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1. Wstęp

Termin membrany enz3nnatyczne jest stosowany dła okreśłania membran 
o selektywnych właściwościach transportowych, zawierających w swojej 
strukturze immobilizowane biokatalizatory. Membrany takie przejawiają za

tem zarówno właściwości separacyjne, jak i aktywność katalityczną, uwarun
kowaną przede wszystkim rodzajem, ilością i sposobem immobilizacji obecne
go w nich katalizatora. Biokatalizatorem są najczęściej wyizolowane 
makrocząsteczki enzymów, względnie martwe pozostałości komórek mikro
organizmów, wykazujące aktywność katalityczną pozostającego w nich enzy
mu. Takie membrany stanowią najbardziej istotną część tzw. bioreaktora 
membranowego.

Pojęcie bioreaktora membranowego jest jednak szersze i obejmuje również 
reaktory pracujące w sposób ciągły, w których biokatalizator (mogą nim być 
również żywe komórki mikroorganizmów), jest zamknięty w przestrzeni re
akcyjnej przez nieprzenikliwą dla niego membranę (1,2). Rolę taką, zarówno 
wobec enzymu, jak i koen2?ymu jeśli jest on /^wiązany np. z cząsteczką poli
meru, spełniają asymetryczne membrany ultrafiltracyjne, albo np. membrany 
z grupami jonowymi. W tym ostatnim pr/^ypadku ujemnie naładowane grupy 
polimerowej matrycy membrany, odpychają ujemnie, w danym pH, zjonizo- 
wane en2iymy oraz koenzymy (3).

Różne typy bioreaktorów, w tym bioreaktorów membranowych zostały wy
czerpująco scharakteryzowane w publikacjach przeglądowych (4-7), również 
w literaturze polskiej (8- 10). Wykazano tam zalety i wady poszczególnych 
rozwiązań oraz kryteria wyboru. Należy jedynie podkreślić, że te prace prze
glądowe dotyczą stanu wiedzy z lat siedemdziesiątych i osiemdziesiątych.

Reaktory z membraną enzymatyczną różnią się w istotny sposób od zwy
kłych reaktorów membranowych. Proces katalityczny przebiega w nich w fazie 
membrany, stanowiącej granicę nieciągłości pomiędzy fazą zawierającą przede 
wszystkim substraty i fazą zawierającą głównie produkty. Proces zwykle nie 
przebiega ze stuprocentową wydajnością.
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Najprostszą budowę może mieć reaktor przeznaczony do procesu, w którym 

ciągłą reakcję enzymatyczną wymusza się przez ciśnieniowy przepływ 
substratów przez membranę i odbiór produktów po przeciwnej stronie mem
brany.

Daleko bardziej złożone są układy, w których substrat, względnie substraty 
albo produkty nie tworzą jednorodnego roztworu z powodu ograniczonej 
rozpuszczalności. W takiej sytuacji możliwe jest zastosowanie odpowiedniego 
rozpuszczalnika, względnie prowadzenie procesu w typowym układzie dwufa
zowym, z dwiema fazami ciekłymi, rozdzielonymi membraną (6,11). Dobrym 
przykładem są najnowsze sposoby prowadzenia hydroli2^y tłuszczów. Po pier
wszych próbach opracowania wydajnych procesów, w których stosowano 
emulsje oleju w wodzie, względnie dobierano rozpuszczalniki oleju i kwasów 
tłuszczowych, najnowsze opracowania przedstawiają układy, w których oby
dwa substraty, tzn. olej i zbuforowana woda stanowią oddzielne fazy konta
ktujące się ze sobą w membranie enzymatycznej (12- 14).

Dwufazowa wersja realizacji procesu enzymatycznego wykazuje pewną 
analogię do dobrze już poznanych procesów katalizy z przejściem fazowym 
(15), szczególnie jednak — do tzw. katalizy trójfazowej (16,17); katalizator 
enzymatyczny jest bowiem umiejscowiony w membranie na granicy fazy wod
nej zawierającej jeden z substratów i kontaktuje się jednocześnie z fazą or
ganiczną stanowiącą lub zawierającą drugi substrat.

Celem obecnej pracy jest przedstawienie przynajmniej części najnowszych 
rozwiązań dotyczących procesów przeprowadzanych w reaktorach z membra
nami en2ymatycznymi. Przedstawione zatem zostaną nowe sposoby preparo
wania membran enzymatycznych i ich zastosowania.

2. Membrany polimerowe stosowane 
do immobilizowania enzymów

Praktyczne zastosowania w procesach biokatalitycznych znalazły dotąd je
dynie membrany otrzymane na bazie polimerów. Należy jednak wspomnieć 
również o pracach nad wykorź^ystaniem membran nieorganicznych, np. (18- 
21), jako szczególnie trwałych i aktywnych nośników do immobilizacji enzy
mów, głównie za pomocą wiązań kowalencyjnych. Można jednak stwierdzić, 
że stosowanie kosztownego sposobu immobilizacji nietrwałego przecież enzy
mu na wyjątkowo trwałej membranie jest raczej mało ekonomiczne.

