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Zastosowanie enkapsulowanego enzymu w oczyszczaniu roztworów 
na przykładzie usuwania H2O2 

Wstęp

W większości technologii produkcyjnych czy w oczyszczaniu ście-
ków wykorzystywane są enzymy immobilizowane mające przewagę 
nad formą natywną przede wszystkim dzięki możliwości ich wielo-
krotnego wykorzystania, a często również dzięki lepszej stabilności 
operacyjnej [Kmiecik i Wójcik, 2009]. Z uwagi na łatwość procedury 
wytworzenia, koszt i przede wszystkim bezproblemową separację ze 
strumienia mieszaniny reakcyjnej znaczące miejsce w tych aplikacjach 
znajdują preparaty z enzymem enkapsulowanym [Blandido i in., 2001; 
Taqieddin i Amiji,2004; Matto i Husain, 2009]. Jako nośnik stosowa-
ne są różnego typu hydrożele, najczęściej na bazie alginianu, kolagenu 
i chitozanu [Hedstrom i in., 1998; Hori i in., 2009; Yang i in., 2011; 
Papajova i in., 2012]. 

W celu pełnego wykorzystania katalizatora, jego stężenie wewnątrz 
kapsułki a także rozmiar kapsułki powinien być tak dobrany, aby proces 
przebiegał w reżimie kinetycznym. 

W pracy przedstawiono model takiego procesu enzymatycznego. 
Jego zastosowanie rozpatrzono na podstawie reakcji usuwania nadtlen-
ku wodoru przez katalazę. Dla takiego układu wyznaczono parametry 
modelu, przeprowadzono weryfi kację oraz dokonano analizy modelo-
wej. 

Katalaza jest enzymem katalizującym rozkład H2O2 do tlenu czą-
steczkowego i wody. Pomimo powszechnego przekonania, że nadtlenek 
wodoru to substancja nietrwała, w roztworach rozcieńczonych rozkłada 
się on bardzo powoli. W badaniach własnych prowadzonych dla stęże-
nia 2,5 g·dm-3 przy pH 5,5 i 7,0, w ciągu godziny rozłożyło się ok. 2% 
wprowadzonej substancji. Pojawienie się znaczącej ilości H2O2 i ko-
nieczność jego przyśpieszonego rozkładu związana jest przede wszyst-
kim z dwoma przemysłami: mleczarskim i tekstylnym. W przemyśle 
mleczarskim dodanie H2O2 umożliwia transportowanie i przechowywa-
nie krótkoterminowe mleka.

 Nadtlenek wodoru użyty w odpowiednim stężeniu zapobiega roz-
wojowi mikroorganizmów obecnych w świeżym mleku. Hamuje on na-
mnażanie komórek oraz stopniową degradację komórek już obecnych. 
Jest to metoda znana jako zimna pasteryzacja. Przed dopuszczeniem 
do spożycia przez ludzi lub do procesów dalszego przetwarzania za-
stosowany nadtlenek wodoru musi niemal całkowicie zostać usunięty 
[Tarhan, 1995]. 

W przemyśle tekstylnym H2O2 jest stosowany jako środek wybiela-
jący tkaniny. Kataliza enzymatyczna jest alternatywną drogą usuwania 
tego związku do znanych metod chemicznych generujących ścieki za-
wierające wysokie stężenia soli [Costa i in., 2002]. 

Model procesu nieustalonej dyfuzji 
z reakcją enzymatyczną w geometrii kulistej

Przedstawiony model został opracowany w oparciu o literaturę doty-
czącą układów z równoczesną dyfuzją i reakcją chemiczną [Van’t Riet 
i Tramper, 1991; Burghardt i Bartelmus, 2001; Bałdyga i in., 2012]. 

Do modelowania rozpatrywanego układu przyjęto następujące zało-
żenia:

Układ składa się z żelowych kapsułek w postaci monodyspersyjnych 1. 
kul o promieniu R i ciekłego ośrodka zewnętrznego. Objętość kul nie 
zmienia się w czasie trwania procesu.

