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ANNA TRUSEK-HOLOWNIA

AKTYWNOSC I STABILNOSC KATALAZY IMMOBILIZOWANEJ
W KAPSULKACH ALGINIANOWYCH W APLIKACJACH
PRZEMYSLOWYCH

Streszczenie

Efektywna metoda zahamowania rozwoju zanieczyszczen mikrobiologicznych (bakteryjnych i grzy-
bowych) obecnych w wodzie pitnej, mleku czy w sokach jest dodanie nadtlenku wodoru. Technika ta nie
jest w Polsce powszechnie stosowana, jest jednak dopuszczona w wielu krajach pod warunkiem catkowi-
tego usunigcia dodanego nadtlenku wodoru przed dopuszczeniem produktu do spozycia lub do dalszych
etapow przetwarzania. Szybka metoda usunigcia nadtlenku wodoru moze by¢ zastosowanie enzymu —
katalazy.

W celu mozliwosci wielokrotnego uzycia preparatu enzymatycznego, jak i latwej jego separacji z mie-
szaniny reakcyjnej, zaproponowano immobilizacj¢ katalazy w kapsutkach alginianowych. Przeanalizowa-
no mozliwo$¢ zastosowania otrzymanego preparatu do usuwania H,O, dodanego do réznych pltynow:
wody, mleka, sokow warzywnych. Okreslono stabilnos$¢ preparatu w warunkach procesowych (11 i 24 °C)
i w temperaturze przechowywania preparatu (4 °C). Wyznaczone w buforach o danym pH state rownania
kinetycznego zweryfikowano w badaniach wymienionych ptynéw. Na podstawie parametréw kinetycz-
nych okreslono warunki do przeprowadzenia procesu o zalozonej wydajnosci. Zaproponowano proces
okresowy z separacja preparatu na sitach. Podano czas procesu dla poszczegdlnych szarzy. W przypadku,
gdy temperatura procesu zostanie obnizona do 11 °C, czas reakcji musi by¢ znaczaco dluzszy, niemniej
liczba przeprowadzonych szarzy (z uwagi na zachowang aktywno$¢ preparatu) rekompensuje dtuzszy czas
procesu. Prowadzenie reakcji w obnizonej temperaturze jest uzasadnione w przypadku, gdy medium
oczyszczane jest przetrzymywane w warunkach chtodniczych, co zwykle ma miejsce. Temp. 11 °C jest
najnizsza warto$cia, w ktorej stosowany enzym wykazuje aktywnosc¢.

Stowa kluczowe: usuwanie nadtlenku wodoru, katalaza, kapsutki alginianowe, warunki procesowe

Wprowadzenie

Regulacje The World Food and Agriculture Organization oraz United Nations
Agriculture Organization zezwalajg na dodawanie nadtlenku wodoru (H,O,) do napo-
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jow, w stezeniu 0,05 + 0,25 % (m/v), w celu zahamowania rozwoju w nich drobnou-
strojow. W literaturze przedmiotu proces ten nazywany jest ,,zimng sterylizacjg” 3, 8],
cho¢ poprawniej byloby go nazywac ,,czasowa konserwacjg napojow”.

W Polsce technologia ta nie jest rozpowszechniona, w odroéznieniu od wielu kra-
jow, w tym Stanow Zjednoczonych. Stosowane stezenie H,O, zalezy od takich czynni-
kow, jak: temperatura procesu, liczba i typ mikroorganizmow obecnych w napoju, ich
oporno$¢ na nadtlenek wodoru [9]. Zastosowana metoda nie ma wptywu na zawartos$¢
cennych sktadnikéw. Dotyczy to m.in. warto$ci odzywczej mleka, szeroko opisanej
w literaturze [1, 2, 6].

Dodawanie H,O, najczesciej jest stosowane do ochrony mleka przy przewozeniu
do miejsca przetwarzania. Z dobrg efektywno$cig nadtlenek wodoru moze by¢ doda-
wany do innych napojow np. sokow, wina, piwa czy wody pitnej. Zawartos¢ zanie-
czyszczen mikrobiologicznych w tych mediach nie moze by¢ jednak duza [10]. Po
wstepnych badaniach (redukcyjny posiew bakteryjny), przeprowadzonych na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroctawskiej, dowiedziono, ze po dodaniu 2,5 g H,O, na litr
$wiezego mleka prawie wszystkie zanieczyszczenia mikrobiologiczne zostaly wyeli-
minowane. Po usunigciu nadtlenku wodoru naturalny szczep mlekowy Lactobacillus
namnazat si¢ ze specyficzng dla siebie szybkoscig. Metode t¢ mozna wigc traktowac
jako hamujacg rozwdj zanieczyszczen bakteryjnych i grzybiczych, a nie eliminujgca
komorki w fazie intensywnego wzrostu obecne w danym napoju.

