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Zajmuje się stabilizacją i immobilizacją enzymów, procesami membranowymi 
w oczyszczaniu białek i w prowadzeniu procesów enzymatycznych, badaniami kine
tyki procesów enzymatycznych i inaktywacji z udziałem enzymów natywnych i immo- 
bilizowanych oraz matematycznym modelowaniem procesów, wykorzystującym me
tody klasyczne i sztuczne sieci neuronowe. Jest współautorką lub autorką 43 publikacji, 
głównie w języku angielskim, oraz 23 artykułów zamieszczonych w materiałach kon
ferencyjnych.
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ABSTRACT

Attractive features of biological systems include versatility, substrate selectivity, 
regio-, chemo-, and enantioselectivity as well as catalysis at ambient temperatures 
and pressure. However, the challenge facing bioprocesses is cost competitiveness 
with existing chemical process assets. The current expansion of industrial biocataly
sis can be attributed to recent progress in molecular biology, advanced instrumenta
tion, and engineering. Novel catalyst formulation based on technology such as direc
ted evolution and enzyme immobilisation, has resulted in improved types of highly 
active and stable biocatalysts.

In industrial biotransformations the immobilisation of enzymes on/in support is 
often chosen to enhance the stability and to simplify the biocatalyst recovery’. The 
main purpose of this paper is to present a general picture of the immobilization tech
niques that is organised according to the two categories of methods, i.e., conventio
nal methods (Part 1) and immobilisation in membrane reactors (Part 2).

The intention of the first part is outline the common procedures that span from 
binding on carrier materials to incorporation into in situ prepared matrix in which 
binding forces vary between weak adsorption and covalent binding. Although the 
development of suitable immobilisation protocol often follows empirical guidelines, 
some general rules to facilitate proper applications are also presented. Immobilisation 
of enzymes means a deliberate restriction of the mobility of the enzyme, which can 
also affect mobility of the solutes. Thus it is mandatory to have basic knowledge of 
the essential contribution of the chemical forces and the physicochemical interac
tions during heterogeneous catalysis that is also discussed. Finally, the technological 
developments in the field of immobilised biocatalysts are presented that show possi
bility of a wide and more economical exploitation of enzymes in industry, medicine, 
and in the monitoring devices like the biosensors.
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WSTĘP

Enzymy, w porównaniu z katalizatorami chemicznymi, charakteryzują się wy
soką aktywnością w relatywnie niskich temperaturach (30-110°C) oraz unikalną spe
cyficznością substratową co wskazuje na potencjalne możliwości ich wykorzysta
nia jako katalizatorów, regulatorów czy biosensorów. Jednak, mimo że w bazach 
komputerowych jak BioCatalysis (www.accelrys.com) w 2003 roku przedstawiono 
około 36000 reakcji prowadzonych przez enzymy, analogi enzymów, przeciwciała 
katalityczne i komórki, tylko niewielka ich część znalazła zastosowanie w skali prze
mysłowej. Wynika to w znacznym stopniu z wymogów, jakie stawia się preparatom 
enzymatycznym: wysoka aktywność, odpowiednia specyficzność i wysoka stabil
ność w warunkach procesowych, czyli niska podatność na: inaktywację w obecno
ści mieszania lub dużych przepływów, wahania wartości pH, obecność enzymów 
proteolitycznych czy podwyższoną temperaturę. Nie bez znaczenia są też problemy 
z otrzymaniem preparatu handlowego, stabilnego w warunkach przechowywania 
i transportu. To spowodowało, że od wczesnych lat 80. notuje się wzrost zaintereso
wania mechanizmami inaktywacji enzymów i metodami ich stabilizacji.

Systematyczne i celowe próby zwiększenia stabilności enzymów w znacznej 
mierze wynikają z wniosków wyciągniętych z obserwacji naturalnego mikrośrodo- 
wiska enzymów i pozwalają wyróżnić cztery grupy technik stabilizujących aktyw
ność enzymów [1,2]:

-  stabilizacja w obecności związków wysokocząsteczkowych (białka, lipidy, 
polisacharydy) lub niskocząsteczkowych, jak np. poliaminy;

-  wielopunktowe interakcje lub związanie z membranami biologicznymi, zmniej
szające ruchliwość konformacyjną białka;

-  posttranslacyjna modyfikacja białek u Eucaryota, najczęściej poprzez gliko- 
zylację seryny, treoniny, asparaginy lub przez przyłączenie lipidu;

-  wprowadzenie zmian w sekwencji aminokwasów lub/oraz usztywnienie kon
formacji przestrzennej białka, oparte na analizie porównawczej enzymów podobnych 
funkcjonalnie ale pochodzących z mikroorganizmów mezofilowych, termofilowych 
i ekstremotermofilowych.

Badania nad stabilizacją enzymów objęły zarówno zwiększenie ich trwałości 
podczas przechowywania jak i w warunkach procesowych, ze szczególnym uwzględ
nieniem podwyższonych temperatur. Atrakcyjność procesów w temperaturach powy
żej 55°C wynika przede wszystkim ze wzrostu szybkości reakcji zgodnie z prawem 
van’t Hoffa, przesunięcia równowagi termodynamicznej w kierunku produktów 
w reakcjach endotermicznych, wzrostu rozpuszczalności substratu, spadku lepkości 
mieszaniny reakcyjnej, redukcji rozwoju mikroorganizmów i łatwości zatrzymania 
reakcji przez obniżenie temperatury [3]. Wiele metod stabilizacji aktywności enzy
mów jest konsekwencją licznych zalet reakcji prowadzonych w rozpuszczalnikach 
organicznych, co jednak wymusza konieczność zwiększenia ich trwałości i rozpusz
czalności w emulsjach i rozpuszczalnikach organicznych. W chwili obecnej sposoby

http://www.accelrys.com
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pozyskiwania enzymów o wydłużonym czasie połowicznego zaniku aktywności można 
podzielić na pięć grup [4-14]:

1. Poszukiwanie producentów stabilnych enzymów, głównie mikroorganizmów 
żyjących w ekstremalnych warunkach jak źródła geotermalne, zbiorniki paliw, błota 
solankowe [6, 15, 16];

2. Dodatek związków stabilizujących enzymy specyficznie lub niespecyficznie. 
Są to substraty, inhibitory, kofaktory [7, 15, 17, 18]; rozpuszczalniki organiczne 
w wysokich (> 99%) lub niskich (< 30%) stężeniach w medium reakcyjnym 
[15, 18, 19]; dodatek soli nieorganicznych lub wymrażanie z solami [10, 19-21], 
dodatek związków jonowych jak dialkiloimidazol czy aminy czwartorzędowe 
[22-24]; dodanie polimerów naturalnych [3, 6, 7, 25-27], syntetycznych [6, 7, 9, 
25,26,29-31] czy surfaktantów [3]; dodanie niskocząsteczkowych związków orga
nicznych, głównie polialkoholi [3,25, 26, 29, 32,33];

