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Analiza struktury porowatego nosnika
stosowanego do immobilizacji inwertazy
Wprowadzenie e ¢
Deff — DO _b [1 _ Tsubstratu ] (1)
Inwertaza (B-D-fruktofuranozydaza, EC 3.2.1.26) jest enzy- t Tporu
mem katalizujacym reakcje hydrolizy sacharozy. W celu udo-
skonalenia procesu wykorzystuje sie unieruchomione enzy-  gdzie:
my, ktérych gtéwnymi zaletami sa: latwoéé usuniecia ze $ro- D, — wspblczynnik dyfuzji substratu w czystym
dowiska reakcji oraz wyzsza stabilno$¢ operacyjna. Inwertaze roztworze, .
czesto unieruchamia sie za pomoca kowalencyjnego wiazania &, — porowatos¢ czastki,
na porowatym no$niku. Uzyskanie wydajnego biokatalizato- t — wspolezynnik kretosci,
ra bedzie zalezalo zaréwno od iloSci wolnych grup funkcyj- Tsubstratu — Promien substratu,

nych enzymu i noénika, czyli wtasciwo$ci chemicznych, ale
takze od natury fizycznej. Poznanie struktury noénika umoz-
liwi zaprojektowanie pozadanego preparatu z wysokg zawar-
toScig enzymu oraz z wysokim stopniem aktywnos$ci. Nosnik
stanowiac rusztowanie powinien charakteryzowac sie odpo-
wiednim ksztaltem 1 rozmiarem czastek, ponadto rozmiarem
1 kretos$cia porow, a takze sposobem oraz gesto$cia rozmiesz-
czenia poréw. Wladciwoéci takie maja znaczenie zaréwno na
etapie wiazania enzymu z powierzchnia, wplywajac na iloéc¢
wigzanego enzymu, jak i podczas przenoszenia masy substra-
tu do miejsca aktywnego enzymu w trakcie reakcji [1].

Celem tej pracy bylo oszacowanie na podstawie danych lite-
raturowych parametréow opisujacych strukture nosnika (mo-
dyfikowanego chemicznie silikazelu i tlenku glinu).

Przenoszenie masy w porowatym noéniku

Unieruchomienie enzymu oznacza ulokowanie go w pewnej
ograniczonej przestrzeni, przy czym jednocze$nie jest zacho-
wana jego aktywno$¢ katalityczna. Ograniczenia szybkosci
reakcji w przypadku unieruchomionego enzymu moga by¢ po-
wodowane dyfuzja zewnetrzna substratu przy powierzchni
materialu noénika, do ktérego przymocowany jest enzym.
Tworzy sie wowczas warstwa, w ktérej ruch masy ma charak-
ter dyfuzyjny, a nie konwekcyjny. Ponadto moga wystapié
zjawiska prowadzace do rozkladu stezen substratéw i pro-
duktow. Jest to zwiazane z wystepowaniem oddziatywan mie-
dzyczasteczkowych i sit jonowych w sasiedztwie powierzchni
porow i1 kanatéw nierozpuszczalnego noénika. Trzecim zjawi-
skiem majacym wplyw na transport masy jest dyfuzja wew-
netrzna (dyfuzja w porach), powodowana zakléconym trans-
portem w poblizu kanaléw i1 poréw nosénika spowolniajaca
transport badZ nawet uniemozliwiajaca dostep dla substratu
[2, 3].

Analiza struktury nos$nika
W celu iloSciowego opisu procesu dyfuzji w ciele porowa-

tym, uwzgledniajacego geometrie tego ciata, wprowadza sie
pojecie efektywnego wspoélczynnika dyfuzji [2]

Tpory — Promien poru.

