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1.Wstep

echniki membranowe znajdujg coraz szersze zastosowanie w biotechnolo-

gii [1-3]. Obok gtéwnego przeznaczenia do celow filtracyjnych proponowa-

ne sg réwniez membrany enzymatyczne zawierajgce w swojej strukturze unie-
ruchomione biokatalizatory. Membrany takie majg zaréwno aktywno$¢
katalityczng jak i wiasciwosci separacyjne. Biokatalizatorami sa najczesciej
wyizolowane enzymy, ale od szeregu lat obserwuje sie wzrost zainteresowania
immobilizacjg komorek do wykorzystania aktywnosci zawartych w nich en-
zymow.

Unieruchomienie biokatalizatoréw w ukladach membranowych mozliwe
jest na drodze wigzania chemicznego badz fizycznego z membrang, wzglednie
przez zamkniecie ich w przestrzeni ograniczonej membranami [4-6], Zwigza-
nie biokatalizatora z membrang mozna uzyska¢ na drodze:

— adsorpcji na powierzchni membrany,

— kowalencyjnego wigzania z nosnikiem polimerowym,

— zamkniecia wewngtrz porowatej struktury membrany.

Adsorpcja enzymu na powierzchni membrany jest metoda prostg i tania,
jednak czesto nastepuje proces desorpcji, ktdiy prowadzi do obnizenia aktyw-
nosci kataditycznej membrany. W przypadku unieruchomienia biokatalizato-
ra przez jego wigzania kowalencyjne z membrang w trakcie procesu immo-
bilizacji obserwuje sie znaczny spadek aktywnosci enzymu podczas tego pro-
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cesu. Unieruchamianie biokatalizatora w strukturze membrany mozna pro-
wadzi¢ przez wypetnienie nim makroporowatej struktury gotowej membrany
lub przez formowanie membrany z wyjsciowego roztworu lub zawiesiny za-
wierajacego enzym lub komorki. W tym przypadku wystepujg czesto istotne
ograniczenia wynikajace z drastycznych warunkéw formowania membran,
np, niekorzystnego pH, stosowania toksycznych rozpuszczalnikéw lub wyso-
kiej temperatury. Dobo6r odpowiednich surowcéw i warunkéw moze jednak
daé¢ pozytywne rezultaty [7,8]; zagadnienie to jest réwniez przedmiotem tej
pracy.

Membrany zawierajace komdrki, wzglednie ich cze$ci (membrany enzy-
matyczne) mozna formowac z: a) polimeréw syntetycznych, np. z polietylenu,
polipropylenu, poliamidu, polisulfonu, poliakrylonitrylu, polichlorku winylu,
polialkoholu winylowego oraz b) polimeréw pochodzenia naturalnego, np.
octanu celulozy i ¢) chemicznie modyfikownych, np. poliamidu alifatycznego,
(po wprowadzeniu stabo zasadowych grup jonowych w celu nadania wasci-
wosci hydrofilowych), a takze z d) polimeréw aktywowanych plazmowo [9j.
Roéwniez membrany ciekle moga by¢ dobrymi nosnikami biokatalizatoréw [4].

Wsrdd przykladdéw zastosowania enzymatycznej techniki membranowej
mozna wymieni¢ m.in. uzycie membrany poliamidowej z immobilizowang li-
pazg do otrzymania enancjomerycznych estrow drugorzedowego butanolu [4].
Przez chemiczng modyfikacje membrany nylonowej, w wyniku ktérej powsta-
ly na niej grupy anionowymienne wytworzono membrany enzymatyczne z im-
mobilizowana aminoacylazg i zastosowano do selektywnej konwersji N-ace-
tylo-L-waliny z jej mieszaniny racemicznej do L-waliny [IOj. Kompozytowe
membrany polisulfonowe i polipropylenowe z amidazg penicylanowg zasto-
sowano do wytwarzania kwasu 6-aminopenicylanowego z penicyliny [llj.
Znane jest rowniez uzycie do tego procesu dializacyjnych membran kapilar-
nych z amidazg penicylanowg [12].