Zastosowanie membran polimerowych ro2^winęło się po opanowaniu spo
sobów formowania membran w oparciu o metodę tzw. inwersji faz w pier
wotnym roztworze polimeru (22). UmożliMda on otrzymywanie asymetrycznych 
membran mikro- i ultrafiltracyjnych, przydatnych do procesów separacji. 
W zależności od parametrów procesu inwersji, z tego samego polimeru można 
otrzymywać membrany o wymaganej strukturze, o bardziej lub mniej zwartej 
warstwie mikroporowatego naskórka i makroporowatej warstwie nośnej, od 
typowo gąbczastej do palczastej [sponge oraz finger like structure].
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Typowa struktura asymetrycznych membran polimerowych została przed
stawiona na lys. 1.

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

Tak jak widać w obydwu membranach występuje warstewka mikroporo- 
watego naskórka oraz znacznie większa objętościowo makroporowata warstwa 
nośna. Warstwa naskórka decyduje o odpowiednich właściwościach transpor
towych i separacyjnych (zależnych od średnicy porów i od chemicznego cha
rakteru polimeru membranowego). Natomiast warstwa nośna stanowi wprost 
idealną przestrzeń dla umieszczenia w niej makrocząsteczek enzymu.

Membrany polimerowe stosowane do immobilizacji enzymów są wytwarza
ne w kilku zasadniczych postaciach jako:

— płaskie folie stosowane w reaktorach płaskich, względnie w postaci mo
dułów zwijanych;

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

— membrany kapilarne stosowane w „wiązkach” tworzących tzw. moduły 
kapilarne.

Każda z wymienionych postaci wykazuje zalety i wady, więc wybór jednej 
z nich winien być oparty na dokładnej anałizie przydatności i kosztów otrzy
mywania. Warto 2iwrócić uwagę na stosunek powierzchni, a zatem również 
miejsca reakcji, do objętości roztworów wypełniających objętość reaktora, jaki 
udaje się uzyskać w różnych typach reaktorów. W reaktorach rurowych osiąga 
on wartość 150, w płaskich 500-800, natomiast w reaktorach z membra
nami kapilarnymi do kilku tysięcy m h Stąd, w większości procesów bioka- 
talitycznych, które opracowano już w liczącej się skali technicznej stosowane 
są najczęściej membrany kapilarne (23), chociaż reaktory z membranami pła
skimi są również stosowane, głównie z uwagi na prostą budowę i łatwość 
wymiany membran (14,24).

Schemat typowego reaktora z modułem „kapiłamym” przedstawiono na 
rys. 2.

Rodzaj membrany winien być dostosowany do wybranego procesu kata
litycznego. Można jedynie wskazać, że o przydatności membrany do immobi
lizacji enzymu decyduje: sposób immobilizacji, fizyczna struktura membrany, 
oraz charakter oddziaływań pomiędzy połimerem membrany a składnikami
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reagującego układu, przejawiający się 
w liofobowych albo liofilowych właści
wościach membrany w danym środo
wisku. To zaś, w przypadku reakcji 
w układzie dwufazowym, decyduje 
o grubości streły reakcyjnej w mem
branie oraz o szybkości procesu (wy
stąpią bowiem jedynie ograniczenia 
konwekcyjne, albo znacznie silniejsze 
— dyfuzyjne).

Polimery stosowane najczęściej do 
formowania membran zostały przed
stawione w szeregu wskazującym jed
nocześnie na malejący charakter hy
drofobowy:
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Rys. 2. Schemat prostego reaktora z mo
dułem kapilarnych membran enzymatycz
nych: S — subs trat; P — produkt: 1 — 
pompa; 2 — moduł kapilarny.

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

Ostatnie trzy są już zaliczane do polimerów hydrofilowych.
Warto w tym miejscu zwrócić uwagę na silnie hydrofobowy charakter mem

bran wykonanych z poliamidów organicznych, w przeciwieństwie do zdecy
dowanie hydrofilowego charakteru membran z alifatycznych poliamidów 6 
oraz 6,6 (25).

3. Membrany enzymatyczne

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

1) „uwięzieniu” enzymu w strukturze membrany,
2) adsorpcji, oraz
3) immobilizacji przez wiązania kowalencyjne.
W celu zapobieżenia porywania cząsteczek enzymu immobilizowanych wg 

pierwszego i drugiego sposobu należy doprowadzić stężenie enzymu do tak 
wysokiego poziomu by nastąpił samorzutny proces żelowania enzymu w roz
budowanej przestrzennie strukturze warstwy nośnej membrany.

Szczegółowe informacje na temat podstawowych sposobów immobilizacji 
można znaleźć w cytowanych już pracach. Obecnie zostaną przedstawione 
jedynie niektóre utrwalone już oceny sposobów immobilizacji oraz najważ
niejsze doniesienia z najnowszej literatury.

