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Zastosowanie enkapsulowanego enzymu w oczyszczaniu roztworow
na przykfadzie usuwania H,0,

Wstep

W wigkszosci technologii produkcyjnych czy w oczyszczaniu $cie-
kéw wykorzystywane sa enzymy immobilizowane majace przewage
nad forma natywna przede wszystkim dzigki mozliwosci ich wielo-
krotnego wykorzystania, a czgsto rowniez dzigki lepszej stabilnosci
operacyjnej [Kmiecik i Wojcik, 2009]. Z uwagi na tatwo$¢ procedury
wytworzenia, koszt 1 przede wszystkim bezproblemowa separacj¢ ze
strumienia mieszaniny reakcyjnej znaczace miejsce w tych aplikacjach
znajduja preparaty z enzymem enkapsulowanym [Blandido i in., 2001;
Tagieddin i Amiji,2004,; Matto i Husain, 2009]. Jako no$nik stosowa-
ne sg réznego typu hydrozele, najczesciej na bazie alginianu, kolagenu
i chitozanu [Hedstrom i in., 1998, Hori i in., 2009, Yang i in., 2011;
Papajova i in., 2012].

W celu pelnego wykorzystania katalizatora, jego stezenie wewnatrz
kapsulki a takze rozmiar kapsutki powinien by¢ tak dobrany, aby proces
przebiegal w rezimie kinetycznym.

W pracy przedstawiono model takiego procesu enzymatycznego.
Jego zastosowanie rozpatrzono na podstawie reakcji usuwania nadtlen-
ku wodoru przez katalazg. Dla takiego ukladu wyznaczono parametry
modelu, przeprowadzono weryfikacj¢ oraz dokonano analizy modelo-
wej.

Katalaza jest enzymem katalizujacym rozktad H,O, do tlenu cza-
steczkowego 1 wody. Pomimo powszechnego przekonania, ze nadtlenek
wodoru to substancja nietrwata, w roztworach rozcienczonych rozktada
si¢ on bardzo powoli. W badaniach wtasnych prowadzonych dla stgze-
nia 2,5 g-dm'3 przy pH 5,5 17,0, w ciagu godziny roztozyto si¢ ok. 2%
wprowadzonej substancji. Pojawienie si¢ znaczacej ilosci H,0O, i ko-
niecznos$¢ jego przyspieszonego rozkladu zwiazana jest przede wszyst-
kim z dwoma przemystami: mleczarskim i tekstylnym. W przemysle
mleczarskim dodanie H,0, umozliwia transportowanie i przechowywa-
nie krotkoterminowe mleka.

Nadtlenek wodoru uzyty w odpowiednim st¢zeniu zapobiega roz-
wojowi mikroorganizméw obecnych w $wiezym mleku. Hamuje on na-
mnazanie komoérek oraz stopniowa degradacj¢ komorek juz obecnych.
Jest to metoda znana jako zimna pasteryzacja. Przed dopuszczeniem
do spozycia przez ludzi lub do proceséw dalszego przetwarzania za-
stosowany nadtlenek wodoru musi niemal catkowicie zosta¢ usunigty
[Tarhan, 1995].

W przemysle tekstylnym H,O, jest stosowany jako $rodek wybiela-
jacy tkaniny. Kataliza enzymatyczna jest alternatywna droga usuwania
tego zwiazku do znanych metod chemicznych generujacych $cieki za-
wierajace wysokie st¢zenia soli [Costa i in., 2002].

Model procesu nieustalonej dyfuz;ji
z reakcja enzymatyczng w geometrii kulistej

Przedstawiony model zostat opracowany w oparciu o literaturg doty-
czaca ukladéw z rownoczesna dyfuzja i reakcja chemiczna [Vant Riet
i Tramper, 1991; Burghardt i Bartelmus, 2001, Batdyga i in., 2012].

Do modelowania rozpatrywanego ukltadu przyjeto nastgpujace zato-
zenia:

1. Uktad sktada sig z zelowych kapsulek w postaci monodyspersyjnych
kul o promieniu R i cieklego osrodka zewngtrznego. Objgtos¢ kul nie
zmienia si¢ W czasie trwania procesu.