Efektywny wspdlczynnik dyfuzji D,; zalezy od stosunku po-
rowatoéci do wspélezynnika kretoécei (¢,/7). Stosunek promieni
substratu ry,psan 1 POTU Ty, W réWnaniu (1) wyraza ograni-
czenia geometryczne wystepujace w waskich porach. W tym
ujeciu cialo porowate traktowane jest jako uktad kretych
kanatéw w ciele statym. Wolna przestrzen dla dyfuzji stano-
wig pory, a kazdy z kanaléw jest Srednio r-krotnie dluzszy
w stosunku do dlugosci ciala porowatego w kierunku dyfuzji.
Wprowadzenie wspdtczynnika kretoSci ma na celu uwzgled-
nienie tego, ze dyfuzja wewnatrz ziarna porowatego odbywa
sie wzdluz poréw, ktérych osie nie musza pokrywacé sie z ogél-
nym kierunkiem gradientu stezenia. Warto$§é wspoétczynnika
kretos$ci zalezy od rodzaju materiatu, uwzglednia nieregular-
no$¢ ksztattu, zakrzywienia oraz zmiany przekroju poréw wy-
stepujacych w czastce 1 waha sie w granicach 1 <7< 10 [4].

Od wartoéci efektywnego wspélczynnika dyfuzji D, zalezy
wielko$¢ modulu Thielego ¢, zdefiniowanego w nastepujacy
sposob [2]

0= R | o @)

gdzie:
R — promien czastki nos$nika,
— maksymalna szybko$¢ reakeji enzymatycznej dla
immobilizowanego enzymu,
K, - stala Michaelisa—Menten dla unieruchomionego
enzymu.

W przypadku reakeji z immobilizowanymi enzymami ope-
ruje sie pojeciem wspoélczynnika efektywnosci n ziarna noéni-
ka, ktory definiuje sie jako stosunek szybkosci reakcji enzy-
matycznej uzyskanych odpowiednio dla formy immobilizowa-
nej i formy natywnej katalizujacego enzymu [2]. Wspdtczyn-
nik efektywno$ci pelni role pewnego mnoznika funkcyjnego
ijest miara sprawnosci kontaktu (obnizenia szybkosci reakcji
wskutek wystapienia dyfuzji wewnetrznej) [4]. Wspoélezynnik
efektywnosci n dla kulistych czastek noénika opisuje naste-
pujaca zalezno$c [4]
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Analize struktury noénika, na ktérym byta unieruchamia- | ¢ . .
na inwertaza, przeprowadzono dla dwéch przypadkéw, wy- 2 *
branych na podstawie danych literaturowych. Jednym z nos- 0 ‘ ‘ ‘ :

nikéw byl modyfikowany chemicznie silikazel [5], a drugim —
tlenek glinu [6]. W 1 gramie zmodyfikowanego chemicznie si-
likazelu wiaze sie 723 mg enzymu, a aktywno$¢ wlasciwa wy-
nosi 246 U/mg a4y [6]. Drugim analizowanym noénikiem
byl modyfikowany chemicznie tlenek glinu [6], ktérego poro-
wato§¢ ziarna wynosita 0,658. Srednica czastek ziarna nosni-
ka zmieniala sie w granicach od 200 do 508 pm, a w 1 gramie
tlenku glinu unieruchomiato sie 25 mg enzymu. Rozmiar
poru oszacowano na podstawie danych literaturowych [1, 7].
Alberto 1 wsp. [7] podaja, ze B-fruktofuranozydaza ma ksztatt
elipsoidy o wymiarach 9,42x11,32x12,93 nm. Z kolei Cao [1]
podaje, ze érednica poru, w ktérym inwertaza byta ulokowa-
na wynosita 90 nm.

W obliczeniach wlasnych, majacych na celu iloSciowa anali-
ze struktury no$nika, przyjeto, iz czastki obu no$nikéw maja
kulisty ksztalt, a promien poru jest rowny 45 nm. Obliczenia
przeprowadzono dla podanych w literaturze przedmiotu [5, 6]
warto$ci parametrow zebranych w tablicy 1. Na podstawie
tych danych obliczano z réwnania (3) warto§¢ modutu Thiele-
go dla znanej wartoéci wspdlczynnika efektywnosci n. Na-
stepnie z réwnania (2) obliczano efektywny wspoéltczynnik dy-
fuzji D,;. Dysponujac ta wielkoécia, okreslano z réwnania (1)
$rednig dla danego no$nika warto§¢ wspélezynnika kretosci 7.
Wyniki obliczen dla obu noénikéw zostaly zebrane w tabl. 2.