3.1. Metoda „uwięzienia” w strukturze membrany

Początkowo immobilizację taką przeprowadzano przez formowanie mem
brany z roztworu polimeru zawierającego również wybrany enzym. Nie zna-
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Rys. 3. Immobilizacja enzymu 
w membranie kapilarnej wg Lopeza 
i wsp. (33).

lazło to jednak szerszego za
stosowania, głównie z uwagi 
na ograniczoną odporność 
enzymów na warunki for
mowania membran. Zasad
nicze znaczenie ma tutaj, 
charakter zwykle niewodne- 
go rozpuszczalnika polime
ru, stężenie enzymu oraz 
temperatura prowadzenia 
procesu formowania mem
brany metodą inwersji faz. 
Znane są jednak przykłady 
otrzymania trwałych mem

bran, wykazujących wysokie aktywności katałityczne w przypadku enzymów 
pochodzących ze szczególnie odpornych mikroorganizmów jak Caldariella aci- 
dojila (29,30) oraz Sulfolobus solfatańcus (31).

Znacznie szersze zastosowanie i wyższe oceny uzyskała immobiłizacja do- 
kon3Twana w gotowej membranie asymetrycznej przez wypełnienie jej makro
skopowej struktury cząsteczkami enzymu i utrwałenie ich położenia przez 
usieciowanie, np. za pomocą ałdehydu głutarowego (32).

Godny uwagi jest sposób „uwięzienia” enzymu bez wymuszania jakichkoł- 
wiek wiązań, przedstawiony w patencie J. L. Lx)peza z 1989 r. (33). Dotyczy 
on otrzymywania kapiłamych membran enzymatycznych przeznaczonych do 
procesów przeprowadzanych w układach wiełofazowych.

Istotę sposobu przedstawiono na rys. 3. Tak jak widać, enzym nie może 
opuścić membrany, gdyż z jednej strony jest wstrzymywany przez gęstą war
stwę naskórka, a przy drugiej powierzchni kapiłary rołę zapory spełnia nie- 
rozpuszczałna dła enzymu, organiczna faiza ciekła. Na podkreśłenie zasługuje 
możłiwość bardzo łatwej wymiany zdezaktywowanego enzymu, wzgłędnie wy
miana na inny enzym, potrzebny jako katalizator innego procesu. Obniża to 
znacznie koszty otrzymywania membrany.

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

3.2. Membrany enzymatyczne otrzymywane w wyniku adsorpcji enzymu

Adsorpcja enzymu na rozwiniętej powierzchni wewnętrznej membrany jest 
metodą bardzo prostą i mało kosztowną. Jednakże, często obserwuje się rów
nież, szybszy łub wołniejszy, proces desorpcji prowadzący do obniżenia aktyw
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ności membrany i zanieczyszczania produktów przez zdesorbowane cząsteczki 
enzymu. Z tego względu korzystna jest adsorpcja wielomolekulama, kończąca 
się procesem żelowania (35,36). Warto zwrócić uwagę na membranę otrzy
maną przez adsorpcję aminoacylazy na membranie z poliamidu alifatycznego, 
do którego wprowadzono słabo zasadowe grupy jonowe (35). Była ona zasto
sowana do procesu otrzymywania L - aminokwasów.

3.3. Membrany enzymatyczne otrzymywane metodq immobilizacji 
przez wiązania kowalencyjne

Metody chemicznego wiązania enzymu są zwykle bardziej kosztowne od in
nych. Prowadzą jednak do otrzymania membran o trwałej gęstości zaszczepienia 
enzymu, często odporniejszego na pH środowiska oraz temperaturę (39-41).

Wiązanie chemiczne można przeprowadzić jedynie, wtedy gdy polimer 
membrany zawiera grupy aktywne w procesie szczepienia (42 -44). W prze
ciwnym razie, należy wprowadzić takie grupy przez chemiczną modyfikację 
membrany (45 - 48), względnie uformować membrąjię dwufazową, z cząstka
mi innego materiału (np. krzemionki, poliakryloamidu), który będzie spełniał 
rolę nośnika enzymu w membranie (48 - 52). Inne rozwiązanie przedstawiono 
w patencie japońskiej firmy Nitto-Electric (52). Polega ono na otrzym3rwaniu 
membrany dwuskładnikowej, złożonej z polimeru membranowego oraz rów
nomiernie rozłożonego innego polimeru zdolnego do związania enzymu. Poli
mer ten uzyskuje się po nasączeniu gotowej membrany polimerowej (np. z po- 
lisulfonu) odpowiednim monomerem i jego polimeryzacji.

Interesujący sposób immobilizowania enzymów w membranach, oparty na 
przeprowadzaniu szczepienia enzymu w procesie fotochemicznym, został 
przedstawiony przez Bellobono i wsp. (54). Proponują oni fotoszczepienie en
zymu razem z monomerami, względnie prepolimerami akrylanowymi na mi- 
kroporowatym podłożu membranowym. Czynnikiem immobilizującym enzym 
(opisano przykład z zastosowaniem katałazy) był prepolimer epoksy-diakry- 
lanowy. Proces był wywoływany pod wpływem naświetlania promieniowaniem 
wysokociśnieniowej lampy rtęciowej w obecności l,2-difenylo-2,2-dimetoksy- 
metanonu jako inicjatora.