3. Modyfikacje chemiczne: monofunkcyjne podstawienie białek, np.: aminokwa
sem lub jego polimerem [15, 17, 34]; modyfikowanie białek np.: przez tworzenie 
pochodnych alkilowych, wiązanie oktanolu, alkoholu dodecylowego, glicerolu, kwa
sów organicznych, w tym tłuszczowych [15,34-36]; łączenie (sieciowanie) istnieją
cych grup funkcyjnych białka, zlokalizowanych wewnątrz cząsteczki lub na jego 
powierzchni, dwufunkcyjnymi reagentami [3,36-38]; glikozylacja mono- i oligosa- 
charydami oraz podstawienie polisacharydami jak dekstran, lewan, chitozan, pochodne 
celulozy [29,39,40]; modyfikacje chemiczne polimerami syntetycznymi jak poli(kwas 
akrylowy), poli(glikol etylenowy) i ich pochodne [40-46]; tworzenie wiązań kowa
lencyjnych pomiędzy podjednostkami enzymu, najczęściej poprzez generowanie wią
zań peptydowych z wykorzystaniem karbodiimidu [16, 34, 35,47];

4. Produkcja i modyfikacja enzymów metodami inżynierii genetycznej poprzez: 
klonowanie enzymów termostabilnych [3]; usuwanie fragmentów białka bogatych 
w glicynę [48]; mutacje punktowe i wielopunktowe [11,13,49], powodujące zmianę 
ładunku powierzchni [14], wprowadzające dodatkowe mostki disiarczkowe i solne 
[11,13, 50], optymalizujące upakowanie, stabilizację cc-helis i redukcję powierzch
niowych pętli peptydowych [51]; zmiany specyficzności istniejących stabilnych en
zymów [12, 52, 53];

5. Immobilizacja enzymów, najczęściej rozumiana jako przeprowadzenie roz
puszczalnego w wodzie białka enzymatycznego w formę nierozpuszczalną, o zmniej
szonej ruchliwości konformacyjnej i często zwiększonej stabilności. Zwykle immobi
lizacja, jako technika stabilizacji aktywności, podwyższa odporność na temperaturę, 
zmiany wartości pH, na czynniki denaturujące (ze szczególnym uwzględnieniem roz
puszczalników organicznych) i obniża podatność na działalność enzymów proteoli
tycznych.

Dobór odpowiedniej metody efektywnej stabilizacji danego enzymu odbywa się 
najczęściej metodą prób i błędów. Jednak obecnie, wraz ze wzrostem danych o sek
wencji aminokwasowej enzymów, wspartym grafiką komputerową, można często 
przewidzieć skutki wprowadzanych zmian w białku i jego środowisku. Z tych badań
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wynika kilka interesujących wniosków [8, 11, 12, 13, 17, 51, 52, 54-56]. Po pierw
sze, bardziej opłaca się stabilizować/modyfikować dobrze poznane enzymy, a po dru
gie jest niezmiernie trudno otrzymać enzymy znacząco stabilniejsze niż w temperatu
rze, w której zostały wyprodukowane przez mikroorganizm. Wzrost stabilności jest 
zwykle jednoznaczny ze spadkiem szybkości reakcji w podwyższonych temperatu
rach (zmniejszona ruchliwość konformacyjna) i po czwarte, łączenie kilku metod 
stabilizacji często powoduje sumowanie się efektów.

Znaczący postęp w technikach stabilizacji aktywności enzymów spowodował, 
że część z nich jest wystarczająco tania i stabilna, aby wykorzystywać je w formie 
natywnej. Najlepszymi przykładami są procesy upłynniania i scukrzania skrobi 
(a-, ¡5- i glukoamylazy), produkcja L-aminokwasów (aminoacylaza), synteza kwasu 
-/V- ac ety lo neuramino we go (epimeraza), produkcja aspartamu (subtylizyna, termoli- 
zyna), produkcja insuliny ludzkiej ze zwierzęcej (tiypsyna, karboksypeptydaza B), 
produkcja inhibitorów proteaz (subtylizyna), usuwanie nadtlenku wodoru (katalaza) 
czy produkcja feromonów, amfetaminy, leków na nadciśnienie, przeciwpadaczko- 
wych, obniżających stężenie cholesterolu, inhibitorów proteaz (dehydrogenazy: mle- 
czanowa, leucynowa, alkoholowa, łączone z dehydrogenazą mrówczanową lub glu
kozową celem regeneracji kofaktora NAD+ [57]). Jednakże, dla znacznej części pro
cesów enzymatycznych, wysoki koszt otrzymania i oczyszczania biokatalizatora, trud
ności w odzyskaniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej lub/oraz wysoki koszt oczysz
czania produktu z przymieszek białkowych, a także wrażliwość enzymów na pod
wyższoną temperaturę i obecność rozpuszczalników organicznych powoduje, że pro
ces enzymatyczny staje się nieopłacalny ekonomicznie. Część z tych problemów 
można rozwiązać, stosując immobilizację enzymów.

1. IMMOBILIZACJA ENZYMÓW

Zgodnie z podstawową definicją immobilizacji, którą zaproponował w 1971 roku 
E. Katchalski-Katzir [2], enzym można uważać za immobilizowany, jeżeli zlokalizo
wany w ściśle określonej przestrzeni obszaru reakcyjnego, jest zdolny przejawiać 
swoją aktywność i może być wykorzystany ponownie lub w sposób ciągły. Definicja 
ta, wskazująca na możliwość obniżenia kosztów procesu poprzez wielokrotne użycie 
preparatu enzymatycznego lub możliwość jego zastosowania w procesie ciągłym, 
a także zmniejszenia kosztów oczyszczania produktów finalnych od białka enzyma
tycznego, nie ujmuje zagadnień związanych ze stabilizacją aktywności enzymu. Obecna 
tendencja, zmierzająca do otrzymywania preparatów immobilizowanych i o zwięk
szonej stabilności powoduje, że granice między immobilizacją i stabilizacją ulegają 
zatarciu i zasadniczo przeważa pogląd, że głównym celem immobilizacji jest otrzy
manie preparatu o zwiększonej termostabilności i stabilności operacyjnej, a zastoso
wane rozwiązania aparaturowe zapewniająjego odzysk lub proces w trybie ciągłym 
[58].
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Jakkolwiek zwiększenie stabilności enzymu nie jest inherentnym elementem 
immobilizacji, to w większości badanych przypadków preparaty immobilizowane waru
nek ten spełniają, głównie za sprawą szeroko rozumianego terminu „stabilizacja”. 
I tak, jeżeli na skutek procedur immobilizacji enzym posiada zmniejszoną podatność 
na agregację lub/oraz autolizę, atak enzymów drobnoustrojowych, inhibicję czy inak- 
tywację w obecności czynników denaturujących, to jest uznawany za preparat stabi
lizowany.

2. PODZIAŁ METOD IMMOBILIZACJI ENZYMÓW

W praktyce stosowane są dwie podstawowe formy enzymów. I tak biokataliza- 
tor może występować w stanie natywnym, ewentualnie w obecności stabilizatorów, 
takich jak sole czy polimery, a samo białko jest zwykle zmodyfikowane metodami 
inżynierii genetycznej lub/oraz chemicznymi. Druga forma to preparat immobilizo- 
wany, który również może być uprzednio poddany stabilizacji i stosowany z dodat
kiem stabilizatorów, a dodatkowo spełnia warunki podstawowej definicji immobiliza
cji, czyli może być wielokrotnie użyty lub jego forma umożliwia prowadzenie proce
su ciągłego, lub występuje w ściśle zdefiniowanym miejscu w reaktorze, lub można 
go łatwo wydzielić z mieszaniny reakcyjnej.

Podział metod immobilizacji nie jest ustalony, głównie za sprawą wprowadzania 
nowych procedur i technik mieszanych, a także stosowania rozpuszczalników orga
nicznych i technik separacji membranowej. Nie ma również zgodności w zaliczaniu 
danej proceduryjako sposobu immobilizacji lub stabilizacji. W niniejszym opracowa
niu starano się przedstawić wszystkie główne sposoby immobilizacji, zaznaczając, na 
ile i kiedy dany sposób zwiększa stabilność enzymu, a także, które z elementów 
podstawowej definicji są przez rozpatrywane metody spełniane. Jednocześnie, ze 
względu na rozwiązania aparaturowe i tendencję przedstawiania metod immobilizacji 
z wykorzystaniem technik membranowych w formie odrębnych opracowań 
[59-65]), enzymatycznym reaktorom membranowym poświęcono drugą część opra
cowania.

Przede wszystkim, enzymy immobilizowane można podzielić na dwie zasadni
cze grupy (Rys. 1): rozpuszczalne i nierozpuszczalne w wodzie lub rozpuszczalniku 
organicznym. Otrzymywanie preparatów nierozpuszczalnych w wodzie (i w ograni
czonym stopniu w rozpuszczalnikach organicznych) można zaliczyć do klasycznych 
metod immobilizacji enzymów. Natomiast preparaty rozpuszczalne częściej można 
zaklasyfikować jako uznana od lat metoda stabilizacji enzymów. Dokładniejsze infor
macje na temat poszczególnych metod przedstawiono poniżej.



698 J. BRYJAK

ENZYM

rozpuszczalny w W/RO nierozpuszczalny w W/RO

- inkludowany

- związany z nośnikiem 

sieciowany

Rysunek 1. Podział głównych metod immobilizacji enzymów.
W -  woda, RO -  rozpuszczalnik organiczny

2.1. PREPARATY ROZPUSZCZALNE W WODZIE LUB ROZPUSZCZALNIKACH
ORGANICZNYCH

Najczęstszym sposobem otrzymywania stabilniejszego enzymu, rozpuszczalnego 
w wodzie, jest kowalencyjne przyłączenie do powierzchniowo usytuowanej reszty 
lizyny polimerów syntetycznych, jak poIi(N-winylopiroIidon), poli(glikol etylenowy) 
lub ich pochodne [28,41,43,46, 66, 67], lub polimerów naturalnych, jak pochodne 
celulozy, dekstran, spolimeryzowana sacharoza, lewan, chitozan [39, 66-69] 
(Rys. 2 a). Ta technika immobilizacji, częściej zaliczana do technik stabilizacji, poz
wala otrzymać preparaty o podwyższonej stabilności, odporne na podwyższoną tem
peraturę i obecność surfaktantów [41], Przykładami tak immobilizowanych enzy
mów może być tiypsyna i chymotrypsyna [43,66, 67, 69], /5-amylaza i pullulanaza 
[68], ligninaza [46], lizozym [66], L-asparaginaza [39] czy lipaza [5, 28, 41, 66], 
Daje się zauważyć, że w przypadku preparatów rozpuszczalnych w wodzie najczęś
ciej znajdują one zastosowanie w produkcji detergentów i w hydrolizie substratów 
wielkocząsteczkowych. Natomiast odzysk enzymu z mieszaniny poreakcyjnej jest 
trudny, jakkolwiek zwiększenie masy cząsteczkowej enzymu lub zmniejszenie jego 
rozpuszczalności w wodzie może ułatwić separację preparatu z mieszaniny poreak
cyjnej. O zmianie stabilności i rozpuszczalności enzymu decyduje rodzaj użytego 
polimeru i stopień podstawienia białka.

Powyższa metoda, zastosowana w modyfikacji lipaz, esteraz oraz niektórych 
proteaz i dehydrogenaz, ma przede wszystkim za zadanie zwiększenie stabilności 
i rozpuszczalności enzymów w rozpuszczalnikach organicznych [70,71]. Ponieważ
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podobne efekty zwiększenia stabilności i dyspersji enzymu w rozpuszczalniku osiąga 
się, stosując preparaty enzymatyczne liofilizowane w obecności soli organicznych 
i nieorganicznych w ściśle określonym pH [12, 14, 22-24, 70, 71], a enzym można 
stosunkowo łatwo odzyskać dzięki tendencji do tworzenia agregatów białkowych, 
dlatego często stosuje się w tych przypadkach termin „immobilizacja”.

pH 4.0 tcLCST pH 4.0

pH 5.5 t>LCST pH 5.5 j
o

|

a b c d
Rysunek 2. Przykłady rozpuszczalnych immobilizowanych enzymów: wiązanie kowalencyjne 

z polimerem rozpuszczalnym w wodzic/rozpuszczalniku organicznym (a), polimerem pH-wrażliwym (b), 
polimerem tcrmowrażliwym (e) lub odzysk enzymu poprzez flokulację polimerem pH-wrażliwym (d).

LCST -  wyjaśnienie w tekście

Również tradycyjne preparaty liofilizowane, użyte w rozpuszczalnikach orga
nicznych, zalicza się do układów z immobilizowanym biokatalizatorem. Ponieważ 
większość białek jest nierozpuszczalna w rozpuszczalnikach organicznych i bez do
datkowej modyfikacji lub intensywnego mieszania czy dyspersji ultradźwiękami biał
ka ulegają zazwyczaj agregacji gromadząc się na powierzchni cieczy, uważa się, że 
agregaty mogą być łatwo oddzielone od mieszaniny reakcyjnej i ponownie użyte [70]. 
Jednak ze względu na dużą podatność enzymów niestabilizowanych na inaktywację 
w obecności rozpuszczalników, ta metoda jest obecnie rzadziej stosowana.

Natomiast obserwuje się systematyczny rozwój metod kowalencyjnego łączenia 
enzymów z polimerami odwracalnie rozpuszczałnymi-nierozpuszczałnymi w wodzie. 
Polimery te posiadająunikalną właściwość zmiany rozpuszczalności wywołanej nie
wielką zmianą warunków fizycznych jak wartości pH, temperatury, siły jonowej, 
pola elektrycznego czy pola magnetycznego albo kilku wymienionych czynników 
jednocześnie [72-74]. Spośród licznej grupy polimerów, największym zaintereso
waniem w immobilizacj i enzymów cieszą się polimery termo- i pH-wrażliwe.

Najczęściej stosowane polimery, wrażliwe na zmiany wartości pH środowiska, 
to poli(kwas (metakrylowy), poli(etylenoimina), poli(L-lizyna), pochodne octanu mety
locelulozy czy poli(tlenek etylenu -  ko-tlenek propylenu) (znany pod nazwą handlo
wą Eudragit™) (Rys. 2 b). Przykładowa procedura immobilizacji to połączenie kowa
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lencyjne grupy aminowej białka z grupą karboksylową Eudragit S z udziałem karbodi- 
imidu. Proces enzymatyczny prowadzi się w pH poniżej 4,5, w którym preparat jest 
całkowicie rozpuszczalny w wodzie. Podwyższenie wartości pH do około 5-5,5 powo
duje wytrącenie preparatu, który oddziela się od mieszaniny reakcyjnej przez wiro
wanie. Preparat enzymatyczny można wykorzystać kilkakrotnie i po kilku kolejnych 
procesach odzysk aktywnego enzymu może wynosić od 50 do 95% [73, 75-78], 
Z polimerami odwracalnie rozpuszczalnymi-nierozpuszczalnymi w wodzie w zależ
ności od pH środowiska wiązano: inhibitory trypsyny i Oamylazy [74], a-amylazę 
[76], /3-glukozydazę [73], trypsynę [76, 77], chitynazę i lizozym [75], lipazę [78], 
liazę pektynową [79] czy ksylanazy [80],

W przypadku polimerów termowrażliwych uważa się, że dowolny polimer roz
puszczalny w wodzie, po wprowadzeniu odpowiedniej ilości ugrupowań hydrofobo
wych, staje się odwracalnie rozpuszczalny-nierozpuszczalny, w zależności od tem
peratury (Rys. 2 c). Punkt przejścia fazowego tych polimerów określa wartość LCST 
(ang. Lower Critical Solution Temperature), która, w zależności od polimeru, zawie
ra się w zakresie od 5 do 75°C. Przykładami polimerów termowrażliwych są: poIi(7V- 
podstawiony metyloakryamid) i jego pochodne sieciowane diwinylobenzenem, 
poli(7V-winylo-//,//-dwupodstawione amidy), pochodne poli(tIenku etylenu), karbok- 
symetylocelulozy, poli(akroilo-piperydyno)cysteaminy [81-86], a także, rzadziej, białka 
jak elastyna i fibroina jedwabiu (LCST 37°C [73]) lub polipeptydy elastynopodobne 
(ELPs) z powtarzalną sekwencją Val-Pro-Gly-(nie prolina)-Gly [87], Wśród enzy
mów, wiązanych kowalencyjnie z polimerami temiowrażliwymi, dominują hydrolazy 
polimerów naturalnych jak chityna, skrobia, celuloza, białka, pektyna [73-77, 79,82, 
87,88], a także hydrolaza organofosforanowa [87], lipaza [79], /3-galaktozydaza czy 
kwaśna fosfataza [88].

Uważa się, że enzymy wiązane z polimerami wrażliwymi na zmiany wartości pH 
lub temperatury posiadają dwa główne obszary zastosowań: w procesach z substra- 
tami wielkocząsteczkowymi i w precypitacji powinowactwa. Celem uniknięcia ko
nieczności kowalencyjnego wiązania enzymu z polimerami wrażliwymi na zmiany 
wartości pH lub temperatury, można polimery stosować jako dodatki do mieszaniny 
reakcyjnej. Ich zadaniem jest koprecypitacja enzymu po zakończeniu procesu 
[76,79] (Rys. 2 d). Jest to metoda rzadziej stosowana ze względu na około 80% od
zysk aktywności enzymatycznej w kolejnych procesach.

Wymienione powyżej metody otrzymywania preparatów immobilizowanych, 
rozpuszczalnych w wodzie lub rozpuszczalnikach organicznych, poza enzymami lio
filizowanymi użytymi w rozpuszczalnikach, łączą warunki katalizy homogenicznej, 
łatwość przenoszenia skali i konieczność doboru warunków immobilizacji do enzy
mu. W przypadku katalizy w rozpuszczalnikach organicznych, podkreśla się brak 
konieczności utrzymywania sterylności w mieszaninie reakcyjnej. Z kolei jedynie en
zymy liofilizowane, stosowane w rozpuszczalnikach organicznych, i enzymy zwią
zane kowalencyjnie z polimerami pH- lub termowrażliwymi, mogą być wielokrotnie 
użyte w procesach okresowych. Natomiast wzrostu termostabilności i stabilności
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operacyjnej preparatu należy przede wszystkim oczekiwać w przypadkach kowalen
cyjnej modyfikacji enzymu.

2.2. PREPARATY NIEROZPUSZCZALNE W WODZIE 
LUB ROZPUSZCZALNIKACH ORGANICZNYCH

Otrzymywanie preparatów nierozpuszczalnych w wodzie lub rozpuszczalnikach 
organicznych to najstarsze i najczęściej omawiane sposoby immobilizacji enzymów 
[16,34, 57, 89, 90]. Podział technik na trzy podstawowe grupy (Rys. 3) zasadniczo 
od lat nie ulega zmianom, poszerzając się o udoskonalone lub nowe procedury. W ce
lach informacyjnych, na rysunku 3, obok technik tradycyjnych, podano w nawia
sach możliwość poszerzenia schematu o immobilizację na/w półprzepuszczalnych 
membranach (tzw. membrany katalityczne). Równie popularny jest inny podział, roz
różniający procedury bazujące na wiązaniu kowalencyjnym i niekowalencyjnym [34], 
Wówczas metody oparte na adsorpcji i inkluzji są włączane w jedną grupę, natomiast 
w drugiej znajduje się kowalencyjne wiązanie enzymów z nośnikiem oraz sieciowa-

Inkludowanie:
w  sieci żelu, 

otoczkowanie, 

w  m ikro(m akro)kapsułkach, 

w mikro(m akro)em ulsjach, 

(w  m ateriale membrany).

Związanie z nośnikiem:
adsorpcyjnie,

koordynacyjnie,

specyficznie,

kowalencyjnie,

(na powierzchni membrany).

Sieciowanie:
rozpuszczonego białka, 

agregatów  białkowych, 

kryształów  białka.

Rysunek 3. Podział metod immobilizacji enzymów prowadzących do otrzymywania preparatów
nierozpuszczalnych w wodzie

Od strony procesowej powyższe trzy grupy łączy możliwość stosowania prepa
ratów w procesach ciągłych z reaktorem ze złożem upakowanym i z występującymi 
oporami dyfuzyjnymi w złożu. Natomiast różni je stopień ingerencji w cząsteczkę 
enzymu i możliwość otrzymania preparatu o podwyższonej stabilności. Generalnie, 
enzymy immobilizowane każdą z powyższych procedur, posiadają zwiększoną 
odporność na działalność enzymów produkowanych przez mikroorganizmy i często 
są mniej podatne na inhibicję. Nie występuje również agregacja cząsteczek enzymu,
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co jest jedną z przyczyn utraty aktywności enzymów natywnych w warunkach pro
cesowych.

Jeżeli rozpatrywać podział na trzy zasadnicze grupy, to preparaty otrzymywane 
przez inkluzją w zasadzie zawierają enzym w formie niezmienionej. Związanie białka 
z nośnikiem może prowadzić do znacznej modyfikacji enzymu, natomiast wszystkie 
techniki sieciowania powodują istotną modyfikację chemiczną enzymu.

2.2.1. Zamykanie enzymów w fazie nierozpuszczalnej

Najczęściej metoda polega na zamknięciu enzymu natywnego w fazie wodnej, 
w ściśle i łatwo definiowalnym obszarze, a ciągłość fazy ciekłej wewnątrz i na ze
wnątrz preparatu zapewniają nieciągłości w fazie zamykającej. Wymianę substratów, 
produktów, aktywatorów czy inhibitorów z roztworem zewnętrznym zapewnia poro
wata struktura fazy zamykającej, a szybkość tej wymiany jest zawsze, w mniejszym 
lub większym stopniu, determinowana dyfuzją reagentów. Ta forma immobilizacji 
jest ograniczona do układów reakcyjnych z niskoczasteczkowymi reagentami, ze 
względu na niewielki rozmiar porów, który zapewnia zatrzymanie enzymu w prepa
racie.

c Z ź r -  surfaktant

Rysunek 4. Przyktady zamykania enzymu w sicci polimeru (a), w sieci polimeru termowrażliwe- 
go (b), okludowania polimerami rozpuszczalnymi w wodzie (c) zamykania 

w makrokapsułkach (d) oraz w mikroemulsjach (e)

Ponieważ enzym jest de facto w stanie natywnym, a jego oddziaływania z fazą 
zamykającą są z reguły niewielkie, rzadko obserwuje się różnice w aktywnościach 
pomiędzy enzymem natywnym a immobilizowanym, chyba że wynikają one z opo
rów dyfuzyjnych w układzie. Stąd też wzrost stabilności enzymu jest obserwowany 
jedynie w przypadkach, gdy rozpatruje się odporność na obecność rozpuszczalni
ków organicznych czy enzymów degradujących dany enzym. Największą niedogod
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nością tej metody jest „ucieczka” enzymu do roztworu zewnętrznego, co powoduje, 
żejest ona zalecana do immobilizacji komórek lub do układów wieloenzymatycznych 
[91-94] czy enzymów zbudowanych z oligomerów [95]. Celem ograniczenia ucieczki 
enzymu stosowane są często dodatkowe procedury jak sieciowanie lub dodatkowa 
immobilizacja [96,97].

Wyróżnia się kilka procedur zamykania enzymów: zamknięcie w sieci polimeru, 
kapsułkach i w mikroemulsjach oraz otoczkowanie (Rys. 4).

2.2.1.1. Zamknięcie w sieci polimeru

W wersji klasycznej jest to jedna z prostszych i bardziej zachowawczych dla 
enzymu metod immobilizacji. Polega na zmieszaniu monomeru(ów) lub polimeru 
z roztworem enzymu oraz dodaniu czynników sieciujących i ewentualnych inicjato
rów, celem wywołania polimeryzacji bez udziału cząsteczek enzymu (Rys. 4 a). Taka 
procedura może być stosowana do wszystkich enzymów, jednak warunki polimery
zacji mogą powodować denaturację białka. Zdecydowanie najmniej szkodliwa dla 
enzymów i najchętniej stosowana jest immobilizacja w sieci spolimeiyzowanych związ
ków pochodzenia naturalnego, j ak agar, agaroza, żelatyna (polimeryzacj a termoodw- 
racalna) czy alginian i karaginian (żelowanie jonozależne) [98-100], Szczególnie popu
larna jest immobilizacja w żelach alginianowych, stabilizowanych jonami Ca2+ 
[34, 96, 101,102], Równie chętnie stosowane są żele żelatynowe [34,103], z chito- 
zanu i ksantanu [104,105], mieszaniny alginianu i siarczanu celulozy [101] czy octa
nu celulozy [34], Przykładami tak immobilizowanych enzymów mogą być: acylaza 
penicylanowa [102], ureaza [101], izomeraza arabinozy [96], lakkaza i tyrozynaza 
[106], czy lipaza [99, 103, 104].

Wśród polimerów syntetycznych, stosowanych w zamykaniu enzymów w sieci 
żelu, dominująte, które ulegająpolimeryzacji pod wpływem światła, a także poliure
tany lub akrylany (np. popularny poli(akrylamid)) [34,98,107-109] oraz żele z po- 
li(glikolu etylenowego) [97] czy polialkoholu winylowego) [109]. W porównaniu 
z żelami z materiałów pochodzenia naturalnego, warunki polimeryzacji monomerów 
syntetycznych mogą powodować inaktywację enzymów, a monomery i polimery 
mogą być toksyczne (jakpoliakrylamid [98]). Przykładami efektywnej immobilizacji 
może być zamknięcie w żelu acylazy penicylanowej [102], hydrolazy organofosfora- 
nowej [97], lakkazy i tyrozynazy [106], peroksydazy i fosfatazy alkalicznej 
[107,108], lipazy [109], inwertazy [110] czy a-amylazy [111].

Ostatnio szczególnym zainteresowaniem cieszą się termo- lub pH-wrażliwe hy- 
drożele [72-74, 83, 112-114] (Rys. 4 b). Są to usieciowane polimery pH- lub termo- 
wrażliwe, służące najczęściej do kontrolowanego uwalniania enzymów terapeutycz
nych [72, 83] lub proteaz stosowanych w procesie dojrzewania serów [113], a także 
w konstrukcji mikrosensorów [112]. Podkreśla się również możliwość ich stosowa
nia w procesach enzymatycznych (ureaza i /J-galaktozydaza [114], inwertaza [74]), 
w których zaletąjest zmiana objętości żelu w zależności od temperatury, co daje efekt
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„pompy hydraulicznej”, zwiększającej szybkość transportu substratu i produktu 
w objętości żelu.

Jeszcze większy wzrost zainteresowania obserwuje się w przypadku tzw. pre
paratów zol-żel, otrzymywanych głównie z alkoholanów metali o wzorze sumarycz
nym M(OR)n, gdzie M to najczęściej Al, Si, Ti, a R to grupa organiczna [115-120]. 
Związki te sąpoddawane wstępnej hydrolizie a następnie polikondensacji. Metoda ta 
pozwala otrzymać różnorodne materiały od monolitów, poprzez nano- mikro- 
i makroziamiste złoża, po filmy, włókna i materiały otoczkowane. W zależności od 
sposobu postępowania przyjętego po etapie polikondensacji, otrzymuje się hydrożele 
(50-80% wody) i hydrożele sezonowane (5-30% wody) lub kserożelc (po suszeniu) 
czy aerożele (po suszeniu w nadkiytycznym CO,) o zróżnicowanej powierzchni właś
ciwej (od 400 do 2000 mr/g) i rozmiarach porów (od 0,5 do 200 nm) [119]. Zaletami 
tych żeli jest duża łatwość wprowadzania grup funkcyjnych na etapie ich syntezy 
oraz możliwość tworzenia żeli hybrydowych, kompozytowych i szablonowanych 
z wykorzystaniem naturalnych lub syntetycznych polimerów [115,117,119,121,122]. 
W efekcie otrzymuje się hydrożele od plastycznych po sztywne, a celem zwiększcr.id 
odporności mechanicznej można stosować dodatki grafitu lub celulozy. Do wad na
leży zaliczyć kompresję złoża i zamykanie porów, słabą stabilność mechaniczną, 
a przede wszystkim uwalnianie się alkoholu w czasie polimeryzacji. Obecność etano
lu w stężeniach denaturujących białka powoduje, że często immobilizuje się enzymy 
uprzednio stabilizowane (w tym immobilizowane innymi metodami) oraz stosuje się 
materiały kompozytowe, hybrydowe i szablonowane [122-127]. Przykładami enzy
mów immobilizowanych w złożach zol-żel sąproteazy [115, 125-127], lipazy, este
razy i fosfolipazy [116, 117, 119, 121, 123, 128], enzymy hydrolizujące polisacha
rydy [119, 124], oksydoreduktazy [115, 118, 119, 121, 126], fosfatazy [119, 121] 
oraz ureaza [ 115] i acylaza penicylanowa [ 102],

2.2.I.2. Otoczkowanie (okludowanie)

Jest to metoda często przedstawiana jako zamykanie enzymu w mikro(makro)kap- 
sułkach, co wydaje się mylące. W tym przypadku cząsteczki enzymu nie występują 
w wyraźnie wyodrębnionej fazie wodnej, a są otoczone przez inny związek wielko
cząsteczkowy, którym może być polielektrolit, lipid czy surfaktant. Zamknięcie enzy
mu z wykorzystaniem polielektrolitów polega na traktowaniu enzymu lub jego agre
gatów kolejno polianionem lub polikationem (kolejność zależy od ładunku białka) 
(Rys. 4 c). Pierwszy z polimerów, adsorbując się na cząsteczkach enzymu, powodu
je jego wytrącanie (flokulację), a utworzone kompleksy polimer-białko są następnie 
stabilizowane i powiększane przez dodanie polimeru o ładunku przeciwnym. Zaletą 
metody jest szybka i efektywna preparatyka, bez modyfikacji chemicznej, bez roz
puszczalników organicznych i bez konieczności stosowania stężonych roztworów 
enzymów. Jednak jest to metoda rzadko stosowana, ze względu na znaczne ograni
czenia transportu masy, szczególnie gdy otrzymanie stabilnych i nierozpuszczalnych
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preparatów wymaga utworzenia większej ilości warstw polielektrolitów [129]. Naj
częściej stosowane polielektrolity to: metoksypoli(glikol etylenowy), siarczan celu
lozy, poli(etylenoimina), poli(chlorek dimetylodialliloamonowy), poli(kwas styreno- 
sulfonowy), poli(aminometylostyren) (Wofatit®), hydrochlorek poli(alliloaminy), es
try kwasu poliakrylowego, poli(kwas mlekowy), a efektywną immobilizację osią
gnięto otoczkując polielektrolitami dehydrogenazę mleczanową, chymotrypsynę, in
wertazę, ureazę i lipazę [129-136], Natomiast, jeżeli preparat immobilizowany ma 
być wykorzystany w rozpuszczalniku organicznym, to zaleca się okludowanie kwa
sami tłuszczowymi, lipidami lub surfaktantami [3,28,137-142].

2.2.1.3. Zamykanie w mikro(makro)kapsułkach

Jest to metoda stosunkowo rzadko stosowana w immobilizacji enzymów 
[98,101,140,143,144], Polega ona na zamykaniu fazy wodnej, zawierającej enzym, 
w półprzepuszczalnej membranie polimerowej, otrzymywanej metodą polikondensa- 
cji na granicy faz lub międzyfazowej koacerwacji i podwójnego emulgowania 
(Rys. 4 d). Wielkość kapsułek waha się od 1 jim  do kilku milimetrów, przy grubości 
ścianki od 0,01 do 1 /im [101], Wadą tej metody są większe ograniczenia w odniesie
niu do wielkości substratu i produktu, niż w przypadku inkluzji w żelu oraz możliwa 
denaturacja enzymu w warunkach tworzenia kapsułek. Membrany mikro(makro)kap- 
sułek najczęściej są wytwarzane na bazie azotanu lub octanu celulozy, poliuretanów, 
poliamidu, nylonu, polichlorku winylu, polietylenoiminy, poliakryloamidu, /c-karagi- 
nianu lub z błony komórkowej erytrocytów. Enzymy można też zamykać w obrębie 
membran ciekłych, złożonych z poliamin czy izoparafm o wysokich masach czą
steczkowych. Dobre efekty osiągnięto immobilizując tą metodą systemy wieloenzy- 
matyczne lub/oraz z regeneracją kofaktorów, a jako zalety podaje się zwiększoną 
odporność na enzymy proteolityczne i niewielkie przechodzenie enzymu do roztworu 
zewnętrznego [65, 143].

Równie rzadko stosowaną metodą jest zamykanie enzymów w liposomach 
[28,34,139,144,145], Są to koncentryczne kulki zbudowane z dwuwarstwy fosfo- 
lipidowej lub z innych lipidów, które tworzą membrany nierozpuszczalne w wodzie 
i nie wymagające dodatkowego nośnika. Mono- lub wielowarstwowe liposomy two
rzą struktury o rozmiarach około 0,15 /im i, jeżeli są wykonane z naturalnej lub 
syntetycznej lecytyny, to mogą być wykorzystywane do kontrolowanego uwalniania 
enzymów terapeutycznych lub proteaz w procesach dojrzewania serów [141].

2.2.1.4. Zamykanie w mikro(makro)emuIsjach 
stabilizowanych surfaktantami

Jest to układ, w którym wodne mikroobszary są otoczone cząsteczkami polar
nego surfaktanta, ktorego liniowe lub rozgałęzione łańcuchy hydrofobowe kontaktują
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się z otaczającym niepolamym rozpuszczalnikiem organicznym [34,146-148]. Czę
sto metoda ta nosi nazwę immobiłizacji w odwróconych micelach, co mylnie wska
zuje na układ jednofazowy.

Enzymy zamykane w mikro(makro)emulsjach zwykle znajdująsię w fazie wod
nej (Rys. 4 e) i wyróżnia się trzy możliwe procedury wprowadzania białka: wodny 
roztwór enzymu dodaje się do roztworu odwróconych miceli (1), białko w formie 
liofilizatu dodaje się do emulsji (2) i roztwór białka dodaje się do emulsji (3) [147], 
W efekcie otrzymuje się dynamiczny układ, stabilizowany oddziaływaniami hydrofo
bowymi, van der Waalsa, elektrostatycznymi i wodorowymi. O stabilności i reak
tywności układu decyduje rodzaj i stężenie enzymu, surfaktanta (kosurfaktanta), elek
trolitów, substratu(ów) i produktu(ów) oraz stosunek molowy wody do surfaktanta. 
Stosować można wszystkie typy surfaktantów (anionowe, kationowe, obojnacze 
i niejonowe), a ich dobór zwykle zależy od tolerancji enzymu. Zaletami tego układu 
są: duża powierzchnia kontaktu faz (10-100 m2/cm3) z pomijalnymi ograniczeniami 
transportu masy, mała objętość reakcyjna, brak zanieczyszczeń mikroorganizmami, 
brak agregacji białka, przejrzystość optyczna umożliwiająca bezpośrednie pomiary 
spektrofotometryczne, łatwość zmiany mikroemulsj i w makroemulsje i łatwość prze
noszenia skali. Immobiłizacji w emulsjach często towarzyszy wzrost termostabilno- 
ści, stabilności operacyjnej i reaktywności, ale główną zaletą jest możliwość stoso
wania substratów i produktów trudno rozpuszczalnych w wodzie. Należy podkreś
lić, że procesy w środowiskach o kontrolowanej zawartości wody, w których fawo
ryzowane są procesy syntezy z udziałem hydrolaz, cieszą się obecnie szczególnym 
zainteresowaniem.

Największe ograniczenia metody to częsta denaturacja enzymów w obecności 
surfaktantów i rozpuszczalników organicznych oraz utrudniony odzysk produktu 
i enzymu. Celem umożliwienia wielokrotnego użycia enzymu, do rozdziału faz często 
stosuje się techniki membranowe [147, 149], które jednak powodują utratę surfak
tantów. Natomiast denaturację biokatalizatora można ograniczyć, wykorzystując inne 
metody immobilizacji/stabilizacji lub/oraz użycie biosurfaktantów [28,103,107,139J. 
Kolejny problem wiąże się z toksycznością (przemysł farmaceutyczny) i niskąbiode- 
gradowalnością (ochrona środowiska) tanich, ale syntetycznych surfaktantów. Po
szukiwania biosurfaktantów (lipopeptydów) pochodzenia mikrobiologicznego lub ich 
synteza enzymatyczna [150-152] pozwalają liczyć na szybkie zwiększenie ich dos
tępności.

Powyższe układy reakcyjne są stosowane w przemyśle chemicznym (asyme
tryczna transestryfikacja lipidów, synteza makrocyklicznych laktonów), spożywczym 
(hydroliza tłuszczów, produkcja emulgatorów, synteza trigliceiydów) i farmaceu
tycznym (biotransformacje steroidów, synteza enancjoselektywna, synteza prosta- 
glandyn i prostanoidów) [147], Stąd też mikro(makro)emulsje są najczęściej tworzo
ne z lipazą [28, 103, 139, 147, 149, 153, 154], ale również z lakkaząi tyrozynazą 
[106], katalaząi oksydazą alkoholową [155], chymotrypsyną[156] i oksydazą glu
kozową [157].
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2.2.2. Związanie enzymu z powierzchnią nośnika

Jest to najpopularniejsza metoda immobiłizacji, w której dobór nośnika i proce
dury wiązania enzymu posiada zasadnicze znaczenie dla jakości produktu finalnego. 
Szeroka gama nośników od naturalnych po syntetyczne i liczba procedur wiązania 
z jednej strony, a struktura enzymu i jego właściwości z drugiej, powodują, że nie 
istnieją żadne generalne wskazania, skutkiem czego dominuje metoda prób i błędów 
[34,71,89,98,140,144,158,159], Ponieważ rola nośników jest znacząca, zebrano 
podstawowe informacje o ich typach i właściwościach. Przede wszystkim „idealny” 
nośnik powinien:

-  być stabilny chemicznie, fizycznie i mechanicznie, co decyduje o jego trwa
łości i możliwości zastosowania w reaktorach mieszalnikowych i ze złożem upako
wanym;

-  posiadać odpowiedni dla danego enzymu i układu reakcyjnego charakter 
hydrofilowo/hydrofobowy oraz niską sorpcję niespecyficzną względem innych białek;

-  być łatwo dostępny, tani, regenerowalny i posiadać odpowiednią formę (ziar
nisty regularny i nieregularny, włóknisty, w formie powierzchni płaskich, itp.);

-  być odporny na biodegradację w trakcie procesu ale jednocześnie, po wyko
rzystaniu, być biodegradowalnym;

-  posiadać wysoką pojemność sorpcyjną względem białka i, zależnie od możli
wości wystąpienia ograniczeń dyfuzyjnych w porach, być lub nie być porowatym;

-  nie oddziaływać chemicznie z substratami i produktami reakcji.
Część wymogów jest wzajemnie sprzecznych, ale i tak nie istnieje materiał, 

który spełniałby większość oczekiwań potencjalnych użytkowników. Dlatego często
0 wyborze rodzaju nośnika decydują wymogi procesowe a nie ich kompatybilność 
z enzymem.

Nośniki stosowane do immobiłizacji enzymów można podzielić wielorako. Uwz
ględniając ich kształt, najczęściej wykorzystuje się różne formy granulatów (kulki, 
elipsoidy obrotowe, proszki, nieregularne ziarna) oraz, rzadziej, filmy, powierzchnie 
płaskie, włókna. Nośniki można także podzielić na nieporowate i porowate (o kon
trolowanych rozmiarach porów, o zróżnicowanych porach, o strukturze żelowej) lub 
ze względu na materiał, z którego nośnik został wykonany. Ostatni typ podziału jest 
najbardziej popularny [34,65,98,140,158-161] i zgodnie z nim wyróżnia się:

• nośniki nieorganiczne, a w tym otrzymane z minerałów surowych (np.: ben
tonit, krzemionka, grafit, hydroksyapatyt, homblenda, pumeks, glina) lub przetwo
rzonych (metale i tlenki metali, szkło nieporowate lub o kontrolowanych porach, 
ceramika, stal nierdzewna), a z mniej typowych zeolity [120, 162-164] i półprze- 
puszczalne nanokryształy [165];

• nośniki organiczne, a w tym pochodzenia naturalnego (np.: celuloza i jej po
chodne, skrobia, dekstran, fibroinajedwabiu, agaroza i alginiany, karaginiany, chityna
1 chitozan, kolagen, żelatyna, albumina, aktywowany węgiel) lub z polimerów synte
tycznych (np.: polistyreny, poliakrylany, poliakryloaminy, polihydroksyalkilometakiyla-
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ny, polimetakrylany, polimery z bezwodnikiem maleinowym, polimery winylowe i 
alkilowe, poliamidy oraz ich pochodne);

• nośniki hybrydowe nieorganiczno-organiczne (np.: kompozyty z alkohola
nami metali [121, 122, 126] lub będące mieszaniną polimerów naturalnych i synte
tycznych [119, 122]).

Zestaw podstawowych cech wymienionych powyżej trzech grup nośników 
podano w Tabeli 1. Teoretycznie, nośniki nieorganiczne posiadają najwięcej poten
cjalnych zalet w zastosowaniach przemysłowych: odporne fizycznie, chemicznie i bio
logicznie, duży wybór preparatów handlowych, większość może być regenerowana 
przez pirolizę. Jest to szeroka gama nośników od tanich (piasek, pumeks, bentonit, 
porowata ceramika) po drogie (szkło i tlenki metali o kontrolowanych porach, metale 
szlachetne). Spośród nich najczęściej stosuje się złoża krzemionkowe, stosowane 
w chromatografii (Nucleosil, Kromasil, LiChrospher, Spherisorb, Hypersil W) czy 
Toyonite z kaolinu. Przykładem handlowego preparatu z organokrzemianu jest Delo- 
xan. W porównaniu z nośnikami syntetycznymi, nośniki nieorganiczne rzadko nega
tywnie wpływająna strukturę białka, za to wiążą go w niewielkich ilościach ze względu 
na niewielką liczbę grup aktywnych chemicznie.

Tabela 1. Zestawienie podstawowych cech nośników stosowanych do immobilizacji enzymów

Cecha Nośniki
nieorganiczne

Nośniki organiczne Nośniki
hybrydowenaturalne syntetyczne

Stabilność chemiczna, 
fizyczna, mechaniczna wysoka raczej niska wysoka raczej wysoka

Odporność biologiczna duża brak duża duża

Regulacja charakteru 
hydrofobowo/hydrofilowego ograniczona duża duża średnia

Forma raczej ziarniste raczej ziarniste 
i tkaniny dowolna raczej ziarniste

Pojemność wiązania białka zwykle niska duża średnia średnia

Koszt/dostępność zróżnicowany/
średnia średni/duża niski/duża wysoki/niska

Możliwość regeneracji dobra brak raczej brak raczej brak

Uciążliwość dla środowiska niska brak duża niska

Porowate/nieporowate tak/tak tak/nie tak/tak tak, tak

Destrukcyjny wpływ 
materiału nośnika na białka brak brak częsty najczęściej brak

Wśród nośników organicznych, pochodzenia naturalnego, dominująmatryce bazu
jące na polisacharydach. Powierzchnia właściwa tych nośników (około 100 m2/g) 
oraz duża ilość grup aktywnych chemicznie i łatwość ich modyfikacji, zapewnia zna
czącą pojemność sorpcyjną, przy zadawalających właściwościach mechanicznych.
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Poza tym są hydrofitowe i biodegradowalne. Do wad należy zaliczyć brak odporno
ści na krańcowe wartości pH, zmiany chłonności wody w różnych wartościach pH, 
stopniowe uwalnianie merów i brak odporności na działalność mikroorganizmów 
(produkowanych enzymów). Ich popularność zwiększa duża oferta handlowa, szcze
gólnie w formie usieciowanych złóż chromatograficznych o charakterze żelowym. 
Przykładami są przede wszystkim jonowymienne pochodne celulozy (np.: DEAE-, 
CM-, AE-Cellulose, Granocel, Cellufine), sieciowane dekstrany (np. Sephadex) i aga- 
roza (np.: Superose, Biogel, Sepharose), chitozan (Chitopearl) czy hydrożel z chito- 
zanu i ksantanu (Chitoxan). Wśród nośników dominuje forma ziarnista o rozmiarach 
od 5 ¡Xm (preferowana chromatografia) po 500 /im (preferowane procesy). Chętnie 
również stosuje się tkaniny lniane i bawełniane [166,167] oraz krystaliczną lub spo- 
limeiyzowaną sacharozę [168].

Nośniki produkowane w oparciu o białka nierozpuszczalne w wodzie (kolagen, 
żelatyna, wełna owcza, jedwab, mączka kostna, keratyna [27,34,169]) są zaliczane 
do biodegradowalnych matryc hydrofilowych, o zróżnicowanych jakościowo gru
pach funkcyjnych, które nie nadająsię do regeneracji i są niestabilne termicznie. Tego 
typu nośniki, jako biokompatybilne, preferowane są w zastosowaniach biomedycz
nych. Nośnikami naturalnymi mogą być również komórki, a szczególnie komórki 
drożdży, posiadające certyfikat GRAS (ang. Generally Regarded As Safe) [170], co 
ma duże znaczenie w przemyśle farmaceutycznym i spożywczym.

Zdecydowanie najliczniejszągrupąnośników są nośniki z polimerów syntetycz
nych. Duża ilość grup polimerów, a szczególnie różnorodność ich modyfikatów, 
doprowadziła do zdominowania iynku nośników do immobilizacji, szczególnie w za
stosowaniach procesowych. Ich zaