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1.Wstep

ermin membrany enz3nnatyczne jest stosowany dia okrestania membran

o selektywnych wilasciwosciach transportowych, zawierajagcych w swojej

strukturze immobilizowane biokatalizatory. Membrany takie przejawiajg
tem zaréwno wilasciwosci separacyjne, jak i aktywnosc¢ katalityczng, uwarun-
kowang przede wszystkim rodzajem, iloscig i sposobem immobilizacji obecne-
go w nich Kkatalizatora. Biokatalizatorem sg najczesciej wyizolowane
makroczgsteczki enzymoéw, wzglednie martwe pozostatosci komoérek mikro-
organizmoéw, wykazujgce aktywnos¢ katalityczng pozostajgcego w nich enzy-
mu. Takie membrany stanowia najbardziej istotna czes¢ tzw. bioreaktora
membranowego.

Pojecie bioreaktora membranowego jest jednak szersze i obejmuje réwniez
reaktory pracujace w sposob ciagly, w ktérych biokatalizator (moga nim by¢
rowniez zywe komorki mikroorganizmow), jest zamkniety w przestrzeni re-
akcyjnej przez nieprzenikliwg dla niego membrane (1,2). Role taka, zaréwno
wobec enzymu, jak i koen??ymu jesli jest on /Mwigzany np. z czasteczkag poli-
meru, spetlniajg asymetryczne membrany ultrafiltracyjne, albo np. membrany
z grupami jonowymi. W tym ostatnim pr/Aypadku ujemnie naladowane grupy
polimerowej matrycy membrany, odpychaja ujemnie, w danym pH, zjonizo-
wane enliymy oraz koenzymy (3).

R6zne typy bioreaktoréw, w tym bioreaktorow membranowych zostaly wy-
czerpujaco scharakteryzowane w publikacjach przegladowych (4-7), réwniez
w literaturze polskiej (8- 10). Wykazano tam zalety i wady poszczegodlnych
rozwigzan oraz kryteria wyboru. Nalezy jedynie podkresli¢, ze te prace prze-
gladowe dotyczag stanu wiedzy z lat siedemdziesigtych i osiemdziesigtych.

Reaktory z membrang enzymatyczng réznig sie w istotny sposéb od zwy-
ktych reaktorow membranowych. Proces katalityczny przebiega w nich w fazie
membrany, stanowiacej granice nieciagtosci pomiedzy fazg zawierajaca przede
wszystkim substraty i fazg zawierajacg gtdéwnie produkty. Proces zwykle nie
przebiega ze stuprocentowa wydajnoscia.

zZa-
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Najprostszg budowe moze miec reaktor przeznaczony do procesu, w ktérym
ciagta reakcje enzymatyczng wymusza sie przez cisnieniowy przeptyw
substratow przez membrane i odbior produktdw po przeciwnej stronie mem-
brany.

Daleko bardziej ztozone sg uklady, w ktoérych substrat, wzglednie substraty
albo produkty nie tworzg jednorodnego roztworu z powodu ograniczonej
rozpuszczalnosci. W takiej sytuacji mozliwe jest zastosowanie odpowiedniego
rozpuszczalnika, wzglednie prowadzenie procesu w typowym uktadzie dwufa-
zowym, z dwiema fazami cieklymi, rozdzielonymi membrang (6,11). Dobrym
przyktadem sg najnowsze sposoby prowadzenia hydroli?ty ttuszczéw. Po pier-
wszych prébach opracowania wydajnych proceséw, w ktdrych stosowano
emulsje oleju w wodzie, wzglednie dobierano rozpuszczalniki oleju i kwaséw
tluszczowych, najnowsze opracowania przedstawiajg uktady, w ktérych oby-
dwa substraty, tzn. olej i zbuforowana woda stanowig oddzielne fazy konta-
ktujace sie ze soba w membranie enzymatycznej (12- 14).

Dwufazowa wersja realizacji procesu enzymatycznego wykazuje pewng
analogie do dobrze juz poznanych proceséw katalizy z przejsciem fazowym
(15), szczegodlnie jednak — do tzw. katalizy tréjfazowej (16,17); katalizator
enzymatyczny jest bowiem umiejscowiony w membranie na granicy fazy wod-
nej zawierajacej jeden z substratow i kontaktuje sie jednoczesnie z fazg or-
ganiczng stanowigca lub zawierajgca drugi substrat.

Celem obecnej pracy jest przedstawienie przynajmniej czesci najnowszych
rozwigzan dotyczacych proceséw przeprowadzanych w reaktorach z membra-
nami enlymatycznymi. Przedstawione zatem zostang nowe sposoby preparo-
wahnia membran enzymatycznych i ich zastosowania.

2. Membrany polimerowe stosowane
do immobilizowania enzymow

Praktyczne zastosowania w procesach biokatalitycznych znalazty dotad je-
dynie membrany otrzymane na bazie polimeréw. Nalezy jednak wspomnie¢
rowniez o pracach nad wykorz*ystaniem membran nieorganicznych, np. (18-
21), jako szczegodlnie trwaltych i aktywnych nosnikéw do immobilizacji enzy-
mow, gtéwnie za pomocag wigzan kowalencyjnych. Mozna jednak stwierdzic,
ze stosowanie kosztownego sposobu immobilizacji nietrwalego przeciez enzy-
mu na wyjatkowo trwatej membranie jest raczej malo ekonomiczne.