Proces przeprowadzano w trzech etapach; a) naniesienia roztworu enzymu 
na ultrafiltracyjną membranę z polichlorku winylu i odparowania rozpusz
czalnika, b) naniesienia warstwy toluenowego roztworu prepolimeru z foto- 
inicjatorem i dodatkiem drobnoziarnistego zeolitu 3A i odparowania toluenu, 
c) naświetlenia lampą rtęciową (2 min). Warunki otrzymywania membrany są 
zatem bardzo łagodne, dzięki czemu aktywność związanego enzymu spadła 
jedynie o 5-6 %.

Warto również zwrócić uwagę na wcześniejszą pracę Imai i wsp, (55,56) 
nad immobiłizacją enzymów w membranie z polialkoholu winylowego, chociaż 
występuje tam raczej żelowanie i fotosieciowanie.

Interesującą metodę immobilizacji opracowali również badacze taiwańscy 
(56). Polega ona na wiązaniu makrocząsteczek enzymu na polimerze w pro
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cesie aktywacji plazmowej. Roztwór enzymu (z czynnikiem sieciując3nn lub 
bez) nanosi się np. na ultrafiltracyjną membranę polimerową (z polietylenu, 
polipropylenu, octanu celulozy) i umieszcza w generatorze plazmowym. Sto
sowano typowy generator częstości radiowych 13,56 MHz, w atmosferze azotu, 
tlenu, względnie amoniaku. Następuje wtedy aktywacja grup funkcyjnych 
białka oraz polimeru prowadząca do powstania wolnych rodników, które 
w czasie powrotu do stanu niskoenergetycznego tworzą wiązania kowalencyj
ne. W wyniku tego powstaje membrana z częściowo zaszczepionymi i częścio
wo usieciowanymi cząsteczkami enzymu na polimerze membranowym o wy
sokiej aktywności katalitycznej i stabilności. Autorzy udokumentowali swoją 
opinię badaniami szeregu procesów, m.in. z immobilizewaną oksydazą glu
kozową, dekarboksylazą lizynową, inwertazą i mutarotazą.

Ilość imobilizowanego w ten sposób enzymu jest jednak niewielka i otrzy
mywane membrany są przeznaczane do budowy elektrod — biosensorów.

Na zakończenie warto jeszcze przedstawić kolejny, nieco starszy patent, 
z 1987 r. (58), wskazujący na tendencje do przygotowywania membran enzy
matycznych w sposób przypominający formowanie membran laminatowych. 
Istotę patentu stanowi sposób budowy reaktora membranowego przeznaczo
nego do rozdzielania racematów estrów. Zgodnie z nim membrana enzyma
tyczna jest otrzymywana w procesie sieciowania, przebiegającym w odpowied
nio zbuforowanej mieszaninie makrocząsteczek polimeru i odpowiedniego en
zymu pod wpfywem typowych środków sieciujących (stosowano różne poli
mery akrylamidowe i metakrylamidowe, z wystarczającą zawartością grup jo
nowych zapewniających dobrą hydrofilowość). Proces przebiega w warstwie 
roztworu naniesionej na podłoże z typowej polimerowej membrany ultrafiltra- 
cyjnej (stosowano membrany z polipropylenu, policzterofluoroetylenu, poli
chlorku winylu i in. Cała membrana jest więc złożona z enzymatycznie aktyw
nej warstewki polimeru osadzonej na porowatej membranie filtracyjnej.

Przedstawione sposoby immobilizacji enzymów w membranie stawiają 
przed projektantem procesu znacznie szersze możliwości wyboru optymalnego 
wariantu. Generalnie można stwierdzić, że bardziej złożone i kosztowne me
tody immobilizacji, zwłaszcza te, oparte na wiązaniach chemicznych, warto 
stosować dla enzymów trudno dostępnych i kosztownych, w celu zapewnienia 
ich wysokiej i długotwałej aktywności (59).

4. Laminatowe membrany enzymatyczne

w prezentacji membran enzymatycznych osobne omówienie należy poświę
cić tzw. membranom laminatowym. (W przypadku zwykłych membran prze
znaczonych do rutynowych zastosowań, podobnie zbudowane, kilkuwarstwo
we membrany są niekiedy nazywane membranami kompozytowymi (60)).

