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1. Wprowadzenie

bserwowany ostatnio intens}*wny
Orozwéj biotechnologii wynika mie-

dzy innymi z unowoczesniania procesév
fermentacji prowadzonych z udziatem
jedno- i wielokomérkowych mikroorgani-
zmdw, ktdrych cechy genetyczne moga
by¢ celowo zmieniane. Biotechnologia
skierowana bedzie raczej na wytwarza-
nie matych ilosci specyficznych produ-
ktéw o duzej wartosci oraz takich, kto-
rych nie mozna otrzyma¢ innymi
sposobami,

W zwigzku z tym poszukuje sie efek-
tywniejszych i uzasadnionych ekonomi-
cznie sposobow hodowli mikroorgani-
zmoéw, metod odzyskiwania i izolowania
kosztownych i nietrwatych produktéow
oraz usuwania toksycznych odpadéw.
W tej sytuacji membrany oraz procesy
membranowe staty sie obiektem wzra-
stajgcego zainteresowania jako sposéb
pozwalajacy na rozwigzanie wielu pro-
bleméw. Szczegdlng uwage zwrdcono na
proces ultrafiltracji jako technike sepa-
racyjng ukiadu ciecz-ciato state, chara-
kteryzujgca sie niska energochtonno-
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§cig, niewielkimi kosztami eksploatacji, mozliwoscig prowadzenia procesu
w temperaturze otoczenia i bez przemian fazowych, brakiem koniecznosci
wprowadzania do uktadu dodatkowych reagentéw chemicznych, a takze mo-
zliwoscig osiagniecia w jednej operacji zaréwno oczyszczania jak i zatezania
zwigzkow wielkoczasteczkowych i koloidéw. Szereg proceséw membrainowych,
ktére sa lub mogg by¢ w niedalekiej przysztosci stosowane w biotechnologii,
poréwnano z procesami konwencjonalnymi i zestawiono w tab. 1 (1).

Obecnie w praktyce przemystowej biotechnologii stosowane sg jed}mie
ultrafiltracja i mikrofiltracja oraz czeSciowo odwrdcona osmoza. Tymczasem
w roznych dziedzinach szeroko pojetej biotechnologii zgtaszane sg zapotrze-
bowania na nowe generacje membran zaréwno otwartych do mikrofiltracji jak
i bardziej zwartych do ultrafiltracji i odwrdéconej osmozy oraz zwartych nie-
porowatych do rozdziatu gazéw. Membrany te musza odpowiada¢ wymaga-
niom jakie inzynierii materiatowej stawia biotechnotogia.

W opracowaniu tym omoéwiono mozliwosci wykorzystania procesu ultrafil-
tracji do wydzielania, zatezania i oczyszczania produktéw fermentacji oraz
udoskonalenia proceséw fermentacyjnych przez taczenie uttrafittracji z reakto-
rami fermentacyjnymi i enzymatycznymi. Szereg informacji na temat procesow
membranowych mozna znalez¢ w literaturze (2- 14).

Tabela 1
Konwencjonalne i membranowe technologie bioseparacji

Operacja
jednostkowa

hodowla komoérek

klarowanie cieczy
pofermentacyjnych

zatezanie i oczyszczanie
biatek

odsalanie

zatezanie czgsteczek
o matych masach
czasteczkowych

odzysk kwasu/zasady

Proces
konwencjonalny

fittracja na filtrach
prézniowych i bebnowych
odwirowanie

odwirowanie

wysalanie elektrolityczne

i rozpuszczalnikowe
chromatografia kolumnowa
ekstrakcja

chromatografia zelowa
wymiana jonowa

odparowanie prézniowe

wymiana jonowa
zobojetnianie

biotechnologia

Proces
membranowy

mikrofiltracja
ultrafiltracja

mikrofiltracja
ultrafiltracja

ultrafiltracja
diafiltracja
ultraifiltracja
chromatograficzna

ultrafiltracja
elektrodializa

odwrécona osmoza
perwaporacja
destylacja
membranowa

elektrodializa
dwubiegunowa

2 (25) '94
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2.Usuwanie komorek i ich fragmentow
z cieczy pofermentacyjnych

Wiekszo$¢ procesow biotechnologicznych zachodzi w wyniku reakcji fer-
mentacji, w ktorej katalizatorami sg enzymy, a no$nikami katalizatora ma-
terial komdrkowy. Otrzymany roztwor pofermentacyjny charakteryzuje sie
znacznym rozcienczeniem zmieniajacym sie w szerokich granicach. Dlatego
tez koszty odzysku produktu fermentacji dominujg w ekonomice wytwarzania
wielu preparatéw otrzymywanych tg metoda (1,15). Roztwor pofermentacyjny
jest réwniez ztozong mieszaning pod wzgledem chemicznym i fizykochemicz-
nym. Wystepujg w nim zaréwno substancje typu koloidow fazowych (mikro-
organizmy, resztki komorek) i czasteczkowych (biatka, polisacharydy, kwasy
nukleinowe), jak i zwigzki matoczasteczkowe, organiczne (kwasy organiczne,
antybiotyki) i niewykorzystane skfadniki preparatow odzywczych (sole, cukry).
Dodatkowym problemem stwarzajacym trudnosci w rozdzielaniu i oczyszcza-
niu produkow reakcji biochemicznych jest fakt, ze niektore skiadniki tych
roztworéw wykazujg znaczng wrazliwos¢ na temperature, pH, site jonowa roz-
tworu, rodzaj rozpuszczalnika oraz sity Scinajace.

Otrzymany w wyniku procesu fermentacji roztwér poddaje sie operacji roz-
dziatu w celu oddzielenia bakterii i pozywki od produktéw reakcji. Wiele sposréd
stosowanych obecnie do tego celu metod, jak: filtracja, odwirowanie, ekstrakcja,
wymiana jonowa, destylacja i inne, sg czesto niewystarczajace lub kosztowne
i jedynie wysoka warto$¢ produktu koricowego uzasadnia ich stosowanie. Pro-
cesy membranowe stosuje sie w tej dziedzinie najczesciej do (1,16): usuwania
statych produktoéw fermentacji i klarowania cieczy pofermentacyjnych (w litera-
turze anglosaskiej okresla sie je mianem downstream processing). W pierwszym
przypadku uzywa sie przede wszystkim ultraliltracji (niekiedy nawet proces od-
wroconej osmo”), natomiast w drugim mikrofiltracji.

2.1. Klarowanie surowych cieczy pofermentacyjnych

Jednym z bardziej oczywistych zastosowarnn membran ultrafiltracyjnych
w biotechnologii jest usuwanie statych pozostatosci po fermentacji, a zatem
klarowanie roztworu pofermentacyjnego. Celem tej operacji jest otrzymanie
mieszaniny poreakcyjnej wolnej od substancji rozproszonych i koloidalnych,
a takze komdrek i ich fragmentéw, w stopniu wymagansnn dla dalszego prze-
robu i odzysku produktéw reakcji biochemicznych. Poniewaz zewnatrzkomor-
kowe produkty fermentacji majg Srednice czgsteczek wigksze niz Srednice
poréw membran ultrafiltracyjnych, w procesie klarowania stosuje sie mem-
brany o rozdzielczosci {cut-ojf) 10 000 - 30 000, co jest wartoscig wystarcza-
jaca do zatrzymania zawiesin, koloidéw, a ponadto nieaktywnych biatek, kwa-
séw nukleinowych, polisacharydow itp.

Proces ultrafiltracji stosuje sie najczesciej do klarowania roztworéw fer-
mentacyjnych, powstajacych przy produkcji kwasu cytrynowego i octowego,
antybiotykdw, aminokwasow, glukozy i polisacharydéw (15- 19). Dalsze wy-
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Rys. 1. Schemat produkcji antybiotykéw z zastosowaniem proceséw ultraiiltracji i odwréeonej
0osmozy.

dzielaiiie czystych produktow fermentacji przeprowadza sie metodami klasy-
czndnni (ekstrakcja, wymiana jonowa), ale réwniez mozna do tego celu wyko-
rzysta¢ metody membranowe, w ktérych stosuje sie bardziej zwarte membra-
ny, np. odwrécong osmoze. Schemat procesu produkcji antybiotykéw reali-
zowany metodami ultrafiltracji i odwroconej osmozy (20) przykiadowo przed-
stawiono na rys. 1

Tradycyjnym sposobem klarowania cieczy pofeirnentacyjnych jest filtracja
na filtrach prézniowych, wirujacych. Witasciwosci fizykochemiczne substancji
powstajgcych w procesie fermentacji stwarzajg trudnosci w realizacji tego
procesu jednostkowego. State produkty fermentacji sg gataretowate oraz po-
datne na zgniatanie, co sprzyja tworzeniu sie plackow filtracyjnych o wysokiej
wytrzymatosci i matej przepuszczalnosci. Duza zawartos¢ wody w uktadach
galaretowatych hamuje réwniez inne naturalne procesy rozdzielania oparte
na rdznicy gestosci (sedymentacja, wirowanie). Czesciowa eliminacje tych zja-
wisk umozliwia proces ultrafiltracji prowadzony w ukladzie krzyzowym
(ang. cross-Jlow Jiltration).

