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Analiza struktury porowatego noœnika
stosowanego do immobilizacji inwertazy

Wprowadzenie

Inwertaza (â-D-fruktofuranozydaza, EC 3.2.1.26) jest enzy-
mem katalizuj¹cym reakcje hydrolizy sacharozy. W celu udo-
skonalenia procesu wykorzystuje siê unieruchomione enzy-
my, których g³ównymi zaletami s¹: ³atwoœæ usuniêcia ze œro-
dowiska reakcji oraz wy¿sza stabilnoœæ operacyjna. Inwertazê
czêsto unieruchamia siê za pomoc¹ kowalencyjnego wi¹zania
na porowatym noœniku. Uzyskanie wydajnego biokatalizato-
ra bêdzie zale¿a³o zarówno od iloœci wolnych grup funkcyj-
nych enzymu i noœnika, czyli w³aœciwoœci chemicznych, ale
tak¿e od natury fizycznej. Poznanie struktury noœnika umo¿-
liwi zaprojektowanie po¿¹danego preparatu z wysok¹ zawar-
toœci¹ enzymu oraz z wysokim stopniem aktywnoœci. Noœnik
stanowi¹c rusztowanie powinien charakteryzowaæ siê odpo-
wiednim kszta³tem i rozmiarem cz¹stek, ponadto rozmiarem
i krêtoœci¹ porów, a tak¿e sposobem oraz gêstoœci¹ rozmiesz-
czenia porów. W³aœciwoœci takie maj¹ znaczenie zarówno na
etapie wi¹zania enzymu z powierzchni¹, wp³ywaj¹c na iloœæ
wi¹zanego enzymu, jak i podczas przenoszenia masy substra-
tu do miejsca aktywnego enzymu w trakcie reakcji [1].

Celem tej pracy by³o oszacowanie na podstawie danych lite-
raturowych parametrów opisuj¹cych strukturê noœnika (mo-
dyfikowanego chemicznie silika¿elu i tlenku glinu).

Przenoszenie masy w porowatym noœniku

Unieruchomienie enzymu oznacza ulokowanie go w pewnej
ograniczonej przestrzeni, przy czym jednoczeœnie jest zacho-
wana jego aktywnoœæ katalityczna. Ograniczenia szybkoœci
reakcji w przypadku unieruchomionego enzymu mog¹ byæ po-
wodowane dyfuzj¹ zewnêtrzn¹ substratu przy powierzchni
materia³u noœnika, do którego przymocowany jest enzym.
Tworzy siê wówczas warstwa, w której ruch masy ma charak-
ter dyfuzyjny, a nie konwekcyjny. Ponadto mog¹ wyst¹piæ
zjawiska prowadz¹ce do rozk³adu stê¿eñ substratów i pro-
duktów. Jest to zwi¹zane z wystêpowaniem oddzia³ywañ miê-
dzycz¹steczkowych i si³ jonowych w s¹siedztwie powierzchni
porów i kana³ów nierozpuszczalnego noœnika. Trzecim zjawi-
skiem maj¹cym wp³yw na transport masy jest dyfuzja wew-
nêtrzna (dyfuzja w porach), powodowana zak³óconym trans-
portem w pobli¿u kana³ów i porów noœnika spowolniaj¹ca
transport b¹dŸ nawet uniemo¿liwiaj¹ca dostêp dla substratu
[2, 3].

Analiza struktury noœnika

W celu iloœciowego opisu procesu dyfuzji w ciele porowa-
tym, uwzglêdniaj¹cego geometriê tego cia³a, wprowadza siê
pojêcie efektywnego wspó³czynnika dyfuzji [2]
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gdzie:
D0 – wspó³czynnik dyfuzji substratu w czystym

roztworze,
åp – porowatoœæ cz¹stki,
ô – wspó³czynnik krêtoœci,

rsubstratu – promieñ substratu,
rporu – promieñ poru.