Kapsułki zawierają w swym wnętrzu jednorodnie rozmieszczony en-2. 
zym o znanym stężeniu. Stężenie enzymu nie zmienia się w czasie. 
Na skutek inaktywacji zmienia się w czasie aktywność enzymu opi-
sana równaniem:
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Główny (jedyny) substrat reakcji wnika z ośrodka zewnętrznego do 3. 
powierzchni kapsułki na zasadzie konwekcji, zgodnie z równaniem: 

 ( )n C C R, ,S w w S w Sb= -6 @ (2)
Jego stężenie w ośrodku zewnętrznym wynosi CS,w i może być zmien-
ne w czasie: CS,w(t).
Na granicy faz panuje stan równowagi, opisany współczynnikiem 4. 
podziału PS:

 ( , ) ( )C R t P C t,S S S w=   (3)
We wnętrzu kapsułki ma miejsce dyfuzyjny transport substancji.5. 
Substrat ulega reakcji z szybkością:6. 
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Produkty reakcji nie wpływają na dyfuzję substratu ani na przebieg 7. 
reakcji.
Stężenie substratu wewnątrz kuli jest funkcją miejsca i czasu, CS(r,t). 

Stąd: 
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Laplasjan w układzie sferycznym ma postać:
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Stąd równanie (5) można wyrazić jako:
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Dla powyższego równania można znaleźć rozwiązanie dla procesu 
ustalonego (CS(r)) uzyskując profi l stężenia w kapsułce: 
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Wprowadzając zmodyfi kowaną postać modułu Thiele’go:
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uzyskuje się:
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Średnie stężenie substratu w kapsułce wyraża się zależnością:
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Stąd po scałkowaniu:

 
( )

[ ( ) ( )]
sinh

cosh sinhC
k R

P C D3
, '

,
S m

S S w S
2 z

z z z= - =

( )
[ ( ) ( )]

sinh
cosh sinhPsC3 ,S w

2z z
z z z= - = [ ( ) 1]ctghP C3 ,S S w

2z
z z -  (12)



Prosimy cytować jako: Inż. Ap. Chem. 2014, 53, 4, 311-313

str. 312 Nr 4/2014INŻYNIERIA  I  APARATURA  CHEMICZNA

Wyznaczenie parametrów modelu

Parametrami modelu są: 
stała równania kinetycznego  – k1,imm, która wraz ze stężeniem enzymu 
tworzy wartość k’, 
stała inaktywacji  – kinak, która pomniejsza wartość stałej k’, współczyn-
nik dyfuzji substratu w alginianowym żelu kapsułki DS, współczyn-
nik podziału substratu PS 
rozmiar kapsułki  – R. Parametrami sterowanymi jest k’(poprzez zmia-
nę stężenia enzymu) oraz R. 
Sposób uzyskania preparatu, metodę wyznaczania stałych kinetycz-

nych i uzyskane wartości stałych w temperaturze 24oC, przy pH 6,4 
zostały przedstawione w poprzedniej pracy autorów [Węgrzynowska 
i Trusek-Hołownia, 2012]. Stała k1,imm wyniosła 2656,4 dm3·g-1·h-1, zaś 
kinak 0,0139 h-1. 

Współczynnik dyfuzji H2O2 w temperaturze 24oC wyznaczono w war-
stwie alginianowej o różnej grubości (3÷6 mm). Badania prowadzono 
w komórce dyfuzyjnej, gdzie po jednej stronie warstwy cyrkulował 
roztwór H2O2 z zakresu stężeń 0,69÷2,74 g·dm-3, po drugiej zaś woda 
destylowana. Proces prowadzono przez godzinę monitorując spektrofo-
tometrycznie (230 nm) zmianę stężeń H2O2 w obu fazach. Przy znajo-
mości powierzchni warstwy żelowej (1,54 cm2), jej grubości i sile napę-
dowej wyznaczono współczynnik dyfuzji. Jego średnia wartość wynosi 
2,09⋅10-9 m2·s (błąd względny wynosił 14,3%). 

Współczynnik podziału zdefi niowano jako relację stężenia równowa-
gowego w sieci hydrożelu do stężenia równowagowego w roztworze. 

Stężenie wewnątrz kapsułki uzyskano z bilansu masy, wyrażając jej 
objętość z parametrów geometrycznych. 