Porownanie kosztéw eksploatacyjnych i inwestycyjnych (dla warunkéw
amerykanskich i zachodnioeuropejskich) procesu klarowania roztworu pofer-
mentacyjnego przy produkcji antybiotykéw metodami filtracji prézniowej oraz
ultrafiltracji przedstawiono w tab. 2. W przypadku stosowania ultrafiltracji,
koszty inwestycyjne sg co prawda 4-krotnie wyzsze niz filtracji prozniowej,
ale koszty eksploatacyjne sg nizsze o ponad 40%, co pozwala na zniwelowanie
tej réznicy w ciggu kilku lat.

biotechnologia 2 (25) 94
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Tabela 2
Koszty eksploatacyjne i inwestycyjne procesu klarowania roztworéw pofermentacyjnych
METODAMI FILTRACJI PROZNIOWEJ | ULTRAFILTRACII

Koszty eksploatacyjne Filtracja prézniowa Ultrafiltracja
uUsD/m3 dane USA  dane wg (20)  dane USA  dane wg (20)

materiat filtracyjny 6,34 5,30 - -

wymiana membran - - 2,22 1,50
energia 0,08 0,08 0,25 0,18
robocizna 0,32 0,26 0,08 0,37
konserwacja 0,14 0,06 0,04 0,11
chemikalia - - 0,43 0,18
amortyzacja 0,28 0,19 1,18 1,10
tacznie 7,16 5,89 4,20 3,40

koszty inwestycyjne:
usD/m3 4500 - 800 -
usD/m3 . j 695 470 2940 2760

2.2. Zastosowanie mlkrofiltrocji do usuwania komorek mikroorganizmow
lub ich fragmentéw z cieczy pofermentacyjnych

Otrzjrmywanie wewngtrzkomérkowych produktéw fermentacji, do ktérych
nalezy wiekszo$¢ przemystowych i majacych zastosowanie w medycynie en-
zymoOw i hormondéw, wymaga rozerwania bton komérkowych. Zastosowanie
do ich odzysku membran uttrafittracyjnych nawet o bardzo wysokim cut-off
jest nieodpowiednie (21), poniewaz zawieszone fragmenty komoérek zmniejsza-
ja w znacznym stopniu efektywne rozmiaiy poréw membrany. Obecnie do
tego celu proponuje sie prawie wylgcznie proces mikrofittracji prowadzony
w ukiadzie krzyzowym (21 -26). Stosowanie metod konwencjonalnych (wiro-
wanie tub filtracja) czesto koriczy sie niepowodzeniem tub jest nieekonomi-
czne.

W procesie oddzielania komorek po fermentacji przy produkcji enzymow
wewnatrzkomoérkowych nie jest konieczne uzyskanie mocno odwodnionej ma-
sy komdrkowej. Zwykte zmniejszenie objetosci do 40% jest wystarczajace, by
dalsze etapy zatezania i oczyszczania enzymow byty efektywne (23). W trakcie
zatezania roztworu pofermentacyjnego, zawierajgcego komorki mikroorgani-
zmoéw tub ich fragmenty, nastepuje spadek strumienia permeatu na skutek
wzrostu lepkosci substancji spowodowany wzrostem stezenia oraz kompresja
warstwy zelowej (wysoka Sciliwos€). Koncowe stezenie komdrek zalezy od
rodzaju mikroorganizmow.
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Proces mikrofiltracji roztworéw pofermentacyjnych wymaga przemywania
powierzchni membrany. Proces regeneracji membran musi by¢ ustalony indy-
widualnie z uwzglednieniem rodzaju membrany i modutu oraz rodzaju mi-
kroorganizmow.

Innym problemem utrudniajgcym proces mikrofiltracji suspensji komorek
jest wysoki wspétczynnik retencji enzymow wewnatrzkomorkowych spowodo-
wany tworzacg sie warstwa zelowa. Wspotczynnik retencji jest rozny dia réz-
nych bialek i zalezy od masy czasteczkowej, wiasciwosci fizykochemicznych
roztworu (pH, stezenie soli), rodzaju mikroorganizmu oraz wiasciwosci hydro-
dynamicznych ukfadu do mikrofiltracji. Dla enzymdéw komérkowych jak pro-
teazy lub glukohydrolazy waha sie on w granicach 0,05 - 0,8 przy zastoso-
waniu technicznych roztworéw i membran o wielkosci poréw 0,1- 0,45 gm
(23). Wysoki wspoétczynnik utrudnia lub wrecz uniemozliwia efektywne od-
dzielenie fragmentow komorek od produktow reakcji fermentacji za pomocg
mikrofiltracji. Problem ten czesto nie jest uwzgledniany w badaniach (23,27).

Waznym czynnikiem wpfywajacym na prawidtowy przebieg procesu mikro-
filtracji jest obecnos$¢ Srodkéw antypienigcych w suspensji (22,23). Srodkami
zapobiegajacymi pienieniu sie ukladoéw fermentacyjnych sa najczesciej nie-
rozpuszczalne w wodzie substancje hydrofobowe, jak np. poligtikot etylenowy
0 masie czasteczkowej 2000. Srodki antypieniace sa najczesciej lepkimi cie-
czami tworzacymi emulsje w wodzie i maja tendencje do hydrofobowej ad-
sorpcji na powierzchni polimerowych membran, zmniejszajac tym samym ich
przepuszczalnosé,

Wyniki dotyczgce odzysku wielu mikroorganizmow przy zastosowaniu roz-
nych modutéw ultrafiltracyjnych i membran zestawiono w tab. 3 (23). Stru-
mien permeatu ksztattowal sie na poziomie przekraczajacdm wartosci
2,4 m™Nm~ d, przy sredniej wartosci 1-1,2 m~N/m” «d. Wartosci te, jak sie
wydaje, sa niskie w poréwnaniu z inn}mi metodami rozdzielania ukladéw
ciato state-ciecz, Z ekonomicznego punktu widzenia strumienn permeatu po-
winien przekracza¢ warto$¢ 2,4 m”~/m”+ d, a najlepiej osigga¢ 3,6 m~m~ d.
W tab. 4 przedstawiono wyniki poréwnawcze rozdzielania suspensji zawiera-
jacej E. coli r6znymi metodami, uwzgledniajac efektywno$¢ procesu i zuzycie
energii (23), Na tle przedstawionych demych zastosowanie mikrofiltracji
w obecnych warunkach, jak sie wydaje, jest mniej ekonomiczne niz innych
metod rozdzielania zaréwno pod wzgledem wydajnosci, jak i zuzycia energii.
Korzyscig zastosowania mikrofiltracji jest mozliwo$¢ uzyskania catkowicie kla-
rownego filtratu, co w wielu prz}rpadkach ma decydujgce znaczenie i rzutuje
na dalsze etapy oczyszczania i zatezania produktow fermentacji.

Odzyskiwanie i zatezanie komorek oraz ich oczyszczanie sg waznymi pro-
cesami w biotechnologii. Czesto same mikroorganizmy stanowig produkt fer-
mentacji (np. szczepionki lub mikroorganizmy do produkcji seréw i jogurtéw)
1 muszg by¢ odzyskiwane w catosci. Rozmiary mikroorganizméw wynoszg 0,2
-4 |im dfa bakterii i 4 - 10 |im dla drozdzy. Wydaje sie zatem, ze mikrofil-
tracja jest idealnym procesem membranowym do ich zatezania i oczyszczania.

biotechnologia 2 (25) '94
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Tabela 3
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Wyniki zatezania réznych cieczy fermentacyjnych metoda ultrafiltracji

Mikroorganizm

Bacillus
cereus

Bacillus
cereus

Brevibacterium
species

Escherichia
coli

Eschenchia
coli

Eschenchia
coli

Eschenchia
coli

Candidia
boidinii

Lactobacillus
casei

Lactobacillus
casei

drozdze

Trichoderma
reseii

Bordetella
pertussis

Rodzaj modutu
i membrany

wiékna kapilarne”
polipropylen™
0.3 pm»®

widkna kapilarne
polisulfon
10~daltonéw

ptaski
estry poliakiylowe
0,2 pm

wibkna kapilarne
polipropylen

0,3 pm

widkna kapilarne

polisulfon
107 daltonéw

system kasetowy
PVDp4
0,45 pm

ptaski
estry poliakiylowe
0,1 pm

widkna kapilarne
polipropylen

0,3 pm

widkna kapilarne
polipropylen

0,3 pm

system kasetowy
PVDF

0,45 pm

widkna kapilarne
0,3 pm

widkna kapilcime
0,3 pm

system kasetowy
0,2 pm

(10® daltonéw)

" rodzaj modutu,

A materiat membranotworczy,
A $rednica poréw lub cut-ojf,
M poli(fluorek winylidenu).