Praktyczne realizacje procesow biochemicznych w reaktorach z membra-
nami enzymatycznymi sg jednak nieliczne. NajczeSciej za pomocg membran
enzymatycznych prowadzono procesy inwersji sacharozy [13], otrzymywania
fruktozy [14] oraz hydrolizy kazeiny [15], laktozy [16], pektyn [17] i mocznika
[18].

Interesujgcym polimerem do wytwarzania membran enzymatycznych jest
pochodna chityny — chitozan [19-20]. Chityna (wzér 1) jest naturalnym
polimerem zbudowanym z reszt N-acetylo-D-glukozoaminy potaczonych wia-
zaniami glikozydowymi (3-1,4, otrzymywanym ze skorupiakéw. W wyniku de-
acetylacji chityny przez hydrolize wigzania amidowego powstaje chitozan
(wzér 2) — produkt majacy reaktywng grupe aminowg i lepsza rozpuszczal-
nos$¢. Chitozan wykazuje zdolno$¢ do zatrzymywania w swojej masie znacz-
nych ilosci substancji obcych. Wprowadzone zwigzki tgczg sie z poliamino-
cukrem poprzez tworzenie z nim wigzan wodorowych, jonowych lub koordy-
nacyjnych, zlokalizowanych na grupach wodorotlenowych i aminowych i w ten
sposob powstaja uktady wielosktadnikowe, w ktérych chitozan peini role nos-
nika. Fakt ten wykorzystano do sporzadzenia chitozanowych membran enzy-
matycznych.
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CH20H CH20H CH20H CH20H
0/\
I
CH3-CO-NH CH3-CO-NH 0 NH2 NH2
(1) chityna _ (2) chitozan
polimer (1,4-P) 2-N-acetyloglukozaminy polimer (1,4-P) glukozaminy

W przedstawionych badaniach poszukiwano takiego sposobu wytwarzania
chitozanowych membran enzymatycznych, ktéry nie powodowatby inaktywa-
cji enzymu w czasie formowania membrany. Gtownym problemem byt dobor
$rodka zelujacego. Zbadano mozliwos$é zelowania roztworu chitozanowego przez
zastosowanie dwoch $Srodkéw, tj. wodorotlenku sodu i orto-fosforauu sodo-
wego. Modelowym enzymem, ktdrego aktywnos¢ badano byta amoniako-liaza
asparaginianowa (EC 4,3.1.1.) tzw. aspartaza, ktora prowadzi przeksztatcenie
kwasu fumarowego i amoniaku do kwasu asparaginowego zgodnie z reakcja:

COOH COOH

CH CH---- NH2
£ NH3 |

CH CH?

COOH COOH

2. Materiaty i metody

2.1, Drobnoustroj

Zrodtem enzymu byly ,,pemieabilizowane” zywe lub martwe komorki mu-
tanta E. coli B-715 wytworzonego w Samodzielnej Pracowni Biosyntezy
Srodkéw Leczniczych AM w todzi. Szczep przechowywano w postaci zamro-
zonej i uaktywniano w hodowli na podtozu o sktadzie (g/): ekstrakt drozdzowy
20,0; fumaran amonu 5,0; kwas fumarowy 11,4; KH2PO4 2,0; MgS04 x 7H20
0,5; pH 7,2. Namnozone komorki ,,permeabilizowano” przez ich 24-godzinng
inkubacje w temperaturze 37°C w roztworze fumaranu amonowego o stezeniu
50 g/l, zawierajacym dodatek 0,5 ml/l 1% wodnego roztworu Triton 100 oraz
0,25 g/l MgS04 X 7H20. W tym czasie nastepuje czeSciowa autoliza komdrek
i dezintegracja btony komorkowej, co zwieksza jej przepuszczalnos¢ dla sub-
stratu i produktu [21].
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2.2. Nosnik do immobilizocji

Do wytwarzania membran enzymatycznych zastosowano niskolepki chito-
zan produkcji Morskiego Instytutu Rybackiego w Gdyni o nastepujacej cha-
rakterystyce: $rednia masa czasteczkowa 2 x 10" D, wskaznik wtérnego pe-
cznienia WRV = 137,4, stopien deacetylacji 84,5%, azot 7,2%, popiét 0,08%.