Do membran laminatowych można również zaliczyć tzw. membrany dyna
miczne, w których warstwa żelu enzymu jest osadzana na podłożu z mem
brany ultrafiltracyjnej w czasie filtracji roztwom enzymu (61).
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w artykule tym terminem „enzymatyczna membrana laminatowa” jest na
zywana membrana złożona z warstwy typowej membrany enzymatycznej i na
łożonej na nią innej warstwy, pełniącej funkcję dodatkowego, selektywnego 
separatora. Obydwie warstwy spełniają zatem aktywną rolę w całkowitym 
procesie katalitycznym. Dodatkową selektywną warstwą jest np. membrana 
ciekła, najczęściej w formie tzw. unieruchomionej membrany ciekłej. Utwo
rzona jest ona z cieczy organicznej nasycającej makroporowate podłoże, na
dające jej kształt i trwałość.

Zastosowanie enzymatycznej membrany laminatowej jest konieczne 
w przypadku, gdy sełekt}wne właściwości membrany enzymatycznej są 
niewystarczaj ące.

Przykład zastosowania takich membran dotyczy rozdzielania racematu 
estru etylowego N-acetyłotyrozyny (62). Membrana jest złożona z warstwy 
unieruchomionej membrany ciekłej (ciecz organiczna wypełniająca poiy mem
brany teflonowej), nałożonej na membranę enzymatyczną.

Schematyczny obraz membrany i całego procesu prowadzącego do uzy
skania stężonego roztworu enancjomeru L-kwasu ( 93% ) w strumieniu od
bierającym reaktora i nieprzereagowanego estru pozostającego w roztworze 
zasilającym został przedstawiony na rys. 4.

Wysokie pH buforu powoduje całkowitą dysocjację powstałego kwasu, co 
uniemożliwia jego dyfuzję do roztworu zasilającego przez fazę organiczną cie
kłej membrany.

Podobną enzymatyczną membranę laminatową zastosował Lopez i wsp. 
(63) do konwersji benzyłopenicyłiny w kwas 6-aminopenicyłanowy. Kataliza
torem była acyłaza penicyłanowa. W tym przypadku zastosowanie warstwy 
membrany ciekłej było podyktowane chęcią skutecznego rozdzielenia produ
ktu (kwasu) od substratu. W tym 
celu w roztworze odbierającym 
ustalono wysokie pH dla zjonizo- 
wania kwasu, gdyż w tej formie 
nie mógł on dyfundować do roz
tworu zasilającego i pozostawał 
w fazie odbierającej.

Warto /^wrócić uwagę na roz
wiązanie problemu przejścia sub
stratu przez fazę membrany cie
kłej. Substrat, tzn. benzyłope- 
nicyłina jest w pH bliskim 7 zjo- 
nizowana i w tej postaci jej pe
netracja do fazy organicznej jest 
praktycznie niemożliwa. Z tego 
względu do roztworu substratu 
dodawano sól czterobutyłoamo- 
niową, której kationy tworzyły 
pary jonowe z ujemną benzyłope-

St rumień 
buforu

Rys. 4. Laminatowa membrana enzymatyczna 
w procesie otrzymywania L-kwasu: 1 — wartwa 
unieruchomionej membrany ciekłej: 2 — warstwa 
membrany enzymatycznej.
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nicyliną, a te z łatwością d}^ndowały przez ciecz organiczną, dostarczając sub- 
strat do warstwy membrany, w której jest obecny enzym. Jony czterobutylo- 
amoniowe spełniały zatem rolę typowego przenośnika w membranach ciekłych.

Podobną laminatową membranę enzymatyczną ząstosowano do procesu 
interestryfikacji (kwas N-formylo-((3-metylo)-L-asparaginowy z izopropylowym 
estrem L-fenyłoalaniny wobec termoliz}my), gdzie zadaniem warstwy unieru
chomionej membrany ciekłej było selektywne przepuszczenie produktu do fazy 
odbierającej (34).

Poważnym mankamentem procesów prowadzonych w opisanych membra
nach jest ich mała szybkość. Są one bowiem ograniczone procesami dyfuzji 
reagentów, głównie w warstwie membrany ciekłej. Zaletą jest jednak bardzo 
dobry rozdział składników procesu i uzyskiwanie ich w stosunkowo wysokich 
stężeniach.

W wielu przypadkach zamiast umieszczać ciecz organiczną w utrzymującej 
ją porowatej strukturze pierwszej warstwy membrany laminatowej można 
przeprowadzić proces enzymatyczny w układzie, gdzie zwykła membrana 
enzymatyczna rozdziela produkty od substratów rozpuszczonych odpowiednio 
w rozpuszczalniku organicznym i roztworze wodn}rm. Schemat takiego układu 
został przedstawiony na lys. 5.

Układ ten znalazł zastosowania, m.in. do hydrolizy estrów do alkoholu 
i kwasu (64). Estiy są bowiem często słabo rozpuszczalne w wodzie, w prze
ciwieństwie do alkoholi i kwasów. Rozwiązanie takie jest bardzo bliskie do 
wspomnianej już propozycji stosowania membrany z enzymem zamkniętym 
w membranie, z jednej strony przez mikroporowaty naskórek, a z drugiej 
przez nieprzenikliwą dla niego fazę organiczną (32).

