s-1) [Van Stroe-Biezen, 1993], niemniej w celu wy-
kluczenia ewentualnego wpływu dyfuzji substratu na wyznaczenie sta-
łych kinetycznych preparatu immobilizowanego, badania prowadzono 
w warunkach przepływowych. W tym celu usieciowano płaską struktu-
rę alginianową (podobieństwo membrany płaskiej) zawierającą enzym 
o danym stężeniu, przez którą cyrkulowano roztwór substratu. Postęp 
reakcji oznaczano poprzez pomiar spadku stężenia substratu w tym roz-
tworze. 

Wyniki i ich omówienie
Jak przedstawiono w literaturze [Tuke., 2004; Cetinu., 2003] natywna 

katalaza wykazuje wysoką aktywność w relatywnie niskich tempera-
turach, stąd aktywność immobilizowanej katalazy (Rys. 1) mierzono 
w wąskim zakresie temperatur (18÷40˚C). 

Natywna katalaza wykazuje maksimum aktywności przy pH 7,0 na-
tomiast dla enzymu immobilizowanego optimum jest przesunięte w kie-
runku niższych wartości pH, aczkolwiek aktywność immobilizowanej 
katalazy w całym zakresie pH jest wysoka (powyżej 90% aktywności 
maksymalnej) z wyjątkiem pH 5,0 gdzie enzym wykazuje tylko 65% 
swojej aktywności maksymalnej.

Stabilność natywnej i immobilizowanej katalazy została 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. 

Rys. 1 Wykres zależności aktywności enzymatycznej od temperatury dla katalazy im-
mobilizowanej w kapsułkach alginianowych, pH 6,4. Za 100% przyjęto aktywność 

w T = 24oC

Immobilizowana katalaza wykazuje maksimum aktywności w 24˚C, 
niemniej w zakresie 18–35oC aktywność pozostaje na wysokim pozio-
mie. Podwyższenie temperatury powyżej 35 powoduje znaczący spadek 
aktywności immobilizowanego preparatu. 

Wpływ pH na aktywność natywnej i immobilizowanej katalazy wy-
znaczono stosując dwa bufory: octanowy (dla niższych wartości pH) 
i HEPES-NaOH dla pH > 6. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys. 2. 

Rys. 2 Wykres zależności aktywności od pH dla katalazy natywnej oraz immobilizo-
wanej w kapsułkach alginianowych (T = 24˚C). Za 100% przyjęto aktywność danej 

formy enzymu przy pH 5,5

Przy założeniu kinetyki pierwszego rzędu, stała szybkości inaktywa-
cji, w temperaturze 24oC została wyznaczona na 0,170 h-1 dla natyw-
nej katalazy i 0,0139 h-1 dla katalazy immobilizowanej w kapsułkach 
alginianowych. Stąd, zgodnie z opisanymi zależnościami [Trusek-
Hocownia, 2003], czas połowicznego zaniku aktywności został wyli-
czony odpowiednio na 4 h i 53 h. 

W warunkach przechowywania, natywna katalaza straciła 50% swo-
jej początkowej aktywności po 7 dniach, podczas gdy preparat immo-
bilizowany po tym czasie wykazywał więcej aniżeli 90% swojej ak-
tywności początkowej. Po przechowywaniu preparatu przez 20 dni, 
wykazał on 73% zachowania aktywności. 

Kinetykę reakcji hydrolizy wyznaczono dla dwóch stężeń enzymu, 
z zakresu liniowej zależności r = f(cE), w zakresie stężeń substratu od-
powiadających stężeniom podawanym przy zimnej pasteryzacji mleka. 
Proces prowadzono w 50 mM buforze HEPES-NaOH przy pH odpo-
wiadającemu mleku tj. pH 6,4, w temperaturze optymalnej do katalizy 
tj. w 24oC. 