Zastosowanie membran polimerowych roXwinelo sie po opanowaniu spo-
sobow formowania membran w oparciu o metode tzw. inwersji faz w pier-
wotnym roztworze polimeru (22). UmozliMda on otrzymywanie asymetrycznych
membran mikro- i ultrafiltracyjnych, przydatnych do proceséw separacji.
W zaleznosci od parametréw procesu inwersji, z tego samego polimeru mozna
otrzymywac¢ membrany o wymaganej strukturze, o bardziej lub mniej zwartej
warstwie mikroporowatego naskérka i makroporowatej warstwie nosnej, od
typowo gagbczastej do palczastej [sponge oraz finger like structure].
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Typowa struktura asymetrycznych membran polimerowych zostata przed-
stawiona na lys. 1.

Rys. 1. Struktura ptaskiej i kapilarnej polimerowej membrany asymetrycznej.

Tak jak wida¢ w obydwu membranach wystepuje warstewka mikroporo-
watego naskodrka oraz znacznie wieksza objetosciowo makroporowata warstwa
nosna. Warstwa naskoérka decyduje o odpowiednich wtasciwosciach transpor-
towych i separacyjnych (zaleznych od sSrednicy poréw i od chemicznego cha-
rakteru polimeru membranowego). Natomiast warstwa nosna stanowi wprost
idealng przestrzen dla umieszczenia w niej makroczgasteczek enzymu.

Membrany polimerowe stosowane do immobilizacji enzymoéw sa wytwarza-
ne w kilku zasadniczych postaciach jako:

— plaskie folie stosowane w reaktorach ptaskich, wzglednie w postaci mo-
dutéw zwijanych;

— membrany rurowe formowane na perforowanych rurach, o znacznych,
nieraz kilkumetrowych dlugosciach:

— membrany kapilarne stosowane w ,wigzkach” tworzgcych tzw. moduty
kapilarne.

Kazda z wymienionych postaci wykazuje zalety i wady, wiec wybor jednej
z nich winien by¢ oparty na dokladnej analizie przydatnosci i kosztow otrzy-
mywania. Warto liwroci¢ uwage na stosunek powierzchni, a zatem réwniez
miejsca reakcji, do objetosci roztworéw wypetniajagcych objetos¢ reaktora, jaki
udaje sie uzyskac¢ w réznych typach reaktoréw. W reaktorach rurowych osiaga
on wartos¢ 150, w ptaskich 500-800, natomiast w reaktorach z membra-
nami kapilarnymi do kilku tysiecy m h Stad, w wiekszosci proceséw bioka-
talitycznych, ktére opracowano juz w liczacej sie skali technicznej stosowane
sg najczesciej membrany kapilarne (23), chociaz reaktory z membranami pta-
skimi sga réwniez stosowane, gidwnie z uwagi na prostg budowe i tatwosc¢
wymiany membran (14,24).

Schemat typowego reaktora z modutem ,kapitamym” przedstawiono na
rys. 2.

Rodzaj membrany winien by¢ dostosowany do wybranego procesu kata-
litycznego. Mozna jedynie wskazacé, ze o przydatnosci membrany do immobi-
lizacji enzymu decyduje: sposéb immobilizacji, fizyczna struktura membrany,
oraz charakter oddzialywann pomiedzy potimerem membrany a sktadnikami
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reagujacego ukitadu, przejawiajacy sie
w liofobowych albo liofilowych wiasci-
wosciach membrany w danym s$rodo-
wisku. To zas$, w przypadku reakcji
w ukiadzie dwufazowym, decyduje
0 grubosci strelty reakcyjnej w mem-
branie oraz o szybkosci procesu (wy-
stgpia bowiem jedynie ograniczenia
konwekcyjne, albo znacznie silniejsze
— dyfuzyjne).
Polimery stosowane najczesciej do
formowania membran zostaly przed- Rys. 2. Schemat prostego reaktora z mo-
dutem kapilarnych membran enzymatycz-
stawione w szeregu wskazujacym jed-  pych: S — substrat; P — produkt: 1 —
noczesnie na malejacy charakter hy- pompa; 2 — modut kapilarny.
drofobowy:

poliolefiny > aromatyczne poliamidy > polisulfony > octan celulozy >
> poliakrylonitryl > alifatyczny poliamid-6.

Ostatnie trzy sa juz zaliczane do polimeréw hydrofilowych.

Warto w tym miejscu zwréci¢ uwage na silnie hydrofobowy charakter mem-
bran wykonanych z poliamidéw organicznych, w przeciwienstwie do zdecy-
dowanie hydrofilowego charakteru membran z alifatycznych poliamidéw 6
oraz 6,6 (25).

3.Membrany enzymatyczne

Sposoby immobilizacji enzymu w membranach (1,4,5,26-28) polegaja
zwykle na:

1) ,uwiezieniu” enzymu w strukturze membrany,

2) adsorpcji, oraz

3) immobilizacji przez wigzania kowalencyjne.

W celu zapobiezenia porywania czgsteczek enzymu immobilizowanych wg
pierwszego i drugiego sposobu nalezy doprowadzi¢ stezenie enzymu do tak
wysokiego poziomu by nastgpit samorzutny proces zelowania enzymu w roz-
budowanej przestrzennie strukturze warstwy nosnej membrany.

Szczegolowe informacje na temat podstawowych sposobéw immobilizacji
mozna znalezé¢ w cytowanych juz pracach. Obecnie zostang przedstawione
jedynie niektére utrwalone juz oceny sposobéw immobilizacji oraz najwaz-
niejsze doniesienia z najnowszej literatury.

3.1. Metoda ,,uwiezienia” w strukturze membrany

Poczatkowo immobilizacje taka przeprowadzano przez formowanie mem-
brany z roztworu polimeru zawierajagcego réwniez wybrany enzym. Nie zna-
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Rys. 3. Immobilizacja enzymu
w membranie kapilarnej wg Lopeza
i wsp. (33).

lazto to jednak szerszego za-
stosowania, gtéwnie z uwagi
na ograniczong odpornosé
enzyméw na warunki for-
mowania membran. Zasad-
nicze znaczenie ma tutaj,
charakter zwykle niewodne-
go rozpuszczalnika polime-
ru, stezenie enzymu oraz
temperatura prowadzenia
procesu formowania mem-
brany metodg inwersji faz.
Znane sg jednak przykiady
otrzymania trwatych mem-
bran, wykazujacych wysokie aktywnosci katatityczne w przypadku enzymow
pochodzacych ze szczegdlnie odpornych mikroorganizmow jak Caldariella aci-
dojila (29,30) oraz Sulfolobus solfatanncus (31).

Znacznie szersze zastosowanie i wyzsze oceny uzyskata immobitizacja do-
kon3Twana w gotowej membranie asymetrycznej przez wypetnienie jej makro-
skopowej struktury czgsteczkami enzymu i utrwalenie ich potozenia przez
usieciowanie, np. za pomocag atdehydu glutarowego (32).

Godny uwagi jest sposéb ,uwiezienia” enzymu bez wymuszania jakichkot-
wiek wigzan, przedstawiony w patencie J. L. Lx)peza z 1989 r. (33). Dotyczy
on otrzymywania kapitamych membran enzymatycznych przeznaczonych do
procesow przeprowadzanych w ukiadach wietofazowych.

Istote sposobu przedstawiono na rys. 3. Tak jak wida¢, enzym nie moze
opusci¢ membrany, gdyz z jednej strony jest wstrzymywany przez gestg war-
stwe naskoérka, a przy drugiej powierzchni kapitary rote zapory speinia nie-
rozpuszczatlna dta enzymu, organiczna faiza ciekla. Na podkrestenie zastuguje
moztiwos¢ bardzo tatwej wymiany zdezaktywowanego enzymu, wzgtednie wy-
miana na inny enzym, potrzebny jako katalizator innego procesu. Obniza to
znacznie koszty otrzymywania membrany.

Zastosowanie podobnej membrany do reakcji interestryfikacji z oddziele-
niem produktu od nieprzereagowanych substratéw zostalo przedstawione
przez Ricksa i wsp. (34).

3.2. Membrany enzymatyczne otrzymywane w wyniku adsorpcji enzymu

Adsorpcja enzymu na rozwinietej powierzchni wewnetrznej membrany jest
metodag bardzo prostg i mato kosztowng. Jednakze, czesto obserwuje sie row-
niez, szybszy tub wotniejszy, proces desorpcji prowadzacy do obnizenia aktyw-
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nosci membrany i zanieczyszczania produktéw przez zdesorbowane czasteczki
enzymu. Z tego wzgledu korzystna jest adsorpcja wielomolekulama, konczgca
sie procesem zelowania (35,36). Warto zwréci¢ uwage na membrane otrzy-
mana przez adsorpcje aminoacylazy na membranie z poliamidu alifatycznego,
do ktérego wprowadzono stabo zasadowe grupy jonowe (35). Byta ona zasto-
sowana do procesu otrzymywania L - aminokwasow.

3.3. Membrany enzymatyczne otrzymywane metodq immobilizacji
przez wigzania kowalencyjne

Metody chemicznego wigzania enzymu sa zwykle bardziej kosztowne od in-
nych. Prowadza jednak do otrzymania membran o trwatej gestosci zaszczepienia
enzymu, czesto odporniejszego na pH srodowiska oraz temperature (39-41).

Wigzanie chemiczne mozna przeprowadzi¢ jedynie, wtedy gdy polimer
membrany zawiera grupy aktywne w procesie szczepienia (42 -44). W prze-
ciwnym razie, nalezy wprowadzi¢ takie grupy przez chemiczna modyfikacje
membrany (45 - 48), wzglednie uformowa¢ membrajie dwufazowg, z czastka-
mi innego materiatu (np. krzemionki, poliakryloamidu), ktéory bedzie spetniat
role nosnika enzymu w membranie (48 - 52). Inne rozwigzanie przedstawiono
w patencie japonskiej firmy Nitto-Electric (52). Polega ono na otrzym3rwaniu
membrany dwuskladnikowej, zlozonej z polimeru membranowego oraz row-
nomiernie roztozonego innego polimeru zdolnego do zwigzania enzymu. Poli-
mer ten uzyskuje sie po nasaczeniu gotowej membrany polimerowej (np. z po-
lisulfonu) odpowiednim monomerem i jego polimeryzaciji.

