Jolanta Bohdziewicz, Oczyszczanie | zatezanie
Michat Bodzek, enzymow pektynolitycznych

Irena Korus metoda ultrafiltracji
Ipstytut Inzynierii i Technologii Wody,

Sciekéw i Odpadow

Politechnika Slaska

Gliwice

1. Wstep

Obserwowany w ostatnich latach coraz intensywniejszy rozwdj biotechnologii wynika
miedzy innymi z rozwoju procesow fermentacji prowadzonych z udziatem mikroorganizmoéw
jedno- i wielokomérkowych oraz biochemicznej konwersji przy uzyciu immobilizowanych
enzymow lub catlych komoérek mikroorganizméw. Sugeruje sie (1), ze w najblizszym dziesiecio-
leciu biotechnologia skierowana bedzie na wytwarzanie produktéw w matych ilosciach, za to
o duzych wartosciach oraz takich, ktorych innymi sposobami nie da sie otrzymac¢. W coraz
wiekszym stopniu poszukuje sie efektywniejszych i uzasadnionych ekonomicznie sposobéw
hodowli mikroorganizméw, metod odzyskiwania i izolowania kosztownych i nietrwatych
produktow oraz usuwania toksycznych odpadow. W tej sytuacji membrany oraz cisnieniowe
techniki rozdzialu membranowego staty sie obiektem wzrastajgcego zainteresowania jako
sposoby umozliwiajgce rozwigzanie wielu problemoéw technologicznych.

Szczegblng uwage zwrécono na proces ultrafiltracji, charakteryzujacy sie niska energo-
chilonnoscia, niewielkimi kosztami eksploatacji, mozliwoscig prowadzenia procesu w temperatu-
rze otoczenia i bez przemian fazowych, brakiem koniecznosci wprowadzania do ukfadu dodat-
kowych reagentéw chemicznych, a takze mozliwoscig osiggniecia w jednej operacji zaréwno
oczyszczenia, jak i zatezenia makroczasteczek i koloidow. Istnieja dwa zasadnicze kierunki
wykorzystania ultrafiltracji w procesach biotechnologicznych, a mianowicie do wydzielania, zate-
zania i oczyszczania produktow fermentacji oraz do zapewnienia ciggtosci pewnych uktadow
reakcyjnych.

2. Zastosowanie procesu ultrafiltracji do izolowania biatek
enzymatycznych z cieczy pofermentacyjnej

Wiadomo, ze wiekszos$¢ procesow biotechnologicznych opiera sie na reakcjach fermentaciji.
W tabeli | przedstawiono zawartos¢ suchej masy w brzeczce pofermentacyjnej typowych
procesow biotechnologicznych, natomiast dane umieszczone w tabeli 2 charakteryzujg ich
wilasciwosci fizykochemiczne (2).

Tabela !
Stezenie skladnikéw w typowej pohodowlanej cieczy pofermentacyjnej (cyt. za (2))

Produkt Stezenie

% masowy
bakterie albo drozdze (pojed. kom. biatka) 3-5
grzyby (produkcja kwasu cytrynowego, penicyliny) 1.5-3
komérki zwierzece 005 02
tkanki roslinne 01 -5
kwas cytrynowy 10
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kwas mlekowy 5

enzymy pozakomoérkowe 0.5-1.0
witaminy 0.0005 - 0.1
antybiotyki 1-5

etanol 7-12

Tabela2
Fizykochemiczna charakterystyka cieczy pofermentacyjne] (cyt. za (2))
Rodzaj substancji statej Wymiar (r*m) Lepkos¢ 2% Odpornos¢ na
r-r zawiesiny (cP) sity Scinajace
komorki bakterii 1x2 15 dobra
komoérki drozdzy 2x10 15 staba
komorki tkanki zwierzecej 40x40 3 staba
komorki roslin 100x100 3 wystarczajaca

W wiegkszosci przemystowych proceséw fermentacyjnych pienvszym etapem jest oddziele-
nie z cieczy pofermentacyjnej biomasy drobnoustroju metoda wirowania lub konwencjonalnej
filtracji. Procesy te umozliwiajg usuniecie z roztworéw substancji wystepujacych w formie zawie-
siny, miedzy innymi komorek mikroorganizmow oraz ich fragmentéw, a takze substancji
odpadowych wystepujacych w postaci koloidéw. Aby jednak dana metoda byfa uzasadniona
ekonomicznie w skali przemystowej musi by¢ procesem ciggtym. Te zalete posiadaja wirdwki,
np. typu Scharpless. Sa one jednak bardzo kosztowne w eksploatacji, a ich wydajnos¢ jest
funkcjg wielu zmiennych, gtéwnie Srednicy oddzielanych czgsteczek oraz gestosci i lepkosci
roztworu. Co wiecej, w trakcie pracy wirowki wydzielajg sie duze ilosci ciepta i w zwigzku z tym
wymagaja one skomplikowanych systeméw chiodzenia. Proces filtracji nie jest limitowany
wielkosScig zatrzymywanych czasteczek, jednakze powazny problem stanowi tutaj spadek
szybkosci filtracji zwigzany z akumulowaniem sie na materiale filtru komoérek mikroorganizmoéw
i innych substancji nierozpuszczonych.

