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1. Wprowadzenie

Tradycyjnie prowadzi sie procesy biotechnologiczne w reaktorach (fermentorach) okreso-
wych, ktére majg bardzo niskg produktywnos¢. Zastosowanie bioreaktoréw z unieruchomionymi
(immobilizowanymi) enzymami lub komaérkami umozliwia wielokrotny wzrost produktywnosci.
Dodatkows zaletg tego typu reaktorow jest tatwos¢ przeksztatcenia procesu w ciagtly.

Najczesciej materiat biologiczny jest unieruchamiany w nosnikach porowatych. W praktyce
wykorzystuje sie jako nosniki materiaty nieorganiczne (szkto, krzemionka), polimery organiczne
(poliakryloamid, polialkohol winylowy) oraz polimery pochodzenia naturalnego (alginiany, agar,
karagenina, pektyna). Wiasciwosci nosnika majg istotny wpltyw na aktywnosc¢ i stabilnos¢ bio-
katallzatora oraz musza by¢ uwzgledniane przy projektowaniu bioreaktora.

Szybkos¢ proceséw przebiegajacych w granulkach biokatalizatoréw jest ograniczona na
skutek oporow dyfuzji zewnetrznej i wewnetrznej. Wplyw oporow dyfuzji wewnetrznej na
szybkosS¢ reakcji w granulce katalizatora mozna wyrazi¢ przez wspoétczynnik efektywnosci 77,
ktéry w tradycyjnym ujeciu inzynierii bioprocesowej (1) definiuje sie nastepujaco:

N obserwowana szybkosc¢ reakcji
N = szybkosé reakcji bez oporu dyfuzyjnego @

Stosujac obliczenia numeryczne mozna wyznaczy¢ zaleznos¢ wspotczynnika 77 od modutu
Thielego <)), ktory dla reakcji enzymatycznej o kinetyce Michaelisa oblicza sig¢ ze wzoru (2):

Vr
gdzie; L = R/3 dla kuli, L = R/2 dla walca, L = H/2 dla membrany o grubosci H, nriaksy-
malna szybkosc¢ reakcji, - stata Michaelisa, - efektywny wspotczynnik dyfuzji w porach

nos$nika.

Z obliczen wynika, ze ze wzrostem modutu Thielego maleje wspotczynnik efektywnosci
i unieruchomiony materiat biologiczny jest wykorzystywany w matym stopniu. Zwiekszenie
wspoitczynnika efektywnos$ci mozna osiggna¢ przez zmniejszenie rozmiaréw granulek katalizato-
ra lub dobér nosnika o wysokim wpdtczynniku dyfuzji efektywnej.

Dyfuzyjno$¢ substratu w porach jest mniejsza niz dyfuzyjnos¢ D w roztworze i mozna te
wielkosci powigzac zaleznoscia;:

D.=D 1
®

gdzie: ™ - porowato$é granulki, t - wspétczynnik labiryntowatosci.
Wspdtczynnik labiryntowatosci katalizatora okresla sie na podstawie pomiaréw iA
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Istnieje kilka nnetod pozwalajagcych na wyznaczenie efektywnego wspoétczynnika dyfuzji
w porach nosnika. W niniejszej pracy przedstawiono przeglad tych metod oraz oméwiono zasa-
dy wykorzystania ich dla réznych materiatéw stosowanych w biotechnologii.

W badaniach najczesciej uzywa sie nosnika w postaci stosowanej przy unieruchamianiu
materiatu biologicznego. Sa to z reguly granulki o Srednicach mniejszych od 1 mm. Mozna row-
niez wykorzysta¢ duze elementy (walec, kula, membrana), ktére wykonuje sie z materiatu stoso-
wanego do produkcji nosnika. Wymaga to dodatkowych nakladdéw, ale znacznie poprawia
doktadnos¢ pomiaréw efektywnego wspoétczynnika dyfuzji.

