STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR INZ. KATARZYNY CZYZEWSKIE]

Rozprawa doktorska zatytulowana .Immobilizacja powierzchniowa i objetosciowa enzymow
dzialajacych w systemie kaskadowym™ nawiazuje do najnowszych trendéw przemyslowej
biokatalizy. W pracy Zaproponowano podejscie trojenzymatyczne, umozliwiajace produkeje 1)
mleka bezlaktozowego wykazujacego podwyzszona stodkosé wynikajaca z enzymatycznej hydrolizy
laktozy, ktdrej oba produkty - glukoza i galaktoza wykazuja wyzszy indeks stodkosci w stosunku do
samej laktozy, a takze 2) mleka bezlaktozowego o obnizonej zawartosci cukrow. Pierwszy produkt
pozyskiwano w obecnosci komercyjnego preparatu B-galaktozydazy Nola™Fit 5500. Produkcja
drugiego odbywata si¢ przy udziale dwéch kolejnych enzyméw, oksydazy glukozowej oraz katalazy.
Produkty koncowe uzyskane zgodnie z zaproponowanym podejsciem enzymatycznym, kierowane $a
dla 0s6éb chegeych wyeliminowagé laktoze ze swojej codziennej diety, zwracajgcych uwage na
kalorycznosé bezlaktozowych produktow mlecznych, a takze konsumentow odbierajacych
zwickszona stodkosé mleka bezlaktozowego jako czynnik dyskwalifikujacy.

Schemat postepowania zaprezentowany w niniejszej rozprawie doktorskiej bezposrednio
nawiazuje do  krytycznych wymogéw  stawianych przemyslowej biokatalizie produktéw
spozywezych. W badaniach wykorzystano enzymy bezpieczne dla zdrowia konsumentow,
posiadajgce status GRAS. Z uwagi na specyfike substratu (mleko krowie), zastosowano rozwigzanie
opierajace si¢ na niskotemperaturowej biokatalizie (= 15°C), mogacej odbywaé si¢ np. podczas
transportu lub przechowywania mleka. W celu poprawy bilansu ekonomicznego przedstawionych
procesow enzymatycznych zaproponowano dwie strategie tworzenia immobilizowanych preparatow
enzymatycznych, membran katalitycznych oraz kapsulek hydrozelowych. W ich tworzeniu
wykorzystano nog$niki, tj. regenerowana celuloza, nylon, alginian sodu, nie wplywajace na
wlasciwosei produktow spozywcezych. Uzyskane wyniki przedstawiaja ciag dziatan zwiazanych
z charakterystyka natywnych enzymow (aktywno$é, stabilnosé, opis Kinetyczny) oraz ich form
immobilizowanych  (wydajnogé wigzania, stabilnosé operacyjna. mozliwo$¢ ponownego
wykorzystania, opis kinetyczny). W badaniach wykorzystywano roztwér laktozy 1 glukozy
sporzgdzony w 0,1M buforze HEPES pH 6,6 oraz mleko krowie.

Enzymatyczna  hydrolize laktozy — przeprowadzono z udzialem natywnej oraz
immobilizowanej B-galaktozydazy Nola, w 15°C. W badaniach skupiono sie nad ocena wplywu
produktéw reakeji (glukozy i galaktozy) na aktywnos¢ B-galaktozydazy oraz opisem kinetycznym
uwzgledniajagcym interakcje pomigdzy wszystkimi sktadnikami medium. W przypadku formy
natywnej preparatu Nola, stwierdzono obecnosé inhibicji kompetycyjnej galaktoza oraz podkreslono
aktywujace oddzialywanie glukozy. Przeprowadzone cksperymenty wskazaly na mozliwogé
znoszenia inhibicji galaktoza w obecnodci tozsamych stezen glukozy. Podczas immobilizacji
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enzymow. W pierwszym przypadku. utworzone membrany katalityczne odznaczaly sig niska
aktywno$cig enzymatyczna, wynikajaca z malo efcktywnego wiazania enzymu z powierzchniowymi
grupami membran, z regenerowanej celulozy oraz nylonu. Badania prezentujgce wysoka stabilnosé
badanej B-galaktozydazy w obecnosci jonow Ca®" potwierdzity sposobnos¢ tworzenia efektywnych
preparatow enkapsulowanych na bazie alginianu sodu. Utworzone kapsutki mogly by¢
wykorzystywane kilkukrotnie w przeciagu 6 cykli, zapewniajacych ponad 90% rozkfad laktozy
w czasie od 2 do 4 godzin. Badania kinetyczne wykazaly utrudnione znoszenie inhibicji galaktoza
w obecnoéci tozsamych stezen glukozy, ktére byto obserwowane dla enzymu natywnego. Uzyskane
wyniki przyczynity si¢ do opracowania opisu matematycznego przedstawiajgcego model inhibicji
kompetycyjnej galaktoza z jednoczesng inhibicja kompetycyjna i aktywacjg glukoza.
Zaproponowany model znalazt potwierdzenie dla obu form B-galaktozydazy. Przeprowadzone
badania podkreslity wyzszos$¢ analizowanego preparatu Nola w stosunku do innych odpowiednikow,
w kontekscie aktywnoéci temperaturowej i stabilnosci wzgledem jonow dwuwartosciowych.