Efektywny wspó³czynnik dyfuzji Deff zale¿y od stosunku po-
rowatoœci do wspó³czynnika krêtoœci (åp/ô). Stosunek promieni
substratu rsubstratu i poru rporu w równaniu (1) wyra¿a ograni-
czenia geometryczne wystêpuj¹ce w w¹skich porach. W tym
ujêciu cia³o porowate traktowane jest jako uk³ad krêtych
kana³ów w ciele sta³ym. Woln¹ przestrzeñ dla dyfuzji stano-
wi¹ pory, a ka¿dy z kana³ów jest œrednio ô-krotnie d³u¿szy
w stosunku do d³ugoœci cia³a porowatego w kierunku dyfuzji.
Wprowadzenie wspó³czynnika krêtoœci ma na celu uwzglêd-
nienie tego, ¿e dyfuzja wewn¹trz ziarna porowatego odbywa
siê wzd³u¿ porów, których osie nie musz¹ pokrywaæ siê z ogól-
nym kierunkiem gradientu stê¿enia. Wartoœæ wspó³czynnika
krêtoœci zale¿y od rodzaju materia³u, uwzglêdnia nieregular-
noœæ kszta³tu, zakrzywienia oraz zmiany przekroju porów wy-
stêpuj¹cych w cz¹stce i waha siê w granicach 1 < ô < 10 [4].

Od wartoœci efektywnego wspó³czynnika dyfuzji Deff zale¿y
wielkoœæ modu³u Thielego �, zdefiniowanego w nastêpuj¹cy
sposób [2]
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gdzie:
R – promieñ cz¹stki noœnika,

Vmax – maksymalna szybkoœæ reakcji enzymatycznej dla
immobilizowanego enzymu,

Km – sta³a Michaelisa–Menten dla unieruchomionego
enzymu.

W przypadku reakcji z immobilizowanymi enzymami ope-
ruje siê pojêciem wspó³czynnika efektywnoœci � ziarna noœni-
ka, który definiuje siê jako stosunek szybkoœci reakcji enzy-
matycznej uzyskanych odpowiednio dla formy immobilizowa-
nej i formy natywnej katalizuj¹cego enzymu [2]. Wspó³czyn-
nik efektywnoœci pe³ni rolê pewnego mno¿nika funkcyjnego
i jest miar¹ sprawnoœci kontaktu (obni¿enia szybkoœci reakcji
wskutek wyst¹pienia dyfuzji wewnêtrznej) [4]. Wspó³czynnik
efektywnoœci � dla kulistych cz¹stek noœnika opisuje nastê-
puj¹ca zale¿noœæ [4]
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Analizê struktury noœnika, na którym by³a unieruchamia-
na inwertaza, przeprowadzono dla dwóch przypadków, wy-
branych na podstawie danych literaturowych. Jednym z noœ-
ników by³ modyfikowany chemicznie silika¿el [5], a drugim –
tlenek glinu [6]. W 1 gramie zmodyfikowanego chemicznie si-
lika¿elu wi¹¿e siê 723 mg enzymu, a aktywnoœæ w³aœciwa wy-
nosi 246 U/mg matrycy [5]. Drugim analizowanym noœnikiem
by³ modyfikowany chemicznie tlenek glinu [6], którego poro-
watoœæ ziarna wynosi³a 0,658. Œrednica cz¹stek ziarna noœni-
ka zmienia³a siê w granicach od 200 do 508 ìm, a w 1 gramie
tlenku glinu unieruchomia³o siê 25 mg enzymu. Rozmiar
poru oszacowano na podstawie danych literaturowych [1, 7].
Alberto i wsp. [7] podaj¹, ¿e â-fruktofuranozydaza ma kszta³t
elipsoidy o wymiarach 9,42×11,32×12,93 nm. Z kolei Cao [1]
podaje, ¿e œrednica poru, w którym inwertaza by³a ulokowa-
na wynosi³a 90 nm.

W obliczeniach w³asnych, maj¹cych na celu iloœciow¹ anali-
zê struktury noœnika, przyjêto, i¿ cz¹stki obu noœników maj¹
kulisty kszta³t, a promieñ poru jest równy 45 nm. Obliczenia
przeprowadzono dla podanych w literaturze przedmiotu [5, 6]
wartoœci parametrów zebranych w tablicy 1. Na podstawie
tych danych obliczano z równania (3) wartoœæ modu³u Thiele-
go dla znanej wartoœci wspó³czynnika efektywnoœci �. Na-
stêpnie z równania (2) obliczano efektywny wspó³czynnik dy-
fuzji Deff. Dysponuj¹c t¹ wielkoœci¹, okreœlano z równania (1)
œredni¹ dla danego noœnika wartoœæ wspó³czynnika krêtoœci ô.
Wyniki obliczeñ dla obu noœników zosta³y zebrane w tabl. 2.