Lx)pez i wsp. (63) opisują zastosowanie omawianego rozwiązania do 
rozdzielania estrów (D,L)-etylowych N-benzoilotyrozyny z zastosowaniem ehy- 
motrypsyny jako katalizatora, 1-octanolu jako fazy organicznej oraz buforu 
fosforanowego (pH 7,8) jako odbierającej fazy wodnej. W układzie takim uzy

skiwali produkt o 98 % czy
stości enancj omerycznej.

Nieco odmienne, lecz rów
nież laminatowe membrany 
enzymatyczne zostały przed
stawione przez Hofmanna 
i Wrasidlo w 1991 r. (65). Są 
to membrany przeznaczone do 
procesów, w których kataliza
torem jest enzym wymagający 
obecności koenzymu.

Konieczność utrzym3rwania 
stałego stężenia koenzymu

Kys. 5. Proces blokalalityczny (.dyfuzja - reakcja") " “asie biegu procesu była 
Z substratem nierozpuszczalnym w fazie wodnej; S — dotąd rozwiązywana za pomo- 
substrat; P — produkt. cą trzech metod:
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a. Koenzym (np. NAD+/NADH) jest wiązany chemieznie z rozpuszczalnym 

w wodzie polimerem, co zwiększa rozmiary powstałego połączenia tak, że jest 
ono zatrzymywane przez mikroporowatą warstwę naskórka membrany (podo
bnie jak makrocząsteczki enzymu). Do układu należy jednak dodać drugi 
substrat i odpowiedni enzym regenerujący koenzym do poprzedniej postaci 
(66-68). Sytuację taką dla często stosowanych procesów otrzymywania L- 
aminokwasów z a-ketokwasów, (np. L-leucyny z a-ketoizo-kaproatu (69)) uwi
dacznia schemat 1.

Schemat 1
Enzymatyczne przekształcanie a-KETOKWASów do l-aminokwasów

HCCOH'

CO,

L-AMINOKWAS

a-KETOKWAS
NH/

NAD'*' — dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma utleniona);
NADH — dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy (forma zredukowana);
E(i) — enzym — katalizator procesu;
E(2) — enzym regenerujący;
polimer — makrocząsteczka polimeru; polilizyna (66); dekstran (67); glikol polietylenowy (68).

Podobne procesy zostały doprowadzone do skali technologicznej (69,73,74) 
i wiele enancjomerów aminokwasów jest produkowanych przez firmę Degussa 
AG w RFN (75).

b. Enzym regenerujący i koenzym są „uwięzione” w membranie o porach 
mniejszych od ich wymiarów (70).

c. W reaktorze immobilizuje się jedynie enzym — katalizator procesu 
(i ewentualnie enzym regenerujący), a koenzym jest dodawany razem ze stru
mieniem substratów (71,72).

We wszystkich trzech wariantach en2^ymy znajdują się w roztworze (w mo
dule kapilarnym), a membrany spełniają rolę separatora utrzymującego oby
dwa enzymy w przestrzeni reakcyjnej.

Wspomniane już laminatowe membrany enzymatyczne (65) będą zatem 
w przyszłości stanowiły rozwiązanie ałtematywne. Ich budowę w dwóch wer
sjach i jednocześnie dwa sposoby ich zastosowania w reaktorach przedsta
wiono na rys. 6.

Zasada budowy przedstawionych membran połega na „uwięzieniu” enzymu 
— katalizatora procesu, enzymu regenerującego oraz koenzymu w warstwie 
hydrożelu osadzonej na podłożu, przy czym zewnętrzna warstwa żełu (ałbo
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1 2 5 3 4

SUBSTRATE
STREAM

(a

PRODUCT
A

PRODUCT
STREAM

Rys. 6. Membrany laminatowe zawierające: enzym — katalizator procesu, enzym regeneru
jący oraz koenzym w dwóch wersjach reaktorów: a) 1 — ultraporowata warstwa polimerowa, 
2 — warstwa hydrożelu: enzym - katalizator (enzym regenerujący) koenzym, 3 — porowate pod
łoże; b) 1 i 5 — ultraporowate warstwy polimerowe, 2 — warstwa hydrożelu: enzym - kataliza
tor (enzym regenerujący) koenzym, 3 — powierzchnia graniczna selektywna względem substratu, 
4 — porowate podłoże.

obie jego powierzchnie) jest chroniona przed wymywaniem przez ultraporo- 
watą, bardzo cienką (do tysięcznych części pm) warstewkę polimerową. 
W wersji przeznaczonej do transportu reagentów przez membranę, podłoże 
warstwy żelu jest fazą mikroporowatą nie przepuszczającą ani enzymów, ani 
koenzymu i substratu, a jedynie produkty. Wersja ta jest szczególnie korzy
stna, gdyż strumień odbierający zawiera tylko czysty produkt. Substrat wła
ściwej reakcji i regenerującej koenzym jest dostarczany w cyrkulującym roz
tworze zasilającym.