Interesujacy sposob immobilizowania enzymdéw w membranach, oparty na
przeprowadzaniu szczepienia enzymu w procesie fotochemicznym, zostat
przedstawiony przez Bellobono i wsp. (54). Proponuja oni fotoszczepienie en-
zymu razem z monomerami, wzglednie prepolimerami akrylanowymi na mi-
kroporowatym podiozu membranowym. Czynnikiem immobilizujgcym enzym
(opisano przykiad z zastosowaniem katatazy) byt prepolimer epoksy-diakry-
lanowy. Proces byt wywolywany pod wpltywem naswietlania promieniowaniem
wysokocisnieniowej lampy rteciowej w obecnosci |,2-difenylo-2,2-dimetoksy-
metanonu jako inicjatora.

Proces przeprowadzano w trzech etapach; a) naniesienia roztworu enzymu
na ultrafiltracyjna membrane z polichlorku winylu i odparowania rozpusz-
czalnika, b) naniesienia warstwy toluenowego roztworu prepolimeru z foto-
inicjatorem i dodatkiem drobnoziarnistego zeolitu 3A i odparowania toluenu,
¢) naswietlenia lampa rteciowa (2 min). Warunki otrzymywania membrany sa
zatem bardzo lagodne, dzieki czemu aktywnos$¢ zwigzanego enzymu spadia
jedynie 0 5-6 %.

Warto réwniez zwréci¢é uwage na wczesniejszg prace Imai i wsp, (55,56)
nad immobitizacjg enzyméw w membranie z polialkoholu winylowego, chociaz
wystepuje tam raczej zelowanie i fotosieciowanie.

Interesujgcg metode immobilizacji opracowali réwniez badacze taiwanscy
(56). Polega ona na wigzaniu makroczgsteczek enzymu na polimerze w pro-
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cesie aktywacji plazmowej. Roztwdér enzymu (z czynnikiem sieciujac3nn lub
bez) nanosi sie np. na ultrafiltracyjnga membrane polimerowa (z polietylenu,
polipropylenu, octanu celulozy) i umieszcza w generatorze plazmowym. Sto-
sowano typowy generator czestosci radiowych 13,56 MHz, w atmosferze azotu,
tlenu, wzglednie amoniaku. Nastepuje wtedy aktywacja grup funkcyjnych
biatka oraz polimeru prowadzaca do powstania wolnych rodnikéw, ktére
w czasie powrotu do stanu niskoenergetycznego tworzg wigzania kowalencyj-
ne. W wyniku tego powstaje membrana z czesciowo zaszczepionymi i czescio-
WO usieciowanymi czasteczkami enzymu na polimerze membranowym o0 wy-
sokiej aktywnosci katalitycznej i stabilnosci. Autorzy udokumentowali swojg
opinie badaniami szeregu proceséw, m.in. z immobilizewang oksydaza glu-
kozowa, dekarboksylazg lizynowa, inwertazga i mutarotaza.

llod¢ imobilizowanego w ten sposéb enzymu jest jednak niewielka i otrzy-
mywane membrany sg przeznaczane do budowy elektrod — biosensoréw.

Na zakonczenie warto jeszcze przedstawi¢ kolejny, nieco starszy patent,
z 1987 r. (58), wskazujgcy na tendencje do przygotowywania membran enzy-
matycznych w sposéb przypominajacy formowanie membran laminatowych.
Istote patentu stanowi sposéb budowy reaktora membranowego przeznaczo-
nego do rozdzielania racematéw estrow. Zgodnie z nim membrana enzyma-
tyczna jest otrzymywana w procesie sieciowania, przebiegajagcym w odpowied-
nio zbuforowanej mieszaninie makroczgsteczek polimeru i odpowiedniego en-
zymu pod wpfywem typowych srodkéw sieciujgcych (stosowano rézne poli-
mery akrylamidowe i metakrylamidowe, z wystarczajgca zawartoscig grup jo-
nowych zapewniajacych dobrg hydrofilowos¢). Proces przebiega w warstwie
roztworu naniesionej na podioze z typowej polimerowej membrany ultrafiltra-
cyjnej (stosowano membrany z polipropylenu, policzterofluoroetylenu, poli-
chlorku winylu i in. Cala membrana jest wiec ztozona z enzymatycznie aktyw-
nej warstewki polimeru osadzonej na porowatej membranie filtracyjnej.

Przedstawione sposoby immobilizacji enzyméw w membranie stawiaja
przed projektantem procesu znacznie szersze mozliwosci wyboru optymalnego
wariantu. Generalnie mozna stwierdzi¢, ze bardziej ztozone i kosztowne me-
tody immobilizacji, zwlaszcza te, oparte na wigzaniach chemicznych, warto
stosowac dla enzymdow trudno dostepnych i kosztownych, w celu zapewnienia
ich wysokiej i dlugotwalej aktywnosci (59).

4. Laminatowe membrany enzymatyczne

W prezentacji membran enzymatycznych osobne omoéwienie nalezy poswie-
ci¢ tzw. membranom laminatowym. (W przypadku zwyklych membran prze-
znaczonych do rutynowych zastosowarn, podobnie zbudowane, kilkuwarstwo-
we membrany sg niekiedy nazywane membranami kompozytowymi (60)).

Do membran laminatowych mozna réwniez zaliczy¢ tzw. membrany dyna-
miczne, w ktérych warstwa zelu enzymu jest osadzana na podiozu z mem-
brany ultrafiltracyjnej w czasie filtracji roztwom enzymu (61).