2. Kapsutki zawieraja w swym wngtrzu jednorodnie rozmieszczony en-
zym 0 znanym st¢zeniu. St¢zenie enzymu nie zmienia si¢ W czasie.
Na skutek inaktywacji zmienia si¢ w czasie aktywno$¢ enzymu opi-
sana rOwnaniem:

AE  _ kit
o € (M

3. Gltowny (jedyny) substrat reakcji wnika z osrodka zewngtrznego do

powierzchni kapsutki na zasadzie konwekcji, zgodnie z rOwnaniem:

Nsw = ﬁw [Cs,w - CS(R)] 2
Jego stgzenie w o$rodku zewngtrznym wynosi Cy,, 1 moze by¢ zmien-
ne w czasie: Cg,(2).
4.Na granicy faz panuje stan rownowagi, opisany wspotczynnikiem
podziatu Pq:
Cs(R,f) = PsCs,(1) (3)
5. We wnetrzu kapsutki ma miejsce dyfuzyjny transport substancji.
6. Substrat ulega reakcji z szybkos$cia:
dCs

Vimm = kl imm CE imm

dE —Cs = k'Cs (4)
aeo

7. Produkty reakcji nie Wp%ywajq na dyfuzj¢ substratu ani na przebieg
reakcji.
Stezenie substratu wewnatrz kuli jest funkcja miejsca i czasu, Cy(77).
Stad:
9Cs
ot
Laplasjan w uktadzie sferycznym ma postac:

= l)SVz Cs = Tinm (5)

) zﬁgﬁz(ycs 28@)
ViCs = 2 or <r ot ot r or ©)
Stad rownanie (5) mozna wyrazic jako:
Cs _ py (ICs ;%>_ .
a _DS< o roar ) HGs ™

Dla powyzszego réwnania mozna znalez¢ rozwiazanie dla procesu
ustalonego (C«(r)) uzyskujac profil stezenia w kapsuice:

R sinh(r %)
Cs(r) = P Cop” - ——— ®)
d sinh(R / K )
Ds
Wprowadzajac zmodyfikowana posta¢ modutu Thiele’go:
2 k-
P’ =R De )
uzyskuje sig:
R sinh(%@) (10)
Cs(r) = PSCS,W7W
Srednie stezenie substratu w kapsulce wyraza si¢ zaleznogcia:
/ Cs(nA(rydr (1n
Vaig
Stad po scatkowaniu:
_ 3BCsDs . _
Cin = R sinh (¢ P SO (®) = sinh 9]
3PsCs,y . 3PSCSM
=S5 h(¢) - sinh teh(p)-1] (12)
& sinh () [0 (@) —sinh(9)] = = 52 [getgh () - 1)
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Wyznaczenie parametrow modelu

Parametrami modelu sa:

— stata rownania kinetycznego k; ;,,,,, ktéra wraz ze stgZeniem enzymu
tworzy warto$¢ &,

— stata inaktywacji k;,,;, ktora pomniejsza warto$¢ statej k’, wspotczyn-
nik dyfuzji substratu w alginianowym zelu kapsutki Dg, wspotczyn-
nik podziatu substratu Pg

— rozmiar kapsutki R. Parametrami sterowanymi jest & ’(poprzez zmia-
ng stgzenia enzymu) oraz R.

Sposob uzyskania preparatu, metode wyznaczania statych kinetycz-
nych i uzyskane warto$ci statych w temperaturze 24°C, przy pH 6,4
zostaty przedstawione w poprzedniej pracy autoréw [Wegrzynowska
i Trusek-Hotownia, 2012]. Stata k, ;,,,, wyniosta 2656,4 de'g'l'h'l, zas
ke 0,0139 1.

Wspélczynnik dyfuzji H,0, w temperaturze 24°C wyznaczono w war-
stwie alginianowej o roznej grubosci (3+6 mm). Badania prowadzono
w komorce dyfuzyjnej, gdzie po jednej stronie warstwy cyrkulowat
roztwor H,0, z zakresu stezen 0,69+2,74 g~dm'3, po drugiej za$ woda
destylowana. Proces prowadzono przez godzing monitorujac spektrofo-
tometrycznie (230 nm) zmiang st¢zen H,O, w obu fazach. Przy znajo-
mosci powierzchni warstwy zelowej (1,54 cmz), jej grubosci i sile napg-
dowej wyznaczono wspotczynnik dyfuzji. Jego $rednia warto$¢ wynosi
2,09-10” m”s (btad wzgledny wynosit 14,3%).

Wspéltczynnik podziatu zdefiniowano jako relacjg stezenia rOwnowa-
gowego w sieci hydrozelu do stgzenia rownowagowego w roztworze.

Steienie wewngqtrz kapsutki uzyskano z bilansu masy, wyrazajac jej
objgtos¢ z parametrow geometrycznych.

Badania prowadzono w szerokim zakresie st¢zen H,0, od 0,4 do 1,8
g~dm'3, stosujac rozny stosunek objetosci kapsutek w stosunku do ob-
jetosci uktadu w zakresie od 1,3 do 5,1. Dla catego obszaru zmiennosci
parametrow wspotczynnik rownowagi przyjmuje stata wartos¢ 0,881
(btad wzgledny 3,7%).