Zakres
zatezania,
% komorek
wilgotnych

10-30

0,8- 15

3,5-32

2,5-35

4,2 - 48

10-38

10-40

1.5-15

1,5-28

24-6,9

18- 19

Srednia

szybkos¢ filtracji

m~m~ o d

2,98

1,13

0,768

0,67- 1,08

0,36 - 0,62

0,38 - 0,50

0,792

1,34

1,63

0,672

0,98 - 13,4

0,43 - 3,55

0,58-0,79

Cisnienie MPa

0,1

0,1

0,11

0,1

0,1

0.1

0,09

0,08

0,08

0,01
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Tabela 4
Poréwnanie réznych metod oddzielania e. cou

Czystos¢ Stopien Wydajnosc Zuzycie energii
Metoda cieczy % zatezenia® procesu w ' h/dm”
m~m~ d

filtr tarczowy 99,5 12,5 9,60 8
osadnik-flokulacja > 99,5 12,0 13,2 1,8
prasa filtracyjna > 99,5 21,6 6,38 8

— flokulacja

mikrofiltracja 100 14,0 1,08 11

— wiokna kapilarne

mikrofiltracja 100 11,0 0,384 31

— membrany ptaskie

" stezenie poczatkowe komoérek/stezenie komérek w koncentracie.

2.3. Otrzymywanie kwasu cytrynowego
z wykorzystaniem procesu ultrafiltracji

Kwas cytrynowy produkowany jest najczesciej metoda fermentacji powierz-
chniowej i wgtebnej na ptynnych podtozach metasowych, a w ostatnich tatach
coraz czesciej w wjmiku fermentacji wgtebnej na podtozach z cukru biatego.
Niezaleznie jednak od stosowanej metody fermentacji i rodzaju podtoza pro-
dukty odpadowe procesu sg takie same, a wiec: grzybnia plesni Aspergillus
niger, odciek po filtracji cytrynianu wapnia oraz gips.

Stosowana dotychczas metoda oczyszczania kwasu cytrynowego polega
w pierwszym etapie na wytrgcaniu cytrynianu wapnia za pomocg wodoro-
tlenku wapnia. Prawie wszystkie zanieczyszczenia pozostajg wowezas w od-
cieku zawierajgcym substancje mineralne, dozowane do brzeczki melasowej,
produkty przemian metabolicznych oraz znaczne iloSci enzymoéw pektynolity-
cznych (28). Obecnos¢ enzymow w ptynie pofermentacyjnym w produkcji kwa-
su cytrynowego wptywa réwniez m.in. na jakos¢ i ilos¢ produktu koncowego
i prowadzi do znaeznych strat (31). W opisanej metodzie tracone sg wszystkie
biatka enzymatyczne na skutek dezaktywaeji pod wptywem obrobki cieplnej.
Odciek z produkcji kwasu cytrynowego jest najczesciej rozdeszczowywany na
potach lub odprowadzany do $ciekdédw co z uwagi na jego wysokie BZT5 wy-
noszace ponad 100 g 02/dm” oraz ChZT wahajace sie w granieach 120-
200 g 02/dm~ stanowi bardzo powazne zagrozenie dla $rodowiska.

Nowoczesne technologie produkcji kwasu cytrynowego idg w kierunku sko-
jarzenia wytwarzania kwasu i preparatu enzymatycznego (30,31).

Woprowadzenie do dotychezasowego klasycznego schematu produkcyjnego
kwasu eytynowego ultrafiltracji pozwoli na skojarzenie dwéch cykli technolo-
gicznych, a mianowicie: odzysku z ptynu pofermentacyjnych enzymatycznych
biatek pektynolitycznych, czeSciowo juz zatezonych i oczyszczonych, oraz na
znaczne zmniejszenie strat produkowanego kwasu cytrynowego. Schemat
ideowy takiego rozwigzania (32 - 35) przedstawiono na rys. 2.

biotechnologia 2 (25) '94
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Ffys. 2. Schemat réwnoczesnego otrzym)wania kwasu cytrynowego i enzymatycznego prepa-
ratu pektynolitycznego.

3. Oczyszczanie | zatezanie biatek enzymatycznych
metodq ultrafiitracji

Wozrastajace zainteresowanie zastosowaniem wydzielonych i oczyszczonych
biatek enzimiatycznych jako biokatalizatoréw w skali laboratoryjnej i w prze-
mysle jest alternatywag w stosunku do podejs¢ bardziej tradycyjnych, opailych
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na typowych procesach fermentacji (20). Biatka enzymatyczne mogg by¢ pro-
dukowane zaréwno na drodze ekstrakcji z roslin i z tkanek organicznych
zwierzat, jak rowniez w wyniku fermentacji bakteryjnej. Pomimo pojawiaja-
cych sie w literaturze (36) informacji o laboratoryjnej syntezie substancji biat-
kopodobnych, wykazujacych aktywnos¢ katalityczng, wydaje sie, ze chyba
jeszcze diugo wytacznym producentem enzymow bedzie zywa komdrka.

Proces wydzielania enzymow z cieczy kultywacyjnej i ich oczyszczanie jest
problemem bardzo ztozonym. Rozciehnezony wodny roztwor preparatu suro-
wego obcigzony jest solami nieorganicznymi, niezbednymi do hodowli mikro-
organizmdéw, oraz matoczasteczkowymi produktami metabolicznymi. Zanieczy-
szczenia oraz niskie stezenie biologicznego skladnika aktywnego, czutego
zwihaszcza na pH Srodowiska i temperature, a takze na obecno$é substancji
nieorganicznych i organicznych, okreslajg potrzebe zastosowania postepowa-
nia izolacyjnego, nie zawsze dajacego sie zrealizowaC za pomocg konwencjo-
nalnych metod fizykochemicznych. Dotychczas w klasycznym schemacie tech-
nologicznym produkcji enzymow proces zatezania prowadzi sie metodami wy-
parkowymi, a w przypadku dodatkowego ich oczyszczania stosuje sie dialize,
metody jonowymienne, wysalanie lub wytrgcanie rozpuszczalnikami organi-
cznymi. Nalezy jednak podkresli¢, ze traca one czeSciowo swojg aktywnos$¢
podczas przebiegu kazdej z tyeh operacji oraz ulegajg czesto procesowi de-
naturacji,

W tej sytuacji proces ultraflltracji stat sie obiektem wzrastajgcego zain-
teresowania jako spos6b umozliwiajacy oczyszczanie i zatezginie biatek enzy-
matycznych. Poniewaz masy czasteczkowe enzymoOw wahajg sie w granicach
20-200 tys. (37,38), cut-off membran ultrafiltraeyjnych wynosi ok. 10 tys.
Ultrafiltracja pozwala na uzyskanie koncentratow o aktywnosci kilkakrotnie
wyzszej od poczgtkowej aktywnosci roztworu przy réwnoczesnym usunieciu
co najmniej potowy zwiazkéw nieorganicznyeh, O efektywnos$ci procesu de-
cyduja przede wszystkim; wiasciwosci transportowo-separacyjne membran,
rodzaj modutu, zastosowanie optymalnego schematu realizacji procesu (eks-
ploataeja w uktadzie ciagtym lub szarzowym) oraz wtasciwy dob6r parametréw
eksploatacyjnych uktadu membranowego.

Jesli w trakcie ultrafiltracyjnego zatezania enzymow strumien permeatu
znaeznie zmaleje, a wymagany jest odzysk produktu koricowego o zwiekszo-
nym stopniu ezystosci, celowe jest wigezenie do schematu technologicznego
procesu diaflltracji, ktdry w znaeznym stopniu przyczyni sie do podniesienia
wartosci odzyskiwanych sktadnikéw. Wplyw zastosowania wielokrotnego pro-
cesu diaflltracji na jakos$¢ otrzymywanego koncentratu enzymatycznego przed-
stawiono w tab. 5 (18).