Tablica 1
Warto$ci parametréow uzyte do obliczen dla obu no$nikéow

Vmax Km D() R _— ,
Nosnik mol/ mo | [m%s substrat | T'poru .
! [S“- ml] %lml] [ 10'1}) [wm] | 0] | [nm] !
Silikazel |0,73| 10 | 54 | 816 | 100 | 0,55 | 45 | 0,63
] (8] (8]
Tlenek 0,32 | 1,783 | 31,75 | 4,452 | 254 0,65 45 10,658
glinu [6] (8]
Tablica 2

Zestawienie wynikow otrzymanych na podstawie rownan (1) — (3)

Noénik 0 Dfs [m?/s] T
Silikazel 2,55 2,848 -101° 1,72
Tlenek glinu 8,14 5,468 - 101! 5

Z przeprowadzonych obliczen wynika, iz wspoétczynnik kre-
toéci r wynosi 1,72 dla czgstek silikazelu o promieniu 100 pm
i porowatoéci 0,63. Natomiast dla tlenku glinu wspétczynnik
r ma warto$¢ rowna 5 przy zatozeniu, ze czastki no$nika maja
promien 254 um i porowato$é 0,658. Geankoplis i wsp. [6] po-
daja, ze wyznaczony przez nich wspotczynnik kretoséci korun-
du wynosit 2,75, czyli wykorzystane w obliczeniach réwnania
moga postuzy¢ jedynie do oszacowania wartosci tego parame-
tru.

Ponadto przeprowadzono obliczenia wptywu promienia R
kulistych czastek no$nika (silikazelu) na wielko$é wspodtezyn-
nika kretosci 1 i efektywnego wspélczynnika dyfuzji D,
Wykonano je, zakladajac stale wartoéci porowatoéci ¢, = 0,63
i wspoétezynniku efektywnosci n = 0,73. Wyniki zostaly za-
mieszczone na rys. 1 oraz 2. Analizujac zaleznosci na tych ry-

4 5 6 s 7 8 9 10
R * 10° [m]
Rys. 1. Zaleznoé¢ wspélezynnika kretosci t porow w funkeji pro-
mienia czastek no$nika silikazelu dla stalej porowatosci ¢, = 0,63
i wspélczynnika efektywnosci n = 0,73
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[mis] 2°
15 I 40
5 I 35
I 30
Nl I:l 75
120
N 15
R x 105 - 10
[m] [

Rys. 2. Zalezno$é efektywnego wspoélczynnika dyfuzji Dy od pro-

mienia R czastki noénika silikazelu oraz wspoélczynnika kretosei t

porow dla porowatosci ¢, = 0,63 i wspoélczynnika efektywnosci
n=0,73

sunkach, mozna stwierdzi¢, ze uzyskaniu zadanej szybkosci
procesu sprzyjaja mniejsze czastki no$nika o wiekszej kreto-
$ci porow. Jednoczesnie warto$c¢ efektywnego wspdtczynnika
dyfuzji wzrasta wraz ze wzrostem promienia czastki no$nika,
wplyw wspotczynnika kretoSci jest znacznie mniejszy.

Podsumowanie

Szybkoé¢ procesu z unieruchomionymi enzymami inwerta-
zy na porowatych noénikach zalezy od struktury ciala poro-
watego. Przeprowadzone rozwazania wykazaly, ze istotna
role odgrywaja takie parametry, jak wspétczynnik kretosci,
porowato$¢ czastki, a takze wielko§¢ czastki nosnika, gdyz
ich wplyw ujmuja dwa parametry kinetyczne: efektywny
wspolczynnik dyfuzji oraz modut Thielego. W analizowanych
przypadkach mniejsze znaczenie ma promien poru oraz pro-
mien czasteczki sacharozy, gdyz czton ujmujacy ich wptyw
wynosi ok. 0,952 (warto§¢ wyrazenia [1 — (rsubsmtu/rpom)]‘l).
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