Weryfikacja modelu

Weryfikacji przedstawionego powyzej modelu dokonano w przepty-
wowym reaktorze mieszalnikowym z kapsutkami (preparatem enzyma-
tycznym) zatrzymanymi w objgtosci reaktora. Zgodnie z bilansem tego
reaktora:

OCs.c = OCs,y+ N [ A rn (Cs(P)dr =

(13)
= QCS,wy + I/;lg"imm(C'S,m)
Wprowadzajac rownanie (14) na czas przebywania:
|4
T ="z 14
5 (14)

uzyskuje si¢ wartos¢ modelowa stgzenia substratu opuszczajacego re-
aktor:

Csove
L7238 (geigh(g) - 1)
ez ¢

Eksperymenty weryfikacyjne przeprowadzono dla kapsulek o $redni-
cy 3,1; 3,95 1 5,2 mm. Stgzenie enzymu wewnatrz kapsutek wynosito
1 mg'dm'3. Stad modut Thiele’go byt w zakresie 0,89 do 1,5. Stosunek
objetosci kapsulek do catej objetosci uktadu wynosit 1:10. Dozowano
substrat o st¢zeniu 0,7 i 1,2 g'dm’3. Czas przebywania w poszczego6l-
nych eksperymentach wynosit od 1,14 do 4,75 h. Badania prowadzo-
no do momentu osiagnigcia stanu ustalonego. Przyktadowy wykres
weryfikacyjny dla @ = 0,89 i 1,5, przy dozowaniu substratu o st¢zeniu
0,7 g:dm™ przedstawiono na rys. 1. Zgodno$¢ stopnia przereagowania
wyliczonego z modelu ze stopniem uzyskanym na bazie 24 ekspery-
mentow jest wysoka (btad wynosi 7,8%).

(15)
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Nr 4/2014
0,6
e 0 el 0,89

E 05 + = = modell,5 /
% A exp0,39 1k
g 0.4 - @ expl$
5 03
A
£ 02
-9
o
% 01

0

0 1 2 3 4 5 6

czas przebywania [h]

Rys. 1. Weryfikacja modelu dla @ = 0,891 @ = 1,5, C5,= 0,7 g‘dm'3

Dobér parametréw dla preparatu katalazy pracujacego
w warunkach ciagtych

Jak wynika z analizy modelu duze wartosci modutu Thiele 'go wpty-
waja niekorzystnie na wydajnos$¢ procesu. Ulega ona zmniejszeniu na
skutek zaostrzenia profilu stgzenia substratu w kapsulce i stad spadku
sredniego stezenia substratu. Przy @ = 2 stosunek stezenia $redniego
w kapsutce do powierzchniowego wynosi 0,8. T¢ warto$§¢ modutu Thie-
le’go przyjeto jako graniczna dla prowadzenia wydajnego procesu.

0,4 —~—

0 3 5 9
@

Rys. 2. Relacja stgzen w kapsutce: $rednie do powierzchniowego
jako funkcja modutu Thiele’'go

Rozpatrzono aplikacj¢ uzyskanego preparatu katalazy. Dysponujac
statymi (pH 6,4, 24°C) wyliczono, Ze dla niskich stezen enzymu tj.
1 mg-dm'3, @ <2 uzyskuje si¢ dla kapsut o $rednicy do 7 mm. W przy-
padku zastosowania wyzszego st¢zenia enzymu 2 mg~dm‘3, srednica
kapsutek nie powinna przekroczy¢ wartosci 4,8 mm. W przypadku ka-
talazy zastosowanie wyzszego st¢zenia enzymu (i tym samym Spowo-
dowanie wzrostu szybkosci reakcji) powoduje mechaniczne niszczenie
kapsulek na skutek nagromadzania si¢ w nich produktu reakcji — tlenu
czasteczkowego.

Zachodzaca w czasie inaktywacja enzymu wplywa na obnizenie mo-
dutu Thiele’go, co z kolei przektada si¢ na uzyskanie korzystniejsze-
go rozktadu st¢zenia substratu w kapsulce. Stad tez zmniejszajaca si¢
w czasie aktywno$¢ biokatalizatora bgdzie w mniejszym stopniu, anize-
li w przypadku innego typu preparatow enzymatycznych, wplywaé na
stopien przereagowania. Jest to bardzo korzystna wlasciwos¢ enzymow
enkapsulowanych.