Bardziej uzyteczng okazala sie filtracja typu cross flow, bedaca metoda przemystowej ultra-
filtracji, w ktérej nadawa przeptywa réwnolegle do powierzchni filtru membranowego a prosto-
padle do kierunku strumienia permeatu. W przypadku zachowania wysokiego stosunku
powierzchni czynnej membrany do objetosciowej wydajnosci modutu mozna doprowadzi¢ do
tego, ze grubos¢ wytwarzanego placka filtracyjnego na powierzchni membrany jest mata, a jego
opornos¢ przy przenikaniu cieczy odpowiednio niska. Stosujgc membrany o odpowiednich
wiasciwosciach rozdzielczych oraz odpowiednie parametry procesowe mozna osiggnac¢ wspot-
czynnik retencji substancji statych wynoszacy 100%. Wydajnosc¢ filtru mozna dodatkowo rozsze-
rzy¢ przez zwiekszenie powierzchni czynnej membran. Z danych zawartych w tabeli 2 wynika, ze
nie wszystkie produkty biologiczne sg odporne na oddzielanie tg metoda. Niektére brzeczki
pofermentacyjne charakteryzuja sie bardzo duzg lepkoscig przy jednoczesnie niskim stezeniu
produktu podstawowego, co w znacznym stopniu, w przypadku tego rodzaju przeptywu,
przyczynia sie do wystepowania zjawiska polaryzacji stezeniowej, a w zwigzku z tym znacznego
obnizenia strumienia permeatu.

W ostatnich latach proces ultrafiltracji znalazt najszersze zastosowanie do przemystowego
oczyszczania i zatezania enzymoéw. Mniejsze sukcesy osiggnieto w ich rozfrakcjonowywaniu,
z wylaczeniem takiego uktadu kiedy wymiary rozdzielanych czasteczek réznity sie dziesiecio-
krotnie od pozostatych. Nalezy pamieta¢ o tym, ze otrzymana po wstepnej filtracji ciecz pofer-
mentacyjna charakteryzuje sie znacznym rozcienczeniem, skomplikowanym skiadem i zréznico-
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wanymi wiasciwosciami fizykochemicznymi, a zawarte w niej biatka enzymatyczne wykaz ija
duzg wrazliwos¢ na temperature, pH roztworu, jego site jonowa, rodzaj rozpuszczalnika oraz
oddziatywania mechaniczne (wystepowanie sit Scinajgcych).

Dotychczas, na skale przemystowa proces zatezania aktywnych biatek prowadzony jest
najczesciej metodami wyparnymi, a do ich izolacji stosuje sie wysalanie lub wytracanie rozpusz-
czalnikami organicznymi. Fakt, ze ciecz pohodowlana otrzymana w wyniku biosyntezy enzymow
przez drobnoustroje zawiera oprécz aktywnych biatek liczne zwiazki o nizszych masach
czgsteczkowych (nieorganiczne sole, weglowodany, barwniki oraz nieaktywne biatka), przyczy-
nit sie do powstania koncepcji wprowadzenia do podstawowego cyklu technologicznego
procesu ultrafiltracji, dzieki ktéremu mozna by ja czesciowo oczysci¢ od tych domieszek (rys.l).

Rys.l. Ultrafiltracyjne oczyszczanie i zatezanie biatek enzymatycznych.

W tej sytuacji podjeliSmy w naszym Instytucie doswiadczenia majace na celu ocene mozli-
wosci wykorzystania syntetyzowanych przez nas z polimeréw krajowych (poliakrylonitryl - PAN,
poli[chlorek winylu] - PCW), asymetrycznych membran ultrafiltracyjnych do oczyszczania i zate-
zania surowych preparatow enzymoéw pektynolitycznych (Pektopol-P), produkowanych w Za-
ktadach Przemyslu Owocowo-Warzywnego ,,PEKTOWIN" w Jasle Pektopol-P jest produktem
ciektym, otrzymywanym przez wodng ekstrakcje enzymow z hodowli nietoksycznotwdiczego
szczepu grzyba nitkowatego Aspergillus niger Otrzymuje sie go na drodze zageszczania
ekstraktu z grzybami w urzadzeniach wyparnych po jego wstepnym przefiltrowaniu Wiadomo,
ze enzymy pektynolityczne sg jedng z wazniejszych grup enzyméw stosowanych w przemysle
spozywczym. Hydrolizujg one kwasne wielocukry, zwane substancjami pektynowymi, ktére me
wystepuja w stanie wolnym, ale w postaci ztozonego kompleksu protopektyny W skiad
substancji pektynowych wchodzg takie polisacharydy, jak; poligalakturonidy o réznym stopniu
metoksylacji, ramnogalakturonidy, arabany, galaktany i arabanogalaktany (3).

