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1. Wprowadzenie

Praktyczne wykorzystanie naturalnych produktéw pochodzenia roslinnego - cennych
surowcOw odnawialnych - oraz ubocznych produktéw przemystu rolno-spozywczego
(melasy, serwatki) jest niewielkie w poréwnaniu z potencjalnymi mozliwosciami
przetworstwa jakie te surowce stwarzaja. Duzym zainteresowaniem, z uwagi na szerokie
zastosowanie w wielu dziedzinach zycia, ciesza si¢ produkty hydrolizy policukrow.
Skrobia, obok celulozy, dzigki powszechnemu wystgpowaniu (bulwy, todygi, nasiona,
liscie, owoce)' ma ogromne znaczenie wérod polimerow naturalnych. Jest jednym
z cenniejszych surowcow w przemysle spozywczym’. Wykorzystywana jest takze
w  przemySle gorzelniczym,  wlOkienniczym, papierniczym, wydobywczym,
farmaceutycznym?,

Skrobia znalazta technologiczne zastosowanie m.in. w produkcji:

+ krochmalu,

+ syropow (maltozowych, glukozowych, skrobiowych, itp.),

+ preparatow skrobiowych odznaczajacych si¢ silnym stopniem wigzania wody,
ktore stosuje si¢ w przemysle migsnym do wigzania sokow migsnych, zamiast
polifosforanow®,

+ karmeli i dekstryn typu gumy brytyjskie,

+ skrobi chemicznie modyfikowanych, np. skrobi utlenionych, acetylowanych,
tiosemikarbozanow skrobi dialdehydowej uzytecznej w taksonomii gruzlicy
oraz skrobi zawierajacych siarke, posiadajacych wiasciwosci grzybo- i bakteriobojcze’,

+ innych preparatow skrobiowych, ktore dzigki niezaprzeczalnym zaletom uzytkowym
(duza sita zageszczania, zdolno$¢ zelowania, emulgowanie) s3a niezbgednym

sktadnikiem wielu produktow spozywczych®.

! M.Patasinski', Jakosé skrobi w swietle badan w 20-lecie Oddzialu Technologii Zywnosci, Zeszyty Naukowe
Akademii Rolniczej w Krakowie nr 290, Krakow 1994
> A Walkowski, G.Lewandowicz, Wlasnosci uzytkowe krajowych spozywczych skrobi modyfikowanych,
Przemyst Spozywczy, 5, 1993
3 A.Golachowski, Stosowanie skrobi i jej produktéw w przemysle spozywezym, Zeszyty Naukowe AR we
Wroclawiu, Technologia Zywnosci, XII nr 328, 1998
* M.Patasinski’, 45 /at badarn nad skrobiq w Krakowie, Przemyst Spozywczy, 8, 1994
3 M. Patasinski’, op.cit.
¢ G.Lewandowicz, A. Walkowski, Aspekty zywieniowe i toksykologiczne stosowania skrobi modyfikowanych,
Przemyst Spozywczy, 11, 1994
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Prowadzone sg wciaz badania nad budowg i wiasnosciami skrobi pochodzacych
z réznych zrodet. Szeroko prowadzone sa badania nad enzymami amylolitycznymi
(nad mechanizmem ich dziatania, najkorzystniejszymi warunkami reakcji hydrolizy
policukrow). Obserwujac $wiatowe tendencje w przemysle enzymatycznym i kierunki
badan w dziedzinie produkcji i zastosowania enzyméw hydrolizujacych skrobi¢, mozna
spodziewa¢ si¢ rozszerzenia rodzajow produkowanych hydrolizatow skrobiowych
i ulepszania istniejacych technologii enzymatycznych’.

Stosowana dotad hydrolize skrobi na drodze kwasowej zastapita metoda faczona
(wstepna hydroliza kwasowa, nastepnie kontrolowana hydroliza enzymatyczna)®.
Najlepsza jednak metoda jest catkowita hydroliza enzymatyczna. Daje ona trzy zasadnicze
korzysci:

(1) specyficznos¢ dziatania,

(2) tagodne warunki reakc;ji,

(3) wysoka wydajnos¢’.

Procz tego hydroliza enzymatyczna sprawia, ze produkty procesu nie sa zabarwione,
nie maja gorzkiego smaku i zapachu, z czym spotykano si¢ w produktach pochodzacych
z hydrolizy kwasowe;j.

Coraz czeéciej w procesach enzymatycznych wykorzystuje si¢ immobilizowane
biokatalizatory. W pracach nad tymi preparatami dostrzega si¢ dwa glowne trendy:
poszukiwanie no$nikow i metod immobilizacji oraz efektywnych rozwiazan procesowych.
Immobilizowane enzymy znalazly szerokie zastosowanie migdzy innymi w analityce
(np. w oznaczaniu mocznika, kwasu moczowego, glukozy, cholesterolu we krwi, moczu
1 innych biologicznych ,,obiektach”), w kontroli stezenia fenolu, zwiazkow siarki 1 fosforu,
aromatycznych amin w powietrzu i wodzie, i w analizie wielu innych substancji poprzez
pomiary elektrodami enzymatycznymi'’.

Bardzo istotny jest matematyczny opis reakcji hydrolizy skrobi. Ujgcie procesu
rownaniem umozliwia jego szybsza optymalizacje i lepszy dobor reaktora. Wazne jest,
aby model mogt przewidywaé przebieg reakcji w szerokim zakresie zmiennych

procesowych. Przemiany chemiczne rozwaza si¢ najczgsciej w dwoch aspektach,

" L.Stomiriska', Nowosci w produkcji enzyméw stosowanych w hydrolizie skrobi, Przemyst Spozywczy, 12,
1993
¥ A.Golachowski, Zeszyty Naukowe AR we Wroclawiu, 328, 1998, op.cit.
® L.Stominska®, Scukrzanie skrobi wybranymi preparatami enzymatycznymi, Roczniki AR Poznan, z.239. -
22,1993
19 A.Szewczuk, A Rapak, /mmobilizowane enzymy-otrzymywanie i zastosowanie, Wiadomosci chemiczne,
39, 1985
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jako roéwnowage oraz kinetyke chemiczng. W zakres kinetyki chemicznej, zwanej
makrokinetyka, wchodza zagadnienia zwiazane 2z szybkoscig reakcji chemicznej
bez glgbszego wnikania w zachowania miedzyczasteczkowe. Z punktu widzenia inzynierii
procesowe] takie rozpatrywanie kinetyki jest wystarczajace. Kompleksowe opracowanie
kinetyki  hydrolizy biopolimeru powinno obejmowaé analize mechanizmow
czasteczkowych (mikrokinetyka) oraz wplyw czynnikow zewnetrznych (np. charakteru

1 ; u
12 na przebieg reakcji.

przeplywu reagentow, rozwinigcia powierzchni miedzyfazowej)
Korzystne byloby usystematyzowanie istniejacych juz rozwiazan i na bazie tego
stworzenie w miarg jednolitych prawidet rzadzacych procesem enzymatycznej hydrolizy
polimeréw naturalnych. Opracowanie cho¢by ogolnego schematu proceséw hydrolizy
biopolimeréw powigkszytoby z pewnoscia produkcje biotechnologiczng (baze produktow
1 potproduktow dla biotechnologii).

Obecnie, problem matematycznego przedstawienia procesu hydrolizy skrobi nie jest
zadowalajaco rozwigzany. Zastosowanie, uzywanego powszechnie, rownania Michaelis-
Menten do opisu tego procesu jest dyskusyjne. Przyczyny nalezy szukac:

- w niejednorodnosci substratu (skrobia jest mieszaning amylozy i amylopektyny,
wystepuja dwa typy wiazan glikozydowych a-1,4 i a-1,6),

- w brak mozliwosci opisu stechiometrii reakcji,

- w inaktywacji enzymow oraz wystepowaniu inhibicji substratem i produktem reakcji,

- we wplywie warunkow zewnetrznych na reakcje (np. lepkosci roztworu skrobi),

- w wystepujacych reakcjach odwrotnych (np. rewersji glukozy do izomaltozy)".

! E Klimiuk, B.Lossow, M.Bulifiska, Kinetvka reakeji i modelowanie reaktoréw biochemicznych w
procesach oczyszczania sciekow, Wydawnictwo ART, Olsztyn 1995

12§ M. Walas, Inzynieria chemiczna, Kinetyka reakcji dla inzynieréw chemilkéw, WNT, Warszawa 1977
'3 G.M. Zanin, F.F. De Moraes, Modeling Cassava starch saccharification with amvioglikosidase,
App. Biochem. Biotech., 57/58, 1996



2. Przeglad literatury

2.1. Charakterystyka surowca — skrobi ziemniaczanej

Skrobia jest naturalnym polimerem wytwarzanym przez rosliny. Biopolimer ten jest
glownym zrodtem weglowodanéw w diecie ludzi i zwierzat. Najwigksze znaczenie
gospodarcze ma skrobia pozyskiwana z surowcoéw roslinnych jako krochmal (obserwuje
si¢ znaczny rozwoj przetwarzania ziemniakow na krochmal) oraz skrobia do produkcji
syropow' .

Skrobia jest mieszaning: amylozy i amylopektyny. Jednostka budujaca tancuchy
skrobi jest D-glukoza. Zawartos¢ % obu skladnikow zalezy od pochodzenia surowca
i wynosi dla skrobi ziemniaczanej $rednio 25% amylozy 1 75% amylopektyny oraz kilka
procent struktur posrednich (tzn. czasteczek amylozy z matymi rozgalezieniami i grupami
fosforanowymi)'.

W zaleznosci od sposobu rozpuszczania skrobi oraz metody okreslania zdolnosci
redukcyjnej uzyskuje si¢ r6zne masy czasteczkowe sktadnikow skrobi. Masa czasteczkowa
amylozy ze skrobi ziemniaczanej wynosi od stu do kilkuset kDaltonow, amylopektyny
od jednego do kilku milionéw Daltonow'"'®,

Bulwy ziemniaka zawieraja skrobi¢ w ilosci % suchej masy. Skrobia ziemniaczana ma
duze, elipsoidalne lub muszelkowe ziarna, obok ktorych moga znajdowaé si¢ ziarenka
mniejsze o owalnym ksztalcie. Ziarenka skrobi maja warstwowsa, regularng strukture
wewnetrzna'®. Zbudowane sa z wystepujacych naprzemiennie warstw krystalicznych
i amorficznych (przemawiajg za tym rozne zjawiska optyczne, np. dwojlomnos¢, widmo

20,21,22

Roentgena) Podstawowe dane dotyczace granulki skrobi ziemniaczanej

zamieszczono w tabeli 2.1.1. Krystaliczng cze$¢ ziarna skrobi tworza upakowane,

' M.Palasinski', Zeszyty Naukowe AR w Krakowie, 290, 1994, op.cit.

"> A.Golachowski, Zeszyty Naukowe AR we Wroclawiu, 328, 1998, op.cit.

' G.Murugesan, K. Shibanuma,S Hizukuri, Characterisation of hot-water-soluble components of starches,
Carbohyd. Research, 242, 1993

" W Leszczynski, G.Lisinska, Potato science and technology, Elsevier Applied Science, London and
New York, 1992

'8 J Rollings, Enzvmatic depolymeriazation of polysaccharides, Carbohyd. Polymers, 5,1985

' F. Nowotny', Technologia przetwérstwa ziemniaczanego, WNT, Warszawa, 1965

0 F Nowotny?, Skrobia, WNT, Warszawa 1969

*! J Rollings, Carbohyd. Polymers, 5,1985, op.cit.

22 V Planchot, P.Colonna, A Buleon, Enzymatic hydrolysis of alpha-glucan crystalliefes,

Carbohyd. Research, 298,1997



podwojne helisy amylopektyny, cze$¢ amorficzna - pojedyncze tancuchy amylozy

i amylopektyny. W skrobi wyrdznia sie struktury: jednoskos$ne, heksagonalne i mieszane®.

Tabela 2.1.1. Charakterystyka granulek skrobi ziemniaczane;.

$rednia powierzchnia granulki 29,47-10* mm’
skrobi ziemniaczanej
$rednia objeto$¢ ziama 17,16:10° mm’
powierzchnia wlasciwa ziarna 0,853 cm?/g
srednica ziarna 6-100 pum
gestosc ziarna 1,65 g/cm’ (masa w wodzie)
temperatura zelowania 58-62°C

dane zaczerpnigto z ,,Potato science and technology” G.Lisinska, W.Leszczynski
oraz ze ,,Skrobi” pod redakcja F.Nowotnego

Przypuszcza sig, ze rozklad amylozy i amylopektyny w ziarnie skrobi jest
rownomierny. Amylopektyna w ziarenku uklada si¢ promieniowo, w struktury
o charakterze klastrowym, a amyloza jest rozproszona wokot amylopektyny?. Ziarenka
powigkszaja si¢ wraz ze wzrostem ziemniaka, a materiat jest odkladany na istniejacych juz
warstwach, zaleznie od ilosci dostarczonego weglowodanu. Wigksze ziarenka skrobi
wykazuja luzniejszq struktur¢ wewnetrzng 1 bardziej] rozproszony system porow
na powierzchni ziarna, podczas gdy struktura ziarenek matych jest bardziej zbita.

Z uwagi na wiasciwosci higroskopijne, skrobia silnie chionie wodg¢ z otoczenia
(cho¢ ziarenka skrobi w zasadzie nie rozpuszczaja si¢ w zimnej wodzie). Jest to wynikiem
obecnosci licznych aktywnych grup hydroksylowych, zdolnych do tworzenia mostkow
wodorowych z czasteczkami wody (wiazanie wody na drodze adsorpcji, solwatacji).
Granulki skrobi ziemniaczanej absorbuja wigcej wody niz skrobie innego pochodzenia.
Skrobia ziemniaczana ma takze bardziej rozgatezione i dluzsze tancuchy, a jej roztwory
z reguly maja wyzsza lepkosé. Obserwuje si¢ proces samoczynnej hydrolizy wigzan
glikozydowych i estrowych wigzafn fosforanowych w skrobi. Zjawisko to zachodzi
podczas dhugotrwatego przechowywania skrobi i zwane jest starzeniem si¢ skrobi. Znane

jest rowniez zjawisko retrogradacji. W wyniku kleikowania miedzy sasiednimi

2 E Bertoft, Carbohyd. Research., 288, 1996, op.cit.
24 1 Jay-Lin, J.Shen, Internal structure of the potato starch granule reveled by chemical gelatinization,
Carbohyd. Research, 247, 1993



czasteczkami wytwarzaja si¢ wigzania wodorowe i powstaja struktury krystaliczne, ktore
ulegaja wytraceniu.

W trakcie zelowania zostaje zniszczona struktura ziarna (nastepuje stopniowy wzrost
hydratacji 1 rozrywanie wigzan wodorowych pomigdzy fancuchami polisacharydow). Ze
wzrostem temperatury granulki skrobi puchna, zanika krzyz polaryzacyjny. Kleikowanie
zaczyna si¢ w latwo dostepnym obszarze amorficznym, gdzie polaczenia sg stabe.
Ochtadzanie zzelowanego roztworu powoduje ograniczenie ruchliwosci granulek skrobi,
rezultatem czego jest tworzenie si¢ ,miceli”. Powstaje przestrzenna ,sie¢ skrobiowa”,
ktorej szczeliny wypelnia woda®*®. Proces kleikowania podwyzsza koszty eksploatacyjne,
ale podnosi réwniez wydajnos¢ hydrolizy skrobi. Podczas hydrotermicznej ,,0brobki”
zachodza zmiany w obrebie struktur wewnetrznych czasteczek skrobi. Nastepuje to
wskutek: transformacji amorficznej amylozy do form helisy, wzrostu interakcji migdzy
fancuchami amylozy i amylopektyny w obszarze amorficznym, interakcji migdzy
krystalicznymi i amorficznymi obszarami ziarna skrobi*’. W zaleznosci od stezenia skrobi
w roztworze, jej wilasnosci reologiczne determinowane s3 przez inne parametry.
Dla niskich koncentracji skrobi parametrem ograniczajacym jest udzial objetosciowy,
przy koncentracjach bliskich punktowi nasycenia (kiedy cala przestrzen w kleiku
wypelniaja speczniate ziarenka skrobi) - sztywnos¢ speczniatych ziaren surowca.

Ograniczona zdolno$¢ hydrolizy surowej skrobi ziemniaczane] przez enzymy
amylolityczne jest znana od ponad pigédziesigciu lat. Jednym z powoddéw niskiej
aktywnosci enzymow jest mniejsza, niz dla skrobi z innych zrodel, adsorpcja enzymow
na powierzchni ziarna natywnego skrobi ziemniaczanej*®. Skrobia ziemniaczana jest
bardziej oporna na dziatanie enzymow in vivo oraz in vitro. Wrazliwos¢ surowej skrobi
na dziatanie enzymow amylolitycznych wzrasta, gdy podda si¢ skrobi¢ wczesniej dziataniu
promieniowania y lub wysokiej temperatury.

Przyktadowe wydajnosci reakcji hydrolizy réznego rodzaju skrobi przez o-

1 glukoamylaze przedstawiono w tabeli 2.1.2.

» W.Leszczynski, G.Lisinska, op.cit.

%% J Rollings, Carbohyd. Polymers, 5,1985, op.cit.

%" R.C Eerlinger, H.Jacobs i in., Effects of hydrotermal treatments on the rheological properties of potato
starch, Carbohyd. Research, 297, 1997

8 S Gorinstein, Kinetic studies during enzyme hydrolisis of potato & cassava starches, Starch, 45, 1993
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Tabela 2.1.2. Hydroliza surowej skrobi przez a-amylaze i glukoamylaze.

o-amylaza ] glukoamylaza
rodzaj skrobi ug glukozy produkowanej przez 10 mg skrobi
w temp. 35 ° C w czasie 24 h
pszenica 709 160
kukurydza 293 1232
ryz 227-304 249-3180
ziemniaki 28 137

dane zaczerpnigto z ,,Potato science and technology” G.Lisinska, W Leszczynski

Od dawna wiadomo, ze zréznicowanie jakosci i wihasciwosci skrobi zalezy
od pochodzenia botanicznego oraz od metody i stopnia jej wyizolowania z komorek
roslinnych. Ziarna procz skrobi zawieraja jeszcze $rednio ~0,04-0,09% thiszezu, 2%
zwiazkow azotu, do ~1% roznych soli mineralnych i duze ilosci kwasu fosforowego

estrowo zwiazanego z amylopektyna ~0,1 - ~0,2% 233!,

Naturalne polimery sa degradowane przez enzymy z rdzng szybkoscia, zaleznie
od diugosci fancuchow, ilosci rozgatezien w polisacharydzie. Szybko$é reakcji maleje
ze wzrostem stopnia rozgalezienia policukru. Jest to czesciowo spowodowane budowa
przestrzenng substratoéw. Budowa strukturalna sktadnikow skrobi ma zatem duze znaczenie
w mechanizmie reakcji i szybkosci hydrolizy, stad szersze zainteresowanie tym tematem.

Amyloza - bardziej podatna na dziatanie enzymow cze$¢ skrobi - w rozpuszczalnikach
wodnych moze mie¢ trzy roézne formy:

1. helisy (zw0j zawiera 5-7 reszt glukozowych),

2. przerwane helisy,

3. nieregularne zwoje (brak struktury helisy)’***.

Dwie pierwsze formy amylozy sa stabilizowane wiazaniami wodorowymi. Dlugie
tancuchy amylozy moga zawiera¢ takze rozgalezienia. Czasteczki amylozy zawieraja
od kilkudziesigciu do kilku tysiecy reszt glukozy. Lancuchy amylozy w miare zblizania sie

do zewnetrznych warstw granulki staja si¢ coraz krotsze i jest ich coraz mniej.

* J.Jay-Lin, J.Shen, Carbohyd. Research, 247, 1993, op.cit.

3% F Nowotny?, op.cit.

3 K M .Stecka, Ziemniaki jako surowiec dia przemystu gorzelniczego, Przemyst Spozywczy, 50, 1996
7% W.Leszczynski, G.Lisiniska, op.cit.

* M Richter, S.Augustat, Ausgewdhlte Methoden der Stirkechemie, Isolierung, Charakterisierung und
Analytik von Stirkepolysacharides, Leipzig, 1968



W przypadku amylopektyny jest podobnie. W centrum granulki czasteczki amylopektyny
sq bardziej rozgalezione, maja wiecej reszt fosforanowych i dtuzsze tancuchy’®. Amyloza,
ulegajac retrogradacji, tworzy nierozpuszczalne w wodzie krystaliczne agregaty, ktore sa
w niewielkim stopniu hydrolizowane przez enzymy.

Amylopektyna jest polisacharydem rozgatezionym, ma tzw. budowe klastrowa
(rys. 2.1.1), zaproponowang, przez Frencha [1972], a potwierdzona przez licznych badaczy.
Gltownym zalozeniem tego modelu jest, ze czasteczka zbudowana jest ze ,zbitych”,
odpowiednio zorientowanych tancuchow z licznymi rozgatezieniami. Lancuchy boczne sa
z zasady przypadkowo rozmieszczone, ale zdarzaja si¢ rOwniez regularne rozgatezienia.
Z powodu takiego ulozenia amylopektyna jest odporniejsza na dziatanie enzymu niz
amyloza. Klastry przylaczone sa do dhugich tancuchow B. 80-90% tancuchow buduje
35,36

klastry proste, pozostate 10-20% tancuchow to formy miedzyklastrowych potaczen

koniec redukujacy

Il

— I
- [% il

amorfica —> I ﬂ—’_

N
warstwa

Klaster
kance nieredukigaoe

Rys. 2.1.1. Klastrowy model amylopektyny, bazujacy na modelu Frencha i Robina,
wykonany w oparciu o ilustracje Rollingsa i Mannersa.

Amylopektyne buduja tysiace krotkich tancuchow A, zawierajacych srednio 15 glukoz
polaczonych wigzaniami glikozydowymi a-1,4 (zachowujacych si¢ podobnie do amylozy),
przylaczonych do innych, dluzszych tancuchow B wiazaniami a-1,6-glikozydowych.

My Jay-Lin, J.Shen, Carbohyd. Research, 247, 1993, op.cit.

35 8. Hizukuri, Polymodal distrbution of the chain lengths of amylopectin and its significance, Carbohyd.
Research, 147, 1986

% J Rollings, Carbohyd. Polymers, 5, 1985, op.cit.
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Lancuchy B stanowia szkielet czasteczki’’. Klastry z laficuchami A sg glownie
odpowiedzialne za strukture krystaliczna w ziarnie. Regiony amorficzne w amylopektynie
pojawiaja si¢ co 6-7 nm, zawieraja wiazania o-1,4 i o-1,6-glikozydowe. Czasteczka
amylopektyny ma 10-15 nm s$rednicy i 120-140 nm dhlugos$ci. Zawiera 94-96% wiazan
o-1,4-glikozydowych i 4-6% wiazan o-1,6. Stosunek ilosci tancuchow A do ilosci
tancuchow B = 4:1 do 9:1°®”  Badania wskazuja na kulisty ksztalt czasteczki
amylopektyny bez wyraznego tancucha gtownego. Amylopektyna trudniej pozbywa si¢
wody hydratacyjnej i wskutek tego nie ulega retrogradacji.

Istnieje bardzo wiele hipotez na temat budowy skrobi. Przedstawione w tym rozdziale
wiadomosci maja na celu przyblizy¢ istot¢ problemu jakim jest niejednorodny sktad

surowca.

2.2. Charakterystyka enzyméw amylolitycznych

Swiat enzyméw jest bardzo bogaty. Scharakteryzowano i opisano ponad 2000
enzymoOw. Wszystkie enzymy podzielono na 6 klas gtownych, sposrod ktorych hydrolazy
znalazly najszersze zastosowanie przemystowe*’.

Enzymami produkowanymi i stosowanymi w duzych ilosciach sa m.in. glikozydazy,
enzymy dzialajace na wigzania glikozydowe. Obecnie wigkszos¢ technicznych preparatow
enzymatycznych jest otrzymywana z dwoch gatunkow mikroorganizméw: bakterii Bacillus
1 grzybow Aspergillus. Preparaty te procz odpowiedniej jakosci, powinny charakteryzowac
si¢ niska ceng. Na rynku preparatow enzymatycznych istnieja roOwniez enzymy
specjalistyczne, produkowane w znacznie mniejszych ilosciach, za to w bardzo czystej
formie*'.

Enzymy stosowane w przemysle skrobiowym naleza do klasy hydrolaz [EC 3.2].

Istnieje wiele sposobow klasyfikowania tych enzymow. Najbardziej uzyteczny w tej pracy

37 J Park, J Rollings', Effects of substrate branching characteristics on kineticsof enzymatic depolymerization
of mixed, linear and branched polysaccharides, 1 Amylose/Amylopectin a-amylolysis, Biotech. Bioeng., 44,
1994
¥ W Leszczynski, G.Lisinska, op.cit.
%° S Hizukuri, Carbohyd. Research, 147, 1986, op.cit.
“° M.L.Shuler, F Kargi, Bioprocess Engineering. Basic Conspect, PTR Prentice Hall, 1992
' K. W.Szewczyk', Technologia biochemiczna, Oficyna wydawnicza Politechniki Warszawskiej, Warszawa
1995
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bedzie podziat enzymow ze wzgledu na miejsca cigcia w czasteczce substratu:
= endoenzymy (m.in. a-amylaza),
= egzoenzymy (m.in. glukoamylaza i B-amylaza),
1 typu rozcinanego wiazania:
= hydrolizujace wiazania a-1,4-glikozydowe (endo- i egzoamylazy),
= hydrolizujace wigzania o-1,6-glikozydowe,

= hydrolizujace wiazania o-1,4- i o-1,6-glikozydowe*?.

Specyficzno$é enzymoéw jest sciSle zwigzana z mechanizmem ich dziatania. Enzymy
charakteryzuja si¢ specyficznoscia funkcyjna (tzn. zdolno$cig katalizowania jedynie
okreslonej przemiany) i specyficznoscig substratowa (tzn. zdolnos$cig katalizowania
przemiany okre§lonego substratu lub substratow bardzo do siebie podobnych)®.
Umozliwia to prowadzenie reakcji okreslonego typu lub hydrolizy wiazan w danej
strukturze przestrzennej. Substrat przylacza si¢ do centrum aktywnego enzymu, tworzy si¢
kompleks aktywny, w ktorym dopiero nastgpuje przemiana substratu w produkt. Centrum
aktywne jest struktura ulegajaca modyfikacji na skutek zwiazania substratu**. Aktywnosé
biologiczna enzymu zalezy od okreslonej konformacji czasteczek biatka, polegajace;
na odpowiednim sfatdowaniu tancucha polipeptydu w przestrzeni trojwymiarowe;.
Rozwinigcie tego tancucha prowadzi do utraty aktywno$ci. Zaro6wno na enzym, jak i na
kompleks aktywny moga oddziatywaé inne substancje powodujace efekt aktywacii,
inaktywacji i hamowania reakcji enzymatycznej. Kompleks aktywny moze podlegaé
przeksztalceniom, jeszcze zanim odlaczy sie produkt®. Centrum katalityczne enzymu
zlozone jest z podcentrow wiazacych (szeregu przylegajacych do siebie podmiejsc,
z ktorych kazde specyficznie oddzialuje z jednym merem substratu) oraz z podmiejsca
katalitycznego. Wlasciwe miejsce katalityczne, odpowiedzialne za reakcje hydrolizy
lub syntezy wiazania glikozydowego, znajduje si¢ pomiedzy okreslonymi podmiejscami
wiazacymi. Przykladowo dla oa-amylazy uplynniajacej z Bacillus subtilis podmiejsc
wiazacych jest 8, a podmiejsce katalityczne usytuowane jest pomigdzy 6 a 7 podmiejscem

wiazacym, dla glukoamylazy z Aspergillus niger podmiejsc wiazacych jest 5, podmiejsce

21 Stominska', Przemysl Spozywczy, 12, 1993, op.cit.

® K.W.Szewczyk?, Bilansowanie i kinetyka procesow biochemicznych, Wydawnictwa Politechniki
Warszawskiej, Warszawa 1993

4 A Tanaka, S.Takeda, Random atack as the hvdrolvtic reaction mode of oligosaccharydes by Rhizopus
glukoamylase, Biosci. Biotech. Biochem., 59 (7), 1995

5 K.W.Szewczyk®, op.cit.
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Pol. Wreet,

katalityczne znajduje si¢ pomiedzy 1 a 2, dla B-amylazy z jeczmienia, pszenicy,
odpowiednio 5 i pomiedzy 2 a 3. W podgrupie enzymow o obok duzych réznic w ilosci
podmiejsc wiazacych (5-10), wystepuje duza roznorodnos¢ ulokowania podmiejsc
katalitycznych enzymow™. Hydrolizujac skrobie enzymami z podgrupy o otrzymuje sie
bardzo zréznicowane produkty posrednie i finalne.
Generalnie enzymy amylolityczne mogg dziata¢ na trzy sposoby:
1. przypadkowy atak - enzym przylacza si¢ do substratu, rozcina wigzanie i pozostawia
ten substrat, przylaczajac si¢ do innego,
2. atak na pojedynczy tancuch - enzym przylacza si¢ do danego tancucha, hydrolizuje
go calkowicie, odlacza sig i atakuje nastgpny tancuch,
3. wielokrotny atak na tancuch - enzym przytacza si¢ do fancucha, rozcina kilka wigzan
(8lizganie si¢ enzymu), po czym odlacza sie i atakuje nastepny tancuch.

Typy ataku (1) i (2) moga byé rozpatrywane jako dwa skrajne przypadki typu (3).

a-amylaza

o-Amylazy atakujg amyloze losowo, a w amylopektynie rozcinaja najpierw wiazania
a-1,4-glikozydowe ulokowane na zewnatrz klastra®®.

Atak o-amylazy z Bacillus licheniformis na amylopektyng jest w pierwszym etapie
przypadkowy. Z czasem, gdy zaczyna brakowa¢ wiazan latwo dostepnych, a jest duzo
dekstryn, wylania si¢ szablon nieprzypadkowej hydrolizy (trzeba zaznaczy¢, ze wigzania
a-1,4-glikozydowe w bliskim sasiedztwie wigzan o-1,6, z uwagi na przestrzenne ulozenie,
nie ulegaja hydrolizie, wg Rollingsa i Parka dwa, trzy najblizsze sa niereaktywne)*’.
Nieprzypadkowy atak w koncowym etapie reakcji zauwazyl rowniez Bertoft’
dla a-amylazy z Bacillus subtilis. Uporzadkowana struktura czasteczki amylopektyny
zmusza enzym, by atakowat kilka pozostatych, ,atrakcyjnych” dla niego wiazan.