Tablica 1
Wartoœci parametrów u¿yte do obliczeñ dla obu noœników

Noœnik ç

Vmax

[ìmol/
s � ml]

Km

[ìmo
l/ml]

D0

[m2/s]
� 10-10

R
[ìm]

rsubstrat

u [nm]
rporu

[nm]
åp

Silika¿el
[5]

Tlenek
glinu [6]

0,73

0,32

10

1,783

54

31,75

8,16

[8]

4,452

100

254

0,55
[8]

0,55
[8]

45

45

0,63

0,658

Tablica 2
Zestawienie wyników otrzymanych na podstawie równañ (1) – (3)

Noœnik � Deff [m2/s] ô

Silika¿el

Tlenek glinu

2,55

8,14

2,848 � 10-10

5,468 � 10-11

1,72

5

Z przeprowadzonych obliczeñ wynika, i¿ wspó³czynnik krê-
toœci ô wynosi 1,72 dla cz¹stek silika¿elu o promieniu 100 ìm
i porowatoœci 0,63. Natomiast dla tlenku glinu wspó³czynnik
ô ma wartoœæ równ¹ 5 przy za³o¿eniu, ¿e cz¹stki noœnika maj¹
promieñ 254 ìm i porowatoœæ 0,658. Geankoplis i wsp. [6] po-
daj¹, ¿e wyznaczony przez nich wspó³czynnik krêtoœci korun-
du wynosi³ 2,75, czyli wykorzystane w obliczeniach równania
mog¹ pos³u¿yæ jedynie do oszacowania wartoœci tego parame-
tru.

Ponadto przeprowadzono obliczenia wp³ywu promienia R
kulistych cz¹stek noœnika (silika¿elu) na wielkoœæ wspó³czyn-
nika krêtoœci 	 i efektywnego wspó³czynnika dyfuzji Deff.
Wykonano je, zak³adaj¹c sta³e wartoœci porowatoœci åp = 0,63
i wspó³czynniku efektywnoœci � = 0,73. Wyniki zosta³y za-
mieszczone na rys. 1 oraz 2. Analizuj¹c zale¿noœci na tych ry-

sunkach, mo¿na stwierdziæ, ¿e uzyskaniu zadanej szybkoœci
procesu sprzyjaj¹ mniejsze cz¹stki noœnika o wiêkszej krêto-
œci porów. Jednoczeœnie wartoœæ efektywnego wspó³czynnika
dyfuzji wzrasta wraz ze wzrostem promienia cz¹stki noœnika,
wp³yw wspó³czynnika krêtoœci jest znacznie mniejszy.

Podsumowanie

Szybkoœæ procesu z unieruchomionymi enzymami inwerta-
zy na porowatych noœnikach zale¿y od struktury cia³a poro-
watego. Przeprowadzone rozwa¿ania wykaza³y, ¿e istotn¹
rolê odgrywaj¹ takie parametry, jak wspó³czynnik krêtoœci,
porowatoœæ cz¹stki, a tak¿e wielkoœæ cz¹stki noœnika, gdy¿
ich wp³yw ujmuj¹ dwa parametry kinetyczne: efektywny
wspó³czynnik dyfuzji oraz modu³ Thielego. W analizowanych
przypadkach mniejsze znaczenie ma promieñ poru oraz pro-
mieñ cz¹steczki sacharozy, gdy¿ cz³on ujmuj¹cy ich wp³yw
wynosi ok. 0,952 (wartoœæ wyra¿enia [1 – (rsubstratu/rporu)]4).
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Rys. 1. Zale¿noœæ wspó³czynnika krêtoœci � porów w funkcji pro-
mienia cz¹stek noœnika silika¿elu dla sta³ej porowatoœci åp = 0,63

i wspó³czynnika efektywnoœci � = 0,73

Rys. 2. Zale¿noœæ efektywnego wspó³czynnika dyfuzji Deff od pro-
mienia R cz¹stki noœnika silika¿elu oraz wspó³czynnika krêtoœci �

porów dla porowatoœci åp = 0,63 i wspó³czynnika efektywnoœci
� = 0,73
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