2.3. Formowanie membran enzymatycznych

Membrany formowano metoda inwersji faz (ha mokro) tgczac roztwor chi-
tozanu (A) z zawiesing komorek (B) w stosunku objetosciowym 1:1. Roztwor
(A) zawierat 6 g chitozanu w 94 mt 2% roztworu kwasu octowego. Zawiesina
(B) zawierata 50 g mokrej biomasy w 42 ml roztworu fizjologicznego NaCl
(0,9%). zawiesine koncowag wylewano rowng warstwg na ptycie szklanej, za
pomoca specjainego urzadzenia o wysokosci szczetiny 0,8 mm. Nastepnie
zanurzano ptyte do wodnego roztworu czynnika zelujgcego: a) bezposrednio
po wylaniu zawiesiny lub b) po czeSciowym odparowaniu rozpuszczalnika
(warunki podano w tab. 2). Po uformowaniu membrany przemywano jg pod
biezacg wodg i kondycjonowano w roztworze fizjologicznym soli w tempera-
turze pokojowej, co najmniej przez 24 h. Z arkuszy membran wykrawano
krazki o $rednicy 10 cm, odpowiadajacej $rednicy komory bioreaktora.

2.4. Biokonwersja fumaranu do kwasu asparaginowego

Do biokonwersji uzywano roztwory substratu (fumaran amonowy 150 g/I,
MgS04 x 7H20 0,25 g/l). Akt}wnos¢ katalityczng membran oceniano na pod-
stawie produkcji kwasu asparaginowego podczas kontaktu roztworu substra-
tu z membrana. Prowadzono dwa typy doswiadczern — w ukiadzie stacjo-
narnym i przeptywowym (jednokierunkowym).

W pierwszym typie doswiadczeri membrany umieszczano w kolbach stoz-
kowych o pojemnosci 100 ml zawierajacych po 10 ml roztworu substratu
i wytrzasano je przez 4 godziny w temperaturze 37°C. Stosowano wytrzgsar-
ke z faZnig wodng typu 357 firmy Efpan przy szybkosci 120 i amplitudzie
8. Préby do analizy o objetosci 1| ml pobierano co 1 h.

W celu poréwnania aktywnosci komorek immobilizowanych z aktywnoscig
komérek przed immobilizacjg; réwnolegle prowadzono préoby, w ktérych 5 g
mokrej biomasy (tyle samo ile biomasy znajdowato sie w | membranie) uzyto
do procesu prowadzonego w kolbach stozkowych.

W drugim typie doswiadczenn membrany umieszczano w bioreaktorze (rys.
1). Badano transport wody przez membrang oraz przepuszczano w sposéb
ciggly roztwér substratu. Proces prowadzono pod réznym cisnieniem trans-
membranowym, uzyskujac przez to zréznicowang gestos¢ strumienia perme-
atu. Czynnikiem wytwarzajgcym ci$nienie bylo sprezone powietrze.



Rys. 1. Schemat bioreaktora z membrana enzymatyczng (opis w tekscie).

2.5. Analiza kwasu asparaginowego

Analize produktu biosyntezy prowadzono metodg chromatografii cienko-
warstwowej na ptytkach DC-Alufolien Kiselgel 60 F 254, stosujgc — jako
faze rozwijajagcg — mieszanine: woda-etanol (33:67). Plamy kwasu L-aspa-
raginowego wywotywano odczynnikiem ninhydiynowym w temperaturze 105°C.
llosciowe oznaczenie kwasu asparaginowego wykonywano przy uzyciu auto-
matycznego analizatora aminokwasoéw oraz metoda chromatografii cieczowej
HPLC.