Przyjgto nastgpujace zalozenia procesowe:

— stgzenie substratu w strumieniu zasilajacym 2,5 g‘dm'3

— stezenie substratu w strumieniu wychodzacym < 25 mg~dm’3 (prze-
reagowanie > 99%)

— stezenie enzymu w kapsutkach 2 mg'dm’3

— $rednica kapsulek 4,8 mm

— czas pracy uktadu 86,5 h (co odpowiada spadkowi aktywnoS$ci enzy-
mu do 70%)
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— modut Thiele’go 2,01 (dlaz=0)— 1,1 (dla = 86,5 h)
— czas przebywania do 4 h

Na rys. 3 przedstawiono modelowy stopien przereagowania (wyli-
czony na podstawie rownania (16)) w zaleznosci od czasu przebywania
w zakresie zmieniajacej si¢ wartosci modutu Thiele go.

e mm cosh(@) - sinh(¢)]

a=1-e (16)

- -—
g -
= -
gv 0,8 / ag
o

g d
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E / =201, _
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2 R - - o=11, -

li 30%

0 }
0 1 2 3 4

czas przebywania [h]

Rys. 3. Stopien przereagowania przy zadanych zalozeniach procesowych

Obszar pracy bioreaktora o zatozonych parametrach przebiega po-
migdzy liniami przedstawionymi na rys. 3. W pierwszym okresie pracy
modut Thiele 'go wynosi 2,01 (enzym pracuje przy 100% swojej aktyw-
nosci). Zblizajac si¢ do granicznego okresu wykorzystywania preparatu
(86,5 h) modut Thiele’'go na skutek zmniejszajacej si¢ aktywnosci en-
zymu dazy do wartosci 1,1. Na poczatku pracy uktadu zatozony stopien
przereagowania (o > 0,99) uzyskiwany jest przy czasie przebywania
1,25 h; w okresie koncowym przy tym czasie przebywania uzyskuje
si¢ przereagowanie na poziomie 0,8. W celu uzyskania przereagowania
na poziomie 0,99, czas przebywania musi zosta¢ wydtuzony do 3,6 h.
Ztoze musi pracowac wige przy zmiennym zasilaniu.

Whioski

W pracy przedstawiono mozliwosci aplikacyjne preparatu z enkap-
sulowanym enzymem. Proces rozpatrzono na przyktadzie katalazy, en-
zymu wykorzystywanego w przemysle chemicznym i spozywczym do
usuwania nadtlenku wodoru.

Opracowany model i wnioski wynikajace z jego analizy sa uniwer-
salne; dotycza dowolnego enzymu enkapsulowanego w strukturze o ku-
listej geometrii.

Kluczowym parametrem jest warto$§¢ modutu Thiele 'go, ktora ustala
si¢ poprzez dobor stezenia enzymu wewnatrz preparatu oraz rozmiar
kapsutki. Obszar kinetyczny gwarantujacy najpetniejsze wykorzystanie
katalizatora wystepuje ponizej wartosci @ < 0,3. Tak niskie warto$ci
modutu Thiele’go wymuszaja jednak aplikacj¢ bardzo niskich stezen
enzymu, co skutkuje niskimi szybkosciami reakcji. Stad za granicg
efektywnego wykorzystania biokatalizatora przyjeto @ < 2, gdzie $red-
nie stgzenie w kapsulce odpowiada 80% wartosci stgzenia powierzch-
niowego.

Oznaczenia

ap — aktywnos¢ enzymu
A — powierzchnia struktury alginianowe;j, [m’]
Crimm — SteZenie enzymu immobilizowanego, [g~m'3]
Cg — stezenie substratu, [g'm™]
Cs,, — $rednie stezenie substratu w kapsutce
Cs,, — stezenie substratu na zewnatrz, [g-m'3]
Cs.,. —stgzenie substratu w strumieniu wejsciowym do reaktora,

[gm”]

Cs,, —stgzenie substratu w strumieniu wyjsciowym z reaktora,
[gm”]
Dy — wspotczynnik dyfuzji substratu, [m”s™]
Kinar — Stata inaktywacji enzymu, [s]
k; imm — stata rownania kinetycznego, [m -g’1~s’1]
k’ — stata kinetyczna I-rzedu, s
ng — strumien masy substratu, [g-s’l]
Pg — wspotczynnik podziatu substratu
Q - strumien, [m3-s'l]
r — lokalny promien kapsutki, [m]
Fimm — SZybko$¢ reakcji z udziatem enzymu immobilizowanego,

[gm™s™]
R — promien kapsutki, [m]
t —czas, [s]
Ve — objeto$¢ struktury alginianowej, [m’]

V.. — objetosci fazy rezerwuarowej (substratu), [m3]
0. — stopien przereagowania
P, — wspotczynnik wnikania w fazie wodnej, [m-s'l]
@D — modut Thiele’'go
7 — czas przebywania, [s]
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