Kataliza w reaktorach z membranami enzymatycznymi 71

w artykule tym terminem ,enzymatyczna membrana laminatowa” jest na-
zywana membrana ziozona z warstwy typowej membrany enzymatycznej i na-
tozonej na nig innej warstwy, petnigcej funkcje dodatkowego, selektywnego
separatora. Obydwie warstwy speiniajg zatem aktywna role w catkowitym
procesie katalitycznym. Dodatkowa selektywng warstwg jest np. membrana
ciekla, najczesciej w formie tzw. unieruchomionej membrany cieklej. Utwo-
rzona jest ona z cieczy organicznej nasycajacej makroporowate podioze, na-
dajace jej ksztalt i trwalosc.

Zastosowanie enzymatycznej membrany laminatowej jest konieczne
w przypadku, gdy selekt}wne wilasciwosci membrany enzymatycznej sa
niewystarczajace.

Przyktad zastosowania takich membran dotyczy rozdzielania racematu
estru etylowego N-acetytotyrozyny (62). Membrana jest ziozona z warstwy
unieruchomionej membrany cieklej (ciecz organiczna wypeltniajgca poiy mem-
brany teflonowej), nalozonej na membrane enzymatyczng.

Schematyczny obraz membrany i calego procesu prowadzgacego do uzy-
skania stezonego roztworu enancjomeru L-kwasu ( 93% ) w strumieniu od-
bierajgcym reaktora i nieprzereagowanego estru pozostajgcego w roztworze
zasilajacym zostat przedstawiony na rys. 4.

Wysokie pH buforu powoduje catkowitg dysocjacje powstatego kwasu, co
uniemozliwia jego dyfuzje do roztworu zasilajgcego przez faze organiczng cie-
ktej membrany.

Podobng enzymatyczng membrane laminatowg zastosowat Lopez i wsp.
(63) do konwersji benzylopenicyliny w kwas 6-aminopenicytanowy. Kataliza-
torem byla acylaza penicytanowa. W tym przypadku zastosowanie warstwy
membrany ciektej bylo podyktowane checia skutecznego rozdzielenia produ-
ktu (kwasu) od substratu. W tym
celu w roztworze odbierajacym
ustalono wysokie pH dla zjonizo-
wania kwasu, gdyz w tej formie
nie mogt on dyfundowac¢ do roz-
tworu zasilajgcego i pozostawat Strumien
w fazie odbierajacej. buforu

Warto /Mwrdéci¢ uwage na roz-
wigzanie problemu przejscia sub-
stratu przez faze membrany cie-
kiej. Substrat, tzn. benzylope-
nicytina jest w pH bliskim 7 zjo-
nizowana i w tej postaci jej pe-
netracja do fazy organicznej jest
praktycznie niemozliwa. Z tego

wzgledu do roztworu substratu

dodawano sél czterobutytoamo- Rys. 4. Laminatowa membrana enzymatyczna
w procesie otrzymywania L-kwasu: 1 — wartwa

mow‘ffl’ ktérej _katlony tworzyly unieruchomionej membrany cieklej: 2 — warstwa
pary jonowe z ujemna benzytope- membrany enzymatycznej.
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nicyling, a te z tatwoscig d}*ndowalty przez ciecz organiczng, dostarczajgc sub-
strat do warstwy membrany, w ktorej jest obecny enzym. Jony czterobutylo-
amoniowe spetnialy zatem role typowego przenosnika w membranach ciekiych.

Podobng laminatowag membrane enzymatyczng zgastosowano do procesu
interestryfikacji (kwas N-formylo-((3-metylo)-L-asparaginowy z izopropylowym
estrem L-fenyloalaniny wobec termoliz}my), gdzie zadaniem warstwy unieru-
chomionej membrany ciektej byto selektywne przepuszczenie produktu do fazy
odbierajgcej (34).

Powaznym mankamentem procesdéw prowadzonych w opisanych membra-
nach jest ich mata szybkos¢. Sg one bowiem ograniczone procesami dyfuzji
reagentow, gtdwnie w warstwie membrany cieklej. Zaletg jest jednak bardzo
dobry rozdziat sktadnikdéw procesu i uzyskiwanie ich w stosunkowo wysokich
stezeniach.

W wielu przypadkach zamiast umieszczac ciecz organiczng w utrzymujacej
ja porowatej strukturze pierwszej warstwy membrany laminatowej mozna
przeprowadzi¢ proces enzymatyczny w ukladzie, gdzie zwykla membrana
enzymatyczna rozdziela produkty od substratéw rozpuszczonych odpowiednio
w rozpuszczalniku organicznym i roztworze wodn}rm. Schemat takiego ukiadu
zostal przedstawiony na lys. 5.

Uktad ten znalazt zastosowania, m.in. do hydrolizy estrow do alkoholu
i kwasu (64). Estiy sg bowiem czesto stabo rozpuszczalne w wodzie, w prze-
ciwienstwie do alkoholi i kwasow. Rozwigzanie takie jest bardzo bliskie do
wspomnianej juz propozycji stosowania membrany z enzymem zamknietym
w membranie, z jednej strony przez mikroporowaty naskdorek, a z drugiej
przez nieprzenikliwg dla niego faze organiczng (32).