W etapie redukcji nadmiernej stodkosci mleka bezlaktozowego zaangazowane byly dwa
enzymy dzialajace w ukladzie one-pot, oksydaza glukozowa oraz katalaza. Strategia enzymatycznego
utleniania glukozy realizowana byta w 12°C, w obecnosci natywnych oraz immobilizowanych
enzyméw, utworzonych w postaci membran katalitycznych oraz kapsutek alginianowych. Etap
tworzenia co-immobilizowanych preparatéw enzymatycznych poprzedzila charakterystyka
pojedynczych enzymow, zaréwno w formie natywnej jak i immobilizowanej, w mysl zasady
maowigcej, Ze wydajnos¢ podjednostkowego ukladu determinowana jest jego najstabszym elementem.

Wyniki badan przeprowadzonych z udziatem enzymdw natywnych zwrocily uwage na
istotno$¢ warunkow procesowych, tj. sposob napowietrzania oraz regulacji pH medium. Niezbedne
jest ciggle napowietrzanie medium sprezonym powietrzem oraz regulacji pH z udzialem CaCOs
(bufor HEPES) lub NaOH (mleko krowie). Wykazano, iz w zaproponowanym uktadzie kaskadowym.
rola katalazy ogranicza si¢ do znoszenia skutkow inhibicji produktowej poprzez szybki rozkiad H2O».
natomiast jej wplyw na utrzymanie zwigkszonego stezenia tlenu w mieszaninie reakcyjnej jest
marginalny. Dodatkowo, wykorzystanie enzymow natywnych pozwolilo dobra¢ wlasciwe proporcje
stezen oksydazy glukozowej i katalazy, zapewniajace efektywne projektowanie i tworzenie
preparatow co-immobilizowanych. Pojedyncza immobilizacja chemiczna oksydazy glukozowej
i katalazy na regenerowanc;j celulozie i nylonie wykazata roznice w stopniu powinowactwa enzymow
do powierzchniowych grup nosnika. Obserwacja ta stala si¢ przyczyna wprowadzenia dwoch strategii
fworzenia membran katalitycznych, tj. jednoczesnej i etapowej co-immobilizacjl chemicznej.
Ostatecznie, forma membran katalitycznych z co-immobilizowana oksydaza glukozowa i katalazg
zostala odrzucona, z uwagi na niska efektywno$¢  wiazania oksydazy glukozowe]
z powierzchniowymi grupami funkeyjnymi zaproponowanych no$nikow. Procedure tworzenia co-
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miedzyczasteczkowe karbodiimidem, z uwagi na niski stopien retencji oksydazy glukozowe;
w tradycyjnych kapsutkach alginianowych, Uzyskany preparat charakteryzowal sie wysoka
aktywnoscig i stabilnoscig (czas potowicznego zaniky aktywnosci wynosit 12 dni) w analizowanych
warunkach procesowych (12°C, pH 6,6, napowietrzanie Sprezonym powietrzem). Co-enkapsulowane
enzymy mogly by¢ ponownie wykorzystywane przez 9 kolejnych cykli. Rozktad glukozy do poziomu
zapewniajacego odczuwalne zredukowanie nadmiernej slodkogci hastepowal w czasie 5 - 7 godzin,

Wiekszos$¢ badan Zaprezentowanych w rozprawie prowadzono w buforze HEPES o pH
odpowiadajacym odczynowi mleka. Poréwnanie efektow badan przeprowadzonych w buforze oraz
mleku krowim potwierdzito sposobnosé przedtozenia wynikdow eksperymentalnych uzyskanych dla
roztworéw buforowych na medium rzeczywiste (szczegdlnie w kontekscie opisu kinetycznego
i charakterystyki immobilizowanych enzyméw). Testy organoleptyczne potwierdzity zwigkszong
slodkosé mleka bezlaktozowego uzyskanego na drodze enzymatycznej z P-galaktozydaza Nola oraz
istotne zredukowanie poziomu stodkosci mleka bezlaktozowego traktowanego co-enkapsulowang
oksydaza glukozowsy i katalaza. Prowadzenie drugiego etapu badan (z oksydaza glukozowsg
i katalazg) na mleky wymusito modyfikacje przestrzeni reaktora, w postaci mechanicznego rozbijacza
piany, niwelujacego nadmierne pienienie mleka, bedace nastepstwem napowietrzania mleka
sprezonym powietrzem. Realizacja biokatalizy w mleku wymusita réwniez zmiane sposobu regulacji
pH medium reakcyj nego, z CaCOs na IM NaOH. 7 uwagi na niska rozpuszczalnosc weglanu wapnia
w mleku krowim.

Eksperymenty prowadzone z udzialem natywnych oraz immobilizowanvch form enzymow
dostarczyly pakietu danych (opis kinetyczny, dobor warunkow  procesowych, stratega co-
immobilizacii), stanowigcych przydatne narzedzie w trakcie modelowania procesow reaktorowych

zwiazanych z biokatal izg przemyshy mleczarskiego.