Stopien ultrafiltracyjnego zatezania i oczyszczania tych bialek bedzie przede wszystkim
zalezat od zmiany lepkosci roztworu w czasie zatezania oraz zwigzanej z tym intensywnosci
wystepowania zjawiska polaryzacji stezeniowej. O efektywnos$ci samego procesu zadecyduja
ponadto: sposéb jego prowadzenia, rodzaj modutu ultrafiltracyjnego, wiasciwosci trar',sportowe
i separacyjne membran oraz parametry eksploatacyjne procesu ultrafifracji W zwigazku z tym
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czes¢ eksperymentalna pracy wykonana byla wedlug nastepujacego planu. Pierwszy etap
badan dotyczyt doboru membrany, ktéra nadawataby, sie do oczyszczania i zatezania enzymow
pektynolitycznych Aspergillus niger. Nastepnie, wyznaczono optymalne parametry procesowe
ultrafiltracji (ci$nienie transmembranowe, predkos¢ liniowg przeptywu roztworu nad powierzch-
nia membrany, temperature, pH) i w oparciu o nie ustalono optymalny stopien zatezania suro-
wego preparatu pektynolitycznego. Ostatni cykl badan obejmowat zbadanie mozliwosci zagesz-
czania retentatu ultrafiltracyjnego metoda wyparng pod zmniejszonym cisnieniem w temperatu-
rze 313°K.

3. Dobor membrany odpowiedniej do ultrafiltracji enzymow
pektynolitycznych wytwarzanych przez Aspergillus niger

3.1, Preparatyka ultrafiltracyjnych membran rurowych

Badania majace na celu wytypowanie najkorzystniejszej membrany do oczyszczania i zate-
Zzania surowego preparatu pektynolitycznego Pektopol - P przeprowadzono na membranach
syntetyzowanych z poliakrylonitrylu oraz z poli(chlorku winylu).

Surowcem do otrzymywania membran z PAN byilo niematowane widékno z Zakladow
Wibkien Sztucznych ,,Chemitex-Anilana”, skad pochodzit réwniez poliakrylonitrylowy roztwoér
przedzalniczy stosowany do wytwarzania wtékna anilanowego (PRZ). Membrany z PCW otrzy-
mywano z PCW-Tarnwinyl S-60 produkowanego metodg suspensyjng w Zaktadach Azotowych
w Tarnowie. W tabeli 3 przedstawiono skiad roztworéw btonotwdrczych, symbolike oraz warunki
preparowania wszystkich badanych przez nas membran. Ich charakterystyke fizykochemiczna
i technike formowania opisano poprzednio (4-6).

Tabela 3
Skiad roztworéw btonotwoérczych oraz warunki preparowania membran ultrafiltracyjnych

Polimer Symbol Sktad roztworu btonotwérczego %  Temp. roztworu Czas
membrany mas. btonotwoérczego odparowania
polimer rozpuszczalnik’ K S
widékno PAN-anilana PAN-17,5 17,5 82,5 291-293 10
PPAN-21 20,0 80,0 291-293 10
AN-20 21,0 79,0 291-293 10
poliakrylonitrylowy PRZ 12,5-13,0 87,5-87,0" 291-293 10

roztwor przedzalniczy
do prod, wtékna
PAN-anilana

poli(chlorek winylu) PCW-14 14,0 86,0 291-293 5
Tarnwinyl S-60

Temperatura preparowania; 291-293°K temp. fazni zelujacej; 293" K*; czas zelowania; 600 s; grubos¢
wylewania: 0,2 mm.

' Dimetyloformamid.
~Okoto 45% wodny roztwoér rodanku sodowego.

przypadku membrany PCW-14 temp. fazni zelujacej: 278° K.
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3.2. Badanie charakterystyki membran rurowych pod katem ich przydatnosci
do oczyszczania i zatezania surowych preparatéw pektynolitycznych

Zaréwno membrany z PAN jak i PCW testowane byly w trzech etapach. Pierwszy, obejmo-
wat wpracowanie btony (ostateczne uformowanie sie jej struktury) w wyniku filtrowania przez niag
w ciggu 5 godzin wody destylowanej pod cisnieniem, kolejno 1h - 0,05 MPa, 1h - 0,1 MPa, 1h -
0,2 MPa, 1h - 0,3 MPa oraz 2h - 0,4 MPa. W drugim etapie badan okreslono zalezno$¢ objetos-
ciowego strumienia wody przypadajacego na jednostke powierzchni membrany od cisnienia.
W tym celu dokonano pomiaru objetosciowego strumienia wody wyptywajacej w czasie 45
minut kolejno dla poszczegdlnych wartosci cisnienn. W koncowej fazie badan membrany testo-
wano cieklym preparatem enzymatycznym stosujac nastepujgce parametry;

- poczatkowe stezenie preparatu enzymatycznego - 4% mas.,

- cis$nienie transmembranowe - 0,2 MPa,

- predkosc¢ liniowa nadawy nad powierzchnig membrany - 2 m/s,

- temperatura - 296° K,

- odzysk permeatu - 50%.

Wyniki otrzymane w ostatnim etapie mialy okresli¢ peilna charakterystyke membrany, na
ktérej w przypadku zadowalajacych rezultatéw przeprowadzono by petng optymalizacje podsta-
wowych parametréw procesu oczysz-
czania i zatezania badanego preparatu
enzymatycznego.

Dla kazdej proby wyznaczano ob-
jetosciowy strumien permeatu, prze-
puszczalno$¢ membrany, opor mem-
brany (7), a takze ogdlng aktywnosc¢
pektynolityczng permeatu i retentatu
(8), oznaczong wiskozy metrycznie. Jed-
nostka aktywnosci pektynolitycznej
(°PM) okresla w ilu litrach 0,5% roz-
tworu pektyny nastgpi spadek lepkosci
0 85% w ciggu 5h w 20°C pod dziata-
niem 1 kg preparatu pektynolityczne-
go.