Badania prowadzono w szerokim zakresie stężeń H2O2 od 0,4 do 1,8 
g·dm-3, stosując różny stosunek objętości kapsułek w stosunku do ob-
jętości układu w zakresie od 1,3 do 5,1. Dla całego obszaru zmienności 
parametrów współczynnik równowagi przyjmuje stałą wartość 0,881 
(błąd względny 3,7%). 

Weryfi kacja modelu

Weryfi kacji przedstawionego powyżej modelu dokonano w przepły-
wowym reaktorze mieszalnikowym z kapsułkami (preparatem enzyma-
tycznym) zatrzymanymi w objętości reaktora. Zgodnie z bilansem tego 
reaktora: 
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Wprowadzając równanie (14) na czas przebywania: 
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uzyskuje się wartość modelową stężenia substratu opuszczającego re-
aktor: 
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Eksperymenty weryfi kacyjne przeprowadzono dla kapsułek o średni-
cy 3,1; 3,95 i 5,2 mm. Stężenie enzymu wewnątrz kapsułek wynosiło 
1 mg·dm-3. Stąd moduł Thiele’go był w zakresie 0,89 do 1,5. Stosunek 
objętości kapsułek do całej objętości układu wynosił 1:10. Dozowano 
substrat o stężeniu 0,7 i 1,2 g·dm-3. Czas przebywania w poszczegól-
nych eksperymentach wynosił od 1,14 do 4,75 h. Badania prowadzo-
no do momentu osiągnięcia stanu ustalonego. Przykładowy wykres 
weryfi kacyjny dla Φ = 0,89 i 1,5, przy dozowaniu substratu o stężeniu 
0,7 g·dm-3 przedstawiono na rys. 1. Zgodność stopnia przereagowania 
wyliczonego z modelu ze stopniem uzyskanym na bazie 24 ekspery-
mentów jest wysoka (błąd wynosi 7,8%). 

Dobór parametrów dla preparatu katalazy pracującego 
w warunkach ciągłych

Jak wynika z analizy modelu duże wartości modułu Thiele’go wpły-
wają niekorzystnie na wydajność procesu. Ulega ona zmniejszeniu na 
skutek zaostrzenia profi lu stężenia substratu w kapsułce i stąd spadku 
średniego stężenia substratu. Przy Φ = 2 stosunek stężenia średniego 
w kapsułce do powierzchniowego wynosi 0,8. Tę wartość modułu Thie-
le’go przyjęto jako graniczną dla prowadzenia wydajnego procesu. 

Rys. 1. Weryfi kacja modelu dla Φ = 0,89 i Φ = 1,5, CS,0 = 0,7 g·dm-3

Rys. 2. Relacja stężeń w kapsułce: średnie do powierzchniowego 
jako funkcja modułu Thiele’go

Rozpatrzono aplikację uzyskanego preparatu katalazy. Dysponując 
stałymi (pH 6,4, 24oC) wyliczono, że dla niskich stężeń enzymu tj. 
1 mg·dm-3, Φ < 2 uzyskuje się dla kapsuł o średnicy do 7 mm. W przy-
padku zastosowania wyższego stężenia enzymu 2 mg·dm-3, średnica 
kapsułek nie powinna przekroczyć wartości 4,8 mm. W przypadku ka-
talazy zastosowanie wyższego stężenia enzymu (i tym samym spowo-
dowanie wzrostu szybkości reakcji) powoduje mechaniczne niszczenie 
kapsułek na skutek nagromadzania się w nich produktu reakcji – tlenu 
cząsteczkowego. 

Zachodząca w czasie inaktywacja enzymu wpływa na obniżenie mo-
dułu Thiele’go, co z kolei przekłada się na uzyskanie korzystniejsze-
go rozkładu stężenia substratu w kapsułce. Stąd też zmniejszająca się 
w czasie aktywność biokatalizatora będzie w mniejszym stopniu, aniże-
li w przypadku innego typu preparatów enzymatycznych, wpływać na 
stopień przereagowania. Jest to bardzo korzystna właściwość enzymów 
enkapsulowanych. 