Stosowanie w proeesie ultraflltracji enzyméw wysokich cisnien wplywa
wprawdzie korzystnie na strumien permeatu, jednak po przekroczeniu pewnej
jego wartosci (cisnienie graniczne) wielko$¢ strumienia permeatu nie jest od
niego uzalezniona. Wielko$¢ cisnienia grcinicznego i strumien permeatu po-
wigzane sg oporem stawianym przez membrang oraz oporem wywotanym zja-
wiskiem polaryzacji stezeniowej (37,39).
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Tabela 5
Wohpiyw procesu diafiltracji na jako$¢ otrzymywanego koncentratu enzymatycznego

Zawartos¢ w koncentracie, % mas.

xi substancji substancii Sk
przechodzacych ] Sm
rozpuszczonych
przez membraneg
0 3,00 18,0 0,83
1 1,10 16,1 0,93
2 0,41 15,4 0,97
3 0,14 15,1 0,99
1 _ objeto$¢ wody zastosowanej do diaiiltracji

objeto$¢ koncentratu

Sk — aktywnos$¢ wiasciwa enzyméw w koneentracie,
Sm — aktywno$¢ wihasciwa enzyméw przechodzacych przez membrane.

Parametrem wptywajgcym w zasadniczy sposéb na wskazniki efektywnosci
ultraflltracyjnej metody odzyskiwania enzyméw jest takze liniowa predkosé
przeptywu roztworu nad powierzchnig membrany, zwlaszcza jezeli proces pro-
wadzi sie w rurowej konfiguracji membran w module. Zwiekszajac predkosé
przeptywu roztworu na obszarach przylegajacych do powierzchni membrany
mozna czesciowo zapobiec lub ograniczy¢ tworzenie sie warstwy polaryzacyj-
nej. Enz}rmy poddane sitom $cinajgcym ulegaja czesciowej dezaktywacji spo-
wodowanej prawdopodobnie niszczeniem ich trzeciorzedowej struktury. W wa-
runkach przeptywu taminamego straty aktywno$ci enzymdéw w roztworze
przeptywajacym przez modut nie zalezg od szybkosci przeptywu, a jed}mie od
geometrii rury. W przypadku przeptywu burzliwego zmiany aktywnosci biatek
enzymatycznych zaleza zasadniczo od parametréw operacyjnych procesu,
a wiec cisnienia oraz liniowej predkosci przeptywu preparatu enzymatycznego
nad powierzchnig membrany.

Temperatura jest takze jednym z parametréw wplywajgcych na efektyw-
noS¢ procesu ultrafittracji, a jej wzrost wywotuje zwiekszenie przepuszczal-
nosci i selektywnosci membran. Zjawisko to ttumaczy sie obnizeniem lepkosci
roztworu, a takze zmniejszeniem intensywnosci wystepowania zjawiska pola-
ryzacji stezeniowej. Mozliwos¢ stosowania w ukladzie ultrafiltracyjnym wyz-
szych temperatur uzalezniona jest jednak od rodzaju polimeru btonotwdrcze-
go, z ktérego wykonana jest membrana orciz rodzaju roztworu, bowiem nie-
ktére enz3miy moga w zbyt wysokich temperaturach ulega¢ nieodwracalnej
denaturacji. Temperatura prowadzenia procesu ultrafittracji enzymoéw waha
sie w granicach 274 - 353°K, w zaleznosci od rodzaju otrzymywanego produ-
ktu (najczesciej spotykang temperaturg jest 293°K) (18). Efektywnos¢ ultra-
filtracji zalezy od kwasowosci roztworu poddawanego zatezaniu lub selektyw-
nemu rozdzielaniu. Zaréwno rozpuszczone substancje jak i membrany cha-
rakteryzuje pewien tadunek elektryczny, przyczyniajacy sie niejednokrotnie
do powstawania warstwy polaryzacyjnej na ich powierzchni wskutek wzaje-
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mnego oddziatywania uktadu membrana-roztwér. W punkcie izoelektiycznym
wiele wiasciwosci biatek charakteryzuje sie najmniejszym tub najwiekszym
nasileniem, jednak ich rozpuszczalnos¢ jest wéwczas najmniejsza. Pasek i in.
(41-43) badali wptyw kwasowosci na szybkos$¢ i efektywnos$é ultrafittracji
cetulolitycznej pozywki fermentacyjnej. Najnizszy strumieri permeatu osiag-
nieto w punkcie izoelektiycznym.

Proces ultrafittracji stosuje sie obecnie do oczyszczania ptynu pohodowla-
nego, otrzymanego w wyniku bakteryjnej biosyntezy enzymow, zawierajgcego
oprocz biatek aktywnych liczne zwigzki matoczasteczkowe jak: sole nieorga-
niczne, barwniki, weglowodany i biatka nieaktywne (1,18,21,42,44-47).
Ogo6lny schemat ultraflltracyjnego oczyszczania, zatezania i odzyskiwania en-
zyméw z pfynu pofermentacyjnego przedstawia rys. 3.

SUSZARW"A

PERMEAT ZA'NIERAOA|Cy PERMEAT ZA”NIEleA3"Cy wa’mﬁf
ROZPUSZCZONE substancje ROZPUSZCZONE SUBSTANCIE Eny ZNa
A\AL OCZAYSTECZICOYVE KALOCZASTECZK.OWE

Rys. 3. Schemat ultraflitracyjnego oc:r/szczania i zatezania biatek enzymatycznych.

Badania nad ultrafiltracjg enzyméw: penicilinazy, p-galaktozydazy i tiy-
psyny na membranach amerykanskiej firmy Amicon przedstawiono w (18).
Stopien zatezania wahat sie w granicach 4,6 - 30, a eriljymy byly catkowicie
zatrzymywane przez membrane. Wang i in. (44) przeprowadzili préby oczysz-
czania surowego preparatu enzymatycznego tiypsyny. Aktywnos$¢ wiasciwa
otrzymanego produktu $wiadczy o tym, ze oprécz zatezenia biatka enzymaty-
cznego osiggnieto réwniez pewien stopien jego oczyszczenia. Ortienberg i wsp.
(46) przeprowadzili proby ultraliltracyjnego odzyskiwania a-amylazy z amyto-
subtyliny. Oczyszczany i zatezany preparat enzymatyczny produkowany byt
przez mikroorganizmy Bacillus subtilis i zawierat tylko 10% biatka aktywnego,
charakteryzujacego sie aktywnos$cig amytolityczng i proteolityczna. Badania
z zakresu zastosowania ultrafittracji do oczyszczania i zatezania enzymow
prowadzone byly réwniez w Polsce w Zaktadach Pektowin w Jasle na urza-
dzeniu firmy angielskiej Patterson Candy Int. Ltd. z modutami rurowymi
(48,49). W Instytucie Przemystu Fermentacyjnego w Warszawie zbadano mo-
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zliwosc oczyszczania i zatezania enzymow proteolitycznych pochodzenia ples-
niowego i bakteryjnego oraz pektynolitycznych (49). Na Politechnice Slaskiej
(50 - 53) przeprowadzono badania, ktorych celem byto okreSlenie mozliwosci
wykorzystania techniki ultrafiltracji do poprawienia jakosci produkowanych
w Zaktadach Przemystu Rotno-Spozywczego w Jasle handlowych preparatow
enzymow spozywczych z gmpy hydrolaz: Amylogalu CS, Proteopolu BP-S oraz
Pektopolu PT, Wyznaczono najkorzystniejsze parametry operacyjne procesu
ultrafiltracji majace wpfyw na jego wydajnos¢ i efektywnos¢. Dokonano oceny
jakosci otrzymanych retentatéw biatek enzymatycznych, poréwnujac skute-
czno$¢ ich dziatania z preparatami handtowymi w konkretnych procesach
technologicznych.

Poréwnanie kosztow zwigzanych z zatezaniem i oczyszczaniem enzymow
metoda ultrafiltracji oraz metodg wyparkowg (warunki amerykanskie) przed-
stawiono w tab. 6. Koszty eksploatacyjne wynosza okoto 4 USD na 1 m"
fittratu, co stanowi jedynie 50% kosztéw metody wyparkowej. Na korzysé
stosowania ultrafiltracji przemawia jeszcze wyzszy stopien odzysku produktu
(90 - 98%) niz w metodzie wyparkowej pofaczonej z wysalaniem (70 - 90%).
Dane ticzbowe wyraznie Swiadczg o tym, ze w przypadku oczyszczania i za-
tezania biatek enzymatycznych proces ultrafittracji pod wzgtedem energetycz-
nym moze zdecydowanie konkurowac¢ z innsmi metodami klasycznymi.