2. Pomiary De w granulkach no$nika

Pomiary wykonuje sie w uktadzie zamknietym lub otwartym. Ze wzgledu na prostote ukiadu,
najszerzej stosowany byt uktad zamkniety. Wykorzystywano go do wyznaczania efektywnego
wspotczynnika dyfuzji w alginianach (3,4,5,6,7), karageninie (8,9) i pektynie (10).

Rys.l. Aparatura do wyznaczania efektywnego wspéiczynnika dyfuzji w uk-
tadzie zamknietym: 1 - termostatowany zbiornik, 2- mieszadio magnetyczne,
3 - przegrody (famacze).

Typowy ukiad badawczy przedstawiono na rys. 1, ktéry sktada sie z termostatowego zbiorni-
ka (1) z mieszadtem magnetycznym (2). Do Scianek zbiornika zamocowane sa przegrody (3),
tzw. tamacze, zwiekszajace efekt mieszania. Pomiary prowadzi sie dla dyfuzji substancji z roz-
tworu do granulek lub odwrotnie, a catkowitg ilos¢ substancji, ktora przedyfundowata do chwili
t mozna powigzac z iloscig substancji po czasie nieskonczonym. Dla granulek kulistych stuszna
jest nastepujaca zaleznosc¢ (11):

Mt 6a(@a+T ‘ Degith
_lgl 9+9a+qn “)

gdzie: M, - ilo$¢ substancji, ktéra przedyfundowata do chwili t,
Moo - ilo$¢ substancji, ktéra przedyfundowata po czasie réwnym nieskonczonosci,

Vv

®)
I"RANK

V - objetos¢ cieczy, R - promienn badanych granulek, n - liczba granulek, K - wspdtczynnik
podziatu, g™- dodatnie pierwiastki réwnania

llo$¢ dyfundujacej substancji mozna powigza¢ bezposrednio ze stezeniem w roztworze. Dla
dyfuzji z roztworu do granulek otrzymuje sie:
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a Co + ¢
cm 6(1+a) De gn @
l +a ", 9+ 9a+gna
gdzie: - stezenie poczatKowe w roztworze.

Jezeli granulki nasyci sie badana substancja, a nastepnie umiesci sie w czystym rozpusz-
czalniku, wéwczas stezenie dyfundujacej substancji w roztworze opisuje zaleznos¢:

cy © -E 82lidgyp Deant o

l+a ",9+9a+gna

gdzie: Cq - stezenie poczatkowe dyfundujacej substancji w granulkach.

Dysponujac zmierzonymi stezeniami C(t) wyznacza sie D" przez poszukiwanie rozwigzania
réwnania (8), ktére spetnia warunek:

F“ ™ [C (ty/dosw ~ C (t)obi  ““ min )

Tego typu obliczenia daje sie tatwo zaprogramowac na minikomputerze.

W przedstawionej metodzie zaklada sie, ze opory dyfuzji zewnetrznej sa nieznaczne i mozna
je poming¢. Oszacowanie wptywu oporéw dyfuzji zewnetrznej na mierzong szybkos¢ dyfuzji wy-
konuje sie, korzystajac z teorii warstewki granicznej, ktéra okresla jej grubosé:

D
6= (10

gdzie: D - dyfuzyjnos¢ w roztworze, k - wspotczynnik wnikania masy.
Wspotczynnik wnikania masy oblicza sie z korelacji doswiadczalnych:
sh = f (Re, Sc) 1y

gdzie: Sh - liczba Sherwooda, Re - liczba Reynoldsa, Sc - liczba Schmidta.
Doktadna procedura obliczen podana jest w pracach (4,9,12).

Mozna zastosowac¢ réwniez weryfikacje doswiadczalna, ktéra polega na wyznaczeniu efek-
tywnego wspotczynnika dyfuzji przy réznej intensywnosci mieszania. Ze wzrostem szybkosci
obrotowe] mieszadta maleje, aby nastepnie osiggnac statg wartos€. Z badan Scotta i wsp. (8)
wynika, ze powinno sie stosowa¢ minimum 400 obr/min przy mieszaniu mieszadlem magne-
tycznym.

Warto réwniez zwréci¢ uwage na to, ze stosowany tutaj opis matematyczny (réwnania (7)
i (8)) jest poprawny, gdy badany nosnik nie ma wiasciwosci sorpcyjnych wzgledem dyfunduja-
cej substancji. Zalozenie powyzsze jest spetnione, gdy wyznaczone doswiadczalnie wartosci De
dla dyfuzji z granulek do roztworu i odwrotnie sg identyczne. Takie sprawdzenie mozna wykonac
réowniez dysponujac pomiarami efektywnego wspoétczynnika dyfuzji w dwoéch temperaturach.
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Energia aktywacji obliczona ze wzoru:

R TI T2 Dez

Ed T2-T1 Del a2

gdzie: R - stata gazowa, T, i Tj - temperatury w stopniach Kelvina,
powinna sie miesci¢ w zakresie od 16 do 20 kJ/mol w temperaturze okoto 298°K.

Efektywny wspotczynnik dyfuzji w nosnikach biokatalizatoréw wyznaczano takze przy zasto-
sowaniu uktadu otwartego. W tym przypadku najczesciej nasyca sie granulki nosnika badang
substancja, a nastepnie przez ztoze granulek przepuszcza sie w sposob ciaglty rozpuszczalnik
i pobiera prébki na wylocie ze ztoza. W obliczeniach wykorzystywana jest zalezno$¢ miedzy
Srednim stezeniem dyfundujgcej substancji w granulkach a stezeniem poczatkowym (11):

Agny) / De nNT™) 13)
Cg(t=0) n RA

Jezeli stezenie Cg(t) jest mniejsze od potowy stezenia poczatkowego, wtedy do opisu proce-
su wystarczy uzycie tylko pierwszego wyrazu szeregu. Po zlogarytmowaniu otrzymuje sie row-
nanie linii prostej:

NG~ 8 _De
In'Cé(t:tz)) In 02 t (14)

Z nachylenia linii prostej wyznacza sie D™ znajac R.

Opisana metoda byla stosowana do wyznaczania efektywnego wspoétczynnika dyfuzji
w dekstranie (13), poliakryloamidzie (14) i alginianie (15,16).

Inny spos6b wyznaczania D w ukladzie otwartym (17,18,19,20) polega na tym, ze do stru-
mienia pltynu przeptywajacego przez ztoze nosnika wprowadza sie na wlocie zakldcenie, pole-
gajace na wstrzyknieciu znacznika (trasera). Na wylocie ze zloza mierzy sie zmiany stezenia
znacznika. Przy analizie wynikow stosuje sie¢ metode momentéw. Wykorzystywany jest pierwszy
moment absolutny:

718 c(t)tdt

m = (15)
T c@) dt
n
gdzie: c(t) - stezenie znacznika w czasie t, oraz drugi moment centralny:
f c(t)(t-fii)dt
10 (O (t-fii)
- — (16)

7 c(bdt

Pierwszy moment absolutny daje potozenie wartosci Sredniej, a drugi - centralny rozrzut
wokot wartosci Sredniej. W przypadku, gdy nie wystepuje adsorpcja na nosniku, otrzymuje sie
nastepujace zaleznosci:

BIOTECHNOLOGIA 2 (12) 91



24 M. WOJCIK

M=Tp[e+ (1 -e)p] (17

PARML -1 5  p"R(1-€) , DzA%

H2 - 2T + (i-e 18
P epe 3k w1+ *(i-e)pl 1)

gdzie: Tp - Sredni czas przebywania, g - porowatos¢ ztoza, - porowatos¢ granulek nosnika,

- wspotczynnik dyspersji osiowej, A - powierzchnia przekroju ztoza, g - strumien objetosci
przeptywajacego ptynu.

Na podstawie pomiaréw doswiadczalnych wyznacza sie z réwnania (17) zaleznos¢

1 (7p)' Zmierzona niezaleznie porowatos¢ ztoza g pozwala na okreslenie porowatosci gra-
nulek Nastepnie po wyznaczeniu drugich momentéw centralnych oblicza sie efektywny
wspotczynnik dyfuzji z réwnania (18). Potrzebne w obliczeniach wartosci i k okresla sie na
podstawie korelacji doswiadczalnych (21,22,23).