Zdaniem wielu badaczy atak wielokrotny jest najbardziej prawdopodobny. Sugerowat

go Nowotny™2, a zaobserwowali dla a-amylazy z trzustki miedzy innymi Robin i French™

“6 J Bryjak', Enzymatyczna hydroliza skrobi do syropéw maltodekstrynowych i skrobiowych. Czesé I —

Fnzymy, Biotechnologia, 1 (44), 1999

7 A.Tanaka, S.Takeda, Biosci. Biotech. Biochem, 59 (7), 1995, op.cit.

8 J.Park, J.Rollings®, Effects of substrate branching characteristics on kineticsof enzymatic depolymerization

of mixed, linear and branched polysaccharides, I Amylose/Amylopectin a-amylolysis, Biotech. Bioeng,, 45,

1995

* K.W.Szewczyk®, op.cit.

%% S Gorinstein, Kinetics studies during enzyme hydrolysis of potato and cassava starches, Starch, 45, 1993

3! E Bertoft, Hydrolysis of amylopectin by the alpha-amylase of B. subtilis, Carbohyd. Research, 149, 1986

52 F Nowotny®, Mechanizm rozkladu skrobi przez a- i f-amviazy, Postepy biochemii, t. I, zeszyt 3-4, 1955
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oraz Nakatani®*, Do takich wnioskow sklonit badaczy fakt pojawiania sie
maltooligosacharydéw (maltozy, maltotriozy itp.) w poczatkowych etapach reakcji. Uwaza
sig, ze czasteczka ai-amylazy scukrzajacej moze dokonac kilku cie¢ substratu, przesuwajac
si¢ wzdhuz tancucha. W przypadku a-amylazy z Bacillus subtilis i Bacillus licheniformis
ten typ ataku nie byt obserwowany. a-Amylazy ze szczepow Bacillus atakuja skrobig
jednorazowo, w poczatkowym okresie przypadkowo. Przy krotkich czasach reakcji
o-amylaza z Bacillus sp. daje produkty o wysokich masach czasteczkowych (nie byloby
to mozliwe w przypadku ataku wielokrotnego, powstatyby rowniez zauwazalne ilosci
oligocukrow). Stwierdzono, ze enzym ma wigksze powinowactwo do dluzszych
tancuchow (wigksze szanse utworzenia kompleksu aktywnego)™. Jezeli czas reakcji jest
dhugi, pojawiajq sie frakcje zawierajace duze ilosci maltooligosacharydow’®,

Podczas procesu hydrolizy skrobi z udziatem o-amylazy z Bacillus subtilis Colonna
i wspolpracownicy zaobserwowali dwie fazy reakcji: szybka i wolniejsza. Govindasamy®’
1 inni tez potwierdzaja model dwuetapowej hydrolizy enzymatycznej skrobi. Uzywajac
o-amylazy z Bacillus licheniformis zaobserwowali najpierw gwattowna hydrolize maczki
skrobiowej do oligosacharydow G7 1 G6 oraz dekstryn, nastgpnie powolna hydrolize
oligocukrow do G5-G1.

Henriksnas®® zauwazyl, ze skrobia zawierajaca czasteczki o duzych masach
czasteczkowych jest hydrolizowana wolniej. Gorinstein pokazal, ze te same warunki
hydrolizy a-amylaza, (z Bacillus species) skrobi z roznych zrodet dajg inne wyniki. Stopien
hydrolizy skrobi z manioku (34%) byt wyzszy niz skrobi ziemniaczanej (4%). Mozna to
wytlumaczy¢ rozna struktura surowcow. Skrobia ziemniaczana ma dluzsze faficuchy
1 wigcej rozgalezien. Poczatkowa predkos¢ hydrolizy manioku i skrobi ziemniaczanej jest
proporcjonalna do stgzenia uzytego enzymu (o-amylaza z Bacillus species), ale stale

szybkosci reakcji sa rozne, zaleznie od typu skrobi.

>3 H Henriksnas, T.Lovgren, Chain-length distribution of starch hydrolyzate after o- and f-amylase action,
Biotech. Bioeng., 20, 1978
34 H Nakatani, Monte Carlo simulation of multiple attack mechanizm of a-amylase, Biopolymers, 39, 1996
55V Komolprasert, R.Ofoli, Starch hydrolysis kinetic of B.licheniformis a-amylase, J. Chem. Tech. Biotech.,
51, 1991
°°'S.Gorinstein, Starch, 45, 1993, op.cit.
> S.Govindasamy, C.G. Oates, H.A. Wong, Characterization of changes of sago starch components during
hydrplysis by a termostable o-amylase, Carbohyd. Polymers, 18, 1992
%8 H.Henriksnas, T.Lovgren, Biotech. Bioeng., 20, 1978, op.cit
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Fujii i Kawamura™ zauwazyli, ze w procesie hydrolizy skrobi (o roznych masach
czasteczkowych) z udzialem o-amylazy szybko$¢ reakcji jest funkcja ilosci wiazan

160

glikozydowych w substracie (podobne zatozenie przyjat Marchal™). Szybkos$¢ reakcji nie

jest ich zdaniem funkcja stezenia molowego, lecz stezenia masowego.

B-amylaza

-Amylaza, maltogenna egzoamylaza, hydrolizuje tylko wiazania a-1,4-glikozydowe,
zaczynajac dzialanie od nieredukujacego konca tancucha skrobi. Enzym hydrolizuje
amyloz¢ prawie calkowicie do maltozy (75-90%), natomiast amylopektyng w 55-60%.
B-Amylaza produkuje duze ilosci dekstryn granicznych (z amylopektyny), maltotrioz
oraz okoto 55% maltozy. Dziatanie jej wstrzymuja liczne rozgalezienia tancucha®.
Z uwagi na to ograniczenie, laczy si¢ P-amylaze z innymi enzymami®’, np. pululanaza,
izoamylaza. Taka wspotpraca daje 80-90% maltozy®®. Atak enzyméw odgateziajacych daje
jeden nowy koniec redukujacy i zadnych nowych koncow nieredukujacych, nie stwarza
wigc nowych miejsc ataku dla B-amylazy. Duzo bardziej korzystnie wypada a-amylaza,
ktora hydrolizujac w $rodku tancuch biopolimeru, tworzy jeden koniec redukujacy i jeden
nieredukujacy®. Literatura podaje, ze pierwsze proby otrzymania syropéw maltozowych
przy zastosowaniu unieruchomionej $-amylazy, daly okoto 50% maltozy [Deleyn i Stauffs
1990].

Potwierdzono po raz kolejny, ze skrobia zawierajaca duzo czasteczek o wysokich
masach czasteczkowych (rozgalezione) jest wolniej trawiona przez enzym. B-Amylaza
hydrolizuje amyloze¢ z pszenicy i kukurydzy w 90%, a z ziemniaka w ok. 82%. Czasteczki
amylozy z kukurydzy i pszenicy sa mniejsze, $rednia dlugos¢ ich tancuchow wynosi
195-240 glukoz, maja nieliczne rozgalezienia. W czasteczce amylozy ze skrobi
ziemniaczanej liczba rozgalezien moze wynies¢ nawet 18. Nawet po wczesniejszym

odgalezieniu amylozy izoamylaza, B-amylaza nie hydrolizuje skrobi ziemniaczanej

> M Fujii, Y Kawamura, Synergistic action of alpha- and glucoamylases on hydrolysis of starch,
Biotech. Bioeng, 27 (3), 1985
% L.M.Marchal, J.Jonkers i in., 7/ effect of process condition on the a~amylolysis hydrolysis of amylopectin
potato starch: An experimental design approach, Biotech. Bioeng., 62, 1999
°! D.J Manners, N.K.Matheson, 7%e fine structure of amylopectin, Carbohyd. Research, 90, 1981
62 F.Shivaishi, K Kawakami, Kinetic expression for maltose production from soluble starch by simultaneous
use of B-amvlase and debranching enzyme, Biotech. Bioeng., 30, 1987
% L.Slominska’, Roczniki AR Poznan, 239, 1993, op.cit.
84 J.Zhou, Kinetic model for the co-action of -amylase and debranching enzymes in the production of
maltose, Biotech.Bioeng,, 62, 1999
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catkowicie, tylko w 86%, pozostate skrobie w 95%%. B-Amylaza hydrolizuje
amylopektyne otrzymang z ziemniaka w 53%, przy czym po wczesniejszym odgatezieniu
wartos¢ ta wzrasta do 85%. B-Amylaza przynalezy do enzymow scukrzajacych, ktoérym
wielu badaczy przypisuje mechanizm ataku wielokrotnego lub ataku na pojedynczy
tancuch®. U B-amylaz stwierdzono wystepowanie 5-7 podmiejsc wiazacych w centrum
aktywnym, z podmiejscem katalitycznym umiejscowionym miedzy 2 i 3 podmiejscem

wiqucym67.

glukoamylaza

Glukoamylaza, hydrolizujac wiazania a-1,4-glikozydowe i o-1,6-glikozydowe,
»obiera” ziarenko skrobi i1 odstania jego glebsze warstwy. Enzym rozcina wigzania
a-1,4-glikozydowe od nieredukujacego konca lancucha, dajac duze ilosci glukozy.
Glukoamylaza rozcina rowniez wigzania o-1,6-glikozydowe, ale z duzo mniejsza
szybkoscia. Proces scukrzania skrobi do glukozy, wylacznie przy zastosowaniu
glukoamylazy, wymaga bardzo dlugiego czasu reakcji. Stosujac kombinacje glukoamylazy
z enzymami rozgaleziajacymi mozna w stosunkowo krotkim czasie uzyskaé ~95%
glukozy®.

Glukoamylazy posiadaja 5-7 podmiejsc z miejscem katalitycznym zlokalizowanym
pomiedzy 1 a 2 podmiejscem wiazacym®. Glukoamylaza z Aspergillus niger zawiera
5 podmiejsc, z ktorych kazdy taczy sie¢ z reszta glukozows (specyficznos¢ substratowa).
Przypuszcza sig, analizujac struktury podmiejsc, ze po hydrolizie wigzan glikozydowych
(surowcem byly oligosacharydy), produkty opuszczaja czasteczke enzymu bez kolejnego
cigcia wigzania - przypadkowy atak. Taki charakter ataku jest typowy dla wszystkich
enzymow amylolitycznych (o-amylazy, glukoamylazy, B-amylazy), gdy substratem sa
oligosacharydy”. Kondo i in. obserwujac rozklad produktéow hydrolizy amylozy
1 porownujac dane doswiadczalne z danymi wynikajacymi z budowy centrum
katalitycznego, doszli do wniosku, ze tylko atak wielokrotny wyjasnia uzyskane wyniki.

Enzymy scukrzajace najczgsciej przejawiaja mechanizm ataku wielokrotny lub atak

% G.Murugesan, K. Shibanuma, S.Hizukuri, Characterisation of hot-water-soluble components of starches,
Carbohyd. Research, 242, 1993,

% T Nakoshima, Y.Matsumoto, M.Kohno, Kinetic study on maltal binding site of sweet potato f-amylase,
Biosci. Biotech. Biochem., 60, 1996

¢ J Bryjak', Biotechnologia, 1, 1999, op.cit.

% L.Stomiriska’, Roczniki AR Poznan, 239, 1993, op.cit.

% J Bryjak', Biotechnologia, 1, 1999, op.cit.
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na pojedynczy tancuch. W amylopektynie enzym przypuszcza atak wielokrotny
na tancuchy A. Fujii, Homma, Taniguchi’' pokazali, ze model Michaelis-Menten moze

opisywac¢ dziatanie glukoamylazy.

2.3. Charakterystyka procesu enzymatycznej hydrolizy skrobi

Depolimeryzacje skrobi mozna dokona¢ na wiele sposobow: stosujac ultradzwieki,
radiolize, termiczny rozklad, dzialanie kwasami oraz, czesto spotykany, rozktad
enzymatyczny. Hydroliza enzymatyczna skrobi jest bardzo waznym komercyjnie
procesem’>. W hydrolizie enzymatycznej mozna, wykorzystujac specyficzne dzialanie
enzymow, stosowac rozne procesy (uplynnianie, scukrzanie, cyklizacje, transglukozylacje,
utlenianie, izomeryzacj¢). Na drodze enzymatycznej degradacji makroczasteczek skrobi
otrzymuje si¢ produkty o skladzie zaleznym od stopnia degradacji oraz sposobu i czasu
dziatania stosowanych preparatow. W pierwszym etapie otrzymuje si¢ najczesciej
mieszaning wyzszych i $rednich oligosacharydow, ktére tworza syrop skrobiowy > *.
Dobierajac odpowiednio dlugi czas hydrolizy mozna uzyska¢ mieszaning o bardzo

wysokiej zawartosci glukozy (syropy wysokoglukozowe)”. Glowne typy enzymow

stosowane w przemys$le skrobiowym zamieszczono w tabeli 2.3.1.

Tabela 2.3.1. Enzymy amylolityczne stosowane w przemysle skrobiowym.
enzym uwagi

a-amylaza (uptynniajaca) |pochodzenia grzybowego lub bakteryjnego -
rozklada wigzania a-1,4-glikozydowe wewnatrz
fancucha (w sposob przypadkowy) omijajac
wigzania a-1,6-glikozydowe

B-amylaza (scukrzajaca) rozcina wigzania o-1,4-glikozydowe od
nieredukujacego konca tancucha, zatrzymujac si¢
srednio trzy reszty glukozowe przed wiazaniem
a-1,6-glikozydowym, odcina czasteczki maltozy

" A Tanaka, S.Takeda, Biosci. Biotech. Biochem., 59, 1995, op.cit.

™' M.Fujii, T.Homma, M. Taniguchi, Synergism of alpha- and glucoamylases on hydrolysis of native starch
granules, Biotech Bioeng, 35, 1988

2 L.M.Marchal, J.Jonkers i in., Biotech. Bioeng,, 62, 1999, op.cit.

> M Kearsley, S.Z.Dziedzic, Handbook of starch hydrolysis products and their derivatives, London:Blackie
Acad. And Professional, 1995

"4 R.J.Alexander, H.F.Zobel, Developments in carbohydrate chemistry, St.Paul, Am. Ass. of Cereal Chem.,
1994

7 R.Bogoczek, E Kociolek-Balawejder, 7echnologia chemiczna organiczna, Wydawnictwo AE we
Wroclawiu, Wroclaw, 1992
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glukoamylaza egzoamylaza hydrolizujaca wigzania
a-1,4-glikozydowe z wytworzeniem glukozy,
rozcina rowniez wigzania o-1,6-glikozydowe

a-D-glukozydaza amylaza hydrolizujaca wigzania
a-1,4-glikozydowe od nieredukujacego konca
fancucha skrobi z wigksza szybkoscig niz
glukoamylaza

egzo-o-D-glukanaza amylaza hydrolizujaca wigzania
a-1,4-glikozydowe do maltooligosacharydow
(4-7 reszt glukozy)

pululanaza i izomeraza endoenzymy hydrolizujace wigzania
a-1,6-glikozydowe

transferaza glukozowa odcina petle helikalnej czasteczki amylozy
cyklodekstryn i faczy ja w pierscien’

dane zaczerpnigto z ,,Immobilized enzymes for food processing” P.J Reilly”’

Ze wzgledu na szczegblng role w procesie hydrolizy skrobi wyrdézni¢ nalezy
o-amylazy uplynniajace i glukoamylazy. W wyniku uptynniania skrobi powstaje duza
ilosci dekstryn. Sa one glownym skladnikiem syropu skrobiowego (DE>20)
1 dekstrynowego (DE<20). Wstepne uptynnianie skrobi oi-amylaza pozwala na :

# uzyskanie roztworu skrobi w stopniu umozliwiajacym szybkie dzialanie innych
enzymow,

# redukcje wysokiej lepkosci,

# degradacje czasteczki skrobi do krotkich tancuchow, nie ulegaja one wtedy

np. retrogradacji.

Scukrzenie uptynnionej juz skrobi prowadzi do powstania syropu maltozowego
(DE~40-80), wysokoscukrzonego (DE~60-70), glukozowego (DE~80-90)"%. Ze wzrostem
cukrow prostych w produkcie koncowym wzrasta stodycz i rozpuszczalno$¢. Syropy
skrobiowe spelniaja role czynnika wiazacego, wypelniajacego, stabilizujacego. Syropy
maltozowe charakteryzuja si¢ tagodna, stodowa stodycza, niska lepkoscia 1 obnizona
tendencja do krystalizacji, przedluzaja trwatos¢ produktow, wykorzystywane sa wigc
w cukiernictwie. W zaleznos$ci od stosowanego preparatu enzymatycznego uzyskuje si¢

rozne ilosci maltozy w syropie. W syropach wysokoscukrzonych dominuje glukoza,

'® L.Stominska®, Fnzymatyezne metody transformacji skrobi, Przemyst Spozywezy, 12, 1995
" P.J Reilly, Jmmobilized enzymes for food processing, Ed. W.H.Pitcher Jr., CRC Press Inc., Florida, 1980
"8 B.R Pieters, G.Berdeletti i in., Glucoamylase immobilization on a magnetic microparticle for the
continuous hydrolysis of maltodextrin in a fluidized bed reactor, App. Biochem. Biotechnol., 32, 1992
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sa tez zauwazalne ilosci maltozy. Do ich wytworzenia stosuje si¢ m.in. plesniowa

o-amylazg i glukoamylaze. Syropy glukozowe stosuje si¢ m.in. w medycynie.

Rozklad enzymatyczny skrobi dokonuje si¢ dzigki endo- i1 egzoamylazom.
Endoamylazy to glownie a-amylazy uptynniajace. Produktami ich hydrolizy
sg oligosacharydy o roznej dtugosci tancuchow oraz dekstryny.
¢ o-amylaza z Bacillus subtilis - produkuje oligosacharydy G1-G6 oraz dekstryny
graniczne; Fuwa i in. zaobserwowali, pod mikroskopem scaningowym, ze enzym ten
atakuje granulke skrobi w jednym miejscu, tworzac rys¢, poczatkowo niewielka,
prowadzaca do rozerwania, a z czasem do catkowitego zhydrolizowania ziarenka

¢ o-amylaza z Bacillus licheniformis - produkuje glownie maltoze, maltotrioze,
maltopentaoze oraz dekstryny; produkowana poczatkowo przez nig maltoheksaoza jest
nastepnie prawie catkowicie hydrolizowana,

¢ o-amylaza z Bacillus amyloliquefaciens - produktami hydrolizy z jej udzialem

sa znaczne ilosci dekstryny oraz minimalne ilosci glukozy, maltozy i maltotriozy.

Egzoamylazy odszczepiaja niskomolekularne produkty, tj. glukoze lub maltoze
od nieredukujacego konca fancucha. Niektore posiadaja tez zdolnos¢ hydrolizy wiazan
a-1,6-glikozydowych.

o [-amylaza pochodzenia mikrobiologicznego np. z  Bacillus, Pseudonomas,
Streptomyces sp. - hydrolizuje skrobi¢ do maltozy i1 dekstryn granicznych.
Maltoheksaoza i wyzsze cukry sg chetniej hydrolizowane niz mniejsze czasteczki.
Obecnos¢ maltozy i maltotetraozy zmniejsza szybkos$¢ dziatania enzymu. Znaczenie
przemysiowe ma -amylaza z jeczmienia,

o glukoamylaza np. z Aspergillus niger, Rhizopus sp. - szybkos¢ hydrolizy z ich
udzialem zalezy od procentowej zawartosci w nim monocukrow (odwrotnie
proporcjonalnie) i policukrow. Wyzsze oligocukry sg szybciej hydrolizowane niz np.
maltoza. Obecnos$¢ fancuchéw 2-6 glukozowych moze utrudnia¢ hydrolize
glukoamylaza, enzym hamowany jest przez glukoze,

¢ maltogenna endo-a-amylaza z Aspergillus oryzae (grzybowa) - hydrolizuje skrobig

gtownie do maltozy i maltotriozy.

” M Fujii, T Homma, M.Taniguchi, Biotech Bioeng, 35, 1988, op.cit.
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2.4. Kinetyka procesu enzymatycznej hydrolizy biopolimerow

Reakcje enzymatyczne towarzysza cztowiekowi na kazdym kroku. Czesé z nich jest
niepozadana, jak chociazby psucie si¢ produktow zywnosciowych. Jednak coraz wigksza
ilos¢ tych reakcji wykorzystuje si¢ racjonalnie technologicznie, np. w produkcji piwa,
seroOw, antybiotykoOw. Jednym z pierwszych badaczy, ktory s$wiadomie wykorzystat
dziatanie enzymoéw byt Kirchhoff [1812]*"*. Zaobserwowal on, ze wyciag ze stodu
jeczmiennego rozktada skrobi¢ do cukrow prostych. Autorem pierwszego ogolnego
rownania opisujacego reakcje z udziatem enzymoéw byl Henri [1903]. Rownanie to
wykorzystali nieco pozniej Michaelis i Menten [1913].

Szybkos¢ reakcji katalizowanych przez enzymy moze byé opisana na przyktad
rownaniem Michaelis-Menten. Jest to jeden z najprostszych modeli kinetycznych
opisujacych reakcj¢ enzymu z substratem. Rownanie to nie jest ogdlnym rdéwnaniem
kinetycznym, a stanowi jedynie uproszczony opis dos$¢ czesto wystepujacego
mechanizmu®*®. Autorzy modelu przyjeli, ze enzym laczy si¢ z substratem ze stala
szybkosci ki, tworzac kompleks aktywny [ES]. Kompleks moze dysocjowaé na [E] i [S]
ze stalg k; lub moze si¢ przeksztatcaé, tworzac produkt ze staly szybkosci kj.

[E]+[S]<=, = [ES]——{E]+[P]
Przy zalozeniu stanu pseudoustalonego (d[ES])/dt=0) oraz przyjmujac, ze [Eo]<<[S]

otrzymuje sig:

(Ey1-ES)) 151 kg

241
[ES] k M @41)
Przeksztalcajac powyzsze rownanie wzgledem [ES] otrzymuje sig:
[ES] = o 5L (2.42)

T Ky +IS]

Wykorzystujac zalozenie, ze rozpad kompleksu [ES] na produkt i enzym jest
nieodwracalny, a szybkos¢ reakcji rozpadu tego kompleksu decyduje o ogolnej szybkosci

reakcji enzymatycznej:

Ly
r=— =k [ES] (2.4.3)

89 B. Filipowicz, W. Wigchowski, Biochemia, tom I, PWN Warszawa-£6dZ, 1986
8 P J Reilly, op.cit.
82 ] Segel, Fnzyme kinetics, Ed. J.Wiley&Sons, New York-London-Syndey-Toronto, 1975
8 K_.J.Laidler, Chemical kinetics, International Student Edition, Second Edition, McGraw-Hill, London
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1 uwzgledniajac rownanie (2.4.2) otrzymuje sig:

r=k3'E0'[S]: rmax[S] (244)
Ky +I81 Ky +[S]

Przy niskich stezeniach  substratu

reakcia zerowego 1zedu

szybkos¢ reakcjt jest proporcjonalna do jego
stezenia (odpowiada to reakcji pierwszego
rzedu). Przy duzych stezeniach substratu

szybkos¢ reakcji nie zalezy od [S] i rowna

s sie wartosci maksymalnej may.

Stata szybkosci reakcji k3 nazwana zostala liczba obrotow enzymu i oznacza liczbg
czasteczek substratu przeksztalconych w produkt reakcji w jednostce czasu, w warunkach
pelnego wysycenia enzymu substratem. Stata ks dla wigkszosci enzymow, pracujacych ze
swoimi fizjologicznymi substratami, wynosi 1+10* na sekunde. Stata Ky nosi nazwe statej
Michaelis; jej odwrotnos¢ jest miara powinowactwa enzymu do substratu. Ky ma dwa
znaczenia: (1) wiaze si¢ ze statymi szybkosci reakcji, (2) oznacza takie stezenie substratu,
przy ktoérym polowa miejsc aktywnych enzymu jest obsadzona przez substrat®*’. Stata
Michaelis dla wigkszosci enzyméw miesci sie¢ w zakresie (107,10°) [mol/dm’] i zalezy
od rodzaju substratu oraz warunkow zewnetrznych, przede wszystkim od sily jonowej,
wartosci pH i temperatury®.

Stata kinetyczna ks rozpadu kompleksu [ES] na produkt i enzym jest zalezna
od temperatury i mozna t¢ zaleznos¢ opisa¢ rownaniem Arrheniusa. Zgodnie z nim,
szybkoéé reakcji enzymatycznej powinna rosnaé wraz z temperatura’ . Z uwagi
na wystgpowanie inaktywacji enzymu zalezno$¢ ta jest jednak bardziej zlozona. Spadek
aktywnosci enzymatycznej jest skutkiem oddziatywania np. czynnikow srodowiska: pH,
temperatury, substratu, produktow, inhibitorow®™. Szybkos¢ inaktywacji (denaturacii)
enzymu zalezy takze od jego pochodzenia, stopnia oczyszczenia enzymu oraz Srodowiska,
w ktorym enzym si¢ znajduje. Szybko$¢ utraty aktywno$¢ enzymu zalezy rowniez

; » . vy ..89
od warunkow prowadzenia procesu, sktadu roztworu oraz metody immobilizacji™ .

5 R.Streyer, Biochemia, PWN, Warszawa, 1986
8 D.V.Roberts, Fnzyme kinetics, Cambridge University Press, Cambridge, 1977
¥ E Klimiuk, B.Lossow, M Bulinska, op.cit.
¥ K. W.Szewczyk®, op.cit.
8 D Voet, J.Voet, Biochemistry, Ed. J.Wiley&Sons, New York-Chichester-Toronto-Singapore, 1990
8 K. W.Szewczyk', op.cit.
21



Sposob unieruchamiania enzyméw moze wplywac na utrate ich aktywnosci. Przyczyna

tego moze by¢:

¢ zwiazanie enzymu z nosnikiem np. w takiej konfiguracji, ze centrum aktywne enzymu
jest niedostepne dla substratu,

« zwigzanie enzymu z nosnikiem w taki sposob, ze zniszczony zostaje uklad
przestrzenny centrum katalitycznego, przez co powstaje nieaktywna konfiguracja,

+ uwalnianie materiatu biologicznego z nosnika,

°,
e

zmniejszenie si¢ powierzchni kontaktu enzym-substrat w wyniku pokrywania nosnika

réznymi substancjami,

X3

%"

uszkodzenie lub zniszczenie mechaniczne nosnika, wptyw naprezen.

Czgsto zdarza si¢ tak, ze proste pozornie (np. jednoetapowe) reakcje rozktadu
biopolimeru nie spelniaja zatozen modelu Michaelis-Menten’’, a obwarowany zalozeniami
model nie zawsze daje si¢ zastosowaé do opisu kinetyki z udzialem niektorych
enzymoéw’ >, Model Michaelis-Menten wyprowadzono dla warunkéw, gdy Eo/S—0,
a w procesach biochemicznych istniejq sytuacje, kiedy stezenie enzymu jest porownywalne
ze stezeniem substratu. Moze to mie¢ miejsce w dwoch przypadkach:

1) w koficowym etapie reakcji biochemicznej, gdy wigkszo$¢ substratu juz
przereagowala,

2) gdy reakcja przebiega na granicy faz, np. dla enzyméw immobilizowanych, stezenie
substratu na granicy faz warstewka cieczy-powierzchnia nosnika moze by¢ male

w poréwnaniu z catkowitym stezeniem enzymu na powierzchni nosnika”.

W takich przypadkach moga wystapi¢c powazne odchylenia pomiedzy wynikami
obliczonymi z rownania Michaelis-Menten a uzyskanymi w do$wiadczeniach. Rowniez
mechanizm ataku enzymu, inny od zalozonego w modelu Michaelis-Menten, moze
powodowa¢ rozbieznosci w wynikach doswiadczalnych i obliczeniowych. Duza rolg przy
opisie procesu odgrywa¢ moze: wielkos$¢ i struktura czasteczek surowca, pochodzenie
enzymu, lepkos¢ roztworu, mieszanie uktadu. Mimo licznych trudnosci wielu naukowcoOw
wykorzystuje model Michaelis-Menten, stosujac czasami pewne modyfikacje, dodatkowe
zalozenia 1 wielkosci w rownaniu matematycznym. Reakcje enzymatyczne hamowane

przez substancje, bedace analogami strukturalnymi substratu, mozna opisa¢ rownaniem

%S Aiba, Inzvnieria Biochemiczna, WNT, Warszawa, 1977

° M.Fujii, T.Homma, M. Taniguchi, Biotech Bioeng, 35, 1988, op. cit.

°2 R M.Costa, F.X Malcata, Multisubstrate Michaelis-Menten kinetics: Explicit dependence of substrate
concentration on time for batch process, Bioprocess Eng., 10, 1994
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Michaelis-Menten z inhibicja, uwzgledniajac odpowiednia stata inhibicji’**’. Przy czym
nalezy pamigtac, ze zatozenie rownowagi przyjete w modelu Michaelis-Menten nie jest
sprzeczne tylko dla inhibitorow dziatajacych w sposob odwracalny.

Law i wspotprac.”

rozpatrywali hydroliz¢ maltodekstryn glukoamylaza. W swoich
rozwazaniach przyjeli trzy wazne zalozenia: (1) - nieodwracalna hydrolize kazdego
maltooligosacharydu zgodnie z multisubstratowym modelem Michaelis-Menten,
(2) - inhibicj¢ kompetycyjna produktem, (3) - inaktywacje enzymu.

Otrzymali rownanie postaci:

Ek%m%l_k_m](_e;g)w[lz_]m[is_ﬁ_s_) (2.4.5)

d Kp 11 o L1-S,
obowiazujace tylko dla uzytego enzymu w warunkach reakcji. Marc, Engasser, Rollinga,

Thompson rozwijali opis kinetyki hydrolizy skrobi z udzialem a-amylazy w oparciu
o profil produktow reakcji. Rollings i Thompson®” podzielili produkty na cztery przedzialy
o roznych masach czasteczkowych. Podobnie czynili Henriksnas i Lovgren’. Colonna
i wspotprac.” zaobserwowali, ze hydrolize skrobi o-amylaza (z Bacillus subtilis) mozna
podzieli na dwie fazy: szybsza i wolniejszq. Zaproponowali wigc nowe réwnanie,
analogiczne w zalozeniach i ,tresci” do rownania Michaelis-Menten. Rownanie to opisuje
dobrze tylko pierwsza faze reakcji. Model ten nie sprawdza si¢ przy dlugich czasach

1% prowadzac reakcje hydrolizy skrobi a-amylaza (z Bacillus

reakcji. Komolprasert i Ofoli
licheniformis) stwierdzili, ze reakcja moze by¢ reprezentowana przez klasyczny model
Michaelis-Menten tylko w zakresie niskich stezen skrobi. Potwierdzit te spostrzezenia
Yankow i wspolprac. Z kolei Rollings i Park'®" dokonali podzialu substratu na trzy
podklasy: liniowa amyloze (Sy), liniowe lancuchy amylopektyny na zewnatrz klastra (Sg)
1 liniowe tancuchy wewnatrz czasteczki amylopektyny (Sc). Rozpatrywali model kinetyki
dwufazowej, bazujacej na jednoczesnej hydrolizie liniowych i rozgalezionych frakcji

substratu. Wyprowadzili rownanie szybkosci reakcji z siedmioma statymi :

°* E Kilimiuk, B.Lossow, op.cit.
°* E Kilimiuk, B.Lossow, M.Buliriska, op.cit.
% J Segel, op.cit.
% C.Law, L.Webb, R Williams, Kinetic studies on glucoamylase with maltodextrin as substrate, Chemical
Eng. Research & Design, 71, 1993
1 ] E.Rollings, R.W.Thompson, Kinetics of enzymatic starch liquefaction: Simulation of the high-molecular-
weight product distribution, Biotech. Bioeng., 26, 1984
et A Komolprasert, R.Y. Ofoli, J. Chem. Tech. Biotech., 51, 1991, op. cit.
% A.Colonna, A Buleon, F.Lemarie, Action of B.subtilis a-amylase on native wheat starch, Biotech. Bioeng.,
31, 1988
100y, Komolprasert, R.Y. Ofoli, J. Chem. Tech. Biotech., 51, 1991, op.cit.
191y Park, J .Rollingsl, Biotech. Bioeng., 44, 1994, op.cit.
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O
_ds_ . KMé ;(M,B n . (24.6)
L U AR : L L A
KML KMB KM,C KLL KLB

Jeszcze bardziej skomplikowane rownania (wymagajace wyznaczenia kilkunastu
parametréw) zaproponowali Zanin i Moraes'*?. Zaadoptowali oni do opisu kinetyki
scukrzania manioki przez glukoamylazg model Marca, ,,wzbogacajac” go o dodatkowe
zalozenia: wiazania a-1,6-glikozydowe nie sa hydrolizowane, istnieje reakcja rewersji
maltoza—maltotrioza. Marc stworzyt multisubstratowy model uwzgledniajacy m.in.
produkty posrednie (dekstryny), odwracalnos¢ niektorych reakeji (glukoza—izomaltoza),
inhibicj¢ produktami i substratami, wspotzawodniczenie o centrum aktywne enzymu oraz
podziat olidosacharydow na dwie frakcje:

(a) cukry bardziej wrazliwe na hydrolize (frakcja obejmuje ~77% czasteczek
zawierajacych wiazania o-1,4-glikozydowe)

(b) cukry odporne na hydrolize (frakcja obejmuje pozostate ~23% czasteczek
zawierajacych tancuchy rozgatezione).

Zaproponowane przez niego rownanie szybkosci hydrolizy frakcji (a) ma postac:

g Tmax,a 'Ga ‘E (247)
a
K K K
Ky -[1+ §]+Ga +G, - EM’1+G3- KVM?a +Gy - 'K”ML“R} :
1 M2 M3 M,b S

Analogicznie dla frakcji (b).

Proces hydrolizy skrobi zachodzi na kilku niezaleznych i réwnoleglych drogach
(wowczas szybkos$¢ ogolna procesu jest sumg szybkosci czastkowych), ale wymaga takze
kilku nastgpujacych po sobie przemian (wowczas szybkos¢ ogélna jest determinowana
przez etap najwolniejszy). Sprawia ta, ze rozpatrywany uklad reakcyjny skrobia-enzym

amylolityczny jest trudny do analizy i opisu, i przysparza badaczom wiele kiopotow.

2.5. Warunki procesowe

Reakcje katalizowane przez enzymy przebiegaja duzo szybciej niz te same reakcje
katalizowane chemicznie, dlatego preparaty enzymatyczne moga by¢ konkurencyjne
dla innych, nieenzymatycznych katalizatorow. Enzymy przejawiaja takze nieosiagalne

w niektorych klasycznych procesach chemicznych wydajnosci i  selektywnosci.

' G.M. Zanin, F.F. De Moraes, Modeling cassava starch saccharification with amyloglucosidase, Appl.
Biochem. Biotech., 57/58, 1996
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Enzymatyczna hydroliza skrobi daje m.in. wysokiej jakosci polprodukty stosowane
w produkcji zywnosci dla niemowlat i diabetykow; produkcja izomaltooligosacharydow
nie jest mozliwa metodami chemicznymi, a enzymatyczna hydroliza penicyliny acylaza
immobilizowang jest wysoce wydajna, daje czystsze produkty i ufatwia ich rozdzial.
Reakcje z enzymami immobilizowanymi sg prowadzone w tagodnych warunkach, przez co
sq energooszczedne. Preparaty takie pozwalaja na prowadzenie ciaglego procesu,
wielokrotne uzycie biokatalizatorow, zwigkszenie termo- i pH-stabilnosci enzymu,
uzyskanie niezanieczyszczonych produktéw. Immobilizujac enzym mozna ,usztywnic¢”
centrum aktywne (zmniejsza si¢ mozliwos¢ rozfaldowania struktury centrum), przez co
przedluza si¢ jego trwalos¢. Immobilizujac enzym nalezy zwroci¢é uwage przede
wszystkim na ilos¢ wigzanego biatka, jego aktywno$¢ po immobilizacji oraz trwatosc.
Ta ostatnia wielkos¢ jest bardzo istotna, gdyz wiaze si¢ z podstawowym parametrem
technologicznym, jakim jest stabilno$¢ operacyjna enzymu, okreslana jako czas pracy,
po ktorym enzym traci polowe swej poczatkowej aktywnosci.

Unieruchomienie enzymu na nierozpuszczalnym w wodzie nosniku pozwala
na zmniejszenie objetosci mieszaniny reakcyjnej, a zastosowanie drobnoziarnistego
nosnika na uzyskanie duzej powierzchni kontaktu miedzyfazowego, a tym samym
wyzszego stezenia enzymu'®'* Uzycie w procesach enzymu immobilizowanego pozwala
na obcigzenie reaktora wigkszym fadunkiem surowca bez pogarszania efektow jego pracy.

Ulokowanie miejsca reakcji na powierzchni nosnika w preparatach enzymatycznych
sprawia, ze ogolna szybkos$¢ procesu zalezy nie tylko od parametrow wplywajacych
na szybkos¢ reakcji (temperatury, stezenia), ale i od zjawisk transportu sktadnikow
w przestrzeni reakcyjnej. W obszarze kinetycznym, gdzie szybkos$¢ reakcji limituje proces,
ogolna szybkos$¢ procesu rosnie z temperaturg wedlug zaleznosci Arrheniusa, natomiast
w obszarze dyfuzyjnym (zewnetrzne zjawiska transportu) szybkos¢ ta zalezy
od intensywnosci mieszania i burzliwosci przeptywu strumieni. W przypadku reakcji
kontaktowych bardzo czesto przyjmuje si¢ model, zgodnie z ktorym reagujaca mieszaning
1 katalizator traktuje si¢ jako uklad jednorodny — model pseudohomogeniczny. Uktad ten

opisuje si¢ rownaniem kinetycznym, bez uwzgledniania zjawisk fizycznych.

19 D Freire, G.Sant’ Anna Jr., Hydrolysis of starch with immobilized glucoamylase. A comparision between
two types of expanded-bed reactors, Appl. Biochem. Biotech., 26, 1990

1% M.D.Trevan, Immobilized enzymes. An introduction and applications in biotechnology, J. Wiley&Sons,
Chichester-New York-Toronto, 1980
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Opory dyfuzyjne - ograniczenia na drodze transportu substratu do powierzchni nosnika
lub do jego wnetrza i produktu od tych powierzchni - moga by¢ istotnym czynnikiem
wplywajacym na przebieg procesOw z unieruchomionym enzymem. Jezeli aktywnosc¢
preparatu enzymatycznego jest wysoka, to o ogolnej szybkosci procesu decydowaé beda
opory dyfuzyjne. Dla substratow wielkoczasteczkowych opory transportu masy oraz
ograniczenia natury przestrzennej, utrudniajace przemiany enzymatyczne, moga byc
szczegolnie widoczne.

O wyborze odpowiedniego reaktora dla proceséw biotechnologicznych decydowaé
bedzie nie tylko typ reakcji, wielko$¢ produkeji czy efekt cieplny, ale przede wszystkim
posta¢ enzymu (natywny, immobilizowany), stosowana metoda unieruchamiania
biokatalizatora, wlasnosci nosnika (ksztalt, rozmiar, gesto$é)'®’. Przy tak duzej liczbie
wspotdziatajacych czynnikow nie mozna oczekiwaé prostych i ogélnych regut wyboru
reaktora. Czgsto nie ma zadnych ustalonych drog postgpowania a jedynie cel, jakim jest
optymalizacja pracy danego bioreaktora lub procesu.

W procesach enzymatycznej hydrolizy skrobi stosuje si¢ reaktory okresowe
(z enzymem natywnym i immobilizowanym) oraz réznego typu reaktory przeplywowe.
Podstawowymi zaletami reaktorow okresowych sa: duza objetos¢, mozliwos¢ stosowania
substratow o wysokiej lepkosci i dowolnych stezen enzymow, wada sa. reakcje uboczne
i niska standaryzacja produkcji'®®. Enzymy immobilizowane sa wykorzystywane gtownie
w procesach ciaglych, poniewaz mozna wtedy w pelni wykorzysta¢ zalety jakie daje
zwigzanie enzymu z nosnikiem. W procesach takich najcze$ciej stosowane sa reaktory
ze ztozem stacjonarnym i przeptywem tlokowym, reaktory z catkowitym przemieszaniem,
rzadziej reaktory ze ztozem cyrkulujacym.

W przeptywowych reaktorach zbiornikowych z mieszaniem osiaga si¢ statos¢
temperatury, stezenia, ci$nienia, co jest to duza zaleta tych reaktorow, a krotki czas
przebywania surowca w reaktorze pozwala na stosowanie wyzszych stgzen substratu
oraz nizszych temperatur. Niestety w aparatach tych na skutek mieszania zostaje czgsto
uszkodzona struktura nosnika — prowadzi to do spadku aktywnosci preparatu
enzymatycznego. Stres mechaniczny zaznacza si¢ w reaktorach na wiele sposobow,
a stopien uszkodzenia czastek biopreparatu zalezy od wiasciwosci nosnika. Najczescie]
spotykana deformacja jest peknigcie ziarna nosnika. Przyjmuje sig¢, ze pgkanie ziarna

nastepuje wtedy, gdy zewnetrzne sity dziatajace na material sa wyzsze od sit adhezji

1% K Szewczyk', op.cit.
196 y Szarawara, J.Skrzypek, A.Gawdzik, Podstawy inzynierii reaktoréw chemicznych, WNT, Warszawa 1991
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i kohezji wystepujacych miedzy elementami strukturalnymi nosnika'’’. Efekt spadku
aktywnosci enzymu mozna zminimalizowa¢ stosujac reaktor ze ztozem fluidalnym.

Reaktor rurowy stosuje si¢ glownie do prowadzenia reakcji homogenicznych
i kontaktowych. Zastosowanie zloza upakowanego zapewnia prowadzenie reakcji
z najwyzsza, z mozliwych, aktywnoscia enzymu immobilizowanego. Jednak obserwowane
w tym przypadku opory przeptywu roztworow o duzych lepkosciach i ograniczone
wykorzystanie preparatu biokatalitycznego (martwe strefy) zmniejszaja mozliwosci jego
zastosowania. Omija si¢ te problemy stosujac reaktory pulsacyjne (reaktor ze zlozem
nieruchomym i zmiennym przeptywem tlokowym). Takie rozwiazanie jest polecane
w procesach z inhibicja produktem lub w wukladach z duzymi ograniczeniami
dyfuzyjnymi'®®, Zamiast klopotliwego reaktora ze ztozem nieruchomym mozna stosowac
reaktory dwufazowe ze ztozem ekspandujacym'®.

Reaktory ze zlozem cyrkulujacym sg rzadko stosowane w biotechnologii, poniewaz
wymagaja precyzyjnej kontroli natezenia przeptywu plynu przez reaktor oraz wykazuja
ograniczone mozliwosci sterowania procesem''®. Zastosowanie drobnoziarnistego
materialu o szerokim zakresie uziarnienia sprawia, ze podczas eksploatacji reaktora
ze zlozem ekspandujacym nalezy liczy¢ si¢ z wystapieniem zjawiska sedymentacji
lub aglomeracji czastek'''. Zjawiska te moga prowadzi¢ do szeregu zaklocen pracy
aparatu, ale liczne zalety tego reaktora rekompensujg te niedogodnosci. Wspotczesne
technologie, ktére wymagajq kontaktowania fazy cieklej i stalej, preferuja procesy ciagte

"2 Warunki takie zapewnia wlasnie reaktor

z intensywnym kontaktem miedzyfazowym
ze ztozem fluidalnym.

Odrebna grupe posrod reaktoréw z unieruchomionym enzymem stanowia reaktory
membranowe. W reaktorach tego typu mozliwe jest jednoczesne oddzielenie produktow

reakcji'®.

197 V. A.P Martins dos Santos, E.J.T.M Lecnen i in., Revelance of reological properties of gel beads for their
mechanical stability in bioreactors, Biotech. Bioeng., 56, 1997
18 A Sanroman, R.Chamy i in., Enzymatic hydrolysis of starch in a fixed-bed pulsed-flow reactor,
A;)p. Biochem. Biotech., 28-9, 1991
19D M.G Freire, G.L.Sant’ Anna Jr., App. Biochem. Biotech., 26, 1990, op.cit.
19 B R Pieters, G.Berdeletti i in., App. Biochem. Biotech., 32, 1992, op.cit.
1T A Sobolewski, J.Bandrowski, Badania fluidyzacji cieczowej z wymuszonq cyrkulacjq ztoza, materialy
konferencyjne XVI Ogoélnopolskiej Konferencji Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Krakow-Muszyna 1998
12 A Sobolewski, J. Bandrowski, op.cit.
3 K. W.Szewcezyk', op.cit.
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3. Cel pracy

Glownym celem pracy bylo stworzenie, na podstawie wynikow eksperymentalnych
1 w oparciu o analize teoretyczna, modelu matematycznego reakcji hydrolizy skrobi

ziemniaczanej z udzialem enzymow amylolitycznych.

W tym celu nalezato:

= rozpozna¢ charakter dzialania -, B- i glukoamylazy,
= okres$li¢c mechanizm hydrolizy czasteczek skrobi ziemniaczanej z udzialem o-, 3-

1 glukoamylazy natywnej i immobilizowane;,

a nastgpnie:

v" dobra¢ odpowiednie rownania opisujace szybkosci rozpatrywanych procesow,

v zweryfikowa¢ przyjete rownania w warunkach procesu ciaglego.

Dodatkowo postanowiono:

e zbada¢ wplyw intensywnosci mieszania na strukture¢ ziarna nosnika oraz trwatosc¢
mechaniczng preparatu enzymatycznego,
e zaproponowaé rozwigzania konstrukcyjne bioreaktorow, by zminimalizowaé¢ wpltyw

stresOw mechanicznych.
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4. Materialy i metody

4.1. MATERIALY

Preparaty enzymatyczne :

¢ «-amylaza z Bacillus species z firmy SIGMA
¢ glukoamylaza z Aspergillus niger z firmy SIGMA
¢ [-amylaza z jeczmienia z firmy SIGMA
Odczynniki :
¢ glukoza z firmy MERCK
¢ kwas 3,5-dinitrosalicylowy z firmy ALDRICH CHEMICAL Co.LTD
¢ skrobia rozpuszczalna z firmy ALDRICH CHEMICAL Co.LTD
¢ aldehyd glutarowy z firmy SIGMA
¢ trizma base z firmy SIGMA

<

nosnik z Zaktadow Farmaceutycznych Polfa-Tarchomin Warszawa

pozostate odczynniki z firmy POCH-GLIWICE

42. METODY

4.2.1. Przygotowanie substratu

Odpowiedniqg nawazke skrobi rozpuszczano w niewielkiej ilosci zimnej wody
destylowanej, a nastepnie zalewano wrzaca woda i wstawiano do tazni wodnej
o temperaturze 100°C na 15 minut, ciagle mieszajac. Nastepnie przygotowany roztwor

schladzano, dopelniano woda destylowana do odpowiedniej objetosci.

4.2.2. Oznaczanie stezenia surowca

Stezenie skrobi oznaczano wagowo. Okreslano masy suchej probki roztworéw skrobi
pobranych w odpowiednich objetosciach przed reakcja lub po zakonczeniu procesu
hydrolizy skrobi.

Do suchego naczynka wagowego o znanej masie dodawano 20-25 ml wyjsciowego
roztworu skrobi, nastepnie catos¢ wazono i suszono (w suszarce w temperaturze 70°C)
przez 24 godziny, do stalej masy, po czym ponownie catos¢ wazono. Po odjeciu masy
naczynka od masy calosci przed suszeniem i po suszeniu obliczano procentowa zawartos¢

skrobi.
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4.2.3. Oznaczanie stezenia enzymu

Stezenie bialek oznaczano spektrofotometrycznie. Metoda ta polega na bezposrednim
odczycie spektrofotometrycznym przy A=280 nm kolejnych rozcienczen roztworow
stosowanych enzymow. Stezenie biatka aktywnego szacowano na podstawie krzywej

aktywnosciowe;.

4.2.4. Oznaczanie aktywnosci enzymu

Aktywno$¢ amylaz okreslano na podstawie ilosci powstalych cukrow redukujacych,
ktore oznaczano kolorymetrycznie. Metoda ta, zwana dalej metoda z DNS, oparta jest
na redukcji w srodowisku kwasnym kwasu 3,5-dinitrosalicylowy przez grupy aldehydowe
cukru do kwasu 3-amino-5-nitrosalicylowego. W obecnosci fenolu powstaje barwny
kompleks, ktory stabilizowany jest pirosiarczynem sodowym i winianem sodowo-
potasowym.

Do 0,5 ml roztworu enzymu dodawano 0,5 ml 1% roztworu skrobi i pozostawiano
w tazni wodnej o temperaturze 20°C przez 3 minut. Reakcje przerywano przez dodanie
3 ml odpowiednio przygotowanego odczynnika DNS. Probe umieszczano w tazni wodnej
w temperaturze 100°C, po 5 minutach probke schtadzano, dopetniano woda destylowana
do objetosci 20 ml. Po 30 minutach od momentu wiozenia probki do wrzacej tazni
odczytywano ekstynkcje na spektrofotometrze przy A=550 nm wobec proby kontrolnej,
w ktorej uzyto 0,5 ml buforu shuzacego do przygotowania roztworu enzymu, zamiast
roztworu enzymu. Stezenie uwolnionych cukréw redukujacych bylo odczytywane
wzgledem sporzadzonej wczesniej krzywej standardowej dla glukozy w odpowiednim
buforze.

Za 1 jednostke aktywnosci przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéora w warunkach testu
(20°C, czas reakcji 3 minuty, odpowiednie pH) powoduje powstanie zabarwienia

odpowiadajacego zabarwieniu jakie daje 1 mg glukozy.

4.2.5. Przygotowanie krzywej aktywnosciowej

Sporzadzono wzorcowy roztwor biatka i zrobiono z niego rozcienczenia w szerokim
zakresie stezen (do 400 pg/ml). Do oznaczen pobierano po 0,5 ml roztworu biatka
z kazdego rozcienczenia, dodawano 0,5 ml 1% roztworu skrobi i pozostawiano w tazni
wodnej o temperaturze 20°C przez 3 minut. Reakcje przerywano przez dodanie 3 ml

odpowiednio przygotowanego odczynnika DNS. Dalej postepowano jak wyzej.
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4.2.6. Przygotowanie krzywej wzorcowej dla glukozy

Sporzadzono wzorcowy roztwor glukozy i zrobiono z niego rozcienczenia w zakresie
0,1-2 g/l. Do oznaczen pobierano po 1 ml roztworu glukozy z kazdego rozcienczenia
i dodawano po 3 ml odczynnika DNS. Proby gotowano we wrzacej fazni wodnej doktadnie
5 minut. Po ostudzeniu uzupetniano 16 ml wody destylowanej. Absorbancj¢ odczytywano
przy dtugosci fali 550 nm po 25 minutach od wyjecia z tazni. W probie kontrolnej zamiast

roztworu glukozy dano wode.

4.2.7. Przygotowanie odczynnika DNS
Odczynnik DNS uzywany w tescie aktywnosciowym do oznaczania ilosci powstatych

w reakcji enzymatycznej cukrow redukujacych przygotowano z nastgpujacych sktadnikow:
1416 ml wody destylowanej, 10,6 g kwasu 3,5-dwunitrosalicylowego, 19,8 g NaOH, 306 g
winianu sodowo-potasowego, 7,6 g fenolu stopionego w temperaturze 50°C 1 8,3 g
pirosiarczynu sodowego. Wszystkie sktadniki dokladnie rozpuszczono, a otrzymany
roztwor saczono, nastepnie miareczkowano wobec fenoloftaleiny 0,1 M HCI. Wartos¢ pH

odczynnika korygowano poprzez dodanie NaOH.

4.2.8. Immobilizacia biatek na nos$niku akrylowym

Odpowiednig objetos¢ nosnika (np. 5 ml) przemywano kilkakrotnie woda, a nastgpnie
0,1 M buforem fosforanowym o pH=7,0. Po odsaczeniu zawieszono go w trzykrotnie
wigkszej objetosci 2,5% roztworu aldehydu glutarowego (15 ml) na 40 minut mieszajac
od czasu do czasu. Po tym czasie nadmiar odczynnika aktywujacego odmywano woda
destylowang i 0,1 M buforem fosforanowym. Po odsaczeniu nosnik zalewano trzykrotnie
wigksza objetoscia roztworu biatka (15 ml) i przez pierwsza godzing mieszano
sporadycznie. Nastepnie roztwor pozostawiono do dnia nastgpnego w temperaturze 4°C.
Po tym czasie nos$nik wprowadzono do kolumienki i odmywano nadmiar biatka
nastgpujacymi buforami: 0,1 M buforem fosforanowym o pH=7,0, 0,1 M buforem
fosforanowym o pH=7,0 zawierajacym 0,5 M NaCl, 0,1 M buforem cytrynianowym
lub 0,05 M buforem octanowym.

Eluaty zbierano do zlewek i oznaczano ilo$¢ zawartego w nich biatka. Ilo§¢ enzymu
zwiazanego z nosnikiem obliczono z réznicy miedzy iloscia biatka danego
do immobilizacji i odmytego. W celu zablokowania grup aldehydowych, ktore nie weszly
w reakcje z enzymem, nos$nik zawieszono w 0,5 M buforze tris-HCl o pH=8,14

i pozostawiono w temperaturze 4°C do dnia nastepnego.
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4.2.9. Oznaczanie aktywnosci preparatu enzym-nos$nik

Nosnik z immobilizowanym enzymem zawieszony w buforze tris-HCI przemywano
woda, a nastgpnie odpowiednim buforem (cytrynianowym lub octanowym). 1 ml no$nika
wprowadzono do reaktora okresowego uzupeiniajac do 10 ml odpowiednim buforem.
Po kilku minutach preinkubacji w temperaturze pokojowej dodawano 10 ml substratu
1 prowadzono reakcj¢ przez 3 minuty. Po tym czasie pobierano 1 ml roztworu znad nos$nika
1 przenoszono do probowki zawierajacej 3 ml odczynnika DNS, przerywajac tym samym

reakcje. Oznaczano ilos¢ koncow redukujacych metoda z DNS.

4.2.10. Hydroliza skrobi z udzialem enzyméw natywnych w reaktorach okresowych

Do termostatowanego reaktora o pojemnosci 140 ml wprowadzano od 20 do 40 ml
roztworu substratu a nastgpnie, przy ciaglym mieszaniu, taka sama objetos¢ roztworu
enzymu w odpowiednim buforze. Objgtos¢ pobieranych prébek byla dostosowana
do spodziewanego stg¢zenia cukrow redukujacych, ktore oznaczono metoda z DNS.
Stezenie skrobi oznaczono metoda wagowa. Mimo ze optimum temperaturowe jest
dla kazdego enzymu inne, wybrano jako temperature reakcji 20°C.

W przypadku reakcji z a-amylazg stosowano stezenie substratu od 1,05 do 20,6 g/l
oraz stezenie enzymu od 0,0123 do 0,046 g/l, pH stosowanego 0,1 M buforu
cytrynianowego wynosi 4,5.

W przypadku reakcji z B-amylazg zakres stosowanych stezen wynosit: dla substratu
0,32 — 23,0 g/l, a dla enzymu 0,05 — 0,40 g/l, pH stosowanego 0,1 M buforu
cytrynianowego wynosi 4,1.

Hydroliz¢ z udzialem glukoamylazy prowadzono dla st¢zen substratu 1,2 - 48,8 g/l
oraz stezen enzymu od 0,03 do 2,83 g/l, pH stosowanego 0,05 M buforu octanowego
wynosi 5,0.

4.2.11. Hydroliza skrobi z udzialem enzyméw immobilizowanych w reaktorach

okresowych
Badania przeprowadzono analogicznie jak w przypadku stosowania enzymow

natywnych, wprowadzajac zamiast roztworu enzymu zawiesing preparatu.
Dla hydrolizy z udzialem o-amylazy stezenie substratu zmieniano od 0,3 do 26,7 g/,
a stezenie enzymu od 0,008 do 0,046 g/l Hydroliz¢ z udzialem B-amylazy
immobilizowanej prowadzono dla stezenia substratu w zakresie 2,3-22,9 g/l i enzymu 0,03
do 0,305 g/l.
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4.2.12. Hydroliza skrobi z udzialem enzyméw immobilizowanych w reaktorach o dzialaniu

ciaglym
Zaprojektowano i zbudowano w skali laboratoryjnej podstawowe typy reaktorow

chemicznych, w ktorych zweryfikowano w warunkach procesu ciagtego reakcji hydrolizy
skrobi z udzialem enzymoéw immobilizowanych. Instalacje wykonano ze stali

kwasoodpronej. Warunki procesowe takie same jak w reaktorach okresowych.

Przeplywowy reaktor mieszalnikowy

Schemat instalacji badawczej przedstawiono na rys. 4.2.12.1. Surowiec, ze zbiornika
(1) byl podawany pompga perystaltyczng (2) poprzez wymiennik ciepta (3) do reaktora (4).
Mieszanina reakcyjna kierowana byta do zbiornika produktu (6). Temperatura w reaktorze
(4) 1 wymienniku ciepla (3) utrzymywana byla za pomoca termostatu (7). Krociec
wylotowy usytuowany byl w poblizu mieszadla i otoczonym siatka o bardzo drobnym
splocie, uniemozliwiajacym =ziarnom biokatalizatora opuszczenie srodowiska reakcji.

Objetos¢ reaktora 300 ml. Reaktor otoczony byt ptaszczem grzejnym.

|3

Rys. 4.2.12.1. Schemat instalacji reaktora mieszalnikowego.

Reaktor ze ztozem nieruchomym

Schemat instalacji przedstawiono na rys. 4.1.12.2. Surowiec, ze zbiornika (1) byl
podawany pompa perystaltyczng (2) poprzez wymiennik ciepta (3) do reaktora (4).
Mieszanina reakcyjna kierowana byla do zbiornika (5), skad wyprowadzana byta
na zewnatrz lub zawracana do zbiornika surowca pompa (6). Na kroccu wlotowym
do reaktora umieszczony byt manometr. Temperatur¢ w ukladzie utrzymywano za pomoca

termostatu (7). Odpowiednio dobrane nakretki na wejsciu 1 wyjsciu reaktora zapewnialy
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tatwy dostgp do wnetrza aparatu. W dolnej cze$ci reaktora zainstalowano siatke,
zatrzymujaca, biokatalizator. Reaktor rurowy miat objetos¢ 30 ml, otoczony byl plaszczem

grzejnym.

Rys. 4.2.12.2. Schemat instalacji reaktora rurowego.

Reaktor ze ztozem fluidalno-fontannowym

Schemat reaktora przedstawiono na rys. 4.2.12.3. Surowiec ze zbiornika (1)
podawany byl pompa perystaltyczng (2) poprzez wymiennik ciepta (3) do reaktora (4).
Reaktor zamknigty byl od gory siatka o drobnym splocie, zapobiegajaca wydostaniu si¢
ziaren nosnika poza reaktor. Mieszanina poreakcyjna kierowana byta do zbiornika (6).
Temperaturg¢ utrzymywano za pomoca termostatu (8). Pompa (7) mozna byto odprowadzi¢

produkty na zewnatrz instalacji lub zawrécic¢ do zbiornika surowca.

Rys. 4.2.12.3. Schemat instalacji reaktora fluidalnego.
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S. Charakterystyka stosowanych enzymoéw amylolitycznych

i preparatéow enzymatycznych

Prace nad enzymami amylolitycznymi, doborem no$nikéw korzystnych
dla immobilizacji oraz charakterystyka enzymow natywnych i immobilizowanych, trwaja
w Zakladzie Inzynierii Bioprocesowej od kilku lat. Dokladng charakterystyke
aktywnosciowg enzymow natywnych i preparatdw immobilizowanych, obejmujaca wptyw
pH 1 temperatury na aktywno$¢ i stabilno$¢ stosowanych enzymoéw oraz dobor
najkorzystniejszej metody immobilizacji i warunkow procesowych, wykonata i opisata
w licznych publikacjach Bryjak. Autor niniejszej pracy pomingt zatem etap prac
wstepnych zwiazanych z charakterystyka stosowanych enzymow i przyjat zalecane przez
Bryjak warunki pracy enzymow jako wlasciwe dla rozpatrywanych reakcji. Zamieszczono
jednak informacje o istotnych wilasciwosciach enzymoéw, poniewaz stanowia wazny
element opisu procesu hydrolizy skrobi z ich udziatem.

Podstawowe parametry charakteryzujace enzymy natywne zamieszczono w tabeli 5.1".

Tabela 5.1. Charakterystyka enzyméow natywnych.

a-amylaza B-amylaza | glukoamylaza
zrodto enzymu Bacillus jeczmien Aspergillus
species niger

pH optymalne 6,0 4,7 4,0
pH-stabilnos¢ 3,7-7,2 3.5-1.2 2,3-73

temperatura 50°C 50°C 60°C

najefektywniejszej

pracy enzymu
termostabilno$é do 37°C do 30°C do 20°C

Literatura przedmiotu donosi, ze omawiane enzymy amylolityczne byty
stabilizowane poprzez zwigzanie biatka z zastosowaniem wigkszosci znanych technik
immobilizacji (adsorpcja, wiazanie kowalencyjne, kopolimeryzacja, sieciowanie)

na nosnikach syntetycznych, naturalnych, nieorganicznych''*!'>!"'¢1'7  7wiazanie biatek

* dane udostepnita dr J.Bryjak z Instytutu Inzynierii Chemicznej i Urzadzen Cieplnych Politechniki Wroctawskiej

35



z nosnikami nierozpuszczalnymi w wodzie okazato si¢ by¢ bardzo skuteczne''®'".

Sposrod kilku przetestowanych w zespole badawczym nosnikow syntetycznych wybrano
do immobilizacji nosnik akrylowy, posiadajacy na swej powierzchni grupy aminowe
zdolne do wigzania enzymow. Nosnik ten otrzymuje si¢ przez polimeryzacje suspensyjna
monomerow akrylanu butylu 1 dimetakrylanu glikolu etylenowego (BA/EGDMA)
w obecnosci inertnych rozpuszczalnikow. Jest on usieciowany w 40%, gestos¢ rzeczywista
wynosi 1,28 [g/em’], 1 gram nosnika chionie okolo 1,36 grama wody. Po modyfikacji
etylenodiaming nosnik posiada na swej powierzchni grupy aminowe w ilosci 0,67 mmol
na gram nosnika. Nosnik jest odporny chemicznie. Nie odnotowano zmian strukturalnych
w szerokim zakresie pH i temperatury'”’. Wspolezynnik sprezystosci wynosi
1,8 bar/czastke (ziarno) '*!. Ziarenka no$nika sa okragle o porowatosci 39%. Srednica
poréw w ziarnie wynosi srednio 8,8 nm '*.

Dobrano odpowiednia metode¢ immobilizacji i optymalne warunki prowadzenia

123124125 Enzym wiazany byl z nosnikiem kowalencyjnie poprzez czynnik

procesow
sprzegajacy (aldehyd glutarowy)'?*'?”. Otrzymane preparaty charakteryzowaly si¢ wysoka

aktywnoscia i stabilnoscia. Wyniki zamieszczono w tabeli 5.2".

T, Yamamoto, Handbook of amylases and related enzymes, ed. The Amylase Research Society of Japan,
Oxford-Sydney-Tokyo-Toronto, 1988
3Y Ohtsuka, H Kawaguchi, T.Yamamoto, Immobilization of a-amylase on polymeric carriers having
different structures, J. Appl. Polym. Sci., 29, 1984
118y Yang, H.A.Chase, Immobilization of a-amylase on polv(winyl alcohol) coaled perfluoropolymer
support for use in enzyme reactors, App. Biotech.. Biochem., 28, 1998
i J.Reilly, Potential and use native and immobilized carbohydrates, Europ. J. Biochem., 164, 1987
M8 1, Jim-Tsyy i in., Investigation on the immobilization of isoamylase onto polysaccharide matrices,
Bioprocess Eng,, 18, 1998
119 J Bryjak, A Trochimczuk, A Noworyta, Effect of polymer matrix on penicillin acylase immobilization on
copolymers of butyl acrylate, J. Chem. Technol. Biotechnol., 57, 1993
120 B Kolarz, A.Trochimczuk i in., 4 search for optimal acrylic carriers for immobilization of penicillin
acylase, Angew. Makromol. Chem., 179, 1990
"2 J Bryjak, A.Trochimczuk, A Noworyta, J. Chem. Technol. Biotechnol., 57, 1993, op.cit.
"M Bryjak, FEvaluation of poly(butyl acrylate-co-ethylene glycol ~dimethacrylate) sorbents  for
chromatographis separation of biomolecules, Angew. Macromol, Chem., 215, 1994
'3 J Bryjak, B. Kolacz, A. Noworyta, Immobilizacja a-amylazy na syntetycznych nosnikach akrylowych, XV
Ogolnopolska Konferencja Naukowa Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Gdansk, 1995
124 ] Bryjak, B. Kolacz, A. Szczeszek, M. Majkowska, Jmmobilizacja f-amylazy na syntetycznych nosnikach
akrylowych, VI Ogolnokrajowa Konferencja Naukowa, Postepy Inzynierii Bioreaktorowej, £.6dz, 1996
125 1 Bryjak, A. Iskra, Hydroliza skrobi z udziatem glukoamylazy natywnej i immobilizowanej, materialy VII
Ogolnokrajowg Konferencje Naukowa, Postepy Inzynierii Bioreaktorowej
12%) Bryjak, Immobilization of amylase on acrvlic carriers, 7" European Congress on Biotechnology, Nicea,
1995
127 W Hartmeier, Immobilisierte Biokatalysatoren. Eine Einfithurung, Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-
New York-Tokyo, 1986
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Tabela 5.2. Charakterystyka enzymow immobilizowanych.

a-amylaza B-amylaza | glukoamylaza
zrodio enzymu Bacillus jeczmien Aspergillus
species niger
pH optymalne 4,5 3,7 3,5
pH-stabilnos¢ 3,5-8,3 2,5-8,5 1,5-8,5
temperatura 54°C 45°C 60°C
najefektywniejszej
pracy enzymu
termostabilnogé do 44°C do 40°C do 35°C
; . pH=4,5 pH=4,1 pH=5,0
warnunkiredkoll | Ceagic £=20°C =20°C
0,1 M bufor | 0,1 M bufor | 0,05 M bufor
cytrynianowy | cytrynianowy | octanowy
Po immobilizacji rozszerzyt si¢ dla wszystkich enzymow zakresy pH-

1 termostabilnosci oraz zmienita warto$¢ temperatury optymalne;.

Modyfikacja chemiczna enzymu podczas immobilizacji moze powodowac
inaktywacj¢ enzyméw. Mozna temu czeSciowo zapobiec dodajac substrat podczas
immobilizacji. Chroni on wowczas centrum aktywne enzymu. Dodanie skrobi
do roztworéw oa-amylazy i1 glukoamylazy podczas procesu wigzania z nosnikiem
powodowato wzrost aktywnosci preparatu enzymatycznego, ale towarzyszyt temu spadek
stabilnosci. W przypadku B-amylazy otrzymywato si¢ bardziej trwaty, za to mniej aktywny
preparat enzymatyczny. Stosowanie skrobi w procesie immobilizacji omawianych
enzymow amylolitycznych nie jest wskazane.

Aktywnos$¢ enzymow mozna scharakteryzowa¢ m.in. iloScia wigzan rozerwanych
w tancuchach w jednostce czasu. Sposrod metod analitycznych okreslajacych ilos¢ grup
redukujacych bardzo dobra okazala si¢ metoda z DNS, dlatego wykorzystano ja
w analizach. Bernfeld [1955] pierwszy uzyl jej do okreslenia charakterystyki aktywnosci

8

o- i B-amylazy'®® Jest ona powszechnie uzywana do $ledzenia szybkosci reakcji,

129

poniewaz jest prosta i dostarcza dogodnych do interpretacji wynikow . Inne metody jak
barwienie jodem czy okreslanie lepkosci nie moga by¢ uzyte do oceny ilosci

zhydrolizowanych wiazan.

128 v Hagenimana, L-P Vezina, R.E.Simard, Sweet potato a- i f-amviases: characterization & kinefic studies
with endogenous inhibitors, Journal of Food Science, 59, 1994
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Wigkszo$¢ enzymow natywnych jest niestabilna w roztworach, a a-amylazy nalezy
uzna¢ za enzymy o szczegOlnie niskiej stabilnosci'>. Jest to niekorzystne ze wzgledow
technologicznych, ale wade te czesciowo niweluje immobilizacja enzymoéw. o-Amylaza
immobilizowana po 1 miesiacu przechowywania w temperaturze 4°C zachowywata okoto
80% aktywnosci wyjsciowej, glukoamylaza okoto 90%, a B-amylaza ~75%.

Celem okreslenia oporow dyfuzyjnych zbadano wplyw temperatury na szybkosé
reakcji. Otrzymano liniowa zalezno$¢ In(r/rgamgq) od 1/T. Mozna przyjaé, ze reakcja
przebiega w obszarze kinetycznym, a opory dyfuzyjne dla ukladow z enzymami

immobilizowanymi w reaktorach z mieszaniem sa do pominigcia.

'y, Komolprasert, R.Y. Ofoli, J. Chem. Tech. Biotechnol., 59, 1995, op.cit.
139 1 Bryjak', Biotechnologia, 1 (44), 1999, op.cit.
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6. Wyniki i ich dyskusja

6.1. Sformulowanie modelu kinetyki

Znane rownania kinetyczne, umozliwiajace modelowanie i kontrolg przebiegu
procesu hydrolizy skrobi ziemniaczanej przez enzymy amylolityczne, z racji mnogosci
parametrow wplywajacych na reakcje, nie daja satysfakcjonujacych wynikow. Nalezy
zwroci¢ uwage na fakt, ze w przypadku badan nad reakcjami enzymatycznymi trudno jest
wykorzysta¢ odnotowane w literaturze osiggnigcia innych naukowcow. Mimo stosowania
pewnych standardow, kazdy badany uklad jest inny, a otrzymywane wyniki tak rozne,
ze trudno je usystematyzowac.

Przez dlugi czas m.in. brak znajomosci drugo- i trzeciorzedowej struktury sktadnikow
skrobi, jak i samego jej ziarna, utrudnial poznanie mechanizmu procesu. Pojawiajace si¢
reakcje rewersji, mozliwo$¢ blokowania enzymu przez substraty i produkty reakcji, utrata
zdolnosci katalitycznych enzymu pod wplywem warunkow srodowiska nie pozwalaly
przedstawi¢ w miar¢ wiernego mechanizmu reakcji oraz sformutowaé¢ adekwatnego
modelu matematycznego procesu hydrolizy skrobi. Nawet wspolczesnie, dysponujac
bogatym zapleczem aparaturowym i obliczeniowym, nie dokonal si¢ istotny przetom
w dziedzinie badan kinetyki reakcji enzymatycznej hydrolizy skrobi.

Wielu naukowcoéw omawia wplyw roznych parametrOw na proces enzymatyczne]
hydrolizy skrobi, lecz bez proby stworzenia matematycznego ich opisu. Przyczyn nalezy
szuka¢ glownie w tym, ze:

- surowiec wyjsciowy nie jest jednolita substancjg weglowodanowa. Skrobia skiada si¢
z fancuchow liniowych i rozgatezionych, wystepuja dwa typy wiazan glikozydowych
a-1,41 a-1,6; czasteczki amylozy i amylopektyny nie sa jednorodne ani pod wzgledem
wielkosci, ani ilosci rozgatezien,

- surowiec — tancuchy biopolimeru - zmienia si¢ w wyniku kazdego ataku enzymu.
Pojedyncze cigcie endoenzyméw w $rodku tancucha powoduje powstanie dwoch
krotszych tancuchow, ktore sg hydrolizowane w kolejnych etapach reakcji. Podwaja si¢
zatem ilo$¢ czastek, czyli wzrasta stezenie molowe substratu (w poczatkowym okresie

reakcji),
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- 0 szybkosci reakcji decyduje m.in. powinowactwo podcentrow wigzacych do reszt
glukozowych w lancuchach skrobi, powinowactwo miejsc katalitycznych do wigzan
glikozydowych, prawdopodobienstwo utworzenia aktywnego kompleksu enzym-
substrat,

- nie jest znany udzial 1 profil rozkladu produktow posrednich, uzyskanych
z poszczegodlnych skladnikow surowca

- 1 co najwazniejsze, istnieje kilka (roOwnie prawdopodobnych) hipotez na temat

mechanizmu hydrolizy skrobi przez enzymy amylolityczne.

Zroznicowane wiasciwosci skrobi utrudniaja analize 1 zapis procesow zachodzacych
z jej udzialem i sklaniaja do innego spojrzenia na substrat reakcji enzymatycznej hydrolizy

skrobi ziemniaczanej. Chcac ominaé wspomniane problemy przyjeto, ze

substratem w reakcji enzymatycznej hydrolizy skrobi (biopolimeru) jest

wigzanie glikozydowe w lancuchu policukru.

W szczegoblnosci substratami moga by¢ :
(a) wszystkie wigzania glikozydowe w czasteczkach policukru,
(b) wiazania tatwo dostgpne, majace korzystne polozenie przestrzenne, zawarte
w odpowiednio skonfigurowanych przestrzennie tancuchach,

(¢) wiazania z wysokim powinowactwem chemicznym do enzymu.

Przedstawione powyzej propozycje okreslenia substratu sa pewnym uproszczeniem
rzeczywistosci. Z powodu skomplikowanej budowy czasteczek amylozy i amylopektyny
cze$¢ wiazan, majacych wysokie powinowactwo do enzymu, nie bedzie mogla by¢
zhydrolizowana (wiazania znajdujace si¢ wewnatrz czasteczki) i odwrotnie, czg§¢ wigzan,
cho¢ tatwo dostepnych, nie ulegnie hydrolizie z uwagi na niskie powinowactwo
do enzymu. Mozna przyjaé, ze hydrolizowane z mierzalng szybkoscia beda tylko te
wigzania, ktore sg tatwo dostepne przestrzennie i zarazem maja wysokie powinowactwo
do enzymu ((b)(c)). O stopniu podatnosci substratu (podatno$¢= dostgpnos¢ przestrzenna
A powinowactwo chemiczne) bedzie moéwi¢ wspolczynnik podatnosci wiazania (€).
Jest to wielko§¢ znormowana w przedziale (0,1), okreslajaca zdolno$¢ danego wigzania
do wejscia w reakcje z enzymem, wigzaca dostepnos¢ przestrzenng i powinowactwo

chemiczne.
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Z analizy sposobu rozcinania tancuchow policukru wynika, ze wspotczynnik ten
dla amylozy bedzie niemalejaca funkcja stopnia przereagowania (o). Z postepem reakcji
zmniejsza si¢ co prawda dtugos¢ tancuchow amylozy (jest to istotne dla a-amylazy, ktora
preferuje dluzsze tancuchy), ale zdecydowanie wzrasta ich dostgpnos¢. Dlatego
w nowoutworzonych tancuchach (produktach posrednich) wspotczynnik podatnosci nie
powinien male¢. Natomiast dla amylopektyny wspotczynnik podatnosci jeszcze nie-
zhydrolizowanych wiazan bedzie miat tendencje do zmniejszania si¢ wraz z postepem
reakcji. Wynika to z rozgalezionej struktury amylopektyny. Ze wzrostem stopnia
przereagowania maleje dostgpno$¢ wigzan glikozydowych dla enzymu.

Dla kazdego z rozpatrywanych enzyméw substratami moga by¢é inne wiazania
lub wiazania ulokowane w rdéznych miejscach fancuchow biopolimerow.

Precyzujac:

» Dla a-amylazy substratem bedzie okresSlona liczba wiazan o-1,4-glikozydowych.
W obu polimerach pierwsze beda hydrolizowane te wiazania, ktorych rozcigcie
spowoduje powstanie krotszych policukrow (wynika to ze specyficzno$ci dziatania
a-amylazy, endoenzymu). Wiazania a-1,4-glikozydowe w powstatych oligocukrach
moga by¢ hydrolizowane przez enzym réwnolegle z wiazaniami w dluzszych
fancuchach. a-Amylaza preferuje przypadkowy atak.

» Dla B-amylazy substratem bedzie co drugie wiazanie a-1,4-glikozydowe poczawszy
od nieredukujacego konca tancucha. Enzym hydrolizuje kilka wiazan i zatrzymuje sig
w pewnym oddaleniu od punktu rozgalezienia, ktorego to punktu nie jest w stanie
ominag.

» Dla glukoamylazy substratem bedaq wigzania o-1,4-glikozydowe hydrolizowane
od nieredukujacego konca tancucha oraz niektére wigzania o-1,6-glikozydowe,
odpowiednio skonfigurowane wzgledem koncow nieredukujacych. Glukoamylaza
przejawia typ ataku wielokrotnego (podobnie jak -amylaza).

Wynika stad, ze w przypadku B-amylazy i glukoamylazy dlugos¢ tancucha surowca nie

jest istotna.

Teoretyczne okreslenie ilosci ulegajacych hydrolizie wiazan glikozydowych nie jest
mozliwe. Istnieje bowiem okreslony, charakterystyczny tylko dla danego enzymu
1 surowca, procent wigzan rozcinanych przez enzym (podatnych), pozostate wigzania

mozna traktowac jak ,.inerty”. Ich biernos¢ wynika¢ bedzie badz ze specyficznosci ataku
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enzymu (na przyktad dla a-amylazy inertami beda wiazania a-1,6-glikozydowe i wigzania
a-1,4-glikozydowe ulokowane bardzo blisko punktu rozgatezienia), badz z braku
dostepnosci. Nie jest mozliwe przyporzadkowanie a priori wszystkich istniejacych wigzan
do frakcji hydrolizowane;j lub inertne;.

W wyniku ataku enzymu na czasteczke skrobi przybywa zawsze jeden nowy koniec
redukujacy (cukier redukujacy). Oznaczany analitycznie przyrost koncow redukujacych
jest rowny ilosci rozcietych wiazan glikozydowych. Ilos¢ koncow redukujacych przelicza
si¢ na stezenie glukozy, cukru prostego bedacego monomerem skrobi. Szybko$¢ reakcji
zdefiniowa¢ mozna jako przyrost stezenia glukozy powstatej w wyniku hydrolizy
fancuchéw biopolimeru w jednostce czasu.

Warto$¢ stezenia poczatkowego substratu mozna okreslic tylko doswiadczalnie,
prowadzac dang reakcje do wyczerpania substratu

Cso = lim cp(t) (6.1.1)

t—>

W procesie hydrolizy skrobi z udzialem o-amylazy 1 glukoamylazy mozna
wyodrebni¢ dwa obszary (rys. 6.1.1.a-c). W przypadku a-amylazy, w I obszarze enzym
szybko rozcina wigzania glikozydowe, potem nastepuje etap wolnej hydrolizy substratu
(prawdopodobnie rozcinane sa wigzania w dekstrynach) - obszar II. W drugim przypadku,
glukoamylaza w poczatkowym okresie reakcji rozcina wiazania ze stalg szybkoscia

(obszar 1), po czym obserwuje si¢ spadek szybkosci hydrolizy (obszar II).
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Rys. 6.1.1. Kinetyka hydrolizy skrobi z udziatem a-amylazy (a), glukoamylazy (b) i B-amylazy (c).

Dla B-amylazy, by¢ moze ze wzgledu na specyfike dzialania i blokowanie si¢ enzymu
przy rozgalezieniach tancuchow, dwa obszary nie zaznaczyly si¢ tak wyraznie jak

w przypadku a-amylazy czy glukoamylazy.

Opisane powyzej zachowanie si¢ uktadow enzym-skrobia moze wynikac:
(1) ze zmiany typu ataku enzymu podczas reakcji,

(2) z réznej podatnosci wigzan w fancuchach surowca na atak enzymu.

W czesci literaturowej wykazano, ze opinie dotyczace typu ataku enzymow sa
sprzeczne, a zadna z hipotez nie zostata poparta odpowiednimi dowodami. Przyjeto zatem,
ze nie wystepuje zmiana typu ataku, i ze zastosowane enzymy hydrolizuja skrobi¢ zgodnie
z preferowanym przez siebie typem ataku.

Poniewaz kazda czasteczka amylozy, amylopektyny rozni si¢ od pozostatych badz to
dlugoscia fancucha, badz iloscia rozgatezien, podjeto probe podzielenia czasteczek
biopolimeru na frakcje o usrednionych, mato zmiennych wiasciwosciach. Ze wzgledow
merytorycznych i technicznych ilo$¢ frakcji nie powinna by¢ zbyt duza. Przyjgto,

ze kryterium podziatu bedzie podatnos¢ wiazan na dziatanie enzymu.

Surowiec sktada si¢ zatem z:
« frakcji A: do ktorej nalezg wigzania podatne na atak enzymu, zawarte zaréwno
w amylozie jak i amylopektynie,
<+ frakcji B: do ktérej nalezg wigzania mniej podatne na atak enzymu, zawarte
zaréwno w amylozie jak i amylopektynie.
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Wiazania podatne to (z definicji) wigzania tatwo dostepne przestrzennie i posiadajace
wysokie powinowactwo do enzymu. W przypadku wiazan mniej podatnych zatozono,
ze nie jest spelniony warunek o dostepnosci przestrzennej wiazania.

Charakter rozgatezien i konformacji czasteczek skrobi jest waznym wskaznikiem
podatnosci substratu na dzialanie enzymu i kinetyke enzymatycznej hydrolizy skrobi.
W czasie reakcji nastgpuje ciagla zmiana otoczenia substratu, fancuchy biopolimeru sa
coraz krotsze 1 zmienia si¢ ich konfiguracja (szczegoét ten jest istotny w przypadku
amylopektyny). Dlatego produkty (substraty) posrednie moga wykazywaé inne
wilasciwosci fizykochemiczne.

Do rozstrzygnigcia pozostaje problem podatnosci substratu na dziatanie enzymu
w zaleznosci od miejsca ulokowania danego wigzania w czasteczce surowca oraz
zmienno$¢ tego parametru w czasie reakcji. W przypadku amylozy, liniowych tancuchow
skrobi, mozna zalozy¢, ze wszystkie wigzania a-1,4-glikozydowe sg tak samo doste¢pne,
wigc sa rownie podatne na atak enzymu. W amylopektynie najszybciej ulega¢ beda
hydrolizie wigzania zewnetrznych tancuchow i one beda najbardziej podatne. Wigzania te
zakwalifikowano do frakcji A. Do frakcji substratow mniej podatnych na atak enzymu
naleze¢ beda wiazania znajdujace si¢ w dekstrynach i oligocukrach. Generalnie mozna
przyjac, ze dla danego wiazania wspotczynnik & nie zmienia si¢ w trakcie reakci.

Powstajace produkty posrednie moga pozostawaé w swej frakcji lub przejs¢ do frakeji
o innej podatnosci wiazania na atak enzymu. W niniejszej pracy przyjeto, ze:

produkt posredni pozostaje w swej frakcji.

Majac na uwadze przedstawione informacje przyjeto traktowaé proces enzymatycznej
hydrolizy skrobi ziemniaczanej jak uktad dwoch rownoleglych reakcji nastgpczych:

E+Ao [EA]>E+PEP > ..
+

B <> [EB] >E+P <« EP — ..

Wykazano (kryterium temperaturowe), ze zewnetrzny transport masy w przypadku
enzymOw immobilizowanych jest do zaniedbania. Skleikowana skrobia tworzy wokot
nosnika z enzymem ,,otoczke” zelowg (bogata w substrat), ktora przemieszcza si¢ podczas
mieszania wraz z ziarnem nosnika. Z uwagi na to, ze nosnik jest nieporowaty i enzymy
wigzane sg na powierzchni ziarna, nie wystepuje takze wewnetrzny transport masy. Proces
hydrolizy skrobi biegnie zatem w obszarze kinetycznym, ktory opisuje si¢ jedynie
rownaniem kinetycznym, pomijajac zjawiska fizyczne. W niniejszej pracy nie
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uwzgledniono zatem wpltywu wilasciwosci fizykochemicznych surowca na kinetyke

enzymatycznej hydrolizy skrobi (tzn. zmian lepkosci mieszaniny reakcyjne;j).

REASUMUIJAC:
Przedstawiono propozycje opracowania modelu kinetycznego reakcji enzymatyczne;j
hydrolizy skrobi, modelu na tyle uniwersalnego, by mozna go byto stosowaé¢ do innych

biopolimerow.

Model kinetyczny oparto na nastepujacych zatozeniach:
(1) substratem w reakcji enzymatycznej degradacji skrobi ziemniaczanej z udziatem
a-, B- 1 glukoamylazy jest wigzanie glikozydowe ulegajace hydrolizie,
(2) substrat wystepuje w dwoch frakcjach rézniacych si¢ podatnoscia na atak
enzymow,
(3) produkt posredni pozostaje w danej (wyjsciowej) frakcji,
(4) w ukiadzie reakcyjnym nie wystepuja opory dyfuzyjne transportu masy.
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6.2. Kinetyka reakcii hydrolizy skrobi ziemniaczanej *

Przedstawione w rozdziale 6.1 zalozenia sa wnioskami wysnutymi z wczes$niej
przeprowadzonych obliczen. W niniejszym rozdziale pokazano najwazniejsze etapy
poszukiwan rownan, ktore mozliwie najlepiej opisza mechanizm procesu hydrolizy skrobi
ziemniaczanej z udzialem enzymoéw amylolityczych i ktore positkuja sie niewielkq liczba
parametrow. Celowo dazono do zminimalizowania liczby stalych kinetycznych. Unika sig
wtedy licznych trudnosci podczas modelowania, co wobec ztozonosci samego procesu jest
istotne.

Dla reakcji o ztozonym mechanizmie, do ktorych niewatpliwie nalezy enzymatyczna
hydroliza skrobi, okreslenie réwnania kinetycznego przeprowadza si¢ poprzez dobor
odpowiedniej funkcji aproksymujacej, ktéra w maksymalny sposob odzwierciedli
mechanizm zachodzacego procesu i z zadowalajaca dokladnosciqg opisze dane
doswiadczalne. Wiaze si¢ to z zaproponowaniem odpowiedniego rownania oraz
okresleniem wartosci jego wspolczynnikow.

Do wyznaczenia kinetyki reakcji enzymatycznej hydrolizy skrobi wykorzystano
reaktory zbiornikowe z mieszadlem o napedzie magnetycznym, pracujace okresowo.
Dane doswiadczalne przedstawiono w formie funkcji cs=f(t). Do obliczen kinetyki reakc;ji
wykorzystano metode catkowa'’' analizy danych, gdyz korzysta ona bezposrednio
z danych doswiadczalnych i jest mato ,,czuta” na niedokladnosci pomiaréw (cs;i<Csi:1),
tzn. zachowuje informacje o funkcji wynikajacej z pomiaroéw, a zaciera zaktocenia'*’.
Uzyskane dane obliczeniowe, Cs o1 lub ton, porownywano z danymi eksperymentalnymi
1 wyznaczano wspoOiczynniki rownania metoda wyréwnawcza najmniejszych kwadratow
(norma euklidesowa Q = X(y; — f(x;))?). Metoda ta laczy w sobie btad pomiaru,
blad przyblizenia modelu i btad oceny parametréw, a przy tym jest najmniej pracochtonna

i najmniej wrazliwa na przenoszenie bledow np. bledow zaokraglen'”.

Obliczenia
prowadzono w programie Microsofi“Excel, wykorzystano takze modut Solver.
Dane doswiadczalne uzyskane we wszystkich seriach pomiarowych, dla

poszczegolnych enzyméw (osobno dla a-, PB-, glukoamylazy natywnej, osobno dla

* dane doswiadczalne zamieszczone sa W raporcie z realizacji grantu KBN 3P40501107, ,,.Bioreaktory enzymatyczne
do réwnoleglo-nastepczej reakcji hydrolizy skrobi”, kierownik projektu A. Noworyta, Instytut Inzynierii chemiczne;j
1 Urzadzen Cieplnych, Politechnika Wroclawska, 1997 oraz Zalaczniku 1

1A, Burghardt, Postepy inzynierii reaktorow chemicznych, skrypt Politechniki Slaskiej, Gliwice, 1977
132y Demichowicz-Pigoniowa, Obliczenia fizykochemiczne, PWN, Warszawa, 1980
133 § Brandt, Analiza danych. Metody statystyczne i obliczeniowe, PWN, Warszawa, 1998

46



enzymOw immobilizowanych), potraktowano jako elementy jednego zbioru danych.

Na podstawie tych zbioro6w przeprowadzono estymacje.

6.2.1. Hydroliza skrobi z udzialem o-amylazy

Stabilnos¢ aktywnosci enzymu

W czasie reakcji wskutek blokowania enzymu przez inhibitor, naturalnej inaktywacji
lub uszkodzenia preparatu enzymatycznego enzym moze tracic swoje zdolnosci
katalityczne. Zbadano wplyw czasu na spadek aktywnosci a-amylazy. Preparat
enzymatyczny 1 roztwor enzymu natywnego przechowywano przez 10 godzin
w temperaturze reakcji (20°C). Co okreslony czas pobierano probke preparatu
immobilizowanego i roztworu enzymu natywnego, i oznaczano aktywno$¢ katalityczna
enzymu (test aktywno$ciowy). Wyniki przedstawiono na rys. 6.2.1.1. Z uplywem czasu
ta sama ilo$¢ enzymu tworzyta coraz mniej produktow. Dodatkowo, w przypadku enzymu
immobilizowanego przeprowadzano reakcje hydrolizy skrobi w reaktorze rurowym
(=5 [min], stale natgzenie przeplywu surowca). Funkcje cp,=f(t) uzyskane z testow
aktywnosciowych i reaktora rurowego miaty bardzo zblizony przebieg, a stale inaktywacji
enzymu ro0znity si¢ minimalnie. Obserwowany spadek aktywnosci byt tak wyrazny,

iz uznano za konieczne uwzglednienie tego efektu przy okreslaniu kinetyki reakcji.

2,5

P
y=0,2239x - 0,0056 ="
40

[N

-In(V/Vo)
=

& y=0,13x - 2E-06

i
)

6
czas [h]

Rys. 6.2.1.1. Wyniki testow aktywnosciowych dla a-amylazy natywnej (=)
1 immobilizowanej (¢). V — aktywnos¢ chwilowa, V, — aktywnos¢ poczatkowa.
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Przyjeto, ze inaktywacja enzymu zachodzi wedlug schematu:

k
CE, aktywny e CE, nieaktywny

Rozwiazujac rownanie rozniczkowe dla reakcji I-rzedu:

—dCEgk‘W- Ky Cr g 6.2.1.1)
t
otrzymano:

Cp = Cpo € ¢ (6.2.1.2)

Roéwnanie to zastosowano do wyznaczenia wartosci statej inaktywacji (kg) o-amylazy
natywnej i immobilizowanej. Stata ky dla a-amylazy natywnej wynosi 6,231.10° [1/s],

natomiast dla o-amylazy immobilizowanej 3,611-107 [1/s].

Rownanie kinetyczne

Dokonujac przegladu literatury dotyczacej kinetyki reakcji enzymatycznych, zauwaza
si¢, ze duza popularnoscia cieszy si¢ model Michaelis-Menten. Wynika to z prostoty
1 uniwersalnosci tego rOwnania oraz mozliwosci latwej fizycznej interpretacji jego
wspolczynnikoéw. Dlatego poszukiwania rGwnania matematycznego, ktore najlepiej opisze
proces hydrolizy skrobi ziemniaczanej przez a-amylaze rozpoczeto od réwnania
Michaelis-Menten:

poXsopCs (6.2.1.3)
Ky +cg

Do aproksymacji zastosowano zbior 270 elementow (wszystkie dane doswiadczalne
dla ukladow reakcyjnych z o-amylaza natywna). Wspolczynniki rownania (6.2.1.3)
wyznaczono metoda najmniejszych kwadratow. Otrzymano wartosci: ks=2,696-10° [1/s]
i Ku=2,311-10° [g/l]. Nie uzyskano dobrej zbieznosci danych doswiadczalnych
z danymi obliczonymi z roéwnania (6.2.1.3). Przykladowe wyniki przedstawiono

narys. 6.2.1.2.
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12 4 @ r,dos
r,obl zM-M °
r,obl z M-M + inh.
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szybko$¢ reakceji [g/l min]

stgzenie substratu [g/1]

Rys. 6.2.1.2. Przebieg zmiany szybkosci hydrolizy w zaleznosci od stgzenia substratu
dla przyktadowego uktadu doswiadczalnego i rozpatrywanych modeli.

Nastepnie kinetyke procesu hydrolizy skrobi opisano réwnaniem Michaelis-Menten

z inhibicja kompetycyjng substratem:

k;-cg0g (6.2.1.4)

r=
KM-[1+;—IJ+CS

I

Podobnie jak w przypadku rownania Michaelis-Menten nie uzyskano dobrej korelacji
danych doswiadczalnych z obliczeniowymi (rys. 6.2.1.2). Otrzymane w estymacji wartosci
statych (ks=1,10-10° [1/s], Kn=2,88-10° [g/l]) sa zblizone do statych wyznaczonych
z rownania (6.2.1.3), a wprowadzony do rownania Michaelis-Menten dodatkowy parametr
(stata inhibicji Kp=2,11-10* [g/1]) nie wplynat istotnie na wynik aproksymacii.

Analiza danych eksperymentalnych (przykiad na rys. 6.2.1.2) zasugerowala
mozliwo$¢ wystapienia dwoch frakcji substratu. W pierwszej probie odwolano si¢
do budowy skrobi i podzielono substrat na wigzania znajdujace si¢ w czasteczkach
amylozy (frakcja A) i w czasteczkach amylopektyny (frakcja B). Podzialu tego nie
potwierdzity analizy danych doswiadczalnych i wynikow obliczen. Wiazan przypisanych
do frakcji A jest wigcej od wigzan znajdujacych si¢ w fancuchach amylozy.

Przyjeto, ze glowng ,,cechy” pozwalajaca przyporzadkowa¢ dane wiazanie do jednej
z frakcji nie jest jego lokalizacja w czasteczkach czy to amylozy, czy amylopektyny,
lecz podatnos¢ (rozdziat 6.1).

Nastepnie przyjeto, ze obie frakcje hydrolizowane sa jednoczesnie:
A +E < [AE] —kn ,p
B+E < [BE] —= 5 P

49



Zalozenie to wynika z mechanizmu, typu dziatania a-amylazy. Enzym rozcina jedno,
losowo wybrane wiazanie. a-Amylaza preferuje atak w srodek tancucha, gdzie znajduja si¢
wigzania z frakcji A, ale moze zaatakowaé i zhydrolizowaé rdéwniez wigzania
w desktrynach i oligocukrach (frakcja B).

W ukfadach reakcyjnych z dwoma lub wigcej substratami (multisubstratowych),
poszczegOlne reagenty moga wspotzawodniczy¢ (kazdy z kazdym) o miejsce aktywne
stosowanego enzymu. Jeden z nich (bedacy w nadmiarze) moze ,,zaanektowac” miejsce
wiazace przypadajace w danej chwili drugiemu reagentowi *'*’. Wiazania frakcji A,
z racji tego ze sa bardziej dostepne dla enzymu, moga spetniaé¢ role pseudo-inhibitora
enzymu, hamujac szybkos¢ hydrolizy wigzan frakcji B. Jezeli produkty otrzymywane
w kazdej z reakcji bylyby rozne, uklad mozna by traktowac jak dwie niezalezne reakcje
z inhibicja kompetycyjna. Sytuacja komplikuje si¢, gdy produkt w obu reakcjach jest taki

sam. Mierzona szybkos¢ tworzenia produktu jest wtedy suma szybkosci dwoch reakc;ji:

r=ksa - [AE] + ksp - [BE] (6.2.1.5)

Przeksztalcajac  rownanie  (6.2.1.5) wedlug schematu  Michaelis-Menten

z uwzglednieniem inhibicji otrzymuje si¢ rOwnanie:

C C
k., Ccp -—A Kin -Cp - —B
Lt P Rua T K (6.2.1.6)
1+-5A 4 %8 1, % | B
Kua  Kup Kya  Kysp
Roéwnanie powyzsze jest szczegolnym przypadkiem rownania multisubstratowego'**":
rma.x,i
Csii”
i 6.2.1.7
r=Z cM,l ( )
ap—t
i K

gdzie: maxi = k3 -Cg, 1,j = A, B.

Opis kinetyki reakcji hydrolizy skrobi w oparciu o rownanie (6.2.1.6) jest trudny
ze wzgledu na duza ilos¢ wystepujacych w nim statych kinetycznych. Liczba stalych, ktore

134 T Keleti, Basic enzyme kinetics, Akademiai Kiado, Budapest, 1986
13 J E.Bailey, D.F.Ollis, Biochemical engineering fundamentals, McGraw-Hill Book Company, Chemical
Eng. Series, 1989
136 E Dawes, Quantitative problems in biochemistry, Longman, London-New York, 1980
137 L. Marchal, J.Jonkers i in., The effect of process conditions on the alpha-amylolytic hydrolysis of
amylopectin potato starch: An experimental design approch, Biotech. Bioeng., 3, 1999,
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nalezaloby wyznaczy¢ z jednego rownania wynosi 5, co ostabia fizyczny sens rownania
1 stwarza ryzyko duzych bledow przy jego wykorzystywaniu.

Oszacowano* stale kinetyczne z rownania (6.2.1.6). Otrzymano duze wartosci Ky a
i Ky, rzedu 10° [g/1], co sugerowalo mozliwo$¢ uproszczenia rozpatrywanego roOwnania
do reakcji pierwszego rzedu wzgledem kazdego reagenta. Wowczas reakcje hydrolizy

skrobi z udzialem a-amylazy mozna opisa¢ zaleznoscia:
r =ka-cg-ca + kgp-Cg-cp (6.2.1.8)
gdzie: kA=k3, A/KM,A . kB=k3,B/KM,B»

ra = - dca/dt =ka-Ce-ca (6.2. 1.9)
rg = - deg/dt = kp-Cg-Cp (6.2. 1. 10)

Uwzgledniajac  spadek aktywnosci enzymu (roéwnanie 6.2.1.2), scatkowano

w odpowiednich granicach rownanie (6.2.1.9) oraz (6.2.1.10) i otrzymano:

_kA'CEO.(l_e—kdd))

Cp=Cpp-e (6.2.1.11)
kB-cE0 (,__~kgq-
3 ‘T(l—e d t)J
CB —CBo'e (62112)
Oznaczajac poczatkowe stezenia poszczegolnych frakeji:
Coa=Co'Y (6.2.1.13)
C()B:Co'(l-Y) (6.2. 1. 14)

otrzymuje si¢ ostateczne rOwnanie na catkowite stezenie substratu w trakcie reakcji:

_kacm -(l-e'kd" _kp-egp | e kat ]

c=cA+cB:c0-Y~e( ko )+co-(1—Y)~e[ ka (6.2.1.15)

Powyzsze rownanie wykorzystano do aproksymacji. Stale kinetyczne wyznaczono
na podstawie 270 elementow, stosujac metode najmniejszych kwadratow. Otrzymano
nastgpujace wartosci wspotczynnikow rownania dla oi-amylazy natywne;j:

Y=0,782
ka=0,1498 [l/g-s]
kg=0,0123 [Vgs]

& program Mathcad, program Mina
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Na podstawie wykresow zmiany stezenia substratu od czasu reakcji (przyklady

zaprezentowano na rys. 6.2.1.3) oraz analizy bledow (blad wzgledny 20,6% - szczegoly

w dalszej czesci podrozdziatu) uzyskana estymacje uznano za zadowalajaca.

Z 16 przeprowadzonych reakcji okresowych dla o-amylazy natywnej pokazano

na rys. 6.2.1.3 uklady o najwiekszym i najmniejszym stezeniu skrobi dla trzech réznych

stezen enzymu.

a)  ¢s0=19,501 [g/l], cgo=0,045 [g/l] b)  ©cs0=2,582 [g/l], cro=0,045 [g/1]
25 3
@ S dos ® S do$
20 2,5
S, obl S, obl
= = 2
E 15 E
w0 g
g s § o5
-4 2 ® o
0 : , oo 0 ,
0 25 50 75 100 0 20 40 60
czas [min] czas [min]
¢)  ¢50=20,612 [g/l], cg0=0,023 [g/1] d)  cs0=2,527 [g/l], cro=0,023 [g/l]
25 - 3
© S dos
2:5
- S, obl .
S 2 2
B2 15 A P
g g 1,5
O
_g 10 é i
% 5 N
gy % 0,5
0 ' = X 0 - . . .
0 50 100 150 0 20 40 60 80
czas [min] czas [min]
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€)

Cso=25,676 [g/l], CEO=0,0126 [g/l]

f)

Cso=2,874 [g/l], CE0=O,0123 [g/]]

stezenie substratu [g/1]

@ S dos
S, obl

0 T T

0 100

czas [min]

200

300

stgzenie substratu [g/1]
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W\ o= N W

® S do$
S, obl

100

czas [min]
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Rys. 6.2.1.3. Przebieg zmian st¢zenia substratu w czasie reakcji dla ukladu z a-amylaza natywna.

Analogiczne obliczenia przeprowadzono dla reakcji z udzialem a-amylazy

immobilizowanej (220 danych). Skorzystano z tego samego rownania, bo fakt zwigzania

enzymu z no$nikiem nie powinien z zasady zmienia¢ mechanizmu reakcji, a tym samym

postaci rownania kinetycznego, jedynie jego parametry. Przeprowadzono 14 reakcji

z enzymem immobilizowanym. Przyktady zamieszczono na rys. 6.2.1.4,

a)

100

czas [min]

150

cso= 16,374 [g/l], cro= 0,046 [g/1] b)  cso= 3,055 [g/l], cro= 0,046 [g/]
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C) Cso™— 18,305 [g/l], CE0™ 0,009 [g/l] d) Cso™ 3,121 [g/l], CEo™ 0,008 [g/l]

20

© Sdos
S,obl

15

10

stgzenie substratu [g/1]

stgzenie substratu [g/1]

0 20 40 60 80 0 50 100 150 200

czas [min] czas [min]

Rys. 6.2.1.4. Przebieg zmian st¢zenia substratu w czasie reakcji dla uktadu z a-amylaza
immobilizowang.

Dla a-amylazy immobilizowanej uzyskano wartosci statych kinetycznych:

Y= 0,825
ka=4,28-107 [Vgs]
kg=8,216-10™ [l/g:s]

Nie modyfikowano przyjetego modelu dwoch rownoleglych reakcji rownaniami
wyzszego rzedu, gdyz prowadzi to do zbyt duzej liczby parametrow, ktorych nie mozna
wyznaczy¢ niezaleznie.

Zastosowana do wyznaczenia nieznanych parametrow procedura numeryczna dala
sredni absolutny blad wzgledny miedzy wartosciami obliczonymi i eksperymentalnymi
dla a-amylazy natywnej 20,6%, dla immobilizowanej 23,6%. Na wielkos¢ btedu wplynat
niewatpliwie fakt ,dopasowywania” funkcji modelowej do wynikéw doswiadczalnych
obarczonych bledami o réznych wartosciach (momentami do$¢ duzych). Jako miarg
dopasowania modelu matematycznego do danych eksperymentalnych wybrano
wspotczynnik korelacji. Wspotczynnik ten wynosi 0,9942 dla enzymu natywnego
i 0,9920 dla enzymu zwiazanego z no$nikiem. Wartoséci bliskie jednosci $wiadcza
o dobrym dopasowaniu krzywych do danych empirycznych i implikuja posrednio dobra

zgodno$¢ modelu kinetycznego z rozwazanym przypadkiem doswiadczalnym'.

139 1 B.Czerminski, A.Iwasiewicz i in., Metody statystyczne dla chemikéw, PWN, Warszawa 1992
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6.2.2. Hydroliza skrobi z udzialem B-amylazy

Stabilnosc¢ aktywnosci enzymu

Spadek aktywnosci -amylazy okreslano na podobnej zasadzie jak dla a-amylazy.
Wyniki zaprezentowano na rys. 6.2.2.1. Nie zaobserwowano utraty zdolnosci
katalitycznych enzymu w czasie wspotmiernym z czasem reakcji. Nie uwzgledniono zatem

wplywu spadku aktywnosci enzymu na kinetyke hydrolizy skrobi przez f3-amylaze.

1,6 1
= ™ e —
) 124 o w2 =8 -8 8=
g .
08— —% 9 o ¢ o
& ® °
8
N 0,4
0 T
0 2 4 6 8 10 12
czas [h]

Rys. 6.2.2.1. Wynik testow aktywnosciowych dla B-amylazy natywnej (®) 1 immobilizowanej (+).

Rownanie kinetyczne

Z analizy uzyskanych przebiegow doswiadczalnych (rys. 6.2.2.2) i wstegpnych
obliczen na podstawie rownania Michaelis-Menten wynika, ze odchylenie wartosci
obliczonych (z rownania Michaelis-Menten) od doswiadczalnych zwigksza sig
z postgpem reakcji tym wyrazniejszy im wyzsze jest stgzenie reagentow. Jest to
zachowanie charakterystyczne dla reakcji, w ktorej produkty hamuja (ograniczaja)

dziatanie enzymu.

0,16 - a So=1,74 [g/1] e So0=3,14 [g/1]
A
—_ A
8 0,12
g a ®
& a ‘
= A A e @ L
g 008 | a A e e
£ 4o
2 &
a
% 004 | e
@7 A ]
f“ Ae ”
A" o
0| aA . ‘
0 1 2 3 4
stgzenie substratu [g/1]

Rys. 6.2.2.2. Przebieg zmian szybkosci reakcji w funkcji stezenia substratu
dla roznych stezen poczatkowych substratu.
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Warunkiem koniecznym by zaszta reakcja hydrolizy biopolimeru z udzialem
egzoenzymow jest ,kontakt” czasteczek enzymu z koncami nieredukujacymi. Enzymy te,
niezaleznie od ilo$ci wigzan znajdujacych si¢ w zaatakowanych lancuchach, zhydrolizuja
tylko kilka z nich, po czym odlacza si¢ i poszukuja nowego miejsca ataku. Dla -amylazy
1 glukoamylazy dlugos¢ lancuchoéw nie jest istotna. Enzymy te ,,widza” tylko koniec
nieredukujacy 1 bardzo krotki fragment tancucha, tzn. te czasteczki monomerow (maltoze,
glukoze), ktore znajduja sie¢ najblizej centrum katalitycznego. Konce nieredukujace sa
zatem najwazniejszymi dla enzymu elementami w tancuchach surowca.

W ukiadzie reakcyjnym ze wzrostem stopnia przereagowania pojawia si¢ coraz
wigcej dekstryn. Sa to czasteczki o mocno rozgalezionej strukturze. Rozgalezieniami sa
krotkie liniowe tancuchy o charakterze amyloz. Wiazania a-1,4-glikozydowe znajdujace
si¢ w tych lancuchach sa wciaz podatne na dziatanie B-amylaz. Enzym jest w stanie
zhydrolizowa¢ te wiazania, cho¢ z nieco mniejsza szybkoscia. Zaznaczy¢ nalezy,
ze w poblizu punktow rozgalezien dziatanie B-amylazy jest blokowane. Dlatego
w przypadku [B-amylazy nie obserwuje si¢ wyraznego przejscia z obszaru, gdzie
hydrolizowane sa wiazania z frakcji A do obszaru hydrolizy frakcji B. Mozna stwierdzic,
ze dla B-amylazy ilo$¢ 1 dostepnos¢ koncow nieredukujacych a nie wigzan jest wielkoscia
determinujaca proces. W zwiazku z tym przyjeto, ze w rozpatrywanym ukladzie
reakcyjnym wystepuje jedna frakcja.

Szybkos$¢ reakcji opisano jedna zaleznoscia, tzn. rownaniem Michaelis-Menten

z inhibicja kompetycyjng produktem:

des _ Kk, -cg - Cq (6.2.2.1)

K
Ku +°s+K_I:'(°so ‘Cs)

Po scatkowaniu réwnania (6.2.2.1) w odpowiednich granicach otrzymuje si¢:

=] Ko BuGso | fCso ) 1 Kw ) o) (6.2.2.2)
ky-cg  ky-cp-Kp Cs ky-cg k3-cp-Kp

W estymacji porownywano czasy reakcji, poniewaz z rOwnania (6.2.2.1) nie mozna

wyznaczy¢ w sposob analityczny stezenia substratu. Parametry réwnania (6.2.2.2)
wyznaczono w oparciu o zbior danych sktadajacy si¢ z 400 elementow dla enzymu
natywnego i 150 dla enzymu immobilizowanego. Zastosowano metod¢ najmniejszych

kwadratow. Wyniki aproksymacji przedstawiono na rys. 6.2.2.3 1rys.6.2.2.4.
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a) cso= 14,76 [g/1], cs=0,4 [g/1] b) cso= 0,269 [g/1], cg=0,1 [g/1]
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Rys. 6.2.2.3. Przebieg zmian stgzenia substratu w trakcie reakcji okresowych
dla ukladu z B-amylaza w postaci natywnej.

Uzyskano nastepujace wartosci statych :

e dla -amylazy natywne;j ¢ dla B-amylazy immobilizowanej
k3= 0,056 [1/s] k3= 0,0197 [1/s]
Kn= 1,97 [g/1] Ky= 1,30 [g/1]
KP= 2742 [gll] KP: 0>30 [g/l]
a) Cso= 35,22 [g/l], CE=O,205 [g/l] b) Cso= 3,98 [g/l], CE =0,105 [g/l]
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Rys. 6.2.2.4. Przebieg zmian st¢zenia substratu od czasu reakcji dla uktadu reakcyjnego
z 3-amylaza immobilizowana.
Sredni absolutny btad wzgledny dla B-amylazy natywnej wynosi 24,5%, dla enzymu
immobilizowanego 27,2%. Wspolczynnik korelacji wynosi odpowiednio - 0,9790
1 0,9714. Otrzymane wyniki uznano za zadowalajace. Uzyskano duza zbieznos¢ danych

eksperymentalnych i obliczeniowych, co sugeruje poprawnos¢ doboru modelu.
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6.2.3. Hydroliza skrobi z udzialem glukoamylazy

Stabilnos¢ aktywnosci enzymu

Podobnie jak w przypadku o- i B-amylazy, preparat enzymatyczny i roztwor
glukoamylazy natywnej przechowywano przez kilka godzin w temperaturze 20°C,
przeprowadzajac co okreslony czas reakcje 1 oznaczajac ilos¢ cukrow redukujacych (test

aktywnosciowy). Nie zaobserwowano w tym czasie utraty zdolnosci katalitycznych

enzymu (rys. 6.2.3.1).

stgzenie produktu [g/1]

0 2' 4 6
czas [h]

Rys. 6.2.3.1. Wynik testow aktywnosciowych dla glukoamylazy natywnej (=)
1 immobilizowanej (¢).

Rownanie kinetyczne

Wstepne proby opisania procesu hydrolizy skrobi z udzialem glukoamylazy jednym
réwnaniem z zachowaniem fizycznego sensu wspotczynnikow rownania nie powiodly sig.
Analizujac wyniki dos$wiadczalne zauwazono, ze szybkos$¢ reakcji hydrolizy skrobi
glukoamylaza jest w poczatkowej fazie stala. Po osiagnigciu pewnego stopnia
przereagowania nastgpuje gwaltowna zmiana szybko$ci reakcji. Zaleznos¢ te
przedstawiono na rys. 6.2.3.2.

Obserwowane przebiegi zmian szybkos$ci reakcji wyjasni¢ mozna wykorzystujac
zalozenie, ze proces hydrolizy skrobi jest ukladem dwoch rownoleglych reakcji

nastgpczych. W przypadku reakcji z glukoamylaza uktad ten mozna uprosci¢ do dwoch
reakcji nastegpczych:

A+E<[AE] 5P dla a<ag
B+E< [BE] > P dla o> ay
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Enzym reaguje z substratem z frakcji A tak dlugo, az zostana zhydrolizowane

wszystkie wiazania podatne na jego dziatanie. Nastepnie glukoamylaza atakuje wigzania

mniej podatne.
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Rys. 6.2.3.2. Zaleznosc¢ szybkosci reakcji od stezenia substratu
dla dwoch roznych stezen enzymu, (a) —1,77 g/l (b) —2,83 g/l.

Wyznaczono graficznie, na podstawie wykresow r=f{a)) (dla kazdego ukiadu
reakcyjnego) warto$¢ stopnia przereagowania, przy ktorym nastgpuje zmiana charakteru
przebiegu szybkosci reakcji. Wartosci te mialy niewielki rozrzut (0,31+0,35), $rednia
arytmetyczna z tych wartosci wynosi ag = 0,33. Stwierdzono, ze warto$¢ o nie zalezy
od stezenia surowca. Dla ae(0;0,33) szybkos¢ reakcji determinowana jest tylko przez
koncentracj¢ enzymu:

r=k-cg (6.2.3.1)

Na podstawie danych doswiadczalnych przedstawionych na rys. 6.2.3.2, wyznaczono
wartosc statej szybkosci reakcji. Przeksztatcono rownanie (6.2.3.1) do postaci k=r/cg, gdzie
r jest szybkoscia reakcji liczona jako chwilowy przyrost produktow (Acp) w réznicowym
przedziale czasu (At). Warto$¢ statej k wyznaczono dla stopni przereagowania mniejszych

niz 0,33. Uzyskano k=1,67-10" [1/s].

Kinetyke tej ztozonej reakcji przyjeto opisywac rOwnaniem:

dla o < 0,33

L (6.23.2)
fc;,cy) dlao>033

gdzie: j = S (substrat), P (produkt), I (inhibitor).
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Stata szybkosci k z rownania (6.2.2.1) jest staltg szybkosci reakcji hydrolizy frakeji A

(ka). Réwnanie szybkosci hydrolizy wiazan z frakcji A ma postac:

.. S (6.2.3.3)

Poszukiwania funkcji f(cg) rozpoczeto od rownania Michaelis-Menten:

flog) = S5 (6.2.3.4)
M S

Wyznaczono wartosci statych, metoda najmniejszych kwadratow poréwnujac czas
doswiadczalny i obliczeniowy, uzyskujac k3=9,1-10% [1/s] i Ku=1,25-10> [g/].
Zbior danych liczyt 170 elementow. W rozpatrywanym przypadku nieadekwatno$¢ opisu
wystepowala szczegolnie wyraznie w koncowym etapie reakcji, kiedy stezenie produktu
bylo duze. Rzeczywisty czas reakcji, potrzebny do otrzymania zadanego stopnia
przereagowania, byl dluzszy niz czas obliczony na podstawie rownania (6.2.3.4).

Przyjeto zatem, ze produkt jest inhibitorem reakcji (inhibicja kompetycyjna),
co odpowiada funkcji:

k, -0p -Cg (6.2.3.5)

Ky +ep +EM“(°0 ~cp)
Kp

fes) =

Rownanie powyzsze obowiazuje dla drugiego okresu reakcji (rys. 6.1.1.c — obszar II),
kiedy wszystkie wiazania frakcji A zostaly zhydrolizowane. Po scalkowaniu réwnania

(6.2.2.5), w odpowiednich granicach, uzyskuje si¢ wyrazenie:

fy = -{[KM+K§'°°j-m(3’1)+[l—%‘i}(cm—cg)} (6.2.3.6)

k;-cp P Cp P

W estymacji porownywano czasy reakcji (t). Dla stopnia przereagowania o < 0,33

t=ta, dla a> 0,33 t=t, +tg. Wartosci ta obliczono rozwiazujac rownanie (6.2.3.3).
Dla glukoamylazy stezenia poczatkowe frakcji opisujq zaleznosci:

CoA=Co" OLgr. (6.2.3.7)
COB=Co-(1-(Xg\»,) (6.2.3.8)
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Wyznaczono wartosci parametréw tego rownania dla enzymu natywnego, opierajac

si¢ na 170 danych doswiadczalnych. Wynosza one:

k3=46 [1/ S]
Kn=4,01-10* [g/1]
Kp=0,734 [g/1].

Przyktadowe przebiegi reakcji, sposrod 17 serii pomiarowych, przedstawiono na rys.
6.2.3.3. Sredni absolutny blad wzgledny dla glukoamylazy natywnej wynosi 21,7%,

wspotezynnik korelacji 0,9741. Na podstawie tego estymacje uznano za zadowalajaca.

a) cso= 48,79 [g/1], cg= 0,187 [g/1] b) cso= 5,032 [g/1], cg= 0,187 [g/1]
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Rys. 6.2.3.3. Przebieg zmian stezenia substratu w trakcie reakcji okresowych
dla uktadu reakcyjnego z glukoamylaza natywna.

61



Podobne obliczenia wykonano dla enzymu immobilizowanego (zbiér danych liczyt
30 elementow). Wyznaczono wartoci parametrow rownania (6.2.3.3) i (6.2.3.6),
ktore wynosza;
ka=1,33-10 [1/5]
ks=12,55 [1/s]
Kn=3489 [g/1]
Kp=0,458 [g/1].

Sredni absolutny blad wzgledny dla glukoamylazy immobilizowanej wynosi 28,77%,
wspotczynniki korelacji przyjat wartos¢ 0,9781. Przyktadowe wyniki przedstawiono
narys. 6.2.3.4.

a) Cso™ 5,014 [g/l], CE= 0,055 [g/l] b) Cso— 2,489 [g/l], CE— 0,055 [g/]]
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Rys. 6.2.3.4. Przebieg zmian stgzenia substratu w trakcie reakcji okresowych
dla ukladu z glukoamylaza immobilizowana.

Charakterystyka krzywych r=f(cg) zalezy od wzglednego powinowactwa enzymu
do substratu i produktu, innymi stowy od warto$ci statych Ky i Kp. W zaleznosci od relacji
miedzy tymi stalymi uzyskuje si¢ rézne przebiegi funkcji. Zobrazowane to zostato

na rys. 6.2.3.5. Wykres sporzadzono na podstawie rOwnania (6.2.3.5).
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Rys. 6.2.3.5. Wykres zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia enzymu
dla réznych wartosci statych kinetycznych Ky, 1 Kp.

Rozklad punktow doswiadczalnych dla frakcji B (rys. 6.2.3.6) przedstawia
przypadek, kiedy stata inhibicji produktem jest duzo mniejsza od stalej Michaelis
(czerwona linia). Uzyskane wartosci stalych (Kn=4,01-10* [g/l], Kp=0,734 [g/l]
dla glukoamylazy natywnej oraz Ky=3489 [g/l], Kp=0,458 [g/l] dla enzymu

immobilizowanego) to potwierdzaja.
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Rys. 6.2.3.6. Przebieg zmian szybkosci reakcji hydrolizy skrobi z udziatem glukoamylazy
w funkcji stezenia substratu. a) dane doswiadczalne, b) schemat ogdlny.

Whioskowaé stad mozna, ze model kinetyczny zostal poprawnie sformutowany

(a stale kinetyczne poprawnie wyznaczone).

63



6.2.4. Dyskusja modelu &

Opierajac si¢ na danych eksperymentalnych oraz wykorzystujac wiedz¢ na temat
budowy skrobi i dziatania enzyméw amylolitycznych zaproponowano model kinetyczny,

ktory odzwierciedla mechanizm hydrolizy skrobi przez o-, B- i glukoamylazg.

Celem lepszego zobrazowania prezentowanej w niniejszy rozdziale dyskusji
przyjetego modelu kinetycznego przedstawiono czasteczke surowca w postaci drzewa

owocowego (rys. 6.2.4.1).

Rys. 6.2.4.1. Model drzewa owocowego.

o-Amylaza atakuje tancuchy biopolimeru w srodku, tworzac po jednym nowym koncu
nieredukujacym i redukujacym (rys. 6.2.4.2). W wyniku cigcia w srodku fancucha
o-amylaza stwarza sobie nowe mozliwosci ataku (nowe miejsca ataku, odstaniajac kolejne

fancuchy w czasteczkach amylopektyny).

Vs
O\r\ . O\\ .

Rys. 6.2.4.2. Mechanizm ataku endoenzymow. Koniec nieredukujacy (e), koniec redukujacy (0).

& W rozdziale tym celowo nie podano wartosci omawianych statych kinetycznych, by uczyni¢ tekst
przejrzystym. Wartosci wspolczynnikéw rownan oraz inne istotne informacje zamieszczono na koncu
rozdzialu w tabeli 6.2.4.1.
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W ten sposob w krotkim czasie dos¢ dlugie tancuchy amylozy hydrolizowane sg
do policukrow, a ,krzaczaste” czasteczki amylopektyny do poziomu klastrow. Czasteczki
policukrow i klastry amylopektyny hydrolizowane sa do maltooligosacharydow i dekstryn
granicznych (rys. 6.2.4.3). Spada wowczas lepko$¢ roztworu skrobi, ulatwiajac
prowadzenie procesu. Na tym etapie reakcji enzym hydrolizuje znaczng cze$¢ wiazan
(~80%). Bardzo podobne wartosci udzialu frakcji A dla enzymu natywnego
1 immobilizowanego oznaczaja, ze przyjety podzial substratu na frakcje o duzej i malej
podatnosci na atak enzymu wydaje si¢ by¢ poprawny. Wiazania w frakcjach sa tak samo

dostepne dla enzymu, niezaleznie od jego formy.

Rys. 6.2.4.3. Mechanizm ataku a-amylazy na czasteczke skrobi.

W poczatkowym okresie reakcji enzym preferuje wigzania frakcji A, ale poniewaz
jego atak jest przypadkowy, moze rOwniez rozcig¢ wigzania mniej podatne na jego
dzialanie. O tym, ze a-amylaza ,,niechetnie” hydrolizuje wigzania frakcji B §wiadczy stata
szybkosci kg, okolo 10 razy mniejsza od statej szybkosci reakcji dla frakcji A. Substraty
z frakcji B to wigzania potozone blisko punktow rozgalezieh 1 wiazania
w maltooligocukrach. Ilo§¢ wiazan frakcji B jest zalezna od stopnia zhydrolizowania
frakcji A 1 dopiero pod koniec reakcji ich stezenie determinuje 0g6lna szybkos$¢ procesu.

Fakt unieruchomienia enzymu na nos$niku nie zmienia mechanizmu dziatania
enzymu, zmniejsza natomiast, co jest logiczne, szybkos$¢ z jaka enzym rozcina wigzania
w czasteczkach skrobi. Wyznaczone state szybkosci reakcji dla ukladu reakcyjnego
z enzymem immobilizowanym sa mniejsze w poréwnaniu z ich wartosciami dla enzymu
natywnego. Moze oznaczac to, ze:

v" podczas procesu immobilizacji zostalo zniszczone centrum aktywne enzymu,
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v’ enzym na ograniczony dostep do taficuchow biopolimeru z racji unieruchomienia

na no$niku (obiekt duzo wigkszy od czasteczki enzymu).

Prawdopodobnie najistotniejszy udzial w spadku szybkosci reakcji dla enzymow
immobilizowanych majaq wlasnie ograniczenia steryczne enzymu oraz wielkos¢ czastek
enzym-no$nik. Zostalo to potwierdzone przez umiarkowane zmniejszenie si¢ stalej
szybkosci reakcji dla frakcji A (okoto 4 razy) w stosunku do reakcji z enzymem
natywnym. W frakcji tej wigzania znajduja si¢ jeszcze w dos¢ luznej, korzystnej strukturze
przestrzennej i nawet duze czastki enzym-no$nik sa w stanie odpowiednio si¢ ulokowaé
i przeprowadzi¢ reakcje. Dla frakcji B, w ktorej znajduja si¢ praktycznie tylko dekstryny,
czyli czasteczki z krotkimi tancuchami i mocno rozgaltezione, szybkos¢ reakcji zmniejszyta

si¢ kilkanascie razy (~15) w poroOwnaniu z enzymem natywnym.

B-Amylaza i glukoamylaza to egzoenzymy o podobny typie ataku. Glukoamylaza
odcina czasteczke glukozy od nieredukujacego konca lancucha biopolimeru, natomiast
-amylaza odcina maltoz¢. W obu przypadkach atak enzymu tworzy jeden nowy koniec
redukujacy 1 zadnych koncow nieredukujacych (rys. 6.2.4.4.)
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Rys. 6.2.4.4. Mechanizm ataku egzoenzymow. Koniec nieredukujacy (e), koniec redukujacy (0).

Zgodnie ze swoimi preferencjami egzoenzymy przylaczaja si¢ do koncow
nieredukujacych i hydrolizuja kilka wiazan w tancuchu. W pierwszym okresie reakcji
dostepne sa dla P-amylazy i glukoamylazy konce nieredukujace znajdujace sig
w czasteczkach amylozy i zewnetrznych tancuchach amylopektyny. Zhydrolizowana
wowczas zostaje do cukrow prostych cata amyloza i cze$¢ najbardziej wyeksponowanych
na zewnatrz tancuchow w amylopektynie. Nastgpnie hydrolizowane sa wigzania
w odstonigtych przez pierwszy atak tancuchach amylopektyny. Z postgpem reakcji
dostepnosé¢ odstanianych koncoéw nieredukujacych maleje, tym samym zmniejsza si¢ ilo$¢
miejsc potencjalnego ataku dla P-amylazy. Taki charakter dzialania powoduje,

ze B-amylaza (jak rowniez glukoamylaza) ,,obiera” czasteczke skrobi (rys. 6.2.4.5).
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Rys. 6.2.4.5. Mechanizm ataku -amylazy na czasteczke skrobi.

Glukoamylaza, w odréznieniu od B-amylazy, ma dodatkowo mozliwo$¢ rozcigcia
wigzan o-1,6-glikozydowych. Hydrolizujac te wiazania enzym stwarza sobie bardzo
dogodne warunki do dzialania. Przez jedno cigcie w punkcie rozgalezienia odslaniane sa
obszary z nowymi koncami nieredukujacymi, czyli dodatkowe miejsca ataku (rys. 6.2.4.6).
Wiazan, ktore glukoamylaza jest w stanie rozciaé jest tak duzo, ze reakcja w poczatkowym
okresie (do stopnia przereagowania ~33%) biegnie ze stalg szybkoscia (nadmiar substratu).

Po zhydrolizowaniu wiazan frakcji A enzym dociera w bliskie sasiedztwo punktow
rozgalezien tancuchow zewnetrznych i atakuje wigzania glebiej ulokowanych tancuchow,
pod warunkiem ze jest dostgpny koniec nieredukujacy. Pojawiaja si¢ juz trudnosci
w dotarciu do miejsca ataku. Pomimo duzej wartosci statej ks, czyli liczby obrotéow
enzymu, nastgpuje bardzo gwaltowny spadek szybkosci reakcji hydrolizy skrobi przez
glukoamylaze. Na tym etapie reakcji, zarowno dla B-amylazy jak i glukoamylazy,
w mieszaninie reakcyjnej wystepuja juz duze ilosci produktow, ktore blokuja centra
aktywne enzymu ograniczajac ich udzial w katalizie. Wyznaczone state inhibicji
to potwierdzaja. Zmniejszenie si¢ stalej inhibicji dla enzymu immobilizowanego moze
oznacza¢, ze centra katalityczne enzymu nie s dostgpne, poniewaz nastapita sorpcja
produktu na powierzchni preparatu enzymatycznego. Im mniejsza warto$¢ stalej Kp,
tym silniejszy jej wptyw produktu na proces blokowania enzymu.

Unieruchamiajac enzym ogranicza si¢ jego mobilnos¢. Stata szybkosci reakcji ks
powinna zatem zmniejszy¢ si¢. Uzyskane wartosci stalej ks dla B-amylazy i glukoamylazy

immobilizowanej, mniejsze 3-4 razy od wartosci stalych szybkosci reakcji z enzymami
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natywnymi, to potwierdzaja.
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Rys. 6.2.4.6. Mechanizm ataku glukoamylazy na czasteczke skrobi.

W uktadach reakcyjnych z enzymami immobilizowanymi reakcja biegnie na granicy
faz, co jest dodatkowym utrudnieniem w procesie. Moga wtedy mie¢ miejsca odstgpstwa
od zatozen modelu Michaelis-Menten (chociazby ze S>>E) i moga wystapi¢ duze roznice
miedzy wartosciami doswiadczalnymi i obliczeniowymi. Dlatego dla obu enzymow sredni
btad przyblizen wyniost ~27+28% dla B-amylazy i glukoamylazy immobilizowanej,
podczas gdy dla enzyméw natywnych byt nizszy ~21+24%.

Uzyskane w estymacjach state kinetyczne oraz przeprowadzona analiza modelu
pokazuje, ze zaproponowany w niniejszej pracy mechanizm hydrolizy skrobi
ziemniaczanej przez enzymy amylolityczne poprawnie odzwierciedla obserwowany

doswiadczalnie przebieg hydrolizy rozpatrywanego biopolimeru.
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Tabela 6.2.4.1. Podstawowe informacje o modelach matematycznych.

enzym o-amylaza
natywny immobilizowany
uktad reakcji rownolegtych
model r=ra+1p
ra = - dca/dt = ka-cg-ca
g = - dep/dt = kg-cp-cp
rébwnania uzyte

w estymacji

C=Cy +Cg=Cy-Y-€

), g 5

+c0-(l—Y)-e

wartosci Y=0,782 Y= 0,825
statych
kinetycznych ka=0,1498 [l/g-s] ka=4,28-107 [/g-s]
kp= 0,0123 [I/g-s] kg= 8,216-10" [I/g-s]
ks=6,23-107 [1/s] ke=3,61-10" [1/s]
btad wzgledny 20,6 % 23,6 %
wspotczynnik 0,9942 0,9920
korelacji
zbior 270 elementow zbior 220 elementow
zakres ce € (0,0127, 0,046) g/l ce € (0,008, 0,046) g/l
stosowalnosci
modelu cs € (0,24, 26) g/l cs € (0,3,27) g/l
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Tabela cd.

enzym -amylaza
natywny immobilizowany
dCS k3 * CE d CS
r=——= K
dt KM+°S+_NL'(CSO_CS)
KP
rownania uzyte e K, Kuos | (es), 1 Ky A
W estymacji ky-cg kj-cg -K;p Cg ky-cg kj-cg-Kyp
wartosci ks= 0,056 [1/s] k;=0,0197 [1/s]
statych |
kinetycznych Kv= 1,97 [¢/1] Ky= 1,30 [g/1]
Ke= 2,42 [g/1] Kp= 0,30 [g/1]
blad wzgledny 24,5 % 27,2 %
wspotczynnik 0,9790 0,9714
korelacji .
zbior 400 elementow zbior 150 elementow
zakres ce € (0,05, 0,4) g/l ce € (0,03,0,3) g/l
stosowalnosci
modelu cs € (0,27,22) g/l

cs € (2,23) g/l
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Tabela cd.

enzym glukoamylaza
natywny immobilizowany
uklad reakcji nastepczych
model r, dlaa<0,33
=
r; dlaa>0,33
dc
A= _d—tA =k, -cg
ky-cp-cq
Iy K
Ky +c5 + =2 (cq —¢p)
KP
rOwnania uzyte t=t, dla @ <0,33
w estymacji
t=ts +tp dla o> 0,33
wartosci ka=1,67-10" [1/s] ka=1,33-10" [1/s]
statych
Knv=4,01:10* [g/1] Kn=3489 [g/1]
Kp=0,734 [g/1]. Ky=0,458 [g¢/1]
biad wzgledny 21,7 % 28,7 %
wspotczynnik 0,9741 0,9781
korelacji _ :
zbior 180 elementow zbidr 30 elementow
zakres cg € (0,03, 3) g/l cg € (0,01, 0,5) g/l
stosowalnosci
modelu cs € (1,45 g/ cse(1,5) g1
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6.3. Weryfikacja modelu matematycznego

W niniejszej pracy modele matematyczne stworzono na bazie danych otrzymanych
z reaktorow okresowych. Do weryfikacji zastosowano reaktory pracujace w sposob ciagly.
W tym celu zaprojektowano i zbudowano w skali laboratoryjnej podstawowe typy
reaktorow: przeptywowy reaktor mieszalnikowy, przeptywowy reaktor rurowy
(kolumnowy) ze zlozem stacjonarnym i przeplywowy reaktor fontannowy. Reaktory te
pracuja w odmiennych warunkach hydrodynamicznych od tych, w ktoérych wyznaczono
parametry modelu.

Przeprowadzenie weryfikacji w uktadach reakcyjnych z enzymem natywnym bylo
kosztowne, dlatego zastosowano do badan w reaktorach przeplywowych enzym
unieruchomiony na ziarnistym nos$niku akrylowym. Wykorzystanie preparatow
enzymatycznych daje niezaprzeczalne korzysci, m.in.:

" mniejsze zuzycie enzymow,

» wydluzenie czasu operacyjnego,

®* niezanieczyszczone enzymem produkty reakcji.
Prowadzi to do zmniejszenia nakladow finansowych w reaktorach przeptywowych
z enzymami immobilizowanymi w porownaniu z kosztami procesu w reaktorach
przepltywowych z enzymami natywnymi.

Wykazano (rozdziaty 6.2.1-6.2.3), ze niezaleznie od postaci enzymu (natywny,
immobilizowany) mechanizm dziatania enzymow jest taki sam, a zatem taki sam jest
rowniez model matematyczny. Sprawdzono zatem modele tylko w reakcjach ciagtych
z enzymami immobilizowanymi.

Odporno$¢ nosnika na wszelkie uszkodzenia mechaniczne powstale podczas
mieszania jest jedna z najwazniejszych wiasciwosci cechujacych dobry nosnik. Powinna
by¢ ona jednym z kluczowych kryteriow doboru reaktora dla procesow enzymatycznych
w skali technicznej. Przed przystapieniem do zasadniczych reakcji hydrolizy skrobi
enzymami amylolitycznymi w warunkach procesu ciagtego, dokonano charakterystyki
stosowanego no$nika. Zbadano wplyw czasu i sposobu mieszania na trwalo$é
i aktywnos¢ preparatow enzymatycznych uzytych w reaktorach przeptywowych. Badania
przeprowadzono w reaktorach zbiornikowym, rurowym i fontannowym. Glownym celem
budowy reaktora fontannowego (od strony procesowej analogicznego z mieszalnikowym)
byto sprawdzenie wplywu oddzialywan mechanicznych spowodowanych mieszadtem

na trwalo$¢ 1 aktywno$¢ preparatu enzymatycznego.
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6.3.1. Charakterystyka nosnika

Wykonano pomiary uziarnienia nos$nika BA/EGDMA (analizg sitowa na sucho

oraz laserowym analizatorem uziarnienia). Wyniki zamieszczono w tabeli 6.3.1.1.

Tabela 6.3.1.1. Wyniki analizy granulometrycznej nosnika.

nrsita | wielkos§¢ odsiew wzgledny suma gestos¢ klasy
oczka d, Am; odsiew |wzglednych | ziarnowej g3
Amy/ m odsiewow
mm g gg gg 1/mm
1 0,77 0,0858 0,0052 0,0052
2 0,49 0,9658 0,0585 0,0637 0,2088
3 0,30 4,1519 0,2513 0,3150 1,3227
4 0,20 6,3179 0,3824 0,6974 3,8241
5 0,15 2,9609 0,1792 0,8766 3,5844
6 0,088 1,5558 0,0942 0,9708 1,5189
7 0,06 0,4480 0,0271 0,9979 0,9685
8 0 0,0352 0,0021 1,0000 0,0355
suma 16,5212 1,0000

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze ziarna no$nika mieszcza si¢
w zakresie $rednic 10-800 pm. Najliczniejsze frakcje stanowia ziarna o S$rednicy
200-300 pum (~38%) i 300-490 um (~25%). Gestos¢ rozktadu czastek badanego nosnika
ma charakter zblizony do rozkladu normalnego. Przebadang probke nosnika potraktowano
jako punkt odniesienia (wzorzec), z ktorym poréwnywano analizy uziarnienia kolejnych
pomiar6w. Na rys. 6.3.1.1 zamieszczono zdjecie wzorca uzyskane pod mikroskopem

optycznym.
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Rys. 6.3.1.1. Obraz wzorca uzyskany pod mikroskopem optycznym.

Nastepnie badano wplyw stresow mechanicznych i hydromechanicznych
na wlasciwosci nos$nika i preparatow enzymatycznych zastosowanych w procesie
enzymatycznej hydrolizy skrobi. Sprawdzono jak typ reaktora i mieszadla wpltywa
na struktur¢ nos$nika. Nos$nik zawieszony w wodzie mieszano przez 6 godzin
w nastepujacych reaktorach:

e zbiornikowym z mieszadlem o napedzie magnetycznym,
e zbiornikowym z mieszadiem topatkowym o napedzie mechanicznym
e fontannowym.

Zaobserwowano duze uszkodzenie nosnika mieszanego w reaktorze z mieszadtem
o napedzie magnetycznym (rys. 6.3.1.2). W reaktorze tym mieszadto obracalo si¢ tuz przy
dnie zbiornika i ziarna no$nika, ktore dostaly si¢ w obszar pomiedzy mieszadtem

a dnem zbiornika zostaty bardzo mocno ,rozbite”, starte.

z mieszadlem o napedzie magnetycznym przy 1000 rpm.
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Duzo mniejsze uszkodzenia stwierdzono dla nosnika znajdujacego si¢ w reaktorze
z mieszadlem o napedzie mechanicznym (ltopatki mieszadta usytuowane byly pod
zwierciadtem cieczy), a prawie $ladowe uszkodzenia ziarna zanotowano w reaktorze

fontannowym. W obu przypadkach duza ilo$¢ ziaren pozostawata nienaruszona. Byly to

przede wszystkim ziarna o matych i srednich rozmiarach. Zobrazowano to na rys. 6.3.1.3.

z mieszadtem o napedzie mechanicznym przy 1000 rpm (a),
w reaktorze fontannowym (b).

Wyniki analizy granulometrycznej preparatu przedstawiono na rys. 6.3.1.4. Rozktad

uziarnienia no$nika z reaktora fontannowego wygladat praktycznie identycznie jak

dla wzorca.
a) b)
08 - 0.7 -5
0.7 4 Inn:hsggoﬁnm 06 1 +mh1?§gorpm
'5 0.6 4 — ¥ WZOTZEC 5 0,5 4 I:‘ezirzec o

0 01 02 03 04 05 06 07 08 0 01 02 03 04 05 06 07 08
dp [mm] dp [mm]

Rys. 6.3.1.4. Zaleznos¢ wzglednych odsiewow od d, dla reaktora z mieszadiem
o napedzie magnetycznym i mechanicznym przy 500 rpm (a) 1 1000 rpm (b).

Na podstawie przeprowadzonej analizy sitowej no$nika zauwaza si¢ rézny charakter
zmian wzglednych odsiewow od srednic ziaren nos$nika, zaleznie od stosowanego typu
mieszadla i szybkosci jego obrotow (rys. 6.3.1.4). Rozklad wzglednych odsiewow

potwierdza, ze mieszadlo o napedzie magnetycznym w najwigkszym stopniu niszczy
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nosnik. Badania przeprowadzono dla dwoch réznych stezen roztworu skrobi (1% 1 5%).
Rozktady klas ziarnowych preparatu enzymatycznego w obu testach wygladaty prawie
identycznie. Na podstawie tego stwierdzono, ze lepko$¢ roztworu surowca nie wpltywa
istotnie na efekt niszczenia nosnika podczas mieszania.

Wykazano, ze charakter mieszania i szybko$¢ obrotéw mieszadla wplywa
na niszczenie ziaren nosnika. W wyniku uszkodzenia struktury ziarna zostaje zniszczona
warstwa wigzaca enzym z tym nosnikiem. Moze si¢ to odbi¢ niekorzystnie na aktywnosci
preparatu enzymatycznego, a tym samym na efektywnosci calego procesu.
Dla potwierdzenia przeprowadzono reakcje hydrolizy 1% roztworu skrobi a-amylaza
immobilizowang na no$niku w reaktorach z mieszadtem o napedzie mechanicznym
i magnetycznym, przy 500 i 1000 rpm oraz w reaktorze zbiornikowym bez mieszania
(punkt odniesienia). Mieszadlo o napedzie magnetyczne uznano za najbardziej

,.stresogenne” dla preparatu enzym-nosnik (rys. 6.3.1.5).

—e—bez mieszania
—a—mieszadlo mechaniczne
—a—mieszadlo magnetyczne

st¢zenie produktu [g/1]
w

0 50 100 150 200 250
czas [min]

Rys. 6.3.1.5. Wplyw typu stosowanego mieszadia (500 rpm) na proces hydrolizy skrobi.

Spadek aktywnosci enzymu moze nastapi¢ wskutek zmiany pH, temperatury lub
zniszczenia preparatu enzymatycznego. Przeprowadzono reakcje hydrolizy skrobi,
przy czym w pierwszej reakcji uzyto preparat enzymatyczny przechowywany przez
10 godzin w temperaturze pokojowej, w ktorym stwierdzono duzy spadek aktywnosci (test
aktywnosciowy), w drugiej reakcji uzyto preparat, ktory wczesniej mieszano przez kilka
godzin w reaktorach z mieszadtem mechanicznym i magnetycznym. Wybrano najmniejsze

z mozliwych obroty mieszadetl. Dane doswiadczalne przedstawiono na rys. 6.3.1.6.
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Rys. 6.3.1.6. Wplyw czasu mieszania preparatu enzym-nosnik
na stabilnos¢ aktywnosci enzymu (i przebieg procesu).

Aktywnosci enzymOw mieszanego przez kilka godzin byta bliska zeru. Nieznaczny
wzrost stezenia glukozy spowodowany byt prawdopodobnie zanieczyszczeniem
drobinkami rozbitego no$nika probek pobieranych do analizy spektrofotometryczne;.
Pokazano, ze dlugotrwate mieszanie preparatu enzymatycznego jest niewskazane.

Poniewaz nie tylko mechaniczna stabilno$¢ preparatu enzymatycznego, ale takze
dynamika przeptywu decyduje o efektywnosci procesow, przeprowadzono reakcje
rozkltadu skrobi enzymem amylolitycznym w reaktorze z klasycznym mieszaniem,
w reaktorach: fontannowym i kolumnowym ze zlozem nieruchomym. Ze wzgledow
ekonomicznych prowadzono reakcje okresowe, z recyrkulacja produktu. Wyniki

doswiadczen przedstawiono na rys.6.3.1.7.

2
3 3
2
g 2
; —a—r. zbiornikowy
.g 14 —eo—r. fluidalny
= —4—T. TUTOWY
0 T T T Y
0 50 100 150 200 250
czas [min]

Rys. 6.3.1.7. Przebieg reakcji hydrolizy skrobi w roznych typach reaktorow.

W reaktorze fontannowym oraz w reaktorze kolumnowym nos$nik nie podlega
procesowi niszczenia. Straty aktywnos$ci preparatow enzymatycznych w tych reaktorach

moga nastapi¢ jedynie na drodze naturalnej inaktywacji enzymu. Zgodnie z oczekiwaniami
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najlepsze rezultaty otrzymano dla reaktora rurowego. W reaktorze tego typu sita napedowa
jest duza, co w konsekwencji daje wysoki stopien przereagowania substratu. Zaleta
reaktora rurowego jest to, ze prowadzi si¢ w nim reakcje z udzialem enzymu
immobilizowanego o stezeniu najwyzszym z mozliwych. Niestety zloze nieruchome
powoduje powstanie duzych oporow przeptywu, zwlaszcza bardziej stezonych roztworow
skrobi.

R
60E+04 - @ pdow F014m  —s—pdbl.
A pdsw h0]10m —+—pobl

| ® pdow h007m

spadek ciénienia [Pa]

stezenie surowca [Yonag]

Rys. 6.3.1.8. Wykres zmian spadek cisnienia na ztozu w zaleznosci od stgzen roztworu skrobi
dla najwigkszej predkosci przeptywu (0,0035 m/s).

Zbadano zalezno$¢ spadku cisnienia na ztozu od predkosci przeptywu dla trzech
wysokos$ci wypelnienia 0.14, 0.10 i 0.07 [m] i roznych stezen roztworu wyjsciowego
(rys. 6.3.1.8). Dane doswiadczalne zweryfikowano réwnaniem Darcy-Weisbacha
dla spadku ci$nienia ptynu podczas przeptywu przez zloze. Przeptyw mial charakter
laminarny.

W reaktorze o catkowitym wymieszaniu stezenie substratu jest takie samo jak
w wyplywie z reaktora. Zatem sila napedowa jest bardzo mala, a proces powolny.
Dodatkowo w przypadku reaktorow zbiornikowych z mieszadlem mechanicznym moze
nastapi¢ utrata zdolnosci katalitycznych enzymu na skutek uszkodzenia preparatu podczas
mieszania.

W tej sytuacji wydaje si¢, ze reaktor fontannowy jest idealnym rozwigzaniem,
wymaga tylko precyzyjnej kontroli szybkosci przeplywu cieczy przez aparat. Reaktor ten
jest szczegOlnym przypadkiem reaktora przeptywowego z idealnym przemieszaniem.
Gdy medium wywolujacym fluidyzacje jest ciecz, ziarna rozkladaja si¢ rOwnomiernie,

tworzac jednorodng mieszaning ciata stalego i cieczy. Odpowiada to warunkom panujacym
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w przeplywowym reaktorze zbiornikowym. Stwierdzono, ze gdy dolna czes¢ aparatu
fluidalnego zbuduje si¢ w postaci stozka, to wytworzy sie ztoze fontannowe'*’.

Aparaty z rura wznoszaca sa modyfikacja klasycznych aparatow fontannowych.
Centralna rura wznoszaca zwigksza stabilno$¢ procesu, jest on latwiejszy
do przeprowadzenia i regulacji'*’. Uktad fontannowy cechuje si¢ odmiennymi
wlasciwoéciami hydrodynamicznymi niz zloze fluidalne, bo poszczegdlne parametry
nie zaleza jedynie od wilasnosci ptynu i ciata stalego, ale takze od konstrukcji aparatu
oraz wysoko$ci i szerokosci ztoza'*’. Inne beda zatem warunki pracy w aparacie
stozkowym, inne w stozkowo-cylindrycznym; inne dla matej i duzej ilosci zloza.

W przeprowadzonych badaniach czynnikiem powodujacym ekspansj¢ ztoza byt
roztwor skrobi. Nie stosowano gazu, z uwagi na mozliwos¢ flotacji nosnika, ani innych
cieczy, ze wzgledu na trudny rozdziat takiej mieszaniny oraz mozliwos$¢ zmiany warunkow
panujacych w reaktorze. Na podstawie doswiadczen przeprowadzonych w reaktorze
przeptywowym ze zlozem fluidalno-fontannowym zaobserwowano, ze przy objetosci
katalizatora wigkszej niz 15% objetosci mieszaniny reakcyjnej i stezeniach skrobi
wyzszych niz 2,5% wag. nie wystepuje klasyczne fontannowanie zloza. Zauwazono
rowniez, ze w wigkszosci przypadkow cyrkulacja ztoza nastepuje przy objetosciowym
natezeniu przeplywu okoto 0,033 [m’/h] (liniowa predkosé przeptywu cieczy liczona
na przekrdj poprzeczny aparatu wynosi okoto 6,5 [m/h]). Obliczona warto$¢ minimalnej
predkosci cyrkulacji wynosi 4,75 [m/h] i jest zblizona do doswiadczalnej. W obliczeniach

uzyto zaczerpnietych z literatury wartosci gestosci i lepkosci roztworu skrobi.

6.3.2. Hydroliza skrobi z udzialem o-, B- i glukoamylazy w reaktorach ciaglych

Zbudowanie reaktora z idealnym przeptywem tlokowym, bez mieszania wzdluznego,
jest praktycznie niemozliwe. Niemozliwe wigc wydaje si¢ eksperymentalne weryfikowanie
modelu matematycznego takiego reaktora. Istnieja jedynie pewne jego przyblizenia.

W przypadku reaktorow zbiornikowych catkowite, idealne wymieszanie jest warunkiem

110 K B.Mathur, P.E.Gishler, A technique for contacting gases with coarse solid particle, AIChE Journal, 2,
1955
! R Muir, F.Berruti, L.A Behie, Sofids circulation in spouted and spout-fluid beds with draft tubes,
Chem. Eng. Comm., 88, 1990
2 W Ludwig, Model matematyczny przeplywu dwufazowego gaz-ciato state w aparacie z rurq wznoszqcq,
praca doktorska, Politechnika Wroctawska, Wroclaw, 1997
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koniecznym by moc interpretowaé wyniki doswiadczen w oparciu o model matematyczny

reaktora z idealnym wymieszaniem.

Wyprowadzajac rownania bilansowe reaktorow przeplywowych zatozono, ze:

(a) w reaktorze rurowym ze ztozem nieruchomym nie wystepuje przemieszanie wzdhuzne,
ilo$¢ preparatu enzymatycznego nie ulega zmianie w czasie (tzn. preparat nie jest ani
dostarczany, ani odbierany w trakcie procesu),

(b) w reaktorze zbiornikowym jest doskonate przemieszanie, ilo$¢ preparatu jest

niezmienna w czasie.

Zalozenie pseudohomogeniczno$ci zloza pozwala na wykorzystanie modeli
matematycznych (bilansow masy) reaktorow homogenicznych. Dodatkowo przyjeto,

ze uklad reakcyjny jest jednorodny i biegnie w obszarze kinetycznym.

Roéwnania bilansowe reaktorow

reaktor zbiornikowy reaktor rurowy

V, Caps g ] dVg

v, .
: A e ._iA_o._.’ na natdna -

ﬁAo =ﬁA+(—rA)-VR na =f1A+dnA+(—rA)-dVR
ostatecznie uzyskuje si¢ rownanie: ostatecznie uzyskuje si¢ rownanie:
V; - V. de
_R:CAO CAET _.R'=—J 2, =1
(-1a) v (-14)

Przeprowadzono hydroliz¢ skrobi ziemniaczanej z udziatem a-, - i glukoamylazy
unieruchomionych na nosniku w procesie ciagtym. Reakcje prowadzono w przeplywowym

reaktorze zbiornikowym z mieszadtem fopatkowym i reaktorze kolumnowym.
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Przebiegi zmian uzyskanych doswiadczalnie stopni przereagowania od czasu
przebywania, w poréwnaniu z wartosciami modelowymi, przedstawiono na rys. 6.3.2.1,
6.3.22 1 6.3.2.3. Na wykresach oznaczonych litera a) pokazano wyniki otrzymane
w przeptywowych reaktorach zbiornikowych, na wykresach b) wyniki z reaktorow
rurowych ze zlozem stacjonarnym. Prezentowane wykresy sa graficzna weryfikacja
rownan kinetycznych (tabela 6.2.4.1) opisujacych proces hydrolizy skrobi ziemniaczanej

z udzialem o-, B- 1 glukoamylazy.

a) ¢s=5,093 [g/l], cg= 0,072 [¢/]] b) ¢s=5,126 [g/1], c&= 0,123 [¢/]
I 1
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Rys. 6.3.2.1. Wykres zaleznosci stopnia przereagowania od czasu przebywania dla uktadu
z a-amylaza. Poréwnanie stopni przereagowania doswiadczalnych (¢/ ®) z modelowymi (—/—).

a) cs=4,732 [g/1], ¢x=0,072 [g/l] b) ¢s=5,032 [g/1], ¢cx=0,304 [g/1]
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Rys. 6.3.2.2. Wykres zaleznosci stopnia przereagowania od czasu przebywania dla uktadu
z B-amylaza. Poréwnanie stopni przereagowania doswiadczalnych (¢/ ®) z modelowymi (—/—).
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a) cs=4,725 [g/l], cx=0,126 [¢/]] b) cs=5,081 [g/l], ¢5=0,522 [¢/I]
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Rys. 6.3.2.3. Wykres zaleznosci stopnia przereagowania od czasu przebywania dla ukiadu z
glukoamylaza. Poréwnanie stopni przereagowania doswiadczalnych (¢/®) z modelowymi (—/—).

Przeprowadzono rowniez hydrolize skrobi a-amylaza w reaktorze fontannowym.
Wybrano takie natezenie przeplywu cieczy przez aparat, by nastapito fontannowanie zloza.
Niestety wowczas otrzymuje si¢ krotkie czasy przebywania i niewielkie stopnie

przereagowania. Uzyskane dane przedstawiono w tabeli 6.3.2.1.

Tabela 6.3.2.1. Hydroliza skrobi w reaktorze fontannowym.

proba 1 proba 2
cso [g/1] 2 25
ce [g/1] 0,047 0,047
1 [min] 5 2
Oldséw. 0,048 0,015
Olob. 0,051 0,014
blad wzgledny [%] 6,25 7,14

Zaniechano dalszych prob ze wzgledow ekonomicznych. Reaktor nalezatoby
obciaza¢ odpowiednig iloscig fazy statej (biokatalizatora), a to z uwagi na wysoka cene

enzymoOw nie byto mozliwe.

Uzyskano dobra zgodno$¢ przebiegu eksperymentu z modelem. Btad wzgledny
(zafacznik 2), pomigdzy stopniem przereagowania doswiadczalnym i obliczeniowym,

miesci si¢ dla a-amylazy w przedziale 2+9%. Dla B-amylazy rdéwniez uzyskano
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zadowalajaca zgodno$¢ wynikow z modelem. Blad wzgledny wynosi 2+13%.
Dla glukoamylazy wzgledny btad wynosi 3+14%.

Wartosci stopnia przereagowania uzyskane w eksperymentach odpowiadaja
wartosciom obliczonym na podstawie modelu. Pozwala to stwierdzi¢ zgodno$¢ modeli
matematycznych i procesoOw opisanych tymi rownaniami. Wystepujace rozbieznosci moga
by¢ przypadkowe lub spowodowane chwilowymi zakidceniami wystepujacymi w czasie

pracy reaktorow.
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7. Podsumowanie

Skrobia jest surowcem powszechnie wykorzystywanym w wielu galeziach
przemystu. Jest polimerem naturalnym pochodzenia roslinnego, a wigc surowcem
odnawialnym i fatwym do pozyskania.

W  prezentowanej pracy rozpatrywano kinetyke enzymatycznej hydrolizy
biopolimerow. Jako uktad doswiadczalny wybrano reakcje hydrolizy skrobi ziemniaczanej
z udzialem trzech enzyméw amylolitycznych: a-, B- i glukoamylazy. Stosowano enzymy
W postaci natywnej i immobilizowane na nos$niku akrylowym.

Gloéwnym celem pracy bylo opracowanie modelu kinetycznego oraz matematycznego
rozpatrywanych reakcji, identyfikacja parametrow rownan i koncowa weryfikacja.

W oparciu o dane eksperymentalne oraz wiedz¢ z zakresu budowy skrobi
ziemniaczanej 1 wiasciwosci a-, B- i glukoamylazy, opracowano mechanizm procesu
enzymatyczne] hydrolizy biopolimeru, wyrozniajacy si¢ ,,niekonwencjonalnym”
rozpatrywaniem substratu. Zaproponowano, ze substratami w analizowanych reakcjach
beda wigzania glikozydowe ulegajace hydrolizie.

Analizujac dane doswiadczalne otrzymane z reaktorow okresowych, zaobserwowano
dwa obszary przebiegu procesu hydrolizy skrobi przez a- i glukoamylaze. Na podstawie
tego przyjeto, ze wystepuja dwie frakcje substratu: substraty o wysokim powinowactwie
chemicznym i korzystnej lokalizacji przestrzennej w tancuchach biopolimerow (frakcja A)
oraz substraty o niskiej podatnosci na atak enzymu, czyli niekorzystnej konfiguracji
(frakcja B). Nastepnie przyporzadkowano odpowiednie wiazania do frakcji A 1 B
dla wszystkich rozpatrywanych uktadow reakcyjnych.

Dodatkowo przyjeto, ze «o-amylaza hydrolizuje obie frakcje jednoczesnie,
a glukoamylaza, najpierw wigzania frakcji A, nastgpnie frakcji B. Zalozenia te wynikaja
z charakteru dziatania stosowanych enzymow. W przypadku B-amylazy zacieraja si¢
roznice migdzy frakcjami. Przyjeto zatem, ze wystepuje tylko jedna frakcja substratu.

Stwierdzono, ze dyfuzyjne opory transportu masy podczas reakcji z enzymami
immobilizowanymi sa do pominigcia. Reakcje biegna w obszarze kinetycznym, ukiad
moze by¢ traktowany jako pseudohomogeniczny.

Na podstawie wynikéw z reaktorow okresowych i zalozen modelu kinetycznego,

dobrano rownania, ktore dobrze odzwierciedlity mechanizm zachodzacego procesu.
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Hydroliz¢ skrobi z udzialem a-amylazy opisano rownaniami I rzgdu wzgledem kazdego
substratu, z udzialem f-amylazy rownaniem Michaelis-Menten z inhibicja produktem,
z udziatem glukoamylazy réwnaniem zerowego rzedu wzgledem substratu dla stopnia
przereagowania < 0,33 i1 rownaniem Michaelis-Menten z inhibicja produktem dla stopnia
przereagowania > 0,33. Wyznaczono wartosci parametrow stosowanych rOwnan.

Przyjeto, ze forma enzymu (natywny, immobilizowany) nie wplywa na mechanizm
reakcji. Uzyskane wartosci parametrow dla enzymu natywnego i immobilizowanego
potwierdzaja to zatozenie. Bardziej zlozony po immobilizacji uktad przestrzenny enzymu
zmniejszyt szybkos$¢ reakcji frakcji A, a szczeg6lnie mocno szybko$¢ hydrolizy frakcji B.
W wyniku zwiazania kowalencyjnego enzymu z no$nikiem utrudniony jest dostep
do centrum aktywnego. Obrazujace to stale szybkosci reakcji powinny zatem ulec
zmniejszeniu, co ma miejsce. Uzyskane wartosci statych Kp (dla B- i glukoamylazy)
wskazuja na silny wptyw inhibicji produktem reakcji. Trudno wyjasni¢ zmniejszenie si¢
statej Michaelis dla enzymow immobilizowanych. Uzyskane wartosci statej Ky mieszcza
si¢ w granicach btedu i sa do przyjecia.

Uzyskano wysokie warto$ci wspotczynnikow korelacji. Swiadcza one o prawie petnej
korelacji danych obliczonych z danymi eksperymentalnymi.

Stwierdzono, ze najbardziej ,stresogenne” dla preparatu enzymatycznego warunki
panuja w reaktorach zbiornikowych z mieszadtem. Nalezy zaliczy¢ to do wad reaktorow
mieszalnikowych. Zaobserwowano duza stabilno$¢ preparatu w reaktorze rurowym
ze zlozem nieruchomym. Jednak z uwagi na opory przeplywu ma on ograniczone
zastosowanie w przemysle skrobiowym. Jako alternatywny zaproponowano reaktor
fontannowy. Zapewnia on pelne przemieszanie, co decyduje nie tylko o wielkosci
powierzchni kontaktu reagentow, ale rowniez o likwidowaniu gradientow stezen
hamujacych proces (jak w przypadku B- i glukoamylazy). Jest to niezmiernie wazne
1 czyni ten reaktor szczegOlnie korzystnym (interesujacym) w aplikacjach.

Przeprowadzono proces hydrolizy skrobi przez o-, B- 1 glukoamylaze
w przeplywowych reaktorach: zbiornikowym, fontannowym i rurowym. Zastosowano
w nich enzym immobilizowany. Pozwolito to zweryfikowa¢ modele matematyczne.
Uzyskano bardzo dobra zgodnos¢ danych doswiadczalnych z proceséw ciaglych
z modelem. Btad pomigdzy stopniem przereagowania doswiadczalnym a modelowym byt

w granicach kilkunastu procent.
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Z przeprowadzonych badan i1 analiz stalych kinetycznych wynika, ze przyjety

model kinetyczny reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej przez enzymy amylolityczne

(at-, B- 1 glukoamylazg) jest poprawny, a przedstawione rownania dobrze dobrane.

Przedstawione w niniejsze] pracy rozwazania pozwalaja na wyciagnigcie

nastepujacych wnioskow:

@

@

@

@

@
@

budowanie modelu kinetycznego w oparciu o substrat rozumiany jako czasteczki
skrobi jest dyskusyjne,

przyjecie, ze substratem jest wiazanie glikozydowe zawarte w czasteczkach
amylozy i amylopektyny jest trafne,

ukfad multisubstratowy (jakim jest skrobia) mozna z dobrym przyblizeniem
opisa¢ skonczona, niewielkg iloscig frakcji,

dobrym kryterium podziatu substratu na frakcje moze by¢ cecha charakteryzujaca
wigzania w biopolimerze — podatnosc¢,

immobilizacja badanych enzymow nie zmienia mechanizmu ich dziatania,
opracowany model kinetyczny sprawdzit si¢ dla trzech réznych uktadow
reakcyjnych, moze zatem by¢ wskazowka podczas dyskusji proceséw

enzymatycznej hydrolizy innych biopolimerow.
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8. Literatura

Literature przedstawiono w formie przypiséw dolnych. Liczy ona 93 pozycje.

9. Spis oznaczen

Czesc literaturowa
A —typ fancucha, frakcja
B — typ lancucha, frakcja
DE — ekwiwalent dekstrozowy
E,, E — stezenie enzymu, poczatkowe i chwilowe
ES - stezenie kompleksu aktywnego
Gy, G — stezenie produktu, poczatkowe 1 chwilowe
G, Gy, G; — stezenie produktu (cukry ztozone z 1, 2, i czasteczek glukozy)
G,, Gy, — stezenie produktu powstalego z frakcjiaib
kg — stata inaktywacji enzymu
k; — stata szybkosci reakcji tworzenia kompleksu ES
k, — stala szybkosci reakcji rozpadu kompleksu ESna E1 S
k; — stata szybkosci reakcji rozpadu kompleksu ES na E i P
K| — stata inhibicji
K — stala inhibicji tancuchami rozgatezionymi
Kj1 — stala inhibicji tancuchami liniowymi
Kw — stata Michaelis
K. — stala Michaelis dla frakcji a
Kb — stata Michaelis dla frakeji b
Kup — stata Michaelis dla tancuchow rozgatezionych
Kaic — stata Michaelis dla klastrow
K11 — stata Michaelis dla fancuchow liniowych
Kp — stata inhibicji produktem
K — stala inhibicji substratem
P — stezenie produktu
r- szybkos¢ reakcji

I'max — Maksymalna szybkosc reakcji
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So, S — stezenie substratu, poczatkowe i1 chwilowe
Sg — stgzenie tancuchow rozgalezionych

Sc — stezenie klastrow

St — stezenie lancuchow liniowych

t - czas reakcji

Czesc eksperymentalna
ca — stezenie frakeji A, g/l
cao —stezenie poczatkowe frakcji A, g/l
cp — stezenie frakcji B, g/l
cpo — stezenie poczatkowe frakeji B, g/l
cg — stezenie enzymu, g/l
Cro — stgzenie poczatkowe enzymu, g/l
CEakiyw — SteZenie enzymu aktywnego, g/l
CE nicaktyw — St@Zenie enzymu nieaktywnego, g/l
¢; — stezenie inhibitora, g/l
cs — stezenie substratu, g/l
Cso, Co — steZenie poczatkowe substratu, g/l
Cs,obl — SteZenie substratu obliczone, g/1
d, — srednica oczek sita, mm
k — stala szybkosci reakcji, 1/s
ka - stata szybkosci reakcji dla frakeji A, 1/g-s
kg - stala szybkosci reakcji dla frakeji B, 1/g-s
ks — stala inaktywacji enzymu, 1/s
ks 4 - stata szybkosci reakcji tworzenia kompleksu AE
ks - stata szybkosci reakcji tworzenia kompleksu BE
ks — stala szybkosci reakcji, 1/s
K - stala inhibicji, g/
Ky — stata Michaelis, g/l
Kwma — stala Michaelis dla frakeji A, g/1
Kuip — stata Michaelis dla frakcji B, g/l
Kp — stata inhibicji produktem, g/1
m; — masa probki nosnika, g
r — szybkosc reakcji, g/l min lub g/l s
ra — szybkos¢ reakcji hydrolizy frakcji A, g/l-s
rp — szybkos¢ reakcji hydrolizy frakeji B, g/l-s



t — czas reakcji, s lub min
Y — udziaty frakcji

o - stopien przereagowania
& - wspolczynnik podatnosci

T - czas przebywania, min

Definicja

DE - ekwiwalent dekstrozowy; oznacza stopien hydrolizy skrobi; wyrazany jest przez ilosci
cukrow redukujacych (zwykle rownowaznikow glukozy), przypadajacych na jednostke
suchej masy produktow. Przyjmuje sig, ze dla skrobi wartos¢ DE = 0, a po pelnej
hydrolizie do glukozy DE = 100.

Wzory
_ 12 |Yepi ~Yobii sredni absolutny blad
DT Ve wzgledny
2 , .
Ap:l.ali‘WT‘P rownanie
: Darcy-Weisbacha
3 150 wspotczynnik oporu
Re
O i liczba Reynoldsa
n
0,411 -0,554 0,174 s ror
Re. =0.0137- [¢ YLJ . Ar0,714 . (&J . [_li] X 90’3 mlnlmalna pr.ngkosc
- Vs do D, cyrkulacji
4 (o =pp) 80, liczba Archimedesa

© oznaczenia jak w: W.Ludwig, praca doktorska, op.cit.
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gdzie:
Ap — spadek cisnienia na zlozu, Pa
H — wysokos¢ ztoza, m
d — srednica Sautera, m
w — liniowa predkos¢ przeptywu ptynu, m/s lub m/h
P, Pp - gestosé phynu, kg/m’
d — srednica aparatu, m
n - lepkos¢ ptynu, Pa-s
d.s — Srednica ziarna, m

g — przyspieszenie ziemskie, m/s’

10. Zalaczniki

10.1. Zalacznik 1

W rozdziale tym zamieszczono (w formie tabel) wyniki reakcji hydrolizy skrobi

ziemniaczanej z udziatem:

© «o-amylazy natywnej - Tab. AN, a-amylazy immobilizowanej - Tab. Al
© [-amylazy natywnej - Tab. BN, B-amylazy immobilizowanej - Tab. BI
© glukoamylazy natywnej - Tab. GN, glukoamylazy immobilizowanej - Tab. GI

przeprowadzonych w reaktorach okresowych.
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Wyniki pomiaréw kinetyki reakcji hydrolizy skrobi przeprowadzonej z
udzialem a-amylazy natywnej

Tab. AN 1 Tab. AN 2 Tab. AN 3
E= 0,023 jmg/mi| E= 0,023 [mg/mi] E= 0,023 [mg/mi]
So= 20,612 [mg/mi] So= 10,713 [mg/mi} So= 5,893 [mg/mi]
t P t P t P

min mg/mi min mg/mi min mg/ml
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
0,23 0,338 0,32 0,342 0,35 0,144
0,53 0,879 0,68 0,888 0,48 0,314
0,88 1,588 0,93 1,299 0,98 0,634
1,20 2,133 1,25 1,814 1,33 0,974
1,95 3,470 2,11 2,945 2,15 1,574
3,10 5,290 2,98 3,859 3,06 2,154
5,00 7,421 5,05 5,286 5,26 2,944
7,71 9,578 7,11 6,406 7,25 3,464
10,06 11,328 9,98 7,236 10,08 3,854
14,91 13,468 15,25 7,973 14,91 4,124
19,95 14,508 20,08 8,329 20,25 4,584
30,00 16,428 39,83 8,532 30,08 4,654
40,08 16,688 60,00 8,688 40,25 4,884
50,00 17,188 75,33 9,388 50,83 5,004
59,61 17,428 90,00 9,788 77,50 5,354
83,00 18,226 105,50 10,056 90,16 5,454
105,00 19,072 135,00 10,168 150,00 5,694
120,00 19,212 165,00 10,308
161,00 19,232




Tab. AN 4

Tab. AN 5

Tab. AN 6

E= 0,023 [mg/mi]
So= 2,527 [mg/ml]

E= 0,023 [mg/mi]
So= 1,249 [mg/ml]

E= 0,0455 [mg/mi]
So= 19,501 [mg/ml]

t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,23 0,141
0,63 0,264
1,01 0,366
1,40 0,449
2,00 0,545
3,00 0,605
3,91 0,712
5,00 0,770
7,00 0,851
9,00 0,941
15,00 1,045
20,00 1,081
30,00 1,121
40,00 1,157

t P

min mg/ml
0,00 0,000
0,31 0,175
0,68 0,329
1,06 0,477
1,36 0,591
2,00 0,817
3,00 1,061
4,00 1,245
5,00 1,400
7,00 1,603
10,00 1,837
15,21 2,051
20,31 2,191
25,00 2,245
29,83 2,275
40,00 2,320
51,00 2,335
75,33 2,381
90,00 2,431

t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,27 2,794
0,53 4,116
0,88 5,584
1,35 7,074
2,00 8,554
3,08 10,284
5,00 12,374
7,00 13,824
15,00 16,294
20,00 16,864
30,00 17,619
50,00 18,394
60,00 18,464
75,00 18,884
90,00 19,096




Tab. AN 7
E= 0,0455 [mg/mi]
So0= 11,976 [mg/mi]
t P

min mg/mi
0,00 0,000
0,35 1,454
0,67 2,624
0,97 3,449
1,23 4,144
213 5,924
3,02 7,074
5,00 8,514
7,00 9,214
10,17 9,464
15,25 9,714
20,08 9,854
25,00 10,234
33,17 10,524
65,17 11,514
81,00 11,594
95,67 11,604

Tab. AN 8

Tab. AN 9

E= 0,0455 [mg/mi]
So0= 5,126 [mg/mi|

E= 0,046 [mg/mi]
So= 2,582 [mg/mi]

t P

min mg/mi
0,00 0,000
0,28 0,110
0,55 0,684
0,82 1,054
1,22 1,534
2,00 2,254
3,00 2,834
4,00 3,314
5,00 3,574
7,00 4,044
10,00 4,154
15,00 4,434
20,00 4,634
25,00 4,764
50,00 5,014

t P

min mg/ml
0,00 0,000
0,33 0,581
0,61 0,855
0,92 1,100
1,22 1,307
2,00 1,547
3,00 1,835
4,00 1,991
5,00 2,051
7,08 2,127
10,00 2,147
15,00 2,203
20,17 2,243
33,00 2,331
45,00 2,395




Tab. AN 10

Tab. AN 11

E= 0,046 [mg/mi]
So0= 1,130 [mg/mli]

E= 0,046 [mg/mi]
So= 0,240 [mg/mi|

Tab. AN 12

E= 0,0026 [mg/mi]
So= 1,054 [mg/mi]

1 P

min mg/mi
0,00 0,000
0,27 0,052
0,55 0,078
0,83 0,093
1,13 0,106
2,00 0,139
347 0,148
4,00 0,172
5,00 0,181
6,50 0,193
8,00 0,197
10,00 0,203
15,00 0,226

t P
min mg/mi
0,00 0,000
1,17 0,033
3,00 0,124
8,08 0,329
12,00 0,440
20,00 0,584
30,75 0,654
47,50 0,759
65,00 0,847
91,50 0,888
120,00 0,929
153,67 0,973
243,00 0,974

t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,28 0,189
0,58 0,334
0,90 0,444
1,21 0,519
2,00 0,655
3,00 0,753
4,00 0,836
5,00 0,885
7,00 0,930
10,00 0,976
13,00 1,011
15,83 1,041
20,00 1,062




Tab. AN 13
E= 0,0123 jmg/mi]
So0= 2,874 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
1,00 1,525
2,00 1,979
3,00 2,097
5,00 2,209
10,00 2,309
15,00 2,409
30,00 2,469
43,00 2,517
80,00 2,704
100,00 2,701
120,25 2,698
150,00 2,799

Tab. AN 14

E= 0,0127 {mg/mi]
So= 25,6786 [mg/mi]

t P

min mg/ml
0,00 0,000
0,80 1,344
1,25 1,964
1,57 2,774
1,97 3,444
2,62 4,484
3,12 5,694
5,02 8,554
7,03 10,864

10,00 14,104

15,02 16,794

20,00 18,530

25,00 20,284

35,00 21,394

40,00 21,420

47,83 21,754

70,25 22,214

88,00 23,124

116,50 23,644

150,00 24,114

180,00 24,274

243,00 24,996




Tab. AN 15
E= 0,0127 {mg/mi]
So= 15,050 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,27 0,174
0,58 0,624
0,85 1,244
1,20 1,804
3,00 4,334
5,00 6,484
10,00 9,114
15,42 10,274
20,00 10,764
30,00 11,644
45,00 12,124
60,50 12,494
90,00 12,874
165,00 13,564
284,00 14,006
301,00 14,276

Tab. AN 16

E= 0,0127 [mg/ml]
So0= 7,226 [mg/mi}

t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,35 0,144
0,62 0,504
0,95 0,924
1,23 1,294
3,00 2,964
5,00 4,094
10,00 5,044
17,00 5,524
20,08 5,704
32,25 6,194
44,75 6,434
60,17 6,526
90,00 6,566
120,00 6,606
145,50 6,856
332,00 7,226




Wyniki pomiaréw kinetyki reakcji hydrolizy skrobi przeprowadzonej z

udzialem a-amylazy immobilizowane;j

Tab. Al 1 Tab. Al 2 Tab. A1 3
E= 0,046 [mg/mi] E= 0,046 [mg/mi] E= 0,046 [mg/mi]
So0= 26,687 [mg/mi] So= 16,374 [mg/mi] So= 7,534 [mg/mi]

t P t P t P
min mg/ml min mg/mi min mg/ml
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
0,83 1,274 0,33 0,454 0,41 0,579
1,75 2,264 0,91 1,114 1,16 0,944
2,58 3,584 1,50 1,884 1,61 1,314
3,25 3,784 2,00 2,634 2,13 1,844
5,08 7,984 3,00 3,784 3,00 2,604
7,25 10,174 4,58 5,879 4,08 3,374
10,50 15,514 6,50 7,864 5,11 3,914
15,00 17,004 13,25 10,584 7,41 4,934
20,00 19,394 15,16 11,254 10,08 5,604
25,10 20,134 20,50 11,994 15,08 6,424
40,00 20,924 25,16 12,734 20,00 6,724
51,20 21,574 30,16 12,514 30,00 6,874
60,00 22,444 40,00 12,484 43,00 6,954
70,16 21,574 50,00 13,354 70,00 6,834
86,00 23,174 61,00 13,414 95,00 7,444
105,00 22,574 75,00 13,954 123,00 7,294
125,00 23,764 124,00 13,914
180,00 23,624




Tab. Al 4

Tab. AL 5

Tab. AL 6

E= 0,046 [mg/mi]
So= 3,055 [mg/mi]

E= 0,046 [mg/mi]
So0= 1,658 [mg/mi]

E= 0,046 [mg/mi)
So0= 0,337 [mg/mi]

t P t P t P

min mg/mil min mg/mi min mg/ml
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
0,33 0,511 0,33 0,371 0,25 0,090
0,83 0,829 0,83 0,535 0,83 0,123
1,33 1,169 1,33 0,663 1,41 0,139
1,92 1,415 2,16 0,851 2,08 0,160
2,58 1,697 3,00 0,978 3,08 0,189
9,33 2,521 5,00 1,161 416 0,205
15,00 2,701 7,50 1,258 5,00 0,214
20,00 2,741 10,16 1,325 7,45 0,230
30,00 2,883 16,08 1,424 15,05 0,271
40,00 2,971 20,00 1,451 20,00 0,257
87,00 3,025 30,00 1,485 30,40 0,247
45,00 1,825 40,06 0,272

60,00 1,548




Tab. AL 7

Tab. AI 8

Tab. AI 9

E= 0,019 mg/ml]
So= 3,071 [mg/mi]

E= 0,025 [mg/mi]
So= 1,785 [mg/mi]

E= 0,026 [mg/mi]
So= 0,302 [mg/mi]

t P t P t P

min mg/ml min mg/ml min mg/ml
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
0,25 0,001 0,28 0,049 0,26 0,006
0,83 0,111 0,80 0,132 0,78 0,021
1,50 0,237 1,50 0,260 1,38 0,034
2,33 0,437 2,21 0,382 2,13 0,049
3,00 0,684 3,00 0,485 3,50 0,074
5,00 1,147 5,00 0,730 5,00 0,098
8,00 1,675 11,30 1,059 7,58 0,126
20,00 2,174 15,00 1,158 10,00 0,147
30,00 2,578 22,00 1,268 16,50 0,170
40,00 2,691 30,35 1,366 25,00 0,202
60,00 2,813 40,00 1,407 35,50 0,209
82,00 2,823 60,08 1,472 55,00 0,223
100,00 2,955 80,00 1,527 90,00 0,261
99,00 1,488 129,00 0,269

157,00 1,559

180,00 1,541




Tab. AI 10 Tab. Al 11 Tab. AI 12
E= 0,008 [mg/mi] E= 0,010 [mg/mi] E= 0,010 [mg/mi]
So= 3,121 |mg/mi] So= 2,955 [mg/mi] S0= 5,710 [mg/mi]
t P t P t P
min mg/mi min mg/mi min mg/mi
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
1,00 0,032 1,00 0,020 3,16 0,019
2,00 0,100 2,08 0,066 5,01 0,126
3,00 0,188 3,00 0,067 8,41 0,348
5,00 0,376 5,00 0,144 11,00 0,638
7,00 0,574 7,50 0,267 15,00 1,163
10,00 0,890 10,00 0,435 23,25 2,368
15,00 1,270 15,00 0,703 30,50 3,274
20,00 1,572 20,00 0,977 41,50 4,355
30,00 1,873 30,00 1,382 50,00 4,829
40,00 2,199 40,16 1,730 60,00 5,115
50,00 2,337 50,00 1,957 75,00 5,662
60,08 2,493 70,00 2,072
75,00 2,667 75,00 2,204
90,00 2,733 90,00 2,424
120,00 2,715 105,00 2,486
150,00 2,888 120,00 2,532
180,00 2,934 150,00 2,623
180,00 2,657
240,00 2,731
300,00 2,756
360,00 2,730




Tab. AT 13 Tab. Al 14

E= 0,009 [mg/mi] E= 0,009 [mg/mi]
So= 18,305 [mg/mi] So= 11,441 [mg/ml}
t P t P
min mg/ml min mg/mi
0,00 0,000 0,00 0,000
0,33 0,062 1,98 0,008
0,95 0,076 2,55 8,774
1,41 0,095 3,36 0,140
1,96 0,181 5,00 0,150
3,00 0,278 8,00 0,336
5,00 0,642 11,75 0,760
9,58 1,439 15,00 1,390
15,00 2,829 23,00 2121
21,00 4,343 30,00 3,833
30,00 7,728 40,00 7,880
40,00 9,684 50,16 9.214
50,00 12,494 63,00 10,273
60,00 14,594
75,16 15,574




Wyniki pomiaréw kinetyki reakcji hydrolizy skrobi przeprowadzonej z
udzialem B-amylazy natywnej

Tab. BN 1 Tab. BN 2 Tab. BN 3
E= 0,05 [mg/mi) E= 0,05 [mg/mi] E= 0,05 [mg/mi]
So= 0,3213 [mg/mi| So0= 1,759 [mg/mi] So= 3,416 [mg/mi]
t P t P t P
min mg/ml min mg/mi min mg/mi
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
1,13 0,002 0,53 0,0310 0,48 0,0060
1,58 0,016 0,93 0,0590 1,05 0,0150
217 0,017 1,35 0,0970 1,50 0,0640
2,62 0,025 1,92 0,1610 2,00 0,1050
3,07 0,033 2,38 0,2210 2,43 0,1060
3,62 0,038 3,00 0,2700 3,00 0,2610
4,18 0,054 3,48 0,3100 3,53 0,3210
4,72 0,062 3,92 0,3410 4,08 0,3520
5,32 0,07 4,85 0,4340 5,60 0,4890
5,97 0,081 5,85 0,5660 7,00 0,6060
7,05 0,097 6,52 0,6260 9,08 0,8230
7,77 0,137 8,00 0,7420 12,00 1,0830
9,92 0,165 10,17 0,8460 15,00 1,3490
11,32 0,171 12,00 1,0250 18,00 1,8900
13,22 0,201 14,12 1,0640 21,00 2,0020
15,05 0,217 17,85 1,1610 25,25 2,1630
25,00 0,262 20,00 1,2130 30,00 2.2760
35,00 0,27 23,23 1,2770 40,00 2,5270
52,50 0,311 26,00 1,3300 56,33 2,7820
65,00 0,313 30,10 1,3940 75,00 2,9530
112,50 0,321 41,33 1,4560 122,00 3,0770
53,60 1,5920 181,25 3,4150
70,50 1,7350
112,20 1,7590




Tab. BN 5

E= 0,05 [mg/mi]
So= 14,725 [mg/mi]

Tab. BN 6

t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,28 0,0070
2,00 0,0760
3,00 0,0840
4,00 0,1450
5,00 0,2830
7,00 0,5190
17,85 2,5390
24,00 3,3570
30,00 4,7980
42,50 6,7520
50,00 7,1550
68,00 8,3520
90,00 10,0190
120,00 11,0920
180,00 12,6230
300,00 13,0320

Tab. BN 4
E= 0,05 mg/mi]
S0= 6,739 [mg/mi]
t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,75 0,0350
1,58 0,0700
2,05 0,1100
2,40 0,1420
3,00 0,2070
3,58 0,2660
4,22 0,3420
517 0,4720
6,00 0,5410
7,00 0,6770
8,00 0,7880
9,00 1,1720
10,00 1,2450
13,00 1,6270
16,25 2,0820
20,00 2,8930
25,33 3,7280
30,25 3,8880
40,00 4,3790
50,00 4,7020
66,00 5,1610
80,00 6,1050
111,00 6,4020
303,00 6,6550
359,00 6,7390

E= 0,10 [mg/mi]
So= 0,269 [mg/mi]
t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,38 0,003
0,80 0,017
1,20 0,024
1,63 0,041
2,10 0,055
2,53 0,067
3,00 0,077
3,92 0,094
6,00 0,142
7,00 0,154
8,25 0,173
10,00 0,205
12,00 0,205
15,58 0,215
18,00 0,251
20,12 0,251
22,00 0,263
26,00 0,263
29,98 0,263
124,00 0,268




Tab. BN 7
E= 0,10 [mg/mi]
S0= 1,999 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,38 0,089
0,77 0,197
1,13 0,273
1,53 0,385
1,95 0,449
3,00 0,691
3,53 0,672
4,03 0,775
4,65 0,778
5,18 0,851
6,07 1,027
7,23 1,034
8,15 1,054
10,00 1,132
12,00 1,305
15,00 1,435
18,00 1,453
25,75 1,459
31,00 1,610
48,14 1,638
85,00 1,895
155,00 1,999

Tab. BN 8
E= 0,10 [mg/mi]
So= 3,460 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,27 0,022
0,58 0,028
0,88 0,106
1,22 0,180
1,52 0,254
1,80 0,337
2,12 0,404
2,45 0,506
3,00 0,719
3,50 0,762
4,00 0,870
4,50 1,064
5,00 1,154
6,00 1,382
7,00 1,539
8,00 1,661
10,00 1,832
12,00 2,040
14,00 2,084
17,00 2,418
32,50 2,743
40,00 2,872
52,50 2,896
65,00 3,145
75,00 3,160
98,50 3,291
124,00 3,459

Tab. BN 9

E= 0,10 [mg/mi]
So= 8,40 [mg/mi]
t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,28 0,038
0,97 0,120
1,28 0,170
1,63 0,196
1,98 0,343
2,33 0,447
2,45 0,674
3,00 0,808
4,00 0,994
5,00 1,407
6,00 1,722
7,00 2,066
8,33 2,772
10,00 3,257
12,00 3,728
14,00 4,247
17,00 4,837
20,00 4,857
25,00 5,692
30,67 5,765
40,50 6,304
50,00 6,820
60,00 7,044
75,50 7,293
125,00 7,686
153,00 7,970
215,00 8,139
273,00 8,235
337,00 8,398




Tab. BN 10
E= 0,10 [mg/mi]
So= 14,99 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,28 0,002
0,95 0,025
1,42 0,082
2,00 0,102
3,00 0,357
4,00 0,713
5,00 0,864
8,25 2,170
9,00 2,425
10,17 2,908
12,50 3,825
15,00 4,855
28,50 8,220
38,00 9,486
55,50 10,964
78,00 11,806
99,00 12,836
222,00 14,362
279,00 14,983

Tab. BN 11
E= 0,20 [mg/m]
So= 1,950 [mg/mi]
t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,25 0,164
0,60 0,286
0,95 0,452
1,27 0,565
1,63 0,684
2,00 0,842
2,35 0,854
3,00 0,954
3,45 0,990
3,93 1,086
4,90 1,184
9,00 1,501
10,00 1,515
12,50 1,627
15,00 1,638
20,00 1,744
35,00 1,834
68,50 1,861
93,00 1,925
121,00 1,950

Tab. BN 12

E= 0,20 [mg/mi]
So= 3,830 [mg/mi]
t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,28 0,042
0,70 0,152
1,05 0,354
1,37 0,500
1,72 0,633
2,00 0,829
3,02 1,167
3,43 1,277
3,82 1,508
4,20 1,635
455 1,765
5,00 1,896
6,00 2,045
7,00 2,169
8,00 2,303
9,17 2,417
10,00 2,475
12,00 2,612
14,00 2,718
16,00 2,802
20,00 2,917
31,00 3,185
62,67 3,489
122,00 3,758
151,00 3,759
220,00 3,829




Tab. BN 13
E= 0,20 [mg/mi]
S0= 9,150 [mg/ml]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,40 0,063
0,82 0,187
1,15 0,390
2,05 1,020
2,45 1,332
3,28 1,732
4,00 2,152
5,00 2,781
7,42 3,850
9,75 4,510
11,33 4,706
13,00 4,545
15,00 5,701
17,02 5,984
25,02 6,401
30,00 6,695
35,03 7,014
41,17 7,285
51,00 7,351
81,00 7,615
100,00 7,829
142,00 7,985
201,00 8,106
261,00 9,148

Tab. BN 14

E= 0,20 [mg/mi]
So= 14,850 [mg/mi]

t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,27 0,078
0,63 0,214
0,93 0,328
1,27 0,471
1,62 0,697
2,07 0,968
2,53 1,408
3,00 1,613
355 | 2130
4,00 2,491
5,00 2,953
6,00 3,949
7,03 4,588
8,00 5,448
10,00 6,486
12,00 7,349
14,00 8,758
17,17 9,674

20,00 10,314
30,00 11,057
40,00 11,084
60,00 11,554
81,00 12,581
90,00 12,607
105,00 12,687
120,00 12,814
150,00 13,005
182,00 14,046
240,00 14,359
302,50 14,837

Tab. BN 15

E= 0,20 [mg/mi]
So= 23,04 [mg/mi]
t P

min mg/ml
0,00 0,000
0,28 0,105
0,53 0,121
0,88 0,177
1,15 0,280
1,45 0,386
1,77 0,546
2,08 0,758
2,43 0,917
3,00 1,313
3,45 1,873
4,00 2,244
4,50 2,669
5,00 3,147
6,17 3,994
7,00 4,901
8,00 5,494
9,00 6,492
10,00 7,076
12,17 8,403
14,00 10,165
16,00 10,744
18,00 11,820
20,00 12,639
23,00 13,919
26,00 14,465
30,00 16,042
50,00 18,776
60,00 19,002
93,00 21,027
181,00 23,039




Tab. BN 16
E= 0,40 [mg/imi]
So= 2,081 [mg/mi]
t P

min mg/mi
0,00 0,000
0,25 0,230
0,60 0,456
0,98 0,701
1,33 0,821
1,73 0,913
2,15 0,940
2,57 1,051
3,00 1,087
3,42 1,104
3,87 1,201
4,35 1,343
4,73 1,370
6,00 1,477
7,00 1,565
9,25 1,625
10,00 1,619
15,25 1,698
47,50 1,806
60,00 1,860
93,00 2,080

Tab. BN 17
E= 0,40 [mg/mi]
So= 3,757 [mg/mi|
t P

min mg/mi
0,00 0,000
0,25 0,240
0,60 0,572
0,85 0,820
1,30 1,018
1,73 1,462
2,22 1,520
2,52 1,528
3,00 1,854
5,00 2,050
6,00 2,378
7,00 2,420
8,00 2,612
9,17 2,674
10,00 2,748
12,00 2,830
16,00 3,150
30,50 3,312
67,00 3,756

Tab. BN 18

E= 0,40 [mg/mi]
So= 8,547 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,25 0,160
0,55 0,451
0,87 0,832
1,15 1,119
1,50 1,560
1,85 1,858
225 2,383
3,00 3,364
4,00 3,979
5,00 4,406
6,00 4,352
7,00 4,963
8,00 5,521
9,00 5,634
10,00 5,839
12,50 5,977
15,00 6,054
22,83 6,228
25,00 6,821
30,00 7,246
54,50 8,281
100,00 8,546




Tab. BN 19

E= 0,40 [mg/m|]
So= 14,760 [mg/ml]

t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,61 0,132
0,95 0,416
1,30 0,854
1,64 1,249
1,98 1,605
2,34 2,117
3,00 3,091
4,00 4,602
5,00 5,536
6,00 6,287
7,00 7,442
8,00 7,867
10,00 8,745
12,00 9,393
15,00 9,876
20,00 9,541
30,00 10,128
40,00 11,691
60,00 12,838
79,00 12,968

100,00 13,913
120,00 14,290
175,00 14,338
236,00 14,757

Tab. BN 20

E= 0,40 [mg/ml)
So= 21,381 jmgimi]

t P

min mg/mi
0,00 0,000
0,28 0,100
0,58 0,222
0,92 0,543
1,27 0,994
1,60 1,339
2,02 2,056
2,38 2,547
3,00 3,572
4,00 4,997
5,00 5,905
6,00 7,564
7,50 9,698
8,50 9,873

10,08 11,665

12,25 13,473

21,25 14,489

26,50 15,501

30,00 15,734

40,08 17,988

54,00 17,890
60,50 18,390
90,00 18,920

120,00 20,435

180,00 21,380




Wyniki pomiaréw kinetyki reakcji hydrolizy skrobi przeprowadzonej z

udzialem -amylazy immobilizowane;j

Tab. BI'1 Tab. BI 2 Tab. BI 3
E= 0,03 [mg/mi] E= 0,07 [mg/mi] E= 0,11 [mg/mi]
So= 2,326 [mg/mi] So0= 2,383 [mg/ml| So0= 3,986 [mg/mi]
t P t =] t P
min mg/mi min mg/ml min mg/mli
0,0 0,000 0,0 0,000 0,0 0,000
1,0 0,020 1,0 0,090 1,0 0,063
3,0 0,067 4,0 0,248 3,0 0,217
5,0 0,117 6,0 0,360 5,0 0,380
10,0 0,265 9,0 0,477 8,0 0,557
16,0 0,374 11,0 0,521 11.0 0,762
21,5 0,479 14,0 0,554 14,0 0,869
30,0 0,575 18,0 0,720 18,0 0,933
41,0 0,787 22,0 0,769 22,0 1,102
70,0 1,018 27,0 0,828 27,0 1,214
105,0 1,231 32,0 0,973 32,0 1,378
162,0 1,338 40,0 1,050 37,5 1,428
2210 1,406 60,5 1,263 42,0 1,569
80,0 1,454 50,0 1,489
130,0 1,585 60,0 1,993
180,0 1,666 80,0 2,378
220,0 3,077




Tab. Bl 4
E= 0,138 [mg/ml]
So= 8,604 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,0 0,000
1,1 0,111
21 0,215
3,0 0,254
45 0,447
6,3 0,703
8,0 0,906
10,0 1,278
15,0 1,671
20,0 1,984
30,0 2,500
45,0 3,194
63,0 3,729
97,0 4,509
180,0 5,480
2250 6,030
285,0 6,614
347,0 6,958

Tab. BI 5

Tab. BI 6

E= 0,15 [mg/mi]
So0= 17,068 [mg/mi|

E= 0,27 [mg/mi]
So= 22,507 [mg/mi]
t B
min mg/mi
0,0 0,000
1,0 0,190
3,0 0,527
4,0 0,737
5,0 1,111
7,0 1,828
10,0 2,836
13,0 3,707
16,0 4,509
20,0 5,658
28,0 7,660
32,0 8,750
36,0 9,199
45,0 10,436
53,0 12,010
62,0 12,541
72,0 13,127
80,0 13,409
92,0 13,603
120,0 14,301
123,0 14,566
176.,0 15,631
236,0 16,706
320,0 17,820
360,0 18,487
420,0 18,174
480,0 19,878

t P
min mg/mi
0,0 0,000
0,9 0,129
1,5 0,140
2,3 0,142
3,0 0,142
4,0 0,232
5,0 0,288
6,0 0,522
7.6 0,556
8,5 0,684
9,5 0,769
10,5 0,785
11,5 0,973
12,5 1,135
15,0 1,507
19,0 2,027
27,1 3,099
45,0 5,010
60,0 6,393
90,0 7,920
122,0 8,408
152,0 10,120
183,0 10,700
236,0 12,110
296,0 12,430
380,0 12,867
480,0 13,096
540,0 12,883
600,0 13,024




Tab. BI 7
E= 0,305 [mg/mi)
So0= 2,745 [mg/mi]
t P
min mg/ml
0,0 0,000
1,0 0,638
3,0 0,660
5,0 1,133
10,0 1,401
15,0 1,504
20,0 1,602
30,0 1,705
46,0 1,941
60,0 1,928
92,0 2,055
121,0 2,163
150,0 2,157

Tab. BI 8

E= 0,205 [mg/mi]
S0= 5,225 [mg/mi]

t P
min mg/mi
0,0 0,000
0,5 0,069
1,2 0,210
1,9 0,331
3,0 0,621
4,0 0,789
5,0 0,939
6,0 1,046
7,0 1,290
8,0 1,440
10,0 1,652
15,0 2,152
20,0 2,456
30,0 2,554
40,3 2,579
50,1 3,070
65,5 3,100
80,0 3,379

100,0 3,583
120,0 4,140
150,0 4,478
180,0 4,709




Wyniki pomiaréw kinetyki reakcji hydrolizy skrobi przeprowadzonej z
udzialem glukoamylazy natywnej

Tab. GN 1 Tab. GN 2 Tab. GN 3
E= 2,83 [mg/mi] E= 2,83 [mg/mi] E= 2,83 [mg/mi]
So0= 1,344 [mg/mi| So= 2,576 [mg/mi] So0= 5,032 [mg/mi]
t P t P t P
min mg/ml min mg/ml min mg/mi
0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
0,23 0,038 0,20 0,030 0,23 0,046
0,50 0,108 0,47 0,103 0,50 0,135
0,77 0,182 0,73 0,177 0,80 0,221
1,03 0,252 1,00 0,258 1,08 0,307
1,30 0,322 1,27 0,335 1,35 0,386
1,53 0,384 1,55 0,419 1,62 0,461
1,78 0,460 1,82 0,499 1,85 0,528
2,03 0,508 2,10 0,577 2,08 0,596
2,33 0,571 2,40 0,663 2,33 0,667
2,67 0,651 2,70 0,746 2,62 0,744
3,00 0,730 3,00 0,821 3,00 0,849
3,38 0,797 3,33 0,898 3,50 0,982
3,72 0,845 3,62 0,967 4,00 1,115
4,33 0,898 3,88 1,030 4,50 1,250
5,10 0,964 4,40 1,158 5,00 1,373
6,00 1,003 4,72 1,231 6,33 1,668
10,00 1,100 5,00 1,293 7,00 1,825
15,00 1,152 6,00 1,475 8,06 2,070
20,00 1,188 10,00 1,906 9,00 2,299
2510 1,223 15,00 2,080 10,00 2,517
40,00 1,255 20,00 2,195 12,10 2,928
63,00 1,267 30,05 2,276 14,00 3,281
124,00 1,292 40,00 2,328 16,10 3,565
175,00 1,316 50,05 2,382 20,10 3,950
270,00 1,344 60,70 2,400 31,10 4,228
122,00 2,468 35,00 4,354
168,00 2,469 40,00 4,483
280,00 2,504 50,00 4,534
62,60 4,576
90,75 4,667
121,00 4,795
180,50 4,943
315,00 5,032




Tab. GN 6

E= 2,83 [mg/mi]
So= 48,769 [mg/mi|

t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,37 0,027
0,67 0,092
0,97 0,166
1,42 0,286
1,71 0,362
2,37 0,526
2,66 0,597
3,01 0,682
3,51 0,804
3,83 0,892
4,22 0,990
4,54 1,073
4,89 1,157
5,09 1,204
5,56 1,316
6,00 1,426
7,05 1,677
8,40 1,997
9,10 2,160
10,05 2,388
10,58 2,515
12,00 2,865
15,58 3,729
20,70 5,045
25,75 6,397
30,30 7,629
40,50 10,287
50,05 12,713
60,00 15,119
89,00 22,379
119,00 27,699
150,00 31,763
177,00 34,847
244,00 39,141
310,00 41,671
357,00 42 557

Tab. GN 5
E= 2,83 [mg/mi]
So= 27,254 [mg/ml]
t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,29 0,059
0,59 0,129
0,92 0,207
1,22 0,287
1,53 0,369
1,81 0,442
2,06 0,510
2,92 0,742
3,22 0,822
3,52 0,903
3,89 1,000
4,16 1,070
4.41 1,137
4,70 1,217
5,00 1,296
5,50 1,431
6,10 1,600
6,57 1,722
7,10 1,801
8,20 2,183
10,10 2,714
12,10 3,257
15,10 4,101
20,25 5,527
25,47 6,980
31,10 8,434
35,10 9,497
40,00 10,790
50,20 13,325
60,10 14,994
90,00 19,349
120,25 21,786
150,00 22,826
187,00 23,847
213,00 24,397
241,00 24,834
300,00 25,050
347,00 25,227

Tab. GN 4
E= 2,83 [mg/mj]
So= 13,325 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,33 0,049
0,75 0,156
1,05 0,238
1,32 0,311
1,60 0,385
1,88 0,464
2,25 0,567
2,58 0,659
2,88 0,740
3,23 0,836
3,58 0,934
4,00 1,045
4,83 1,268
5,10 1,344
543 1,436
5,78 1,536
6,05 1,606
7,00 1,873
8,00 2,136
9,00 2,385
9,38 2,485
10,83 2,868
12,25 3,257
15,00 3,987
20,00 5,340
25,00 6,494
30,00 7,500
35,00 8,363
40,50 9,075
45,25 9,574
54,10 10,288
59,60 10,562
70,00 10,967
82,40 11,247
90,00 11,550
120,00 11,867
194,00 12,375
240,00 12,678
326,00 12,693




Tab. GN 7
E=1,77 [mg/ml]
So= 1,208 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,38 0,021
0,70 0,063
1,00 0,121
1,32 0,183
1,67 0,252
2,00 0,315
2,33 0,376
2,67 0,441
3,00 0,494
3,33 0,545
3,67 0,595
4,00 0,632
4,67 0,700
5,00 0,730
5,50 0,768
6,00 0,800
7,20 0,869
8,00 0,895
10,00 0,948
15,05 1,009
20,10 1,051
25,50 1,076
30,05 1,095
40,00 1,123
50,20 1,135
82,00 1,155
122,00 1,171
252,00 1,190
394,00 1,195

Tab. GN 8

Tab. GN 9

E= 1,77 [mg/mi]
So0= 2,206 [mg/mi]

t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,75 0,086
1,02 0,138
1,28 0,192
1,52 0,236
1,82 0,301
2,08 0,359
2,33 0,408
2,67 0,480
3,00 0,546
3,33 0,613
3,67 0,681
4,00 0,747
4,50 0,835
5,10 0,938
5,75 1,030
6,25 1,100
7,15 1,218
8,40 1,360
9,15 1,435
10,00 1,515
12,00 1,668
15,50 1,781
20,00 1,886
26,15 1,950
30,15 1,980
40,40 2,004
50,00 2,018
60,00 2,032
107,00 2,090
177,00 2,160
279,00 2,188
415,00 2,201

E= 1,77 [mg/ml)
S0= 4,275 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,33 0,024
0,68 0,062
1,00 0,128
1,35 0,200
1,72 0,266
2,03 0,326
2,33 0,385
2,67 0,453
2,98 0,515
3,33 0,580
3,72 0,654
410 0,728
4,53 0,813
5,00 0,900
6,00 1,093
8,00 1,475
9,00 1,667
10,00 1,850
15,00 2,500
20,25 2,880
20,50 2,916
26,75 3,305
31,00 3,458
40,50 3,692
50,83 3,904
59,83 3,966
93,75 4,027
123,00 4,046
162,00 4,071
196,00 4,086
226,00 4,098
298,00 4120
432,00 4,133




Tab. GN 10

E= 1,77 [mg/mi]
So= 11,906 [mg/mi]

Tab. GN 11

E= 1,77 [mg/mi]
So= 24,167 [mg/mi]

Tab. GN 12

E= 1,77 [mg/mi)
So0= 44,497 [mg/mi|

t P
min mg/mli
0,00 0,000
0,38 0,011
0,73 0,040
1,05 0,080
1,38 0,140
1,75 0,213
2,00 0,271
2,33 0,346
2,67 0,420
3,05 0,502
3,60 0,627
4,05 0,727
4,50 0,829
5,00 0,937
5,50 1,042
5,98 1,150
7,00 1,350
8,30 1,593
10,50 2,054
15,00 2,949
20,00 3,847
25,05 4,669
29,00 5,226
40,40 6,675
57,60 8,203
64,40 8,744
94,40 9,996
126,00 10,441
151,00 10,601
180,00 10,697
254,00 11,158
324,00 11,221
460,00 11,484
560,00 11,493
1470,00 11,520

t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,33 0,013
0,67 0,049
1,00 0,095
1,33 0,160
1,67 0,224
2,00 0,287
2,33 0,360
2,67 0,432
2,98 0,501
3,53 0,605
4,00 0,704
4,60 0,822
5,15 0,929
5,60 1,030
6,00 1,118
7,60 1,431
8,60 1,624
10,00 1,904
15,00 2,870
20,00 3,852
20,40 3,938
25,15 4,958
29,75 5,979
40,05 8,112
49,00 9,740
57,60 11,286
94,00 15,853
123,75 17,921
156,00 19,328
180,00 19,947
220,00 20,303
283,00 20,895
353,00 21,367
490,00 22,055
588,00 22,232

t P
min mg/ml
0,00 0,000
0,24 0,030
0,64 0,057
1,00 0,097
1,34 0,161
1,69 0,229
2,00 0,289
2,32 0,352
2,67 0,417
3,02 0,484
3,50 0,576
4,04 0,678
4,50 0,767
5,00 0,861
5,52 0,961
6,01 1,058
7,20 1,290
8,15 1,467
10,10 1,838
15,00 2,799
20,00 3,750
20,53 3,855
25,50 4,809
30,00 5,685
40,60 7,781
49,20 9,421
59,20 11,341
86,40 16,729

123,00 22,791
153,00 26,819
185,00 29,669
210,00 31,357
249,00 33,525
312,00 36,271
382,00 38,249
518,00 39,577
618,00 39,675
1530,00 43,291




Tab. GN 13
E= 2,27 [mg/mi]
So0= 5,208 jmg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,27 0,032
0,60 0,090
0,93 0,177
1,25 0,266
1,62 0,365
1,96 0,450
2,31 0,535
2,65 0,622
3,00 0,705
3,50 0,823
4,00 0,945
4,50 1,065
5,00 1,175
6,00 1,387
7,10 1,650
8,10 1,885
9,00 2,063
10,20 2,282
12,00 2,613
15,50 3,225
19,50 3,696
25,00 4,054
30,00 4,301
40,40 4,524
50,00 4,673
60,10 4,730
89,00 4,876
120,75 4,958
184,00 5,088
244,00 5,087

Tab. GN 14
E= 1,51 [mg/mi)
So0= 4,397 [mg/ml]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,25 0,008
0,67 0,054
1,00 0,103
1,33 0,155
1,67 0,208
2,00 0,257
2,33 0,307
2,67 0,361
3,00 0,412
3,35 0,465
3,67 0,515
4,00 0,566
4,60 0,658
5,00 0,720
6,00 0,864
7,50 1,085
8,83 1,242
10,90 1,518
13,00 1,801
15,00 2,030
15,33 2,069
20,25 2,640
26,40 3,118
30,50 3,376
42,25 3,773
52,25 3,952
64,50 4,081
90,00 4,242
151,00 4,389
273,00 4,589

Tab. GN 15

E= 1,33 [mg/mi]
So= 5,187 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,21 0,001
0,52 0,017
0,84 0,034
1,21 0,070
1,54 0,105
1,93 0,145
2,34 0,209
2,69 0,260
3,01 0,305
3,50 0,376
4,00 0,445
5,00 0,578
6,16 0,726
7,25 0,870
8,00 0,957
9,10 1,084
10,00 1,185
12,10 1,416
15,00 1,754
20,10 2,343
2475 2,818
30,40 3,313
40,00 3,812
50,50 4,150
60,10 4,400
90,00 4,696
119,00 4,789
220,00 4,924
340,00 4,971




Tab. GN 17

E= 0,31 [mg/mi|
S0= 4,97 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
1,38 0,005
2,00 0,009
2,50 0,017
3,00 0,025
3,50 0,037
4,00 0,051
4,50 0,063
5,00 0,077
5,58 0,091
6,00 0,105
7,07 0,139
8,10 0,171
9,10 0,202
10,10 0,230
12,10 0,279
15,00 0,373
20,10 0,520
25,10 0,650
30,00 0,830
40,50 1,220
50,00 1,503
59,75 1,820
88,10 2,720
100,60 3,020
120,50 3,404
146,00 3,773
180,60 4,070
243,00 4,504
313,00 4,588
390,00 4,629

Tab. GN 16
E= 0,76 [mg/mi]
So= 4,533 [mg/mi]
t P
min mg/mi
0,00 0,000
0,32 0,010
0,68 0,021
1,00 0,030
1,33 0,045
1,67 0,063
2,00 0,088
2,33 0,114
2,67 0,139
3,00 0,165
3,37 0,191
3,70 0,217
4,00 0,240
4,50 0,279
5,00 0,318
5,67 0,367
6,10 0,400
8,00 0,540
12,20 0,845
18,20 1,284
25,50 1,765
25,83 1,788
30,20 2,070
40,75 2,677
56,25 3,277
66,00 3,511
92,50 3,946
137,00 4,247
159,00 4,378
225,00 4,453
294,00 4,471
356,00 4,499




Wyniki pomiaréw kinetyki reakcji hydrolizy skrobi przeprowadzonej z

udzialem glukoamylazy immobilizowanej

Tab. Gl 1 Tab. G1 2
E= 0,055 [mg/mi] E= 0,055 [mg/ml]
So= 2,208 [mg/m|] S0= 4,708 [mg/mi]
t P t P

min mg/ml min mg/ml
0,00 0,000 0,00 0,000
1,00 8,000 1,00 0,128
2,00 0,150 2,00 0,325
3,00 0,346 3,00 0,515
4,00 0,547 4,00 0,724
5,00 0,738 5,00 0,899
6,00 0,957 6,00 1,090
7,00 1,110 7,00 1,374
8,00 1,170 8,00 1,771
10,00 1,280 10,00 1,972
15,00 1,380 15,00 2,215
20,00 1,560 20,00 2,560
30,00 1,690 30,00 2,864
40,00 1,914 40,00 3,094
50,00 2,031 50,00 3,590
60,00 2,090 60,00 4,042
120,00 2,161 120,00 4,070
180,00 2,121 160,00 4,101
240,00 2,149 180,00 4,207
300,00 2,113 240,00 4,192
300,00 4,152

360,00 4,201




10.2. Zatacznik 2

W rozdziale tym zamieszczono (w formie tabel) wyniki reakcji hydrolizy skrobi

ziemniaczanej z udzialem: o-amylazy, B-amylazy, glukoamylazy immobilizowanej

przeprowadzonych w reaktorach przeptywowych w procesie ciagtym.

Tabela 10.2.1. Wyniki hydrolizy skrobi z udziatem a-amylazy immobilizowane;.

So CE T Cic prod Qlgosw, Qobl, blad
wzgledny
g/l g/l min g/l %
reaktor mieszalnikowy
5,093 0,072 3 1,611 0,32 0,30 5,8
5,093 0,072 8 2,782 0,57 0,54 8,1
5,093 0,072 10 2,831 0,56 0,54 4,6
5,093 0,072 15 3,109 0,62 0,60 3.2
5,093 0,072 20 3,401 0,68 0,65 4.4
5,093 0,072 35 3,368 0,67 0,73 8,9
5,093 0,072 60 4,172 0,82 0,79 4.8
reaktor rurowy
5,126 0,123 1 1,382 0,27 0,25 7,4
5,126 0,123 2 2,511 0,49 0,45 8,1
5126 0,123 35 3,024 0,59 0,41 35,2
5,126 0,123 5 3,279 0,64 0,65 0,7
5126 0,123 75 3,382 0,66 0,69 45
5126 0,123 15 4,150 0,31 0,83 2.5
5,126 0,123 20 4,049 0,79 0,84 6,3
Tabela 10.2.2. Wyniki hydrolizy skrobi z udziatem B-amylazy immobilizowanej.
So Ck 1 Che prod Cdoiw. sl btad
wzgledny
g/l g/l min g/l %
reaktor mieszalnikowy

4,732 0,072 s 0,104 0,022 0,021 4,5
4,732 0,072 5 0,212 0,045 0,049 8,8
4,732 0,072 15 0,491 0,104 0,118 13,46
4,732 0,072 20 0,790 0,167 0,16 42
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4,732 0,072 30 0,992 0,214 0,208 2,8
4,732 0,072 35 1,088 0,234 0,226 34
4,732 0,072 45 1,296 0,274 0,265 33
4,732 0,072 50 1,296 0,274 0,258 58
reaktor rurowy
5,032 0,304 1 0,34 0,068 0,052 23,5
5,082 0,304 3 0,820 0,163 0,136 16,5
5,032 0,304 5 1,207 0,24 0,2 16,2
5,032 0,304 7 1,282 0,256 0,255 0,4
5,032 0,304 15 1,660 0,33 0,41 24,2
5,032 0,304 20 2,162 0,43 0,48 12.6
5,032 0,304 30 2,768 0,55 0,59 12

Tabela 10.2.3. Wyniki hydrolizy skrobi z udziatem glukoamylazy immobilizowane;.

So Cg T Ck. prod Oldosw. Aobl, biad
wzgledny
g/l g/l min g/l %
reaktor mieszalnikowy
4,725 0,126 1 0,0472 0,01 0,009 10,0
4,725 0,126 2 0,117 0,025 0,023 8,0
4,725 0,126 5 0,254 0,054 0,055 3,4
4,725 0,126 5 0,405 0,086 0,055 36
4,725 0,126 10 0,545 0,115 0,11 4,5
4,725 0,126 20 0,945 0,195 0,21 9,0
reaktor rurowy

5,081 0,522 1 0,37 0,073 0,076 4,1
5,081 0,522 2 0,573 0,113 0,129 14,2
5,081 0,522 5 1,370 0,27 0,247 8,5
5,081 0,522 10 1,625 0,32 0,36 12,5
5,081 0,522 10 1,877 0,37 0,35 6,2
5,081 0,522 20 2,386 0,47 0,49 3,8

120







Raport dostępności





		Nazwa pliku: 

		karaban_kinetyka_reakcji_hydrolizy_phd.pdf









		Autor raportu: 

		



		Organizacja: 

		







[Wprowadź informacje osobiste oraz dotyczące organizacji w oknie dialogowym Preferencje > Tożsamość.]



Podsumowanie



Sprawdzanie napotkało na problemy, które mogą uniemożliwić pełne wyświetlanie dokumentu.





		Wymaga sprawdzenia ręcznego: 2



		Zatwierdzono ręcznie: 0



		Odrzucono ręcznie: 0



		Pominięto: 1



		Zatwierdzono: 28



		Niepowodzenie: 1







Raport szczegółowy





		Dokument





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Flaga przyzwolenia dostępności		Zatwierdzono		Należy ustawić flagę przyzwolenia dostępności



		PDF zawierający wyłącznie obrazy		Zatwierdzono		Dokument nie jest plikiem PDF zawierającym wyłącznie obrazy



		Oznakowany PDF		Zatwierdzono		Dokument jest oznakowanym plikiem PDF



		Logiczna kolejność odczytu		Wymaga sprawdzenia ręcznego		Struktura dokumentu zapewnia logiczną kolejność odczytu



		Język główny		Zatwierdzono		Język tekstu jest określony



		Tytuł		Zatwierdzono		Tytuł dokumentu jest wyświetlany na pasku tytułowym



		Zakładki		Niepowodzenie		W dużych dokumentach znajdują się zakładki



		Kontrast kolorów		Wymaga sprawdzenia ręcznego		Dokument ma odpowiedni kontrast kolorów



		Zawartość strony





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Oznakowana zawartość		Zatwierdzono		Cała zawartość stron jest oznakowana



		Oznakowane adnotacje		Zatwierdzono		Wszystkie adnotacje są oznakowane



		Kolejność tabulatorów		Zatwierdzono		Kolejność tabulatorów jest zgodna z kolejnością struktury



		Kodowanie znaków		Zatwierdzono		Dostarczone jest niezawodne kodowanie znaku



		Oznakowane multimedia		Zatwierdzono		Wszystkie obiekty multimedialne są oznakowane



		Miganie ekranu		Zatwierdzono		Strona nie spowoduje migania ekranu



		Skrypty		Zatwierdzono		Brak niedostępnych skryptów



		Odpowiedzi czasowe		Zatwierdzono		Strona nie wymaga odpowiedzi czasowych



		Łącza nawigacyjne		Zatwierdzono		Łącza nawigacji nie powtarzają się



		Formularze





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Oznakowane pola formularza		Zatwierdzono		Wszystkie pola formularza są oznakowane



		Opisy pól		Zatwierdzono		Wszystkie pola formularza mają opis



		Tekst zastępczy





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Tekst zastępczy ilustracji		Zatwierdzono		Ilustracje wymagają tekstu zastępczego



		Zagnieżdżony tekst zastępczy		Zatwierdzono		Tekst zastępczy, który nigdy nie będzie odczytany



		Powiązane z zawartością		Zatwierdzono		Tekst zastępczy musi być powiązany z zawartością



		Ukrywa adnotacje		Zatwierdzono		Tekst zastępczy nie powinien ukrywać adnotacji



		Tekst zastępczy pozostałych elementów		Zatwierdzono		Pozostałe elementy, dla których wymagany jest tekst zastępczy



		Tabele





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Wiersze		Zatwierdzono		TR musi być elementem potomnym Table, THead, TBody lub TFoot



		TH i TD		Zatwierdzono		TH i TD muszą być elementami potomnymi TR



		Nagłówki		Zatwierdzono		Tabele powinny mieć nagłówki



		Regularność		Zatwierdzono		Tabele muszą zawierać taką samą liczbę kolumn w każdym wierszu oraz wierszy w każdej kolumnie



		Podsumowanie		Pominięto		Tabele muszą mieć podsumowanie



		Listy





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Elementy listy		Zatwierdzono		LI musi być elementem potomnym L



		Lbl i LBody		Zatwierdzono		Lbl i LBody muszą być elementami potomnymi LI



		Nagłówki





		Nazwa reguły		Status		Opis



		Właściwe zagnieżdżenie		Zatwierdzono		Właściwe zagnieżdżenie










Powrót w górę