W przypadku, gdy rozmiary koenzymu są mniejsze od rozmiarów substratu 
albo produktu, średnice porów w zewnętrznej wartewce polimerowej nie mogą 
być zbyt małe dla zachowania odpowiednio wysokich przepływów i wtedy zaleca 
się dostarczanie substratów w rozpuszczalniku organicznym, stanowiącym jed
nocześnie nieprzenikliwą zaporę dla dyfuzji koenzymu poza warstwę żelu.

Przydatność przedstawionych membran sprawdzono w reakcji konwersji 
alkoholu butylowego do aldehydu.

Na zakończenie wypada wspomnieć o złożonych układach membranowych, 
w których przeprowadza się dwa kolejne procesy, przy czym rolę selektywnego 
przenośnika pożądanego produktu pierwszego procesu enzymatycznego do 
miejsca, w którym „czeka” drugi enzym, spełnia warstwa unieruchomionej 
membrany ciekłej (76).

Układ taki został zastosowany do oddzielania kwasów od innych składni
ków. Centralną część reaktora stanowi unieruchomiona membrana ciekła za
wierająca w sobie odpowiedni enzym (esterazę). W roztworze zasilającym znaj
duje się mieszanina (w rozpuszczalniku organicznym) zawierająca m.in. po
żądany kwas (opisano proces z kwasem 2-fenoksypropionowym oraz 2-(4- 
chlorofenoksy)propionowym), do której dodano pierwszo- albo drugorzędowy 
alkohol. Na granicy membrany zachodzi więc proces estiyfikacji i powstały
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ester dyfunduje do drugiej powierzchni membrany, tzn. do granicy fazy or
ganicznej z zewnętrzną fazą wodną. W tym miejscu istnieją zatem warunki, 
w których ten sam enzym katalizuje reakcję odwrotną, tzn. hydrolizę estru, 
a jego produkty są odprowadzane przez przepływającą fazę odbierającą. 
W efekcie cały reaktor działa jak selektywny filtr separujący pożądany kwas 
od innych składników.

Analogiczny proces można przeprowadzać w układzie, w którym organiczna 
faza membrany ciekłej znajduje się w postaci tzw. membrany emulsyjnej.

Problematyka enzymatycznych membran emulsyjnych jest zbyt obszerna 
by mogła zostać przedstawiona w tym opracowaniu. Można jedynie przytoczyć 
kilka prac opisujących zasady formowania membran emulsyjnych oraz liczne 
zastosowania w procesach biokatalitycznych (77-80). Szczególną uwagę 
zwraca praca przeglądowa Heno z 1988 r. (81), w której porównano m.in. 
proces oczyszczania aminokwasów prowadzony z zastosowaniem tej samej 
enzymatycznej membrany ciekłej w postaci unieruchomionej oraz emulsyjnej.

5. Procesy biokałaliłyczne przeprowadzane w reaktorach 
z nnembranami enzymałycznynni

Pierwsze publikacje prezentujące procesy katalityczne w reaktorach 
z membranami enzymatycznymi ukazały się na początku lat siedemdziesią
tych (82 - 84). Dalszy szybki rozwój tego typu prac z lat siedemdziesiątych 
i osiemdziesiątych został podsumowany w kilku pracach przeglądowych 
(5,6,29 - 31). W tym miejscu wspomnimy jedynie, że dotyczył on głównie pro
cesów, w których stosowano membrany z immobilizewaną: oksydazą gluko
zową, (3-galaktozydazą, inwertazą, izomerazą glukozową, laktazą, ureazą, chy- 
motrypsyną i maltazą.

Przedstawimy jedynie najnowsze i może liczniejsze prace w dziedzinie zasto
sowań membran enzymatycznych. Nadal najliczniejsze są prace nad procesa
mi katalizowanymi przez enzymy nie wymagające obecności koenzymu. Poja
wiają się ciągle jeszcze prace nad doskonaleniem i pełnym opisem kinetycznym 
procesów inwersji sacharozy (20,85,86), otrzymywania fruktozy (87), hydrolizy 
kazeiny (32), laktozy (51), pektyn (88,89) i mocznika (90),

1. Szczególnie liczną grupę tworzą prace nt. hydrolizy tłuszczów 
(11,38,47,48,64,65,91 -98). Można znaleźć opinie wskazujące, że hydroliza 
tłuszczu w reaktorze z membraną enzymatyczną nastawiona na otrzymywanie 
kwasów tłuszczowych, będzie niedługo procesem alternatywnym do obecnie 
stosowanej przemysłowej metody Cołgate — Emery’ego (99). Najnowsze ba
dania są ukierunkowane na poszukiwanie nowych, tańszych źródeł lipaz, 
zwłaszcza lipaz specyficznych, umożliwiających otrzymywanie specjalnie cen
nych kwasów z wybranych gatunków tłuszczy albo poprawienie jakości tłu
szczu przez odszczepienie niepożądanych kwasów.