Lx)pez i wsp. (63) opisuja zastosowanie omawianego rozwigzania do
rozdzielania estrow (D,L)-etylowych N-benzoilotyrozyny z zastosowaniem ehy-
motrypsyny jako katalizatora, 1-octanolu jako fazy organicznej oraz buforu
fosforanowego (pH 7,8) jako odbierajgcej fazy wodnej. W uktadzie takim uzy-

skiwali produkt o 98 % czy-
stosci enancjomerycznej.
Nieco odmienne, lecz réw-
niez laminatowe membrany
enzymatyczne zostaly przed-
stawione przez Hofmanna
i Wrasidlo w 1991 r. (65). Sa
to membrany przeznaczone do
procesow, w ktorych kataliza-
torem jest enzym wymagajacy
obecnosci koenzymu.
Koniecznos¢ utrzym3rwania
stalego stezenia koenzymu

Kys. 5. Proces blokalalityczny (.dyfuzja — reakcja") ““asie biegu procesu byita
Z substratem nierozpuszczalnym w fazie wodnej; S —  dotad rozwigzywana za pomo-
substrat; P — produkt. cg trzech metod:
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a. Koenzym (np. NAD+/NADH) jest wigzany chemieznie z rozpuszczalnym
w wodzie polimerem, co zwieksza rozmiary powstalego potgczenia tak, ze jest
ono zatrzymywane przez mikroporowatg warstwe naskérka membrany (podo-
bnie jak makroczagsteczki enzymu). Do ukiadu nalezy jednak dodac¢ drugi
substrat i odpowiedni enzym regenerujacy koenzym do poprzedniej postaci
(66-68). Sytuacje taka dla czesto stosowanych proceséw otrzymywania L-
aminokwasow z a-ketokwasoéw, (np. L-leucyny z a-ketoizo-kaproatu (69)) uwi-
dacznia schemat 1.

Schemat |
Enzymatyczne przeksztatcanie a-KETOKWASOW do I-aminokwaséw

HCCOH' L-AMINOKWAS
CO, a-KETOKWAS
NH/
NAD™* — dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma utleniona);
NADH — dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma zredukowana);
E(i) — enzym — katalizator procesu;
E(2) — enzym regenerujacy;

polimer — makroczasteczka polimeru; polilizyna (66); dekstran (67); glikol polietylenowy (68).

Podobne procesy zostaly doprowadzone do skali technologicznej (69,73,74)
i wiele enancjomeréw aminokwasow jest produkowanych przez firme Degussa
AG w RFN (75).

b. Enzym regenerujacy i koenzym sg ,uwiezione” w membranie o porach
mniejszych od ich wymiaréw (70).

c. W reaktorze immobilizuje sie jedynie enzym — katalizator procesu
(i ewentualnie enzym regenerujgcy), a koenzym jest dodawany razem ze stru-
mieniem substratow (71,72).

We wszystkich trzech wariantach en?’ymy znajdujg sie w roztworze (w mo-
dule kapilarnym), a membrany speiniajg role separatora utrzymujgcego oby-
dwa enzymy w przestrzeni reakcyjnej.

Wspomniane juz laminatowe membrany enzymatyczne (65) beda zatem
w przysziosci stanowity rozwigzanie attematywne. Ich budowe w dwdéch wer-
sjach i jednoczesnie dwa sposoby ich zastosowania w reaktorach przedsta-
wiono na rys. 6.

Zasada budowy przedstawionych membran potega na ,uwiezieniu” enzymu
— katalizatora procesu, enzymu regenerujgcego oraz koenzymu w warstwie
hydrozelu osadzonej na podiozu, przy czym zewnetrzna warstwa zelu (atbo
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SUBSTRATE PRODUCT
STREAM STREAM
PRODUCT
(a
Rys. 6. Membrany laminatowe zawierajgce: enzym — katalizator procesu, enzym regeneru-
jacy oraz koenzym w dwoéch wersjach reaktorow: a) | — ultraporowata warstwa polimerowa,
2 — warstwa hydrozelu: enzym - katalizator (enzym regenerujacy) koenzym, 3 — porowate pod-
toze; b) 1 i 5 — ultraporowate warstwy polimerowe, 2 — warstwa hydrozelu: enzym - kataliza-
tor (enzym regenerujacy) koenzym, 3 — powierzchnia graniczna selektywna wzgledem substratu,

4 — porowate podioze.

obie jego powierzchnie) jest chroniona przed wymywaniem przez ultraporo-
watg, bardzo cienka (do tysiecznych czesci pm) warstewke polimerowa.
W wersji przeznaczonej do transportu reagentdw przez membrane, podioze
warstwy zelu jest fazg mikroporowata nie przepuszczajgcag ani enzymow, ani
koenzymu i substratu, a jedynie produkty. Wersja ta jest szczegdlnie korzy-
stna, gdyz strumien odbierajacy zawiera tylko czysty produkt. Substrat wia-
Sciwej reakcji i regenerujacej koenzym jest dostarczany w cyrkulujacym roz-
tworze zasilajacym.

W przypadku, gdy rozmiary koenzymu sg mniejsze od rozmiarOdw substratu
albo produktu, Srednice poréw w zewnetrznej wartewce polimerowej nie moga
by¢ zbyt mate dla zachowania odpowiednio wysokich przeptywow i wtedy zaleca
sie dostarczanie substratéw w rozpuszczalniku organicznym, stanowigcym jed-
noczesnie nieprzenikliwg zapore dla dyfuzji koenzymu poza warstwe zelu.