Wyniki transportu wody przez
syntetyzowane przez nas membrany
ultrafiltracyjne w zaleznosci od steze-
nia polimeru podstawowego w roztwo-
rze btonotwoérczym oraz stosowanego
cisnienia przedstawiono na rys.2.

Dla wszystkich pieciu badanych
membran (PAN i PCW) stwierdzono
liniowag zaleznos¢ transportu wody od
ci$nienia (do 0,3 MPa). Obliczono row-
niez wartosci przepuszczalnosci mem-
bran {AJ uzyskane po aproksymacji

wynikbw  pomiaréw do roéwnania 300
j=AN(AP). Otrzymane wyniki $wiad- t0'S [Pa)

cza o dobrej zgodnosci danych do-

Swiadczalnych z obliczonymi

(wspotczynnik korelacji 0,99). Wzrost Rys.2. Zalezno$é transportu wody od Cisnienia

procentowego udziatu polimeru w roz- transmembranowego dla membran z PAN i PCW.
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tworze btonotwoérczym przyczynit sie we wszystkich przypadkach do zmiany struktury porowatej
otrzymanych membran, zwiekszajac ich zwartos¢, a tym samym obnizajgc wartos¢ Sredniego
promienia poréw. Zmiany struktury membrany spowodowaty takze zmiany w ich wiasciwos-
ciach transportowo-rozdzielczych.

Z przetestowanych preparatem pektynolitycznym membran najefektywniejsza okazata sie
btona o przepuszczalnosci w odniesieniu do wody okoto 1,87 x 10“"° m/s x Pa. Wprawdzie
Sredni strumien objetosciowy permeatu byt nizszy w poréwnaniu z innymi membranami (tab.4),
jednak otrzymany filtrat przy stosunkowo wysokim 50% odzysku permeatu posiadat bardzo
niska aktywnos¢ pektynolityczng (55° PM). W zwigzku z tym dalsze badania dotyczace doboru
podstawowych parametrow ultrafiltracyjnego oczyszczania i zatezania Pektopolu-P prowadzo-
no na tej wkasnie membranie.

Tabela 4
Zaleznos$¢ aktywnosci preparatu pektynolitycznego ,,Pektopoi P"
od rodzaju stosowanej membrany ultrafiltracyjnej
Rodzaj membrany* Sredni strumien /U<tywnos$¢ pektynolityczng °PM
objetosciowy permeatu retentat filtrat
PAN - 21 0,96 x 10"® 6891 55
PAN 1- 20 111 x 10® 5925 89
PAN - 17,5 1,27 x 10"® 5380 460
PRZ 1,26 x 10'® 5690 432
PCW - 14 1,09 x 10"® 5450 430

Grubo$¢ membrany: 0.2 mm. Ci$nienie transmembranowe: 0,2 MPa; liniowa predkos$¢ przeptywu
roztworu nad powierzchnia membrany: 2 m/s; temperatura; 303 K; poczatkowa aktywno$¢ preparatu:
3360°PM; poczatkowe stezenie preparatu: 4,0%; odzysk filtratu: 50%.

3.3. Dobér optymalnych parametréw ultrafiltracyjnego oczyszczania
i zatezania preparatu pektynolitycznego

Wplyw parametrow procesowych ultrafiltracji na whasciwosci transportowe i separacyjne
membran polimerowych, na przebieg samego procesu oraz na aktywnos$¢ preparatu enzyma-
tycznego zostat juz oméwiony (7). Wyniki dotyczace wptywu ci$nienia transmembranowego na
objetosciowy strumieri permeatu i wspoétczynnik retencji aktywnych biatek przedstawia tabela 5.

Tabela 5

Zaleznos¢ strumienia objetosciowego permeatu i aktywnosci pektynolitycznej filtratu i retentatu od
ci$nienia transmembranowego dla membrany z poliakrylonitrylu (A™ = 1,87 x 10°° m/s x Pa)

Cisnienie MPa Sredni strumien Aktywnos¢ pektynolityczng  PM
objetosciowy permeatu m/s retentat permeat
0.1 0.79 x 10"® 6778 67
0.2 117 x 10%® 6876 61
0.3 1.35 x 10"® 7299 65
0.4 1.39 x 1070 7379 89

Liniowa predkos¢ przeptywu roztworu: 2 m/s; temperatura: 303° K; odzysk filtratu: 50%; (odzysk

filtratu: (objetos¢ filtratu)/(poczatkowa objeto$S¢ roztworu enzymatycznego) x 100] poczatkowe stezenie
preparatu: 4.2%; poczatkowa aktywnosc¢ preparatu 3220 °PM.
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Rys.3. Krzywa ptyniecia preparatu pektynolitycznego ,,PEKTOPOL-P" (r = 293°K, p = 101,3 kPa).