2. Kolejna grupa prac dotyczy procesów estiyfikacji, tzn. procesów odwTot- 
nych do hydrolizy, katalizowanych przez te same katalizatory z grupy lipaz
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albo esteraz. Rozwój tyeh prac datuje się od połowy lat osiemdziesiątych, gdy 
stwierdzono, że enzymy wykazują również istotną aktywność katalityczną 
w środowiskach niemal bezwodnych cieczy organicznych (100- 105). Lipazy 
mogą więc katalizować również procesy estiyfikacji, jeśli tylko przez obniżenie 
stężenia wody uda się przesunąć równowagę procesu w stronę estryfikacji. 
Są zatem stosowane zarówno procesy proste — hydroli2^, jak i odwrotne, 
tzn. — estiyfikacji. Sytuację tę obrazuje schemat 2.

Schemat 2

Procesy estryfikacji i hydrolizy w układzie dwufazowym z membraną enzymatyczną

X y y y y y y X

X y^yyyyy^ /
X KWAS^ / / xESTER / /

y

Prace w dziedzinie hydrolizy, estryfikacji oraz interestryfikacji dotyczą nie 
tylko trójglicerydów i glicerolu, lecz również innych alkoholi i estrów (106 - 108).

3. Poznanie struktury enzymów, zwłaszcza esteraz i lipaz (109,110) było 
podstawą do gwałtownego rozwoju badań nad wykorzystaniem stereospecy- 
ficzności katalizatorów enzymatycznych (34,111,112) do otrzymywania okreś
lonych enancjomerów optycznych.

Praktyczne realizacje takich procesów w reaktorach z membranami enzy
matycznymi są jednak jeszcze bardzo nieliczne (64). Można tu np. wspomnieć 
o zastosowaniu 2^wykłej membrany poliamidowej z immobilizowaną lipazą do 
otrzymania enancjomeiycznych estrów drugorzędowego butanolu (113).

4. Szczególną uwagę zwracają procesy stereospecyficzne z wykorzystaniem 
acylaz i aminoacylaz (35,36). Należy wymienić przede wszystkim otrzymywanie 
L-enancjomerów aminokwasów. Najczęściej jest przedstawiana synteza L-feny- 
loalaniny oraz L-waliny (58,75,114) jako procesy typowe dla dużej rodziny 
aminokwasów. Membrana zastosowana do procesu konwersji N-acetylo-DL- 
waliny (36) była otrzymana przez chemiczną modyfikację ultrafiłtracyjnej 
membrany nylonowej, w wyniku której powstały na niej grupy anionowymien- 
ne immobiłizujące makrocząsteczki aminoacyłazy. Charakteryzowała się ona 
wysoką aktywnością i stabilnością, a czas półreakcji wynosił 161 dni.

5. Godne uwagi są udane próby zastosowania membran enzymatycznych 
do syntezy kwasu 6-aminopenicylanowego (z amidazą penicyłanową) oraz całej 
kłasy podobnych związków (115). Zastosowano w nich enzymatyczne mem
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brany laminatowe, złożone z ultrafiltracyjnych membran polipropylenowych 
i polisulfonowych immobilizujących odpowiednie enzymy, a także z unieru
chomionych membran ciekłych z dobrymi przenośnikami produktów procesu.

Znana jest również synteza kwasu 6-aminopenicylanowego z amidazą peni- 
cylanową zaadsorbowaną w membranach kapilarnych w typowym module 
stosowanym do dializy krwi (116). Cały szereg różnych membran polimero
wych immobilizujących amidazę penicylanową siłami adsorpcyjnymi, został 
przetestowany w kolejnej pracy (117), prezentującej również kinetykę całego 
procesu w zastosowanym reaktorze.

6. Procesy prowadzone z zastosowaniem membran enzymatycznych, wy
magają obecności koenzymu; nie można jeszcze mówić o wyraźnym rozwoju 
zastosowań membran enzymatycznych do tego rodzaju procesów. Od 1984 r. 
jest znany proces zastosowany do poprawienia wartości smakowych wina 
przez degradację kwasu malonowego do pirogronowego. Niezbędny enzym był 
immobiłizowany przez żelowanie dynamiczne w membranie kapilarnej, nato
miast koenzym (NADP+) był dodawany razem z pozostafymi substratami (30),

Układy z regeneracją koenzymu, wymagające obecności drugiego układu 
z enzymem regenerującym, są dotąd opanowane i stosowane na skałę prze
mysłową (75) jedynie w wersji, w której koenzymy są wiązame chemicznie 
z makrocząsteczkami polimerowowymi i dzięki temu immobiłizowane w prze
strzeni reaktora przez nieprzepuszczalną dla nich membranę (podobnie jak 
enzymy stosowane w tych procesach).

Warto jednak przypomnieć opisany już patent Hofmanna i Wrasidlo (65) 
opisujący membrany, w których jest immobiłizowany zarówno enzym jak i je
go koenzym oraz enzym regenerujący. Można zatem sądzić, że tego typu mem
brany mogą w przyszłości zastąpić wspomniane już rozwiązania ze zwykłymi 
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 enz3rme 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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