Przydatnos¢ przedstawionych membran sprawdzono w reakcji konwersji
alkoholu butylowego do aldehydu.

Na zakornczenie wypada wspomnie¢ o ztozonych ukladach membranowych,
w ktorych przeprowadza sie dwa kolejne procesy, przy czym role selektywnego
przenosnika pozadanego produktu pierwszego procesu enzymatycznego do
miejsca, w ktoérym ,czeka” drugi enzym, spetnia warstwa unieruchomionej
membrany ciektej (76).

Uktad taki zostat zastosowany do oddzielania kwasow od innych skiladni-
kéw. Centralng czes¢ reaktora stanowi unieruchomiona membrana ciekta za-
wierajgca w sobie odpowiedni enzym (esteraze). W roztworze zasilajgcym znaj-
duje sie mieszanina (w rozpuszczalniku organicznym) zawierajgca m.in. po-
zgdany kwas (opisano proces z kwasem 2-fenoksypropionowym oraz 2-(4-
chlorofenoksy)propionowym), do ktérej dodano pierwszo- albo drugorzedowy
alkohol. Na granicy membrany zachodzi wiec proces estiyfikacji i powstaly
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ester dyfunduje do drugiej powierzchni membrany, tzn. do granicy fazy or-
ganicznej z zewnetrzng fazg wodna. W tym miejscu istnieja zatem warunki,
w ktérych ten sam enzym katalizuje reakcje odwrotng, tzn. hydrolize estru,
a jego produkty sa odprowadzane przez przeptywajaca faze odbierajaca.
W efekcie caly reaktor dziata jak selektywny filtr separujacy pozgadany kwas
od innych skladnikéw.

Analogiczny proces mozna przeprowadzac¢ w ukfadzie, w ktérym organiczna
faza membrany cieklej znajduje sie w postaci tzw. membrany emulsyjnej.

Problematyka enzymatycznych membran emulsyjnych jest zbyt obszerna
by mogta zosta¢ przedstawiona w tym opracowaniu. Mozna jedynie przytoczy¢
kilka prac opisujacych zasady formowania membran emulsyjnych oraz liczne
zastosowania w procesach biokatalitycznych (77-80). Szczegdlng uwage
zwraca praca przegladowa Heno z 1988 r. (81), w ktdérej poréwnano m.in.
proces oczyszczania aminokwasOw prowadzony z zastosowaniem tej samej
enzymatycznej membrany ciektej w postaci unieruchomionej oraz emulsyjne;.

5. Procesy biokatalityczne przeprowadzane w reaktorach
z nnembranami enzymatycznynni

Pierwsze publikacje prezentujace procesy Kkatalityczne w reaktorach
z membranami enzymatycznymi ukazaly sie na poczatku lat siedemdziesia-
tych (82 - 84). Dalszy szybki rozwdj tego typu prac z lat siedemdziesigtych
i osiemdziesigtych zostat podsumowany w Kkilku pracach przegladowych
(5,6,29 - 31). W tym miejscu wspomnimy jedynie, ze dotyczyt on gtéwnie pro-
cesow, w ktorych stosowano membrany z immobilizewana: oksydazg gluko-
zowa, (3-galaktozydaza, inwertazg, izomerazg glukozowa, laktazg, ureaza, chy-
motrypsyng i maltaza.

Przedstawimy jedynie najnowsze i moze liczniejsze prace w dziedzinie zasto-
sowan membran enzymatycznych. Nadal najliczniejsze sg prace nad procesa-
mi katalizowanymi przez enzymy nie wymagajace obecnosci koenzymu. Poja-
wiajg sie ciagle jeszcze prace nad doskonaleniem i peltnym opisem kinetycznym
procesoéw inwersji sacharozy (20,85,86), otrzymywania fruktozy (87), hydrolizy
kazeiny (32), laktozy (51), pektyn (88,89) i mocznika (90),

1. Szczegdlnie liczng grupe tworza prace nt. hydrolizy tluszczow
(11,38,47,48,64,65,91 -98). Mozna znalez¢ opinie wskazujace, ze hydroliza
tluszczu w reaktorze z membrang enzymatyczng nastawiona na otrzymywanie
kwasow tluszczowych, bedzie niedlugo procesem alternatywnym do obecnie
stosowanej przemystowe] metody Colgate — Emery’ego (99). Najnhowsze ba-
dania sa ukierunkowane na poszukiwanie nowych, tanszych zrédet lipaz,
zwilaszcza lipaz specyficznych, umozliwiajgcych otrzymywanie specjalnie cen-
nych kwaséw z wybranych gatunkéw tluszczy albo poprawienie jakosci thu-
szczu przez odszczepienie niepozadanych kwasow.

2. Kolejna grupa prac dotyczy procesow estiyfikacji, tzn. proceséw odwTot-
nych do hydrolizy, katalizowanych przez te same katalizatory z grupy lipaz
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albo esteraz. Rozwdj tyeh prac datuje sie od potowy lat osiemdziesiatych, gdy
stwierdzono, ze enzymy wykazujg rowniez istotng aktywnosc¢ katalityczng
w Srodowiskach niemal bezwodnych cieczy organicznych (100- 105). Lipazy
moga wiec katalizowac¢ roéwniez procesy estiyfikacji, jesli tylko przez obnizenie
stezenia wody uda sie przesunac¢ réwnowage procesu w strone estryfikacji.