Zaleznos¢ objetosciowego strumienia permeatu (J) roztworu enzymatycznego przez
badang przez nas membrane PAN-21 od stosowanego ci$nienia (AP) ogdélnie opisa¢ mozna
rébwnaniem potegowym

J = ap X (AP), @

gdzie b jest wyktadnikiem potegowym zaleznym od zwarto$sci membrany. Aproksymujac wyniki
uzyskane w badaniach do réwnania (1) otrzymujemy zaleznos¢;

J = 9,97 x 10-6 X (AP)0.39. 2

gdzie objetosciowy strumien permeatu posiada wymiar m/s, a stosowane cisSnienie wyrazone
jest w Pa.

Tak jak sie mozna tego bylo spodziewaé, wraz ze wzrostem ci$nienia w uktadzie membrano-
wym wyraznie rosnie strumien permeatu uzyskany z filtrowanego preparatu pektynolitycznego.
W zakresie stosowanych przez nas cisnien od 0,1 do 0,4 MPa warto$¢ Sredniego objetoSciowe-
go strumienia permeatu wzrosta o 75%, przy czym najwiekszy jej wzrost zaobserwowano
w zakresie cisniern od 0,1 do 0,2 MPa (47,3%). Nie stwierdzono wyraznego wptywu cisnienia na
aktywnos¢ pektynolityczng filtratu i retentatu. Aktywnos¢ filtratu jest 83 razy nizsza w poréwnaniu
z aktywnoscia retentatu.
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Aby wyznaczy¢ liniowa predkos¢ przeptywu nadawy nad powierzchnig membrany zapew-
niajgca przeptyw turbulentny nalezato w pierwszej fazie wyznaczy¢ wartos¢ liczby Re w funkcji
stezenia roztworu, jego temperatury oraz liniowej predkosci przeptywu. To jednak wigzato sie
bezposrednio z okresleniem charakteru filtrowanego medium (w przypadku ptynu nieniutonow-
skiego rj ™ const.). W tym celu dokonano pomiaru krzywej ptyniecia roztworu enzymatycznego.
Sporzadzony wykres reologiczny przedstawiono na rys.3.

Wysokie wartosci wspotczynnikow determinacji (0,9997) i korelacji (0,9999) oraz niski
standardowy btad oceny (1,339 x 10“ pozwalajg twierdzi¢, ze badany preparat posiada wtasci-
wosci ptynu niutonowskiego, a jego lepko$¢ dynamiczna wyznaczona jest katem nachylenia
prostej:

T = 0,002154 xy (3)
iwynosi rj = 2,154 N x s/m” x 10"".

Zaleznosc¢ liczby Reynoldsa od temperatury, stezenia roztworu preparatu pektynolitycznego
i predkosci liniowej roztworu w module o Srednicy 16,5 x 10“3 m przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6

Zaleznos$¢ liczby Reynoldsa (L™ od temperatury, stezenia roztworu preparatu pektynolitycznego
,Pektopol-P” i predkosci liniowej roztworu w module o $rednicy 16,5x10~"m

Stezenie roztworu Lr, dlaT = 285°K
pektynolitycznego

% Predkos$¢ liniowa Predkos¢ liniowa Predkos¢ liniowa Predkos¢ liniowa
0

u = Im/s u = 2m/s u = 3m/s u = 4m/s
4 12772 25544 38316 51088
6 11723 23446 35169 46892
8 10829 21658 32487 43316
10 10098 20196 30294 40392
12 9304 18608 27912 37216

Lf~rdlaT = 293°K

4 15637 31274 46911 62548
6 14197 28394 42591 56788
8 13619 27238 40857 54476
10 12576 25152 37728 50304
12 11728 23456 35184 46912

Lfrdla T = 303°K

4 19612 39224 58836 78448
6 17487 34974 52461 69948
8 16996 33992 50988 67984
10 15722 31444 47166 62888
12 14943 29886 44829 59771
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Wptyw liniowej predkosci przeptywu roztworu nad powierzchnig membrany na jego Sredni
objetosciowy strumien permeatu oraz zdolno$¢ membrany do zatrzymywania biatek enzyma-
tycznych badali$my dla wartosci od 1 m/s do 4 m/s (tab.7).

Tabela 7
Zaleznoc¢¢ strumienia objetosciowego permeatu i retentatu od liniowe] predkosci przeptywu
preparatu nad powierzchniag membrany z poliakrylonitrylu (A™ = 1,87 x 10~"° m/s x Pa)

Uniowa predko$é Sredni strumieri objetosciowy Aktywnosc¢ pektynolityczna ®PM
przeptywu m/s permeatu m/s retentat permeat
1 0,66 X 10"® 4846 72
2 131 X 10"® 5863 69
3 1,45 X 10" 5798 4
4 1,52 X 10"® 5866 73

Cisnienie: 0,2 MPa; temperatura: 303° K; odzysk filtratu: 50%; poczatkowa aktywnos$¢ preparatu:
3220®PM; poczatkowe stezenie preparatu: 4,2%.

Objetosciowy strumien permeatu wzrést w tym zakresie 2,3 razy, przy czy najwiekszy jego
wzrost zaobserwowano przy zmianie predkosci liniowej z 1 m/s na 2 m/s (99,3%). Zaleznos¢
strumienia permeatu roztworu pektynolitycznego (J) od stosowanej w uktadzie liniowej predkos-
ci przeptywu (u) mozna opisa¢ réwniez rownaniem potegowym:

J = 7,22x 10-«xuO-612" @
gdzie: J m/s; u m/s.
Wyznaczony dla tego réwnania wspoétczynnik korelacji jest wyzszy od 0,94.

Kolejnym parametrem wptywajacym na efektywnosSc¢ ultrafiltracji jest temperatura. Badania
przeprowadzono w przedziale temperatur 292-309°K, a wyniki przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8
Zalezno$¢ strumienia objetoSciowego permeatu i retentatu od temperatury roztworu zatezanego dla
membrany z poliakrylonitrylu = 87 x 10“* m/s x Pa)
Temperatura Sredni strumien Aktywnosé pektynolityczna °PM
K objetosciowy permeatu retentat permeat
m/s
292-293 0,84 X 10"® 5698 67
303-304 1,26 X 10"® 5786 71
30&-309 1,38 X 10"® 5706 70

Cisnienie: 0,2 MPa; liniowa predkos¢ przeptywu roztworu: 2 m/s; odzyski filtratu: 50%; poczatkowe
stezenie permeatu: 4,2%; poczatkowa aktywnos$c¢ preparatu; 3220 °PM.

Ze wzrostem temperatury o okoto 20 stopni Sredni strumien permeatu roztworu pektynoli-
tycznego rosnie o 62,8%, natomiast aktywnosci filtratu nie ulegajg zmianie. Nie stwierdzono

rowniez réznicy w kwasowos$ci roztworu enzymatycznego poddawanego procesowi ultrafiltracji
i retentatu (pH = 3,41).
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4. Proby ultrafiltracyjnego oczyszczania i zatezania
rozcienczonego preparatu pektynoiitycznego
w warunkach laboratoryjnych
Proces ten prowadzony byt w ukfadzie szarzowym, w ktérym roztwér zatezany (60 dm”)

pozostawat w obiegu do osiggniecia zatozonej dziesieciokrotnej objetosciowej redukcji nadawy.

W module zastosowano wytypowane wczesniej jako najefektywniejsze membrany rurowe
z wiékna poliakrylonitrylowego o przepuszczalnosci dla wody 1,87 x 10“~"°’m/s x Pa. Schemat

Rys.4. Zestaw aparaturowego ukfadu badawczego z rurowym modutem membranowym; 1 - zbiornik,
2 - wymiennik ciepta, 3 - pompa, 4 - przewdd ssacy, 5 - przewoéd ttoczny, 6 - przewdd bocznikujacy, 7 -
modut ultraliltracyjny, 8 - odprowadzenie ultrafiltratu, 9 - zawor bezpieczenstwa, 10 - zawory, 11 -
manometr, 12 - termometr, 13 - rotametr.

Natomiast w tabeli 9 przedstawiono warunki oraz wyniki ultrafiltracyjnego zatezania. Widac
wyraznie, ze wraz ze wzrostem odzysku filtratu maleje strumien permeatu, przy czym w poczat-
kowym etapie spadek ten jest nieznaczny.

Tabela 9

Ultrafiltracyjne ocz7szczanie i zatezanie pektynoiitycznego roztworu enzymatycznego

Stopien odzysku
fikratu %
10,0
20,0
30,0
40,0
50,0
60,0
70,0
80,0
90,0

Stata przepuszczalnosci

Strumien permeatu m/s

chwilowy
1,38 X 10"®

1,38 X 10"®
1,28 X 10"®
1,25 X 10"®
1,14 X 10"®
1,08 X 10"®
1,06 X 10"®
0,82 X 10"®
0,45 X 10"®

Sredni
1,43 X 10'®
1,41 X 10"®
1,38 X 10-5
1,35 X 10"®
1,31 X 10-5
1,27 X 10-5
1,23X 10-5
1,18x 10"®

1,04 X 10-5

Aktywnos$¢ pektynolityczna LPM

retentat

8156
9831
12786
17430
30976

filtrat

14
50
83
123

336

retentat

44,8
48,2
55,0
62,2
90,6

Sucha masa kg/m”

filtrat

35,5
36,7
37,3
38,1
42,4

membrany PAN-21, 1,87 x 10"°m/s x Pa; cisnienie; 0,3 MPa; liniowa

predkos¢ przeptywu; 3 m/s; temperatura; 295-298° K; poczatkowa aktywnos¢ roztworu enzymatycznego;
3366°PM; poczatkowe stezenie roztworu enzymatycznego; 41,86 kg/m” (4,15%) ; poczatkowa zawartosc¢
zwigzkow mineralnych; 9,98 kg/m”; Ch2T roztworu enzymatycznego; 54864 mg Og/dm”; odzysk filtratu; 90%.
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Natomiast w tabeli 9 przedstawiono warunki oraz wyniki ultrafiltracyjnego zatezania. Widac¢
wyraznie, ze wraz z wzrostem odzysku filtratu maleje strumien permeatu, przy czym w poczatko-
wym etapie spadek ten jest nieznaczny. W przypadku 50% odzysku filtratu Sredni strumien
permeatu wynosi 1,31 x 10“® m/s. Spadek objetoSciowego strumienia permeatu przy wydajnos-
ci filtratu w zakresie 50-90% ilustruje ponizsze zestawienie odzysku filtratu:

- 50-60% spadek J = 3,5%;

- 60-70% spadek J = 6,1%;

- 70-60% spadek J = 10,5%;

- 80-90% spadek J = 21,1 %.