Tabela 6
Koszty eksploatacyjne oczyszczania i zatezania enzyméw metoda ultrafiltracji i wyparkowag

A. Koszty eksploatacyjne

USD/m3 Ultraiiltracja Metoda wyparkowa
amortyzacja 1,00 1,00
wymiana membran 2,00 -
energia 0,20 0,07
konserwacja, robocizna 0,65 0,21
para - 5,66
Ogotem 3,85 6,94
B. Zatozenia analizy ekonomicznej
strumienn permeatu 20 dm”™m~ +h
zywotno$¢ membran 12 miesiecy
wymiana membran uUsSD 150/m~
zuzycie energii 0,24 kWh/m»
koszt energii USD 0,03 kWh
czas eksploatacji 16 h/d; 250 d/rok
koszt inwestycyjny usD 800/m~
amortyzacja 10 lat

koszt pary USD 22/1000 kg
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4. Lgczenie procesow fermentacji i biokonwersji
enzymatycznej z procesami filtracji

Woprowadzenie urzadzenia ultrafiltracyjnego jako integralnej czesci pew-
nych proceséw biotechnologicznych pozwala na zapewnienie ciggtosci ukta-
dow reakcyjnych oraz przyczynia sie do zwiekszenia wydajnosci reakcji. Ultra-
filtracje taczy sie gtéwnie z fermentorami tub reaktorami, w ktérych procesy
biochemiczne katalizowane sg przez enzymy tub cale mikroorganizmy.

4.1. Membranowe reaktory enzymatyczne

Reaktory enzymatyczne z enzymem natywn3rm sg to urzadzenia, w ktérych
jednorodny roztwdr enzymu umieszczony jest w okreSlonym regionie prze-
strzeni ograniczonej membrang, odgrywajaca role bariery dla czasteczek bia-
tek enz)rmatycznych (11). Produkty reakcji sg w sposob ciagly odprowadzane
z permeatem, natomiast do reaktora z tg sama szybkos$cig doprowadzany jest
substrat. Ze wzgledu na sposéb wirprowadzania stmmienia peraieatu wyroz-
nia sie dwa typy reaktorow enzymatycznych (54): z membrang umieszczong
we whetrzu (rys 4a) oraz na zewnatrz reaktora (rys. 4b). Wydaje sie, ze to
drugie rozwigzanie jest korzystniejsze ze wzgledu na to, ze reaktor jest bez-
cisnieniowy, fatwiejszy do sterylizacji oraz tatwiejszy jest dostep do membran
z mozliwoscig wymiany podczas mchu (22). Tmdnosci wystepujgce w tego
rodzaju uktadach to: czeSciowa dezaktywacja enzymu oraz ujemne skutki
zjawiska polaryzacji stezeniowej (54,55). Pierwszy problem mozna rozwigzac
przez wprowadzenie Swiezej porcji enzymu, natomiast dmgi przez dobranie
odpowiedniej membrany oraz wiasciwych wamnkdéw hydrodynamicznych
przeptywu mieszaniny nad powierzchnia membrany.

a) b)

SUBSTRAT SUBSTRAT

Rys. 4. Konstrukcja enzymatycznych reaktoréow membranowyeh (a-z membrang wewnatrz
reaktora, b - z urzadzeniem ultraflltraeyjnym na zewnatrz reaktora).
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Pierwsze badania nad membranowymi reaktorami enzymatycznymi zostaty
wykonane juz na przetomie lat siedemdziesigtych przez Blatta i wsp. (56). Pro-
wadzili oni proces proteolizy 1% serwatki, stosujac jako biokatalizator a-chymo-
tiypsyne. Enzym i substrat biatkowy byty zatrzymywane przez membrane,
podczas gdy produkt przechodzit przez nia. Ciggte membranowe reaktory
enzymatyczne znalazty zastosowanie réwniez w reakcjach enzymatycznego
scukrzania skrobi (15,44,47) oraz w procesie syntezy niektorych aminokwa-
sOw i ich rozdziatu na izomery optyczne (57).

Mozna zatem stwierdzi¢, ze zastosowanie membranowych reaktorow enzy-
matycznych pozwala na szybsza konwersje substratu do produktu, odzysk
produktéw o znacznie wyzszym stopniu czystosci, ponowne uzycie biatek
enzymatycznych, dobra kontrole pH i temperatury, oraz na zwiekszenie wy-
dajnosci procesu biochemicznego. Ponadto ukltady enzym-substrat sg tatwo
wymienialne, co umozliwia prowadzenie reakcji w ukiladach wieloenzymo-

wych (11).

4.2. Membranowe uktady z unieruchomionym enzymem

Immobilizacja enzymow jest jedng z form ich modyfikacji. Polega ona na
unieruchamianiu lub oddzielaniu czasteczek enzymu w przestrzeni reaktora
bez straty aktywnosci biokatalitycznej. Do tradycyjnych technik unierucha-
miania enzyméw zalicza sie (11,54,58,59): przeprowadzenie w zel, adsorpcje
na powierzchni nosnika polimerowego, kowalencyjne wigzanie z nosnikiem
polimerowym, kopolimeiyzacje z noSnikiem biatkowym, inkluzje w strukturze
polimeru oraz zamykanie w okre$lonej objetosci bioreaktora.

Wydaje sie, ze adaptacja uktadéw membranowych do unieruchamiania
enzymow i catych komdrek jest obiecujgca propozycja dla rozwoju inzynierii
reaktoréw biochemicznych. Enzymy unieruchomione na membranach czy
zamkniete w ograniczonej przestrzeni przez membrany pracujg w warunkach
zblizonych do warunkéw in vivo. Ponadto membrany i ukfady membranowe
sg tanim nos$nikiem do immobilizacji enzyméw. Inng korzyscig wynikajaca
z zastosowania takiego rozwiagzania jest mozliwos¢ ciggtego usuwania produk-
tow reakcji, co wptywa na zwiekszenie wydajnosci procesu.

W literaturze podaje sie (11) kilka praktycznie stosowanych metod unieru-
chamiania enzyméw w uktadach membranowych. Najwazniejszymi z nich sa:

— reaktory membranowe z enzymem w formie zelu,

— reaktory z enzymem zamkniet3rm przez membrane w ograniczonej prze-
strzeni reaktora biochemicznego,

— ciggle reaktory przeptywowe z enzymem przytagczonym do membrany
za pomocg wiazan kowalencyjnych,

— reaktory zawierajace enzym lub cate komérki unieruchomione w poro-
watej strukturze membrany (inkluzja w strukture polimeru).

Interesujaca technika unieruchamiania enzyméw na powierzchni membra-
ny jest wykorzystanie zjawiska polaryzacji stezeniowej (11,15,20,60-63).
Podczas ultrafiltracji roztworu enzymu z wykorzystaniem membrany, ktéra



Zastosowanie technik membranowych 129

go catkowicie zatrzymuje, na powierzehni membrany tworzy sie warstwa pola-
ryzacyjna o stezeniu wiekszym niz jego stezenie w roztworze. Jezeli stezenie
enzymu w warstwie polaryzacyjnej przekroczy stezenie tworzenia sie zelu, na
powierzchni membrany powstaje warstwa zelowa o statym stezeniu (62,64).
Membrana z warstwg enzymu w formie zelu moze by¢ wykorzystana w re-
aktorze enzymatycznym do prowadzenia reakcji biochemicznych. Substrat jest
wprowadzany w sposéb ciggly do uktadu i przechodzac przez membrane ulega
reakcji katalizowanej na warstwie enzymu. Zaleta tego sposobu jest prosta
technika przygotowania zelu, natomiast wadg — niewielka stabilnos¢ wairstwy
zelowej.

W reaktoraeh z enzymem umiejscowionsm w okre$lonym regionie prze-
strzeni uktadu membranowego enzym jest nienachomy i ograniezony w prze-
strzeni przez membrang, natomiast nie przeprowadza sie rzeczywistej immo-
bitizacji. Do konstruowania tego rodzaju reaktoréw stosuje sie moduty z wio-
kien kapitamych do ultrafiltracji lub od-
wréconej osmozy. Unieruchomienie enzy- Q)
mu moze nastgpi¢: wewnatrz kapilar lub
pustych wiokien po stronie warstwy na-
skorkowej (rys. 5), po zewnetrznej stronie
wigzki witdkien kapilamyeh oraz we-
wnatrz porowatej struktury matrycy
membrany asymetrycznej (lys. 6) (11,65).

Wazng zaletg takich rozwigzan, w pordéw- 1
naniu do innych technik immobi-

lizewania, jest eliminacja mechanicznej

lub ehemicznej dezaktywacji enzymu.