Metoda momentéw byla stosowana do wyznaczania dla granulek poliakryloamidowych
(18,24) i porowatych kulek szklanych (25)

3. Pomiary De w elementach wykonanych z materiatu nosnika

Pomiary efektywnego wspoétczynnika dyfuzji wykonywano najczesciej dla membran (26,
27,28,29). Stosowano rowniez elementy, zbudowane z materialu nosnika, o ksztatcie kuli (30)
i walca (31).

Uktad badawczy w postaci komorki dyfuzyjnej przedstawiono na rys. 2, ktéra sklada sie
z dwoéch zbiornikébw rozdzielonych membrang. Zazwyczaj zbiorniki znajduja sie obok siebie,
chociaz stosowano réwniez rozwigzanie konstrukcyjne polegajace na umieszczeniu zbiornikéw
jeden na drugim (28). Ciecz w obydwu zbiornikach powinna by¢ intensywnie mieszana, aby
wyeliminowa¢ opory dyfuzji zewnetrznej. W przypadku nosnikéw stosowanych w biotechnologii
(np. alginiany i karagenina) wystepujg trudnosci z otrzymaniem membran o odpowiedniegj
wytrzymatosci mechanicznej. W takich przypadkach stosuje sie dodatkowo siatke (28,32), aby
wzmocni¢ strukture membrany. Badania Hannouna i Stephanopoulosa (28) wykazaty jednak, ze
dla nizszych stezen alginianu wystepowaly zjawiska konwekcyjne, mimo wzmocnienia membrany.

Rys. 2. Komodrka dyfuzyjna: 1 - membrana, 2- mieszadia.
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Wyniki badan dyfuzji w membranach analizuje sie, przyjmujac stan ustalony lub nieustalony.
Analiza dla stanu nieustalonego jest bardzo prosta, gdy stezenie w zbiorniku do ktérego dyfun-
duje substancja jest natyle mate, ze mozna je przyja¢ za rowne zeru. W takim przypadku mozna
obliczy¢ ilos¢ substancji dyfundujacej przez membrane o powierzchni A i grubosci | z na-
stepujacej zaleznosci;

A ¢CA Aca 2Alcav>H)" I n~"Det\ (19)

gdzie: c” - stezenie w zbiorniku, z ktérego dyfunduje substancja.

Dla odpowiednio dtugiego czasu otrzymuje sie liniowag zaleznos¢ miedzy iloscig dyfunduja-
cej substancji a czasem:

QO .ADeCA. . 20

Wykres Q od t przechodzi w linie prostg, ktéra przecina o$ czasu w punkcie:

6 De

Mozna wykorzysta¢ réwniez analize dla stanu ustalonego. Po poczatkowym okresie t* osig-
ga sie w membranie liniowy gradient stezenia i stuszna jest nastepujaca zaleznos¢ (32):

CA—cb De 1
" caoceo 1 A {Ua ¥ \7b;l (t-10) (21)

gdzie; cM, Cg - stezenia w zbiornikach A i B, ¢™\ Cgo- stezenia w czasie t", VA, Vg - objetosci
zbiornikéw A i B.

Dysponujac wyznaczonymi doswiadczalnie stezeniami w obydwu zbiornikach komérki dyfu-
zyjnej mozna wyznaczy¢ D

Furui i Yamashita (33) zaproponowali uproszczony sposob obliczen przyjmujac od chwili
t=0 liniowy gradient stezenia w membranie. Przy takim zatozeniu uzyskali wzor;

~CAp-CAK" | (va Vb 22)

gdzie: c”p- stezenie poczatkowe w zbiorniku A, c"k- stezenie koncowe w zbiorniku A.

Trudnosci techniczne z otrzymaniem membran o wystarczajacej wytrzymatosci mechanicz-
nej powoduja, ze badacze stosujg takze elementy o innych ksztattach.