Sa zatem stosowane zar6wno procesy proste — hydroli®, jak i odwrotne,
tzn. — estiyfikacji. Sytuacje te obrazuje schemat 2.
Schemat 2

Procesy estryfikacji i hydrolizy w uktadzie dwufazowym z membrang enzymatyczna

Xy YYYY Y  x
RIS & SPyd

Prace w dziedzinie hydrolizy, estryfikacji oraz interestryfikacji dotycza nie
tylko tréjglicerydéw i glicerolu, lecz réwniez innych alkoholi i estrow (106 - 108).

3. Poznanie struktury enzymoéw, zwilaszcza esteraz i lipaz (109,110) byto
podstawa do gwattownego rozwoju badan nad wykorzystaniem stereospecy-
ficznosci katalizatoréw enzymatycznych (34,111,112) do otrzymywania okres-
lonych enancjomeréw optycznych.

Praktyczne realizacje takich proceséw w reaktorach z membranami enzy-
matycznymi sg jednak jeszcze bardzo nieliczne (64). Mozna tu np. wspomniec¢
0 zastosowaniu *wykiej membrany poliamidowej z immobilizowana lipaza do
otrzymania enancjomeiycznych estrow drugorzedowego butanolu (113).

4. SzczegOblng uwage zwracajg procesy stereospecyficzne z wykorzystaniem
acylaz i aminoacylaz (35,36). Nalezy wymieni¢ przede wszystkim otrzymywanie
L-enancjomerow aminokwasow. Najczesciej jest przedstawiana synteza L-feny-
loalaniny oraz L-waliny (58,75,114) jako procesy typowe dla duzej rodziny
aminokwasow. Membrana zastosowana do procesu konwersji N-acetylo-DL-
waliny (36) byla otrzymana przez chemiczng modyfikacje ultrafittracyjnej
membrany nylonowej, w wyniku ktérej powstaly na niej grupy anionowymien-
ne immobitizujagce makroczgsteczki aminoacytazy. Charakteryzowala sie ona
wysokg aktywnoscia i stabilnoscig, a czas potreakcji wynosit 161 dni.

5. Godne uwagi sg udane proby zastosowania membran enzymatycznych
do syntezy kwasu 6-aminopenicylanowego (z amidazg penicytanowa) oraz catej
ktasy podobnych zwigzkéw (115). Zastosowano w nich enzymatyczne mem-
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brany laminatowe, ziozone z ultrafiltracyjnych membran polipropylenowych
i polisulfonowych immobilizujgcych odpowiednie enzymy, a takze z unieru-
chomionych membran cieklych z dobrymi przenosnikami produktéw procesu.

Znana jest réwniez synteza kwasu 6-aminopenicylanowego z amidazg peni-
cylanowag zaadsorbowang w membranach kapilarnych w typowym module
stosowanym do dializy krwi (116). Caly szereg r6znych membran polimero-
wych immobilizujgcych amidaze penicylanowg sitami adsorpcyjnymi, zostat
przetestowany w kolejnej pracy (117), prezentujgcej rowniez kinetyke calego
procesu w zastosowanym reaktorze.

6. Procesy prowadzone z zastosowaniem membran enzymatycznych, wy-
magaja obecnosci koenzymu; nie mozna jeszcze mowi¢ 0o wyraznym rozwoju
zastosowan membran enzymatycznych do tego rodzaju proceséw. Od 1984 r.
jest znany proces zastosowany do poprawienia wartosci smakowych wina
przez degradacje kwasu malonowego do pirogronowego. Niezbedny enzym byt
immobitizowany przez zelowanie dynamiczne w membranie kapilarnej, nato-
miast koenzym (NADP+) byt dodawany razem z pozostafymi substratami (30),

Uktady z regeneracjg koenzymu, wymagajace obecnosci drugiego ukiladu
Zz enzymem regenerujgcym, sg dotad opanowane i stosowane na skatle prze-
mystowa (75) jedynie w wersji, w ktorej koenzymy sg wigzame chemicznie
z makroczagsteczkami polimerowowymi i dzieki temu immobilizowane w prze-
strzeni reaktora przez nieprzepuszczalng dla nich membrane (podobnie jak
enzymy stosowane w tych procesach).

Warto jednak przypomniec¢ opisany juz patent Hofmanna i Wrasidlo (65)
opisujacy membrany, w ktdérych jest immobitizowany zaréwno enzym jak i je-
go koenzym oraz enzym regenerujacy. Mozna zatem sadzi¢, ze tego typu mem-
brany moga w przysztosci zastgpi¢ wspomniane juz rozwigzania ze zwyklymi
reaktorami membranow3mi.
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Catalysis in enzyme membrane reactors

Summary

The paper presents applications of the enzyme membranes in biocatalytic processes. Ultra-
filtration membranes and the most often used methods of the enzsrme immobilization are revie-
wed. Attention is paid to recent contributions to enzjmie membrane reactors and the new kind
of enzyme membrane systems.

The two-liquid phase membrane reactors with laminated enzyme membranes used for enan-
tioselective processes, and especially those with membranes immobilizing enzyme — coenzyme
systems are shown as the most interesting.
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