Jednym z czesto stosowanych sposo-
bow unieruchamiania biatek enzymatyez-
nych jest ich miedzyczasteczkowe siecio-
wanie za pomocg wigzan kowalencyjnych
(11,58,59) z powierzchnig membran asy-
metryeznych. Najpierw przeprowadzona
zostaje adsorpcja enzymu na substancji
wielkoczagsteczkowej (np.  albuminie)

w formie monowarstwy, a nastepnie
uktad taki jest unieruchamiany na po-
wierzchni membrany przez miedzyeza-
steczkowe sieciowanie — najczeseiej alde-
hydem glutarowym. Jezeli immobi-
lizowany tym sposobem enzym nie traei Rys. 5. Reaktor z enzjnnem unieru-
aktywnosci, to membrana z nim zwigza-  chomionym wewnatrz rdzenia membran
na moze by¢ stosowana w cigglych re- kapitamych (A — reaktor, B — przkréj
aktorach przep#ywowych. poprzeczny w&ékna:’ 1 — rdzen wiokna,
Wiekszoé¢ opisanych wczesniej biore- 2 Wwarstwa naskorkowa, 3 — matryca

. . . A . membrany, 4 — komora reaktora, 5 —
aktorow z unleruchomlonyml enzymami enz5rm)l
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a") charakteryzuje si¢ pewnymi
wadami, ktére ograniczajg ich
wydajno$¢. Na przyktad w re-
aktorach, w ktoérych enzym
jest unieruchomiony wewnatrz
gabczastej struktury membra-
ny kapilarnej, transport sub-
stratéw i produktow jest pro-
cesem dyfuzyjnym, a wiec bar-
dzo wolnym. Wystepuja
ponadto straty enzymu na

b) skutek przechodzenia przez
warstwe naskorkowg membra-
ny. Sieciowanie enzymu moze
z kolei wyeliminowa¢ wymie-
nione straty enzimiu, z drugiej
jednak strony juz w trakcie
procesu immobilizacji naste-
puje spadek aktywnosci enzy-
mu. Przedstawione techniki
me nadajg sie ponadto do
unieruchamiania catych ko-
morek mikroorganizmow.

W ostatnich latach powsta-

©) ta koncepcja immobilizowania
biokatalizatoréw przez wpro-

wadzanie ich do struktury

.. membran w trakcie formowa-

Al nia. Roztwor enzymu lub za-
wiesine mikroorganizmow do-

Rys. 6 Schemat reaktora membran9wego Z enzy- daje Sie do roztworu btono-
mem unleruchomlonym wewnatrz porow membrany tW(’)I’CZEgO | Z teJ mieszaniny

(A — sehemat aparatury, B — przekréj poprzeczny . .

membrany, C — przekr6j wzdtuz widkna kapilarnego, fOI’mUJe sSig memprane- Otrzy'
1 — wnetrze widkna, 2 — warstwa naskérkowa, 3 — Mane w ten sposdb membrany
warstwa makroporowata nasycona enzymem, S — sub- enzymatyezne spelniajal pod-
strat, P — produk®). wojna funkcje: biokatalizatora

i separatora reagentow. Meto-
da ta jest ograniczona przez warunki, jakie towarzysza formowaniu membran,
a zatem przez obecno$¢ niewodnych rozpuszczalnikéw (dimetyloformamid,
aceton i in.) oraz wysoka temperaturg wystepujgcg w trakcie modyfikacji
termicznej membran do odwréeonej osmozy. Wydaje sie, ze do immobilizacji
biokatalizatoréw opisang metoda bardziej uzyteczne beda komérki mikroorga-
nizmoéw, ktore sg zrédtem wielu enzymoéw o znaczeniu przemystowym. Ostat-
nio odkryto szereg mikroorganizméw (np. Sulfolobus Solfataricus) (20), ktore
sg odporne zaréwno na wysoka temperature, jak i rozpuszczalniki organiczne.
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En*ymy w nich zawarte nie tracg aktywnosci biologicznej dzieki otoczce z bto-
ny komorkowej.

Drioli i wsp. (66) przedstawili wyniki badarn immobilizacji odpornych pod
wzgledem chemicznym i termicznym termofilnych mikroorganizméw Calda-
riella acidophilia na ptaskich membranach z polisulfonu, octanu celulozy i po-
liuretanu. Mikroorganizm ten syntezuje enzimi, p-galaktozydaze, ktdry jest
biokatalizatorem hydrolizy laktozy. Rucka (67) przeprowadzita proby inkluzji
rybonukleozy wewnatrz struktury ultrafiltracyjnych membran z octanu celu-
lozy i poli(chlorku winylu), ktére charakteryzowaty sie wysokag aktywnos$cig
biochemiczng. Membrany z poli(chlorku winylu), ktérych struktura zawiera
duze puste przestrzenie w ksztatcie wydtuzonej kropli, wydajg sie szczeg6lnie
przydatne do immobilizowania enzymow przez inkluzje wewngtrz porowatej
struktury (68). Bodzek i wsp. (69,70) przeprowadzili préby immobilizaeji en-
zymOw wyodrebnionych ze szczepu Pseudomonas. Enzymatyczne membrany
z poliakrylonitrylu stosowano do oezyszczania $ciekéw przemystowych zawie-
rajacych fenole i cyjanki.

4.3. Fermentory membranowe

Potaczenie fermentora z ultrafiltraeyjnym modutem membranowym pozwa-
la na eiggta hodowle kultur drobnoustrojéw zastepujae z powodzeniem fer-
mentory okresowe i przyczyniajae sie rownocze$nie do zwiekszenia wydajnosci
uktadu (71 - 73).

Zasade dziatania fermentora membranowego ilustruje rys. 7. Staty doptyw
do fermentora $wiezych sktadnikéw odz}wczych oraz mozliwo$¢ usuwania
toksycznych metabolitéw zapewniajg odpowiednie warunki cigglej hodowli.

SPRNIONE WObA WpDOCIN("OWA
powiErezE POD ci&nieniea\

Rys. 7. Schemat fermentora membranowego.
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W procesach fermentacji okresowej bardzo czesto wzrost komorek jest hamo-
wany przez akumulacje nadmiernej ilosci bioproduktéw (np. etanol, kwas
mlekowy, antybiotyki) (15). W wyniku usuwania produktéw reakcje fermen-
tacji mozna realizowac przy stosunkowo wysokich gesto$ciach biomasy w roz-
tworze fermentacyjnym oraz zwieksza¢ produktywno$¢ fermentora.

Przedstawione dane wyraznie $wiadczg o tym, ze w membranowym fer-
mentorze ciggtym istniejg warunki do rozwoju komérek mikroorganizéw. Wy-
daje sie, ze podobne rozwigzania mogtyby znalez¢ zastosowanie w wielu in-
nych procesach fermentaciji.

4.4. Biomembranowe oczyszczanie Sciekw

Uzyskane w Japonii korzystne wyniki (74) w badaniach pilotowych malej
instalacji oczyszczania Sciekdw bytowo-gospodarczych zblokowang metodg
osadu czininego i ultrafiltracji przypomniaty znang z konca lat szes¢dziesia-
tych koncepcje biomembranowego oczyszczania $ciekéw. Powr6t do tej kon-
cepcji, w wersji oczyszczalni o wydajnosci kilkunastu m” na dobe, jest wy-
nikiem poszukiwan zwartych systemow oczyszczania $ciekéw komunalnych,
umozliwiajgcych oczyszczanie u Zrédet powstawania Sciekéw z odzyskiem jak
najwiekszej ilosci wody zdatnej do ponownego wykorzystania (75).