Merchant i wsp. (30) wyznaczali efektywny wspotczynnik dyfuzji w pojedynczych kulach z al-
ginianu o $rednicy dochodzgcej do 20 mm. Uzyskanie tak duzych granulek kulistych stato sie
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mozliwe przez umieszczenie warstwy oleju z oliwek nad roztworem CacClj, ktéry byt stosowany
do zelowania alginianu. Pomiary dyfuzyjnosci prowadzili badacze (30) w specjalnie zbudowanej
aparaturze, pracujacej w ukfadzie zamknietym. Kula byla zamocowana w uchwycie z drutu
i obracata sie z szybkoscig od 117 do 542 obr/min. Pomiary wykonywano dla dyfuzji glukozy
z roztworu do kuli i odwrotnie, a przy analizie wykorzystywano réwnania (4), (5) i (6) podsta-
wiajac n=1

Chresand i in, (34) wyznaczali w walcu wykonanym z kolagenu. Objetos¢ walca wynosita
10 cm” przy stosunku wysokosci do srednicy 2:1. Element wykonany z kolagenu znajdowat sie
w rurze zaslepionej z jednego konca. Gérna powierzchnia walca stykata sie z roztworem, ktory
zawierat dyfundujaca substancje. Ze wzgledu na to, ze dyfuzja zachodzita tylko przez goérna
powierzchnie walca, stosowano opis matematyczny dla ptyty. Wykonujac badania w uktadzie
zamknietym otrzymuje sie nastepujaca zaleznosc¢:

w |+ Pntl 23)
Moc nil+«+« agn

gdzie: - dodatnie pierwiastki réwnania:
tg =-aq,, (24)

a - stosunek objetosci roztworu do objetosci walca, | - wysokosc¢ walca.

Zaletg tej metody jest mozliwos¢ zmierzenia z duza dokladnoscig wysokosci |, ktéra ma de-
cydujacy wplyw na doktadnos¢ oznaczenia D*. Pewne watpliwosci budzi jednak zatozenie
0 braku dyfuzji przez powierzchnie boczng walca i dlatego powinno stosowac sie w badaniach
materiaty, ktére zwiekszajg swojg objetos¢ w trakcie procesu zelowania i doktadnie przylegajg
do Scianek rury.

Toda i Shoda (31) wyznaczyli D, w walcu wykonanym z agaru, ale ich procedura byfa bar-
dziej pracochtonna. Zelowanie przeprowadzili w cylindrze szklanym o $rednicy 17 mm.
Wysokos¢ warstwy agaru wynosita 100 mm. Przez gérng powierzchnie walca zachodzita dyfuzja
sacharozy z roztworu o stezeniu 0,117 mol/dm”. Po 990 minutach doswiadczenia agar wyjeto
z rury i pocieto na 2 mm plastry, w ktérych wyznaczono stezenie sacharozy. Wyniki analizowano
wykorzystujgc rownanie dyfuzji w ciele pétnieskornczonym.

4. Podsumowanie

Przedstawiony przeglad nie wyczerpuje wszystkich metod stosowanych do wyznaczania
efektywnego wspotczynnika dyfuzji w nosnikach biokatalizatoréw. Badania dyfuzji tlenu prowa-
dzi sie czesto za pomoca specjalnych uktadéw z elektroda tlenowa (35).

W literaturze brak jest dotychczas jednoznacznej oceny, ktéra z metod wyznaczania efe-
ktywnego wspoétczynnika dyfuzji daje najbardziej wiarygodne wyniki. Kazda z nich ma okreslone
wady i zalet/. Najszerszy materiat pordwnawczy istnieje dla pomiaréw w ukfadzie zamknietym
| z tego wzgledu mozna te procedure zaleci¢ w badaniach nowych i modyfikowanych nosnikow.
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Summary

Biocatalysts can be produced by the entrapment of microorganisms or enzymes into various carriers.

In order to determine and predict the effectiveness of such biocatalysts, it is necessary to know the effec-
tive diffusivity of substrates and products within immobilization matrices. This paper reviews methods

used for determination of effective diffusivity. Special attention has been paid to mathematical analysis of
experimental data.
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