Przyjęto następujące założenia procesowe: 
stężenie substratu w strumieniu zasilającym 2,5 g·dm – -3

stężenie substratu w strumieniu wychodzącym < 25 mg·dm – -3 (prze-
reagowanie > 99%)
stężenie enzymu w kapsułkach 2 mg·dm – -3

średnica kapsułek 4,8 mm –
czas pracy układu 86,5 h (co odpowiada spadkowi aktywności enzy- –
mu do 70%)
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moduł  – Thiele’go 2,01 (dla t = 0) – 1,1 (dla t = 86,5 h)
czas przebywania do 4 h –
Na rys. 3 przedstawiono modelowy stopień przereagowania (wyli-

czony na podstawie równania (16)) w zależności od czasu przebywania 
w zakresie zmieniającej się wartości modułu Thiele’go.
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 CS,wy – stężenie substratu w strumieniu wyjściowym z reaktora, 
   [g·m-3]
 DS – współczynnik dyfuzji substratu, [m2·s-1]
 kinak – stała inaktywacji enzymu, [s]
 k1,imm – stała równania kinetycznego, [m3·g-1·s-1]
 k’ – stała kinetyczna I-rzędu, [s-1]
 nS – strumień masy substratu, [g·s-1]
 PS – współczynnik podziału substratu
 Q – strumień, [m3·s-1]
 r – lokalny promień kapsułki, [m]
 rimm – szybkość reakcji z udziałem enzymu immobilizowanego, 
   [g·m-3·s-1]
 R – promień kapsułki, [m]
 t – czas, [s] 
 Valg – objętość struktury alginianowej, [m3]
 Vrez – objętości fazy rezerwuarowej (substratu), [m3]
 α – stopień przereagowania
 βw – współczynnik wnikania w fazie wodnej, [m·s-1]
 Φ – moduł Thiele’go
 τ – czas przebywania, [s]
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Rys. 3. Stopień przereagowania przy zadanych założeniach procesowych

Obszar pracy bioreaktora o założonych parametrach przebiega po-
między liniami przedstawionymi na rys. 3. W pierwszym okresie pracy 
moduł Thiele’go wynosi 2,01 (enzym pracuje przy 100% swojej aktyw-
ności). Zbliżając się do granicznego okresu wykorzystywania preparatu 
(86,5 h) moduł Thiele’go na skutek zmniejszającej się aktywności en-
zymu dąży do wartości 1,1. Na początku pracy układu założony stopień 
przereagowania (α > 0,99) uzyskiwany jest przy czasie przebywania 
1,25 h; w okresie końcowym przy tym czasie przebywania uzyskuje 
się przereagowanie na poziomie 0,8. W celu uzyskania przereagowania 
na poziomie 0,99, czas przebywania musi zostać wydłużony do 3,6 h. 
Złoże musi pracować więc przy zmiennym zasilaniu. 

Wnioski
W pracy przedstawiono możliwości aplikacyjne preparatu z enkap-

sulowanym enzymem. Proces rozpatrzono na przykładzie katalazy, en-
zymu wykorzystywanego w przemyśle chemicznym i spożywczym do 
usuwania nadtlenku wodoru. 

Opracowany model i wnioski wynikające z jego analizy są uniwer-
salne; dotyczą dowolnego enzymu enkapsulowanego w strukturze o ku-
listej geometrii. 

Kluczowym parametrem jest wartość modułu Thiele’go, którą ustala 
się poprzez dobór stężenia enzymu wewnątrz preparatu oraz rozmiar 
kapsułki. Obszar kinetyczny gwarantujący najpełniejsze wykorzystanie 
katalizatora występuje poniżej wartości Φ < 0,3. Tak niskie wartości 
modułu Thiele’go wymuszają jednak aplikację bardzo niskich stężeń 
enzymu, co skutkuje niskimi szybkościami reakcji. Stąd za granicę 
efektywnego wykorzystania biokatalizatora przyjęto Φ < 2, gdzie śred-
nie stężenie w kapsułce odpowiada 80% wartości stężenia powierzch-
niowego. 

Oznaczenia
 aE – aktywność enzymu
 A – powierzchnia struktury alginianowej, [m2]
 CE,imm – stężenie enzymu immobilizowanego, [g·m-3]
 CS – stężenie substratu, [g·m-3]
 CS,m – średnie stężenie substratu w kapsułce 
 CS,w – stężenie substratu na zewnątrz, [g·m-3]
 CS,we – stężenie substratu w strumieniu wejściowym do reaktora,
   [g·m-3]
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