Na lys. 8 przedstawiono schemat konwencjonalnego uktadu do oczyszcza-
nia $ciekbw komunalnych metoda osadu czynnego oraz z wykorzystaniem
ultrafiltracji. Reaktor biologiczny jest zblokowany z modutem ultrafiltracyjnym
w taki sposéb, ze strumien odptywu z komory napowietrzania w catosci prze-
chodzi przez ultrafiltracyjny uktad membranowy, z ktérego retentat ultrafil-
tracyjny powraca do komory napowietrzania, a jego cze$¢ moze cyrkulowac
w obiegu z pominieciem reaktora biologicznego. Do reaktora doprowadza sie
w sposob ciaggty Scieki w ilosci réwnej wydajnosci uktadu ultrafiltracyjnego.
Z danych literaturowych wynika, ze stezenie osadu w komorze napowietrzania
mozna zwiekszy¢ nawet do 50 kg sm/m” (73,75,76), co umozliwia zmniej-
szenie pojemnosci komory. Obecnos$¢ tak duzej ilosci biomasy sprzyja adsor-
pcji sktadnikéw ze Sciek6w; zmniejsza sie wiec niebezpieczenstwo szybkiego
powlekania membran. Poniewaz membrana zatrzymuje w ukfadzie skiadniki
Sciekow ulegajace trudniej biodegradacji, wymagany normalnie czas zatrzy-
mania moze zosta¢ skrocony. W wyniku petnego zatrzymania w uktadzie czg-
stek zawieszonych, adsorpcji matych czasteczek przez biomase i duzych cza-
séw zatrzymania dla substancji refrakcyjnych nastepuje wyrazne obnizenie
BZT5 i ChZT w wodach odprowadzanych z uktadu biomembranowego. Og6lne
zmniejszenie BZT5 wynosi 95% przy catkowitym usunieciu zawiesiny (76).
Charakterystyczny dla metody biomembranowej jest brak lub znikome two-
rzenie si¢ nadmiernego osadu czynnego (76,77). Ukiad biomembranowy moze
by¢ stosowany dla proceséw aerobowych i anaerobowych, z reaktorami bio-
logicznymi otwartymi i zamknietymi. Mozliwe jest zatem nie tylko oczyszczanie
Sciekbw komunalnych, lecz i przemystowych, np. po rozbudowaniu ukiadu
0 zestaw do odzysku substancji wartosciowych.
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Powszechnie podkres$lang zaleta potaczenia metody osadu czynnego
z ultrafiltracja jest zwarto$¢ uktadu i mozliwos¢ petnej automatyzacji. W przy-
padku instalacji projektowanych dla matych jednostek (budynki mieszkalne,
szpitale, biurowce czy fabryki) istnieje wiec mozliwos¢ ich pomieszczenia we-
wnatrz budynku. Srednie wartosci obcigzenia sciekOw i powstajacego filtratu
wg (74) podano w tab. 7.

Tabela 7
Wynik] pracy instalacji biomembranowej

Sktadnik (parametr) Wymiar Obcigzenie

Scieki filtrat
zawiesina g/mn 236 0
BZT g/m~n 134 1.2
utlenialnosé g/mn 96,5 6,1
wegiel organiczny g/mn 129 4,3
azot amonowy g/m” 19,8 4,2
chlorki g/m~» 148 75,2
zwigzki g/mn 11,1 0,17
powierzchniowo
czynne
ekstrakt eterowy g/mn 70,8 2,7
bakterie Coli ilos¢/m~ 73 10"
zawiesina g/mn 4300- 27 400
w komorze
napowietrzania
temperatura °C 6- 26
strumien permeatu m~/m~ - d 0,57

5. Zakonczenie

z przedstawionych rozwazan i przytoczonych przyktadow wynika, ze mem-
brany i procesy membranowe, szczeg6lnie ultrafiltracja, wywieraja i bedg wy-
wieraty wptyw na szybko rozwijajace sie technologie wykorzystujgce przeréb
biochemiczny. Poczatkowo wysitki byly kierowane na operacje wspomagajace
procesy biochemiczne, takie jak usuwanie komorek hodowlanych w formie
produktu reakcji, klarowanie ciec?y pofermentacyjnych oraz odzysk i oczysz-
czanie produktow reakcji biochemicznych, powstajacych w postaci ztozonych
i rozcienczonych mieszanin ciekdych.

W miare wprowadzania do praktyki przemystowej nowych proceséw biote-
chnologicznych membrany stajg sie integradng czescig reaktorow i instalaciji,
ulepszajac i zastepujac technologie tradycyjne. Ostatnio inzynieria biochemi-
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KONWENCJONALNA UKEAb Z OSADEM CZANNAM

SCIEia SUROWE

UKLAD OSAD CZANNA - ULTRAFLTRACIA

I”s. 8. Klasyczny ukiad oczyszczania $ciekéw komunalnych oraz metoda z wykorzystaniem
ultrafiltracji.

czna wprowadza membrany w celu zwiekszenia wydajnosci konwencjonalnych
procesow fermentacyjnych i enzymatycznych. Konstruowane sg ciggte fermen-
tory, w ktéiych biokatalizator albo C3n'kuluje miedzy reaktorem a urzadzeniem
ultrafiltracyjnym albo jest immobilizowany w membranie lub na jej powierz-
chni. Uklady takie pozwalaja nie tylko na zwiekszenie wydajnosci reakcji, ale
na prowadzenie proceséw w systemie ciggfym, jak rowniez otrzymywanie pro-
duktu o odpowiedniej czystosci i stezeniu. Cechg systemdédw membrana-im-
mobilizowany biokatalizator jest mozliwos¢ potaczenia reakcji biochemicznej
z procesem separacji, w rezultacie czego nastepuje uproszczenie konstrukcji
aparatury i obnizenie kosztéw.

Oprocz znanego wplywu systemow membranowych na przemystowe pro-
cesy biochemiczne, duze mozliwosci ich wykorzystania sg zwigzame z medy-
cyna w konstrukcji sztucznych narzaddéw oraz detoksyzacjg krwi. Membrana
w tym przypadku bedzie nie tylko odgrywata role podtoza do immobilizowania
komorek i organizmow, ale réwniez zabezpieczata je przed atakiem macierzy-
stego systemu immunologicznego. Nowe koncepcje i badania naukowe idg
w kierunku tzw. ,,inteligentnych” membran aktywnych biologicznie, ktére sg
maksymalnie zblizone pod wzgledem funkcji i budowy do membran biologi-
cznych. Prace prowadzone sg tez w kierunku poprawy mikrostruktury i fun-
kcji chemicznych membran, szczegélnie gdy majag byé zastosowane w medy-
cynie i biologii.



Zastosowanie technik membranowych 135

Literatura

~No o

©

10

11.

12.

14.

15.
16.

17.
18.

19.
20.
21
22

23.

24,
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.

Michaels A. S., Matson S. L., (1985), Desalination, 53, 231 -237.

Lonsdale H. K., (1974), Desalination, 14, 394-403.

Meares P., (1976), Membrane Separation Processes, Elsevier Scientific Publishing,
Amsterdam.

Sourirajan S., (1977), Reverse Osmosis and Synthetic Membranes, National Re-
search Council, Canada, Ottawa.

Strathmann H., (1981), J. Membr. Sci., 9, 121 - 132.

Lonsdale H. K., (1973), Desalination, 13, 317-325.

Lonsdale H. K., Podali H. E., (1972), Reverse Osmosis Membrane Research, Ple-
num Press, New York-London.

Sourirajan S., Matsuura T., (1985), Reverse Osmosis and UltrajUtration. Process
Principles, National Research Council, Canada, Ottawa.

Stannett V. T., Koros W. J., Paul D. R, Lonsdale H. K., Baker R. W., (1977),
Advances in Pol3mier Science, 32, 92 - 104.

Winnicki T., (1978), Polimery czynne w inzynierii ochrony srodowiska. Arkady,
Warszawa.

Winnicki T., Mika A., (1986), Membrane Phenomena and Processes, Lectures of
1@ International School on Artifical Membranes in Poland, Politechnika Wrocta-
wska, Wroctaw.

Woermann D., (1980), J. Membr. Sci., 7, 127 - 140.

Fane A. G., Fell C. J. D., Wiley A., McDonogh R., (1986), Concentration polari-
zation, mass transfer and fluid dynamics in membrane systems. Paper presented
on Summer School on Engineering Aspects of Membrane Processes, Aarhus,
Denmark (materiaty powielone).

Sherwood R. K., Brian P. L. T., Fischer R. E., Dressier L., (1965), Ind. Eng.
Chem. Fundamentals, 4, 113-118.

Cooney C. L., (1983), Science, 219, 728-735.

Tragardh G., (1986), Use of membrane technology in biotechnology and food
industry. Paper presented at Summer School on Engineering Aspects of Mem-
brane ~ocesses, Aarhus, Denmark (materiaty powielone).

Bemberis J., Neely K., (1986), Chem. Eng. Progress, 82, 11, 29-37.
O'Sullivan T. J., Epstein A. C., Korchin S. R., Beaton N. C., (1984), Chem. Eng.
Progress, 80, 1, 68-75.

Sasserod S., (1984), Chem.-Anlagen-Vanfaren, 4, 99- 104.

Drioli E., (1984), Estratto da L'ltalia Agricola, 121, 3, 71 -86.

Lee M. S., Billigheimer P. J., (1985), The Chemical Engineer, 4, 48-51.

Bell D. J., Davies R. J., (1987), Biotechnol. Bioeng., 29, 1176- 1178.

Kroner K. H., Schiitte H., Hustedt H., Kula M. R., (1984), Process Biochem., 19,
4, 67-74.

Klein W., (1982), Filtr. Separ., 19, 130- 134.

Dunnill P., (1983), Process Biochem., 18, 5, 9 - 13.

Strathmann H., (1982), Chemie Technik, 11, 813-819.