Tak gwaltowny spadek strumienia permeatu w ostatnim etapie zatezania wynika z duzego
wzrostu stezenia retentatu. O ile jego sucha masa w przypadku odzysku permeatu w zakresie
od 50% do 70% roznita sie nieznacznie i wynosita odpowiednio od 44,8% do 55,0%, to juz przy
80% odzysku filtratu ksztattowata sie na poziomie 62,2 kg/m”, a dla 90% wzrosta do 90,6 kg/m”.

Sucha masa filtratbw dla poszczegélnych etapéw zatezania zmieniata sie nieznacznie
i w zakresie od 50% do 90% stopnia odzysku filtratu wzrosta o 6,9%, przy czym o 4,3% w ostat-
nim etapie zatezania (80-90%). Okazato sie, ze pomimo dziesieciokrotnej objetosciowej redukcji
nadawy roztworu pektynolitycznego sucha masa retentatu jest tylko dwukrotnie wyzsza
w poréwnaniu z sucha masg probki wyjsciowej. Widac¢ zatem, ze znaczna czes¢ maloczastecz-
kowych zwigzkéw rozpuszczalnych przeszta do filtratu (78,4%), w tym az okoto 87% zwigzkéw
mineralnych. Otrzymany retentat ultrafiltracyjny charakteryzuje sie wysokg aktywnoscia pektyno-
lityczng. Aktywnos¢ poczgtkowa roztworu wynoszgca 3366°PM wzrosta w retentacie do
30971 °PM, a wiec 9,2-krotnie, a jej straty byly stosunkowo mate i wynosity 8%.

W celu dokfadniejszego zobrazowania przebiegu procesu oddzielania z roztworu pektynoli-
tycznego biatek o masach czgsteczkowych nizszych w poréwnaniu z masami czasteczkowymi
aktywnych biatek pektynolitycznych przeprowadziliSmy sgczenie molekularne prébki preparatu
wyjsciowego i retentatu (rys. 5) na kolumnie (55 x 1,5 cm) wypetnionej Sephadexem G-100,
zrownowazonej buforem fosforanowym.

Rys.5. Saczer\ie molekularne wyj$ciowego surowego preparatu enzymatycznego Pektopol-P i retenta-
tu otrzymywanego w wyniku ultrafiltracji (90% odzysk filtratu).

*Oznaczono refraktometrycznie: zawartos¢ zwigzkéw mineralnych w koncentracie: 12,49 kg/m”;
zawarto$¢ zwigzkéw mineralnych w filtracie: 9,69 kg/m”; stezenie filtratu: 36,56 kg/m”; aktywnos¢ filtratu:
21°PM; ChZT filtratu: 45720 mg Og/dm” .
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Dla odbieranych frakcji eluatu wyznaczano absorbancje przy 280 nm. Na podstawie porow-
nania profilow elucji prébki wyjsciowej i retentatu stwierdzono, ze retentat zawiera zdecydowanie
mniej biatek i nizszych mas czasteczkowych w poréwnaniu z préobkg wyjsciows.

5. Wplyw procesu zageszczania prézniowego na zmiane
aktywnosci retentatu ultrafiltracyjnego

Wspomniano juz, ze na skale przemystowg retentat pektynolityczny Pektopol - P otrzymy-
wany jest na drodze termicznego kilkunastokrotnego zatezania ekstraktu z grzybni Aspergillus
niger (zawartos¢ ekstraktu ogdlnego w preparacie oznaczona refraktometrycznie nie mniejsza
niz 35% po jego obrébce w filtrach prézniowych). Aby oceni¢ mozliwos¢ zwiekszenia akiywnos-
ci otrzymanego w procesie ultrafiltracji retentatu enzymatycznego przeprowadzono laboratoryjne
préby jego zatezania pod zmniejszonym cisnieniem w wyparce. Retentat ultrafiltracyjny charak-
teryzowalt sie nastepujgcymi parametrami; aktywnos¢ pektynolityczna - 30971 °PM, sucha masa
- 90,6 kg/m”~. Odparowywano go w statych warunkach (préznia 36 mm Hg, temp. 313° K) az do
osiggniecia roztworu, w ktéorym zawarto$¢ suchej pozostatosci wynosita 50%. Otrzymany
retentat wykazywat aktywnos¢ pektynolityczng réwnag 148950°PM a zatem 3,2 razy wyzszag
w poréwnaniu z preparatem handlowym.