Przed dopuszczeniem napoju do spozycia przez ludzi lub do dalszego przetwa-
rzania zastosowany nadtlenek wodoru musi by¢ catkowicie usuniety [9]. Samoistny
rozktad H,0O, zachodzi bardzo powoli. W wyzej wspomnianym do$§wiadczeniu przy
stezeniu H,O, — 2,5g/1, w $rodowisku o pH 5,21 7,0 po 1 h rozktadowi do wody ulegto
mniej niz 2 % czasteczek H,O, obecnych w roztworze. Proces ten mozna przeprowa-
dzi¢ ze znacznie wyzszg efektywno$cig poprzez zastosowanie enzymu katalazy (H,O,
oksydoreduktazy). Z uwagi na koszt preparatu oraz niemoznos$¢ jego usuni¢cia w po-
staci natywnej z oczyszczanego medium, jedyng forma aplikacji sa preparaty enzymu
immobilizowanego. W metodzie otrzymywania takiego preparatu wykorzystano natu-
ralne substancje (polisacharydy), ktére moga mie¢ stycznos¢ z zywnoscia [7]. Z uwagi
na rozmiar czastki (@ = 1 = 5 mm), uzyskany preparat jest tatwo separowany od
oczyszczanego ptynu np. poprzez dekantacje lub filtracje i moze by¢ wielokrotnie sto-
sowany.

Celem pracy byla préoba aplikacji enzymu immobilizowanego w kapsutkach algi-
nianowych do usuwania nadtlenku wodoru z mleka, wody pitnej i soku warzywnego.

Material i metody badan

Katalaza (E.C. 1.11.1.6.) z trzustki wotowej, 2000 + 5000 U/mg, alginian sodu,
1 bufor HEPES pochodzity z firmy Sigma Chemical Co. Nadtlenek wodoru i pozostate
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odczynniki zakupiono w firmie POCh (Gliwice). Swieze mleko kozie pochodzito
z gospodarstwa Kozia Laka w Lomnicy k. Jeleniej Gory, sok wielowarzywny — z firmy
Tymbark.

Immobilizacja katalazy w kapsutkach alginianowych

W celu wytworzenia kapsutek alginianowych zawierajagcych katalaze przygoto-
wano dwa roztwory. Roztwor (1) zawieral 3-procentowy (m/v) alginian sodu. Roztwor
(2) stanowit roztwér enzymu w buforze HEPES (50 mM, pH 6,4 lub 7,0) lub w buforze
octanowym (pH 5,5). Stezenie enzymu w roztworze (2) bylo dwukrotnie wyzsze anize-
li planowane w reakcji (tj. 2 lub 4 mg/l). Roztwor powstaty ze zmieszania (1) i (2)
w stosunku 1 : 1 wkraplano do tazni sieciujacej, zawierajacej 10-procentowy (m/v)
roztwor chlorku sodu w buforze o danym pH. Zastosowanie odpowiedniego buforu
byto niezbedne do zachowania aktywnosci katalitycznej enzymu. Do tazni sieciujacej
dodawano réwniez enzym o stezeniu identycznym jak w kapsutkach, w celu uniknigcia
dyfuzji czasteczek enzymu w trakcie procedury immobilizacji. Wykonany bilans masy
enzymu (metoda Lowry’ego [4]) z tazni sieciujacej przed procesem i po uzyskaniu
kapsutek potwierdzil zasadno$¢ stosowania takiej procedury. Kapsutki sieciowano
w temp. 4 °C przez 1 h. Uzyskane kapsutki byty przejrzyste, w temp. 4 °C mialy $red-
nic¢ 3,2 mm, wynikajaca z uzytego wkraplacza. Z uwagi na natur¢ hydrozeli, w temp.
24 °C objetos¢ kapsulek zwigkszala si¢ do $rednicy 3,9 + 4,1 mm (pomiar 20 wybra-
nych losowo kapsutek).

Aktywnos¢ i stabilnos¢ preparatu enzymatycznego

Aktywno$¢ preparatu enzymatycznego okreslano w reakcji monitorowanej spek-
trofotometrycznie (spektrofotometr Shimadzu UV-1800) przy A = 230 nm. Korzystano
z zalezno$ci opisujacej absorbancje¢ (A) od stezenia nadtlenku wodoru (Cs): A(230) =
1,97 x Cs [g/l]. Zakres stosowania krzywej — do stgzenia H,O, rownego 0,8 g/l.
Wszystkie pomiary wykonywano w trzech probkach, obliczano wartosci $rednie, od-
rzucajgc wyniki odbiegajace o £+ 10 %.

Wptyw temperatury i pH na aktywnos¢ i stabilno$¢ katalazy immobilizowane;j
w alginianie okre$lano w termostatowanych reaktorach mieszalnikowych o objgtosci
catkowitej 60 ml. Zastosowano ultratermostat, mieszadto magnetyczne oraz szklane
reaktory o podwojnych $ciankach, w ktorych cyrkulowano wodg chtodzaca lub grzeja-
ca. Stosunek objetosci kapsutek do objetosci roztworu substratu wynosit 1 : 10. Po-
czatkowe stezenie substratu w roztworze wynosito 0,6 g/l, stezenie enzymu wewnatrz
kapsutek — 1 lub 2 mg/l. Reakcje prowadzono przez 1 h, a probki, w ktoérych oznaczano
stezenie H,O, zawracano do uktadu.

Wplyw pH na szybko$¢ katalizowanej reakcji badano w 0,05 M buforze octano-
wym (pH 5,5) i w 0,05 M buforze HEPES (pH 6,4 1 7,0) w temp. 24 °C. Wptyw tempe-
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ratury na aktywno$¢ preparatu okre$lano w 0,05 M buforze HEPES (pH 6,4) w zakre-
sie temp. 11 + 40 °C.

Stabilnos¢ enzymu immobilizowanego okres$lano poprzez pomiar aktywnos$ci (jak
opisano wyzej) po inkubacji preparatu w buforze o danym pH, w temperaturze prze-
chowywania (4 °C), w obnizonej temperaturze reakcji (11 °C) 1 w temperaturze opty-
malnej (24 °C). Inkubacja poszczegolnych preparatow trwata od 15 min do 40 dni.
Media, w ktorych inkubowano preparat, byly wolne od zanieczyszczen mikrobiolo-
gicznych (dodano H,O, do stezenia 0,6 g/l). W przeciwnym razie preparat mogiby
zosta¢ roztozony przez bakterie.

W celu wyznaczenia statych rownania kinetycznego, dla upewnienia sig, ze dyfu-
zja substratu nie miata wplywu na ilo$¢ rozktadanego nadtlenku wodoru (obszar kine-
tyczny procesu), wytworzono preparat alginianowy w postaci struktury ptaskiej (steze-
nia alginianu, jondéw wapniowych i enzymu byty analogiczne jak w kapsutkach). Przez
struktury te cyrkulowano roztwdr substratu, mierzac ubytek substratu w czasie,
w zbiorniku substratu (kolbie). Objetos¢ preparatu wynosita 0,8 ml, objetos¢ cyrkulu-
jacego roztworu substratu — 20 ml. Stezenie substratu w poszczegélnych eksperymen-
tach wynosito od 0,3 do 3 g/, za$ st¢zenie enzymu w warstwie — 1 lub 2 mg/l. Proby
(w trzykrotnych powtorzeniach) analizowano spektrofotometrycznie co 20 s przez
pierwsze 5 min procesu, nast¢pnie przez 25 min, co 2 min. Po pomiarze probki zawra-
cano do uktadu.

Aplikacja preparatu w naturalnych mediach: woda wodociggowa, sok warzywny,
mleko kozie

Analogicznie do badan prowadzonych w buforach, przeprowadzono badania
w naturalnych mediach tj. w wodzie wodociggowej (pH 7,0), w soku wielowarzywnym
(pH 5,5) 1 w $wiezym mleku kozim (pH 6,4). Z uwagi na barwe mleka i soku nie byt
mozliwy pomiar spektrofotometryczny stgzenia H,O,. Stad tez postep reakcji okresla-
no na podstawie ilosci powstajacego produktu — tlenu, wykorzystujac do tego celu
elektrode tlenowa wbudowang do reaktora mieszalnikowego BioFloBioreactor (New
Brunchwick, USA). Ruchy mieszadta byly powolne (50 obr./min), aby nie uszkodzi¢
kapsutek, a $migto mieszadla ustawiono tuz pod powierzchnig cieczy (kapsutki znaj-
dowatly si¢ gtownie w cze$ci dolnej bioreaktora). Proces prowadzono w medium
o objetosci 1 1. Objetos¢ kapsutek w stosunku do objetosci medium wynosita 1 : 10.
Stezenie poczatkowe H,O, w medium wynosito 2,5 g/, a stezenie enzymu wewnatrz
kapsutek — 1 mg/l. Czas trwania procesu wynosit 2 h. Uktad przy wylaczonym miesza-
dle pozostawiano na 30 dni, cyrkulujgc w ptaszczu wodnym wode o temp. 11 °C. Na-
stepnie dodawano nowg porcj¢ substratu i ponownie monitorowano postep reakcji.
Okreslano w ten sposob stabilnos¢ preparatu po 30 dniach uzytkowania.
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Wryniki i dyskusja

Aktywnos¢ i stabilnos¢ preparatu enzymatycznego

W celu okreslenia mozliwosci aplikacyjnych otrzymanego preparatu zbadano
wplyw temperatury i pH na jego aktywnos¢ i stabilno$¢ enzymatyczng (rys. 1 1 2).
Aktywno$¢ uzyskang w temp. 24 °C (rys. 1) i w srodowisku o pH 7,4 (rys. 2) przyjeto
za 100-procentowaq.
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Rys. 1.  Wplyw temperatury na aktywnos¢ immobilizowanej katalazy
Fig. 1.  Effect of temperature on activity of immobilized catalase
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Rys. 2. Wplyw pH na aktywno$¢ immobilizowanej katalazy
Fig. 2.  Effect of pH on activity of immobilized catalase

Preparat enzymatyczny wykazywat optimum aktywnosci w zakresie 24 + 35 °C.
Nalezy podkresli¢, ze w temp. 10 + 11 °C, zblizonej do temperatury wody wodocig-
gowej 1 temperatury transportu mleka, ta aktywnos$¢ byla znaczgca, co oznacza, ze
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preparat mozna stosowaé bezposrednio (bez koniecznosci podgrzewania medium do
temperatury otoczenia).

Katalaza immobilizowana w Zelu, podobnie jak katalaza natywna [13], byla ak-
tywna w srodowisku obojetnym. Optimum pH wynosito ok. 7,4. Nie wykazano aktyw-
nos$ci preparatu w reakcji prowadzonej w buforze octanowym ponizej pH 5,5. Ta war-
tos¢ jest wigec najnizszym pH, w ktorym preparat moze by¢ stosowany. Zatem nie
moze by¢ wykorzystywany do usuwania nadtlenku wodoru m.in. z sokéw owocowych,
wina czy piwa.

W dalszych etapach pracy przeanalizowano trzy wartosci pH, charakterystyczne
dla wybranych grup produktow spozywczych, a mianowicie: pH 5,5 — soki warzywne,
i herbaty mrozone wzbogacone sokami, pH 6,4 — napoje mleczne, czarna herbata i pH
7,0 — woda, zielona herbata. Badania prowadzono w temperaturze optymalnej (24 °C),
W najnizszej, w ktorej preparat wykazywat aktywnos¢ w buforze (11 °C) oraz w tem-
peraturze przechowywania preparatu (4 °C). Wyznaczono aktywnos$¢ preparatu oraz
jego stabilnos¢ procesowa.

W zakresie st¢zenia enzymu do 2 mg/l wystgpita liniowa zalezno$¢ szybkosci re-
akcji od stezenia enzymu. Powyzej tej wartosci, z uwagi na szybkos¢ powstajacego
produktu (O,) i jego akumulacje¢ w kapsulce, nastepowalo jej rozerwanie. W catym
badanym zakresie substratu (do 3 g/l) szybko$¢ reakcji byta wprost proporcjonalna do
zastosowanego stezenia (rys. 3). Stad tez szybko$¢ reakcji enzymatycznej opisano za
pomocg réwnania kinetycznego pierwszego rzedu wzgledem substratu, o postaci [12]:

dc, V. +V,

P _res g _ o -C
dt Ve

gdzie:

Cgimm — Stezenie enzymu wewnatrz kapsulki [g/l], Cs — stezenie substratu [g/1], &7 jm —

stata kinetyczna [l/gh], & — zmodyfikowana stata kinetyczna [1/h], 7., — szybko$¢

reakcji wewnatrz struktury alginianowej [g/l'h], ¢ — czas [h], V,, — objetos¢ struktury

(struktur) alginianowej [1], V., — objetos¢ rezerwuaru substratu [1].

Stabilnos$¢ preparatu monitorowano w czasie, w zatozonej temperaturze i w bufo-
rze o danym pH, a nastgpnie prowadzono reakcje majacg na celu okreslenie aktywno-
$ci enzymatycznej. Aktywno$¢ te, liczong z poczatkowego przereagowania substratu
(o < 10 %), porownywano z aktywno$cig poczatkowa preparatu wykazywana przy
tych warunkach procesowych. Na rys. 4. przedstawiono zalezno$ci uzyskane w temp.
11 °C. Czas potowicznego zaniku aktywnosci wyznaczono przy zalozeniu szybkosci
reakcji inaktywacji jako reakcji rzedu pierwszego [11]. Uzyskane warto$ci przedsta-
wiono w tab. 1.
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Rys. 3. Zalezno$¢ jednostkowej szybkosci reakcji (Fimm/Ce imm) 0d steZenia substratu (11 °C, pH 6,4) —
dane z serii przy Cg jmm = 1 mg/1 (0) 12 mg/l (A)

Fig. 3.  Dependence of unit rate of reaction (Timm/Cg, imm) ON concentration of substrate (11 °C, pH 6.4) —
data from series with Cg jmm = 1mg/1 (0) and 2 mg/1 (A)
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Rys. 4. Utrata aktywno$ci enzymatycznej preparatu w czasie, w temp. 11°C
Fig. 4.  Loss of enzymatic activity of preparation over time, at temp. of 11°C

Natywna katalaza z trzustki wotowej wykazuje bardzo niska stabilnos¢ [13].
Otrzymany preparat wykazywat dos¢ dobrg stabilnos¢ w temp. 24 °C i bardzo dobrg
w nizszych temperaturach (czas potowicznego zaniku aktywnos$ci powyzej miesigca).
Im wyzsze bylo pH uktadu, tym stabilnos¢ byta wigksza, lecz wptyw pH nie byt tak
znaczacy. Podobnie wysoka stabilno$¢ preparatu zawierajgcego immobilizowany bio-
katalizator w alginianie uzyskali inni autorzy [5, 8].
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Tabela 1. Wartosci stalej rownania kinetycznego, stalej inaktywacji oraz czasu polowicznego zaniku
aktywnosci, determinowane temperatura oraz pH

Table 1. Values of kinetic equation constant, inactivation constant, and of half-life of enzymatic activity
determined by temperature and pH

Temperatura Stata kinetyczna Stata inaktywacji E;r?isklzl 0;12:;1\2111(1)2%?
pH Temperature Kinetic constant Inactivation constant Half-life of activity
[°C] K imm [/gh] [1/doba / 1/day] [dni / days]

4 - 0,015 45,9
5,5 11 742,6 0,023 30,4
24 1770,9 0,381 1,8
4 - 0,013 52,1
6,4 11 1064,5 0,020 35,5
24 2656,4 0,339 2,0
4 - 0,012 56,8
7,0 11 1568,1 0,019 36,7
24 3630,4 0,318 2,2

Wtasciwosci i aktywnos¢ preparatu enzymatycznego w produktach spozywczych

Parametry kinetyczne wyznaczone w buforach o danych warto$ciach pH postuzy-
ly do sprawdzenia uzyteczno$ci preparatu immobilizowanej katalazy w naturalnych
mediach — zgodnie z opisem przedstawionym w metodyce — i okreslenia zgodnosci
wyznaczonych wartosci statych w warunkach rzeczywistych.

W przypadku, gdy medium byt sok wielowarzywny (pH 5,5), preparat wykazywat
mechaniczng stabilnos¢ (nie ulegat rozpuszczeniu, degradacji czy odksztalceniu). Na
skutek dyfuzji barwnikéw soku do wnetrza kapsutek, ulegaty one trwatemu zabarwie-
niu na czerwono. Wartosci oznaczonych statych kinetycznych réznity si¢ od otrzyma-
nych w buforze octanowym (pH 5,5). Aktywno$¢ enzymu zmniejszyta si¢ o 19,8 %
(kyimm= 595,6 1/gh), a stala inaktywacji wzrosta do wartosci 0,026 1/dzien, stad czas
potowicznego zaniku aktywnosci byt krotszy 1 wynidst 26,7 dni.

Drugim medium byto $wieze mleko kozie (pH 6,4). Preparat enzymatyczny byt
stabilny mechanicznie. Dodatkowo jony wapnia obecne w mleku stabilizowaty prepa-
rat, co uwidoczniato si¢ w jego wigkszej twardosci. Obecne w mleku biatka i thuszcz
nie osadzaly si¢ w sposob widoczny na powierzchni kapsutek. Rowniez bilans masy
biatek mleka (okreslony metoda Lowry’ego [4]) przed inkubacja kapsulek i po nigj
potwierdzit brak ich istotnej adsorpcji na powierzchni preparatu. State kinetyczne opi-
sujace aktywno$¢ i stabilno$¢ enzymatyczng w buforze HEPES (pH 6,4) z duzg do-
ktadnoscig opisywaly proces przebiegajacy w mleku. Zaobserwowane roznice
(£ 4,8 %) byly w zakresie bledu analitycznego.
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W wodzie wodociggowej (pH 7,0) preparat byt stabilny mechanicznie. Istniato
ryzyko, ze w wyniku niskiej sily jonowej, immobilizowany enzym nie bedzie wyka-
zywal zadowalajgcego poziomu aktywnosci, a jony wapnia bedg si¢ stopniowo wy-
mywac, powodujagc rozluznienie preparatu. Nie zaobserwowano jednak znaczacych
réznic pod wzgledem wiasciwosciach fizycznych (twardosci, wielkoSci) preparatu.
Aktywno$¢ preparatu nie ulegla istotnej zmianie (+ 6,1 % roznicy). Stabilno$¢ prepara-
tu zmniejszyta si¢. W wodzie stata inaktywacji wynosita 0,021 1/dzien, stad czas po-
towicznego zaniku aktywnosci to 32,7 dni.

Wykorzystanie preparatu enzymatycznego w warunkach przemystowych

Z uwagi na $rednice kapsutek (4 mm), ich separacja z mieszaniny reakcyjnej nie
stanowita problemu. Otrzymany preparat moze by¢ zastosowany zarowno w systemie
okresowym, jak i cigglym. W doswiadczeniach prowadzonych w reaktorze mieszalni-
kowym wykazano, ze niska burzliwo$¢ uktadu i odpowiednia wysokos¢ zamontowania
topatki mieszajacej (tuz pod powierzchnig) nie powodowaty uszkodzen mechanicznych
preparatu, stad uktad zawierajacy bioreaktor mieszalnikowy zostat zaproponowany do
przeprowadzenia procesu okresowego (rys. 5). Zaletg takiego reaktora jest wyroOwnanie
stezen w calej objetosci, co wptywa na korzystny profil ste¢zenia substratu wewnatrz
kapsutek.

Z uwagi na zmniejszajaca si¢ aktywno$¢ preparatu enzymatycznego, kolejne szar-
ze, o zatozeniach podanych na rys. 5, réznily si¢ czasem trwania. Wyliczono czas
trwania kazdej z nich i przedstawiono w tab. 2.

Whioski

1. Preparat kapsutkowanej katalazy moze zostaé wykorzystany do usuwania H,0,
z mleka, wody, sokow warzywnych i innych ptynéw o pH z zakresu 5,5 + 7,0.

2. Preparat byt aktywny w zakresie temp. 10 + 40 °C. W zaleznos$ci od pH i stosowa-
nej temperatury preparat immobilizowanej katalazy moze by¢ wykorzystany w kil-
ku/kilkunastu szarzach. Czas trwania kazdej z nich wydtuza si¢ wraz z czasem
uzytkowania preparatu. Podwyzszenie temp. z 11 do 24 °C z jednej strony znaczaco
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Czasowa konserwacja plynu —
dodanie H,O, o max. st¢zeniu 2,5
g/1. Czas dziatania H,O, — 1h.
Temporary conservation of liquid
by adding H,O, at max.
concentration of 2.5 g/l. Duration
of action of H,O, - 1h.

Kapsulki na nastgpng szarze
Capsules on the next charge

Dodanie kapsulek w proporcji

1:10 v/v; cp jpnm=2 mg/l

Addition of capsules in ratio

1:10 v/v: ¢ .. =2 me/l

)

Proces usuwania H,O, do
‘wymaganego poziomu <0,025
g/l

H,O, removing to the required
level <0.025 g/1

Po
wymaganym
czasie —
Tabela 2
After
required
time —

Table 2

Oddzielenie kapsutek na
sitach o przeswicie 1-2 mm
Separation of capsules on
sieves of clearance of 1-2 mm

‘Wolne od H,O, medium
Medium without H,O,

Rys. 5. Schemat procesu oczyszczania medium z wykorzystaniem kapsulek z katalaza
Fig. 5. Diagram of purification process of medium using capsules with catalase

Tabela 2. Czas trwania poszczegdlnych szarzy. Temperatura — 11 °C, wykorzystanie preparatu do 30 %
aktywnosci poczatkowe;j
Table 2.  Duration time of particular charges. Temperature — 11 °C, utilization of preparation up to 30 %

of initial activity

Szarza pHS.5 pH 6.4 pH 7,0

Charge [h] / [%] [h] / [%] [h] / [%]
1 6,75 /100 4,7/100 3,2/ 100
2 7,85/85,7 5,15/91,2 3,4/94,1
3 9.4/71,7 5,7/825 3,6/883
4 11,7/57,85 6,4/73,8 3,9/82,5
5 15,2 /443 7,2/652 42/76,6
6 21,5/31,3 8,3/56,6 4,5/70,7
7 - 9,75/ 48,2 4.9/65,0
8 - 11,8/39,8 5,4/592
9 - 14,4/31,6 6,0/53,5
10 - - 6,7/478
11 - - 7,6/42,1
12 - - 8,75 /36,4
13 - - 10,3 /30,9
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skraca czas procesu (przyktadowo w srodowisku o pH 6,4 — z 4,7 do 1,95 h
W pierwszej szarzy), ale liczba szarz zmniejsza sig¢ istotnie (w rozpatrywanym przy-
padku z 9 do 2).

3. Z uwagi na rozmiar kapsulek sg one z tatwoscig oddzielane od cieczy, nawet tych
o wyzszej lepkosci 1 gestosci, co przetestowano w soku warzywnym.

Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej Wydziatu Chemicznego Poli-
techniki Wroctawskiej S30110/20311.
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ACTIVITY AND STABILITY OF CATALASE IMMOBILIZED IN ALGINATE CAPSULES
IN INDUSTRIAL APPLICATIONS

Summary

The addition of hydrogen peroxide is an efficient method to inhibit the growth of microbial contami-
nants (bacterial and fungal) present in drinking water, milk, or juice. This technique is not commonly
applied in Poland, but it is allowed in many countries provided that the hydrogen peroxide added to the
product is completely removed from it prior to its release for consumption or for further processing.
A rapid method of removing hydrogen peroxide could be the use of a catalase enzyme.

In order to make it possible to repeatedly use that enzyme preparation and to easily separate it from the
reaction mixture, it was suggested to immobilize the catalase in alginate capsules. The potentiality of using
the produced preparation for H,O, removal was analyzed through adding it to various liquids: water, milk,
and vegetable juices. The stability of the preparation was determined under the process conditions (11 and
24°C) and at a temperature for storing the preparation (4 °C). The values of the kinetic equation constants,
determined in the buffers of a given pH value, were verified through the analyses of the above named
liquids.

Based on the kinetic parameters, the processing conditions were determined for a planned process effi-
ciency. A batch process including separation on sieves was proposed. The time of individual process
charges was given. In the case of decreasing the process temperature to 11°C, the reaction time must be
significantly longer; however, the number of performed charges (because of the maintained activity of the
preparation) balances the effect of a longer process time. Performing the reaction at a lower temperature is
also valid in the case of keeping the medium being purified under the refrigeration conditions, which is
usually the case. A temperature of 11°C is the lowest value, at which the enzyme applied is active.

Key words: removal of hydrogen peroxide, catalase, alginate capsules, process conditions B4
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