Quirk A. V., Woodrow J. R., (1983), Biotechnol. Letters, 5, 277-281.
Adamczyk E., LeSniak W., (1984), Materialy seminaryjne: Problemy i tendencje
rozwojowe produkcji kwasu cytrynowego. Stowarzyszenie Technikéw Cukrowni-
kow, Ocypel, 19-27.

Torlop B., Raczko W., (1987), Postepy Inz)mierii Bioreaktorowej, Materiafy Il Ogol-
nokrajowej Sesji Naukowej, +6dz, 208-215.

Bodzek M., (1983), Polish J. Chem., 57, 919-930.

Grzesiak E., Pietkiewicz J., (1984), Materialy seminaryjne: Problemy i tendencje
rozwojowe produkcji kwasu cytrynowego. Stowarzyszenie Technikéw Cukrowni-
kdéw, Oc}qg3el, 30 - 35.

Bodzek M., Bohdziewicz J., (1989), Raport — Wydzielanie i oczyszczanie prepa-

biotechnologia 2 (25) 94



136 M. Bodzek, J. Bohdziewicz

33.
34.

35.
36.
37.

38.
39.
40.
41.
42.

43,
44,
45,
46.

47.
48.

49.

50.
51.
52.

53.
54.

55.

56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.

63.
64.
65.
66.

67.

ratu pektynolitycznego z odcieku po fermentacji cytrynowej metoda ultrafiltracji,
Instytut Inzynierii i Technologii Wody, Sciekdw i Odpaddéw, Politechnika Slgska,
Gliwice (materiaty powielone).

Patent PRL 131813, (1986), Sposdb jednoczesnego otr"mjwania preparatu enzy-
matycznego oraz kwasu cytynowego.

Bohdziewicz J., Bodzek M., (1992), Recents Progres en Genie de Precedes ,,Mem-
brane Preparation-Fouling-Emerging Processes”, Eds. Aimar P., Aptel P., Lavoisier
Press, 6, 22, Paris, 449 - 454,

Bohdziewicz J., Bodzek M., (1994), Process Biochemistry, 29, 99- 107.

Galas E., (1984), Wiadomosci Chemiczne, 39, 11-15.

Kenz Z., Van't Riet K., (1986), Proc. of the 5/ Yugoslaw-Austrian-Italian Chemical
Engineering Conference, Portoraz, Jugostawia, 194 - 198.

Neogi P., (1983), AIChE J., 29, 402-406.

Suki A., Fane A. G, Fell C. J. D., (1984), J. Membr. Sci., 21, 269-283.
Charm S. E., Wong B. L., (1970), Biotechnol. Bioeng., 12, 1103- 1112.
Dytnierskij J. 1., (1986), Baromembrannyje procesy, lzd. Chimia, Moskwa.
Hanus J., Pasek A., Skachora H., Kucera J., (1976), Proc. of Section D, 2~
Congress APLICHEM’76, Bratystawa, Czechostowacja, 237 - 243.

Pasek A., (1981), Chemicke listy, 75, 856-869.

Flinn J. E., (1970), Membrane Science and Technology, Plenum Press, New York.
Michaels A. S., (1980), Desalination, 35, 329-338.

Ortienberg E. S., Stotypin O. S., Timkowska A. F., Prokopowicz A. W., Dikowa
U. F., (1985), Chim.-Farm.-Zumat, 19, 78-91.

Porter M. C., Michaels A. C., (1972), Chemical Technology, 1, 56-69.
Kluszczyk H., (1972), Raport — Proby zastosowania ultrafiltracji do zageszczania
i oczyszczania enzymoOw pektynolitycznych przy zastosowaniu aparatury firmy
PCI, Stacja Doswiadczalna przy Zakidach ,,Pektowin”, Jasto (materiaty powielone).
Stachowicz K., Jedrychowska B., Krakowiak A., Klosinska-1~cerska B., Sawicka
R., Skiba J., Zakrzewski A., (1975), Prace Instytutéw i Laboratoriéow Badawczych
Przemystu Spozywczego, 25, 321-334.

Bohdziewicz J., Bodzek M., Korais L, (1990), Biotechnologia, 2-3 (8-9), 23-35.
Gierczycki A., Bohdziewicz J., (1991), Biotechnologia, 2, (12), 59-66.
Bohdziewicz J., (1992), Proc. of the East Europe-Japan Workshop on ,,Frontiers
in Membrane Science and Technology”, Tomb, 125- 127.

Bohdziewicz J., (1994), Process Biochemistry, 29, 109- 118.

Noworyta A., (1986), Prace Naukowe Instytutu Inzynierii Chemicznej i Urzadzen
Cieplnych Politechniki Wroctawskiej, 46, 245-254.

Noworyta A., (1987), Materiaty 11l Ogélnokrajowej Sesji Naukowej Postepy Inzy-
nierii Bioreaktorowej, £6dZ, 54-58.

Blatt W. F., Hudson B. G., Robinson S. M., (1968), Anal. Blochem., 22, 1 -8.
Michaels A. S., Strathmann H., (1983), J. Membr. Sci., 15, 118- 129.
Szewczuk A., (1973), Wiad. Chem., 27, 289 - 296.

Szewczuk A., Rapak A., (1985), Wiad. Chem., 39, 31 -35.

Cabasso L, (1980), Polym. Sci. Techno!., 13, 57-78.

Drioli E., Scardi V., (1976), J. Membr. Sci., 1, 237-311.

Greco G. Jr., Alfani F., lorio G., Canatarella M., Formisano A., Granfreda L.
Palescandlo R., Scardi V., (1979), Biotechnol. Bioeng., 21, 1421 - 1433.

Zuk J. S., Rucka M., Rak J., (1982), EPE, 8, 1 -4, 95- 103.

Capobiagoni G., Drioli E., Ragosta G., (1977), J. SoUd-Phase Blochem., 2, 315 - 332.
Waterland L. R., Michaels A. S., Robertson G. R., (1974), AIChE J., 20, 50- 53.
Drioli E., lorio G., Santoro R., De Rosa M., Gambacorta A., Nicolaus B., (1982),
J. Mol. Catalysis, 14, 247-251.

Rucka M., (1987), Raport — Opracowanie metody immobilizacji lipazy w mem-
branie ultrafiltracyjnej. Instytut Chemii Organicznej i Fizycznej, Politechnika
Wroctawska (materiaty powielone).



Zastosowanie technik membranowych 137

68. Bodzek M., Bohdziewicz J., (1985), Materiaty 1l Ogolnopolskiej Sesji Naukowej:
Postepy Inzynierii Bioreaktowej, 1, 240-248.

69. Bodzek M., Bohdziewicz J., Kowalska M., tabuzek S., (1992), Proc. of the East
Europe-Japan Workshop on ,,Frontiers in Membrane Science and Technology”,
Torun, 147 - 150.

70. Bodzek M., Bohdziewicz J., Kowalska M., (1993), Biotechnologia, 2(21), 121 -
133.

71. Anderson K. W., Grulke E., Gerhardt P., (1984), Biotechnology, 2, 891 -899.

72. Hoffman H., Kuhlmann W., Meyer H. D., Schugerl K. (1985), J. Membr. Sci.,
22, 235-240.

73. Stavenger P. L., (1971), Chem. Eng. Progress, 67, 3, 30-36.

74. Arika M., Kobayashi H., Kihara H., (1987), Desalination, 23, 77-83.

75. Bodzek M., Kominek 0., (1983), Gaz, Woda i Technika Sanitarna, 57, 248 - 257.

76. Porter M. C., (1973), AIChE Symp. Ser., 69, 129, 100- 122.

77. Lacey R. E., Loeb S., (1972), Industrial Processing with Membranes, Wiley Inter-
science, New York.

Application of membrane operations in some biochemical processes

Summary

In the nearest future biotechnology processes will tend towards the production of small
quantities of valuable substcmces and products which can be obtained only using biological
methods.

Therefore, more efficient ways of microorganism cultivation and better methods of isolation
and purification of products have been looked for. In that situation, the membranes and mem-
brane processes can solve many of these problems. Much attention has been paid to the ultra-
filtration process characterized by low cost and energy-consumption, which may be conducted
at room temperature without any phase changes, with no need of using additional chemicals
and with the possibility of simultaneous concentration and purification of substances.

The paper deals with the possibility of applying ultrafiltration to separation, concentration
and purification of fermentation products and modification of fermentation processes by means
of combination of ultrafiltration with fermenters and enzymatic reactors. Also immobilization of
enzymes and other biocatalysts onto or into membranes has been disscused.

Key words:
immobilization of biocatalysts, membranes in biotechnology, membrane operations, ultrafil-
tration membrane separation.
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