2.6. Aparatura

Bioreaktor (lys. 1) skiada sie ze zbiornika cylindrycznego (1) o pojemnosci
1 1 wykonanego ze stali kwasoodpomej, w ktorego dnie znajduje sie kréciec
wylotowy (6) odprowadzajgcy permeat. W dnie zbiornika umieszczona jest
siatka kwasoodporna (lb), stanowigca mechaniczng podpore membrany
enzymatycznej (2). Dno potgczone jest z pozostatg czeScig zbiornika za po-
mocg Srub. Zbiornik (1) zaopatrzony jest w mieszadto topatkowe (4), wymu-
szajace przeptyw medium nad membrang. Mieszadto napedzane jest za po-
mocg silnika elektrycznego (3). ROznice ci$nieni, bedacych sitg napedowg pro-
cesu uzyskuje sie doprowadzajac sprezone powietrze do zbiornika wyrdw-
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nawczego (7), a nastepnie przez dwa mniejsze zbiorniki stabilizujgce cisnienie
(8,9) do zbiornika pomiarowego (1). W skiad stanowiska do$wiadczalnego
wchodzi réwniez: manometr (10), ktoiy wskazuje warto$¢ redukowanego za-
worem (z2) cisnienia i cylinder (12) jako odbieralnik permeatu.

3. Wyniki badan
3.1. Membrany chitozanowe formowane przy uzyciu wodorotlenku sodu

3.1.1. Wybor stezenia roztworu NaOH

W badaniach wstepnych jako czynnik zelujgcy zastosowano wodne roz-
twory NaOH o stezeniu 1, 2, 3 i 4%. Czas zelowania wynosit 2, 4, 6, 8 lub
10 min. Na podstawie analizy chromatograficznej stwierdzono, ze stezenie
NaOH do 2% i czas dziatania do 4 min nie powinny powodowa¢ inaktywacji
enzymu. Przy wzroscie stezenia roztworu NaOH powyzej 2%, po uzyciu takich
membran do procesu obserwowano zdecydowane zmniejszenie wielkoSci
plam produktu, co $wiadczy o spadku ilosci kwasu asparaginowego. Do dal-
szych badan wybrano stezenie NaOH 2%, poniewaz przy stezeniu nizszym
zel chitozanowy byt mechanicznie mniej trwaty. Czas zelowania ustalono na
4 min.

3.1.2. Wykorzystanie aldehydu glutarowego jako wspomagajgcego
czynnika sieciujgcego

W prébach z zawiesing komorek badanego szczepu E. coli sprawdzono
wptyw réznego stezenia aldehydu glutarowego w zakresie od 0,2 do 8,0%
na aktywnos¢ aspartazy. Produkcje kwasu asparaginowego zaobserwowano
w prébach ze wszystkimi stezeniami aldehydu, jednakze tylko dla stezen w
przedziale 0,2 - 1,0% byla ona zblizona do produkcji w prébie bez dodatku
aldehydu. Wspomagajace sieciowanie membran po ich uformowaniu prowa-
dzono zatem w 0,5% roztworze aldehydu glutarowego w ciggu 15 min.

Wptywu aldehydu glutarowego na aktywnosc¢ zyciowg komorek nie bada-
no, gdyz we wczesniejszych pracach stwierdzono, ze komérki zywe i martwe
nie roznig sie aktywnoscig w zakresie biosyntezy kwasu asparaginowego.

3.1.3. Akywnos¢ enzymatyczna membran

Badano dwa rodzaje membran. Membrany wytworzone z roztworu zawie-
rajgcego polimer i biokatalizator zgodnie z opisem podanym w p. 2, ktorych
zelowanie prowadzono w 2% wodnym roztworze wodorotlenku sodu w ciggu
4 min (standard) oraz membrany, ktére po uformowaniu w sposéb analogi-
czny jak membrany standardowe dodatkowo sieciowano w 0,5% roztworze
aldehydu glutarowego w ciggu 15 min.
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Badania wykonano w kolbach Wsdrzasanych zgodnie z opisem podanym
w p. 2 (pierwszy typ doswiadezen). Wyniki prezentowane sg w tabeli 1.