6. Podsumowanie

W oparciu o przeprowadzone badania laboratoryjne stwierdzono, ze istnieje mozliwo$¢ ultra-
filtracyjnego oddzielania z surowego preparatu enzymatycznego rozpuszczonych zwigzkow
niskoczasteczkowych, dzieki czemu nastepuje jego znaczne oczyszczanie. Do tego celu wska-
zane jest uzycie membran z wibkna poliakrylonitrylowego o przepuszczalnosci 1,87 x 10" m/s
X Pa. Za optymalny stopien zatezenia roztworu pektynolitycznego (41,86 kg/m”, 3366°PM)
mozna przyja¢ dwukrotne zmniejszenie jego poczatkowej objetosci (50% odzysk filtratu),
z uwagi na stosunkowo duzy spadek objetosciowego strumienia permeatu w przypadku dalsze-
go wzrostu stopnia zatezania. Wprowadzenie do dotychczasowego schematu produkcji Pekto-
polu-P procesu ultrafiltracji pozwoli na obnizenie zuzycia energii, poniewaz jest on zdecydowa-
nie bardziej ekonomiczny w poréwnaniu z metodami termicznymi.
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W N U A WN PR

Ultrifiltration purification and concentration of pectinolytic enzymes

Summary

The aim of these investgations was to test the applicability of ultrafiltration to purifying and concentra-
ting of the pectinolytic enzymatic products, known as Pectopol - P. The purpose of the investigation car-
ried out in the first phase wa's to select the most adequate ultrifiltration membranes made from
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polyacrylonitrile and poty (vinyl chloride). The next step was the determination of the optimal operational
parameters of the ultrafiltration process: transmembrane pressure, linear velocity of flow of the solution
over the membrane surface, as well as the determination of the flux rate in the function of the volume
reduction factor.

Adres dla korespondencji: i
Jolanta Bohdziewicz, Instytut Inzynierii i Technologii Wody, Sciekéw i Odpadéw, Politechni-

ka Slaska, ul. Kuczewskiego 2, 44-101 Gliwice.

NOWOSCI!

Prawo wlasnosci intelektualnej

Wedtug opinii czesci ekspertéw wartos¢ swiatowego rynku nowych produktéw biotechnolo-
gicznych (w tym wypadku gtéwnie zwigzanych z technikami inzynierii genetycznej) wyniesie w
roku 2000 ok. 40 mid USD. Podstawowa jej czes¢ stanowi¢ beda osiggniecia wynikajace
z innowacji technologicznej i postepu technicznego. Z cala pewnoscig mozemy w tym wypadku
moéwic¢ o wartosciach uzyskanych dzieki rozwojowi intelektualnemu. Dotychczas teorie i koncep-
cje naukowe przyrodnikéw, czyli specyficzna ,,produkcja intelektualna” nie byta bezposrednio
przeliczana na wymierne srodki materialne. W ograniczonym stosunkowo stopniu istniat prob-
lem ochrony praw wiasnosci koncepcji. Byt on znany i analizowany przez prawnikow, np. w
odniesieniu do praw autorskich twércéw: grafikbw, pisarzy czy tez plastykéw, a takze do
wiasnosci znakéw czy nazw firmowych. Natomiast w przypadku biotechnologii spotykamy sie
z nowym jakosciowo zjawiskiem, dotychczas nie analizowanym ani przez prawnikéw, ani przez
businessmanéw. Zagadnieniem podstawowym jest kwestia zapewnienia praw nie tylko autor-
skich (te mozna pozyska¢ poprzez publikacje naukowa), ale takze zabezpieczenia potencjal-
nych korzysci finansowych, bedacych ewentualng konsekwencjg dokonanych innowacji tech-
nicznych czy tez odkry¢ naukowych.

W Stanach Zjednoczonych dziata obecnie ok, 1000 firm biotechnologicznych. Wiekszos¢
z nich to male lub wrecz bardzo male przedsiebiorstwa bedace spoétkami zatrudniajgcymi kilku-
nastu pracownikéw i dysponujace kapitatem kilku milionéw dolaréw. Podstawowym , kapitatem"
tych przedsiebiorstw jest dobra koncepcja i znajomos$¢ technik oraz metod badawczych,
natomiast ich najwiekszym klopotem jest problem - w jaki sposéb zarobi¢ (bardzo wielkie
pienigdze) konkurujgc z potentatami na rynku biotechnologicznym. Jednakze podstawowym
miejscem walki nie sg laboratoria, a ciche sale sagdowe, gdyz wiasnie problemy prawne stanowig
najczesciej istote i najwieksza przeszkode w realizacji zamierzonych celéw. Przykiadowo,
w minionym roku firma kalifornijska Hybritech stracita 2 min USD optat sgdowych w trakcie
przegranego procesu (z inna firma biotechnologiczng z Kalifornii - Monoclonal Antibodies)
dotyczacego patentu tzw. ,testu kanapkowego™ (ang. sandwich assay) stosowanego w pracach
z przeciwciatami monoklonalnymi W opinii prawnikéw sytuacje prawa patentowego bedzie
mozna w petni uregulowaé po nabyciu odpowiedniego doswiadczenia, co wymaga opracowa-
nia stosunkowo duzej liczby wnioskéw patentowych. Aktualnie, amerykanski urzad patentowy
zarejestrowat ok. 7000 wnioskéw z zakresu biotechnologii. Zrozumiale, ze diugotrwata procedu-
ra patentowa wymaga odpowiednio wykwalifikowanych kadr, ktérych jest obecnie zbyt mato
Dtugi okres oczekiwania, zniecierpliwienia i brak zaufania do systemu prawnego prowadza do
rezygnacji z patentowania pewnych odkry¢ i technologii na rzecz stosowania ,,sekretu firmy"
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