Uzyskane dla enzymu natywnego wyniki przedstawiono na rys. 4. 
Pokazano, że w całym badanym zakresie stężeń funkcja r = f(cS) jest 

zależnością liniową. W oparciu o przeprowadzone eksperymenty stała 
szybkości reakcji przyjęła następujące wartości: 
 k1,nat = 2,13·10-3 s-1 dla cE = 6,0·10-4 g·l-1

 k1,nat = 2,71·10-3 s-1 dla cE = 8,0·10-4 g·l-1

Przyjmując liniową zależność szybkości reakcji od stężenia enzymu 
równanie kinetyczne można zapisać w postaci:

 rnat = k1,natcS = k3,natcEcS (1)

Rys. 3 Stopień zachowania aktywności w czasie katalazy natywnej (♦) oraz immobili-
zowanej w kapsułkach alginianowych (■); przy pH 6,4; w temperaturze T = 24˚C (a) 

oraz T = 4˚C (b)



Prosimy cytować jako: Inż. Ap. Chem. 2012, 51, 4, 190-191

str. 191Nr 4/2012 INŻYNIERIA  I  APARATURA  CHEMICZNA

substratu wynosiła Vres + Valg. Do opisu szybkości reakcji pierwszego 
rzędu względem substratu w takim układzie zastosowano równanie (2) 
opisane w literaturze [Trusek-Holownia, 2005]:
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Stężenie enzymu (cE,imm) odnosi się do objętości warstwy alginiano-
wej, gdzie zachodzi reakcja. Wyniki przedstawiono na rys. 5.

W oparciu o przeprowadzone eksperymenty wyznaczono stałe szyb-
kości reakcji, które przyjmują następujące wartości:
 k1,imm= 2,45·10-3 s-1 dla cE = 1,5·10-3 g·l-1

 k1,imm= 3,02·10-3 s-1 dla cE = 2,0·10-3 g·l-1

stąd stała kinetyczna k3,imm wynosi 1,57 l g-1·s-1.

Wnioski
Przeprowadzone eksperymenty pozwoliły na otrzymanie preparatu 

immobilizowanej katalazy, który z uwagi na swoją heterogeniczność 
w łatwy sposób może być separowany ze strumienia mleka. 

W warunkach reakcji (pH 6,4; 24oC) enzym immobilizowany wyka-
zuje mniejszą o połowę aktywność, o czym świadczą uzyskane warto-
ści stałej kinetycznej k3, niemniej jednak jego stabilność w warunkach 
procesowych jest kilkanaście razy wyższa aniżeli preparatu natywnego. 
Dotyczy to również stabilności w warunkach przechowywania. 
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Rys. 4. Wykres zależności początkowej szybkości reakcji od stężenia substratu dla 
katalazy natywnej (pH 6,4, T = 24˚C)

gdzie: 
 r – szybkość reakcji, [g·l-1·s-1],
 cE – stężenie enzymu, [g·l-1], 
 cS – stężenie substratu, [g·l-1],
 k1 – stała szybkości, [s-1], 
 k3 – stała kinetyczna [l g-1·s-1]. 

Wyznaczona na tej podstawie stała kinetyczna k3,nat przyjmuje war-
tość 3,47 l·g-1·s-1. 

Kinetyka dla enzymu immobilizowanego w sieci alginianu została 
wyznaczona w dwóch seriach, dla stężenia enzymu w warstwie alginia-
nowej 1,5.10-3 i 2.10-3 g·l-1. Roztwór substratu o objętości (Vres) wynoszą-
cej w eksperymentach 25 ml cyrkulowano przez warstwę alginianową 
z enzymem (Valg) stanowiącą strefę reakcji, która wynosiła w poszcze-
gólnych eksperymentach 2,1÷2,6 ml. Proces prowadzono w T = 24oC, 
przy pH 6,4. Całkowita objętość układu, w której monitorowano ubytek 

Rys. 5. Wykres zależności początkowej szybkości reakcji od stężenia substratu dla 
katalazy natywnej (pH 6,4; T = 24˚C)