Tabela 1
Wytwarzanie kwasu asparaginowego przez komOrki e. coU
IMMOBILIZOWANE W MEMBRANACH CHITOZANOWYCH ZELOWANYCH W WODOROTLENKU SODOWYM
ORAZ TYCH SAMYCH MEMBRAN DODATKOWO SIECIOWANYCH ALDEHYDEM GLUTAROWYM

Kwas asparaginowy (pmol/ml)

Biokatalizator Czas procesu (h)
préba* proba**
1 188 854
zawiesina komérek (kontrola) 2 413 872
3 520 891
4 664 903
1 24 31
n_1en_1bran_a standardowa bez 2 24 65
sieciowania 3 28 o1
4 45 93
1 17 67
Membrana sieciowana 2 31 122
3 32 137
4 38 161

* doswiadczenie wykonane bezposrednio px) uformowaniu membran,
** dosYYiadczenie wykonane z uzyciem tych samych membran po 4 dobach przechowywania
ich w roztworze fumaranu amonowego (poditoze aktywacyjne) w temperaturze +4°C.

W przeprowadzonyeh badaniach wykazano niskg aktywno$é enzymu im-
mobilizowanego w obydwu typach membran chitozanowych zelowanych w wod-
nym roztworze wodorotlenku sodu. Wyzszg aktywno$¢ uzyskano w przypad-
ku uzycia membrany sieciowanej aldehydem glutarowym, ale wynosita ona
ponizej 18% aktywnos$ci uzyskanej w prébie kontrolnej. Dla membrany bez
sieciowania aktywnos$¢ byta prawie dwukrotnie nizsza.

3.2. Membrany chitozanowe formowane przy uzyciu orfo-fosforanu sodu

Z uwagi na niskg aktywnos$¢ aspartazy w komorkach unieruchomionych
w membranach chitozanowych, Zzelowanych w wodnym roztworze wodoro-
tlenku sodu, podjeto dalsze prdby poszukiwania odczynnika, ktory bytby
obojetny dla aktywnos$ci enzymu. Poniewaz chitozan ma w swojej strukturze
wolne grupy aminowe, postanowiono uzy¢ orto-fosforanu sodowego. Wczes-
niej w literaturze opisano wytwarzanie kuleezek chitozanowych przy uzyciu
tri-fosforanu sodowego [22].

Badania prowadzono przy uzyciu membran chitozanowych zelowanych
w 20% wodnym roztworze orto-fosforanu sodowego. Parametry wytwarzania
membran (grubos¢, warunki odparowania rozpuszezalnika) dobrano pod ka-
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tem uzyskania mozliwie wysokiego strumienia permeatu oraz maksymalnej
konwersji kwasu fumarowego do kwasu asparaginowego. Charakterystyke
transportowg podano w postaci zaleznosci strumienia permeatu wody oraz
podioza produkcyjnego od ci$nienia transmembranowego dla membran typu
1 — o wysokiej przepuszczalnosci i niskiej zdolnosci do biotransformacji
(tab. 2, rys. 2) oraz dla membran typu Il — o niskiej przepuszczalnosci
i duzej zdolnosci do biotransformacji (tab. 2, rys. 4). Produkcje kwasu aspa-
raginowego w membranach typu | i Il przedstawiono na chromatogramach
(rys. 3 i 5). Okre$lono réwniez przebieg procesu w czasie dla membrany
typu 11/3 (rys. 6 i 7). Efektywno$¢ procesu okreslano przez pomiar strumie-
nia permeatu i stezenia kwasu asparaginowego w permeacie.

Tabela 2

Warunki wytwarzania membran przy uzyciu fosforanu sodowego

Warunki formowania membran
Typ membrany

odparowanie zelowanie
1/1 brak 30 min, pH 12
1/2 brak 14 h, pH 9,5
1/3 brak 1 h, 30°C
111 5 h, 20°C 3 h, 30°C
11/2 5 h. 30°C 2 h, 30°C
11/3 4 h. 30°C 2 h, 30°C

W membranach charaikteryzujacych sie wysoka przepuszczalnoscig (typu
I) proces biotransformacji kwasu fumarowego w kwas asparaginowy zachodzi
w niewielkim stopniu. Zageszczenie struktury membran przez odparowanie
rozpuszczalnika, badz wydtuzenie czasu zelowania (membrany typu II)
zmniejsza strumien permeatu zaréwno dla wody jak i podtoza produkcyjnego,
lecz zwieksza sie wydajnos¢ biotransformacji. Stezenie kwasu asparaginowe-
go w permeacie olo*e$lone metodg HPLC wynosi okoto 130 g/l. Wydajnos¢
biokonwersji kwasu fumarowego do kwasu asparaginowego osigga zatem po-
ziom bliski 100%.

Podczas prowadzenia procesu ciggltego przy uzyciu membrany typu 11/3,
przy ci$nieniu transmembranowym 0,05 MPa w ciggu pierwszych 2 godzin
nastepuje spadek strumienia permeatu (z 6 dm”~/m”~h do 4 dm”/m”h), po
czym stabilizuje sie on i utrzymuje sie prakycznie na nie zmienionym po-
ziomie przez 14 h (rys. 6). W przypadku prowadzenia procesu przy ciSnieniu
transmembranowym 0,1 MPa strumieh permeatu w pierwszej godzinie wy-
nosi 6,5 dm”™/m%, po czym spada i stablizuje sie po 4 h na poziomie 5,5
dm”/m”h. Stezenie kwasu asparaginowego w permeacie mierzone w kolej-
nych godzinach prowadzenia procesu nie zmienia sie (rys. 7); oznaczone
metodg HPLC wynosi okoto 130 g/t.
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Rys. 2. Whasciwosci transportowe membran typu I.

Rys. 3. Plamy kwasu asparaginowego w procesie bios)mtezy z uzyciem membran typu 1/2.
S — wzorzec kwasu L-asparaginowego; liczby oznaczajg cisnienie transmembranowe wyrazone
w atm.

biotechnologia 3 (42) '98



130 Zofia Modrzejewska i inni

odparowanie koagulacja medium
20. rozpuszczalnika
L] 5h 3h woda
[m] 5h 3h podtoze
A 5h 2h woda
A 5h 2h podioze
15- v 4h 2h woda
\Y% 4h 2h podioze
0,10

Cisnienie [MPa]

Rys. 4. Wiasciwosci transportowe membran typu Il

Rys. 5. Plamy kwasu asparaginowego w procesie biosyntezy z uzyciem membran typu 1/2.
S — wzorzec kwasu L-asparaginowego; liczby oznaczajg ci$nienie transmembranowe wyrazone
w atm. 1
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Rys. 6. Zmiany strumienia permeatu w czasie procesu z uzyciem membrany typu 11/3.

Rys. 7. Plamy kwasu asparaginowego w procesie biosyntezy z uzyciem membran typu 11/3.

S wzorzec kwasu L-asparaginowego; liczby oznaczajg ci$nienie transmembranowe wyrazone
w atm.

biotechnologia 3 (42) 98
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4. Whnioski

z przeprowadzonych badan wynikajg nastepujace wnioski:

Mozliwe jest wytworzenie chitozanowych membran z immobilizowanymi
komoérkami Escherichia coli, ktore posiadajg aktywnos$¢ w zakresie biosyntezy
kwasu L-asparaginowego.

W membranach zelowanych za pomoca wodorotlenku sodowego nastepuje
znaczna inaktywacja enzymu.

Czynnikiem zelujgcym, ktéry nie powoduje inaktywacji enzymu w czasie
formowania membrany jest orto-fosforan sodu.

Najwyzszg produkcje kwasu asparaginowego obserwuje sie w membra-
nach typu Il charakteryzujacych sie niskim strumieniem permeatu (przy
cis$nieniu 0,05 MPa dla wody jest rzedu 5-10 dm”/m”h). Stezenie kwasu
asparaginowego w permeacie wynosi 130 g/l, a zatem jest tego samego rzedu
co stezenie kwasu asparaginowego produkowanego przez enzym natywny.
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Chitosan enzymatic membranes for L-aspartic acid biosynthesis

Summary

A new method for the formation of chitosan membranes contcuning active cells of E. coli
mutant producing L-aspartic acid was developed. Trisodium ortho-phosphate as a gelation agent
for the chitosan membrane formation was proposed. The highest productivity, with near 100%
conversion of ammonium fumarate tq, L-@spartic acid; the membranes are characterized by a
low permeate stream flow of 5-10 dm /m h at an overpressure of 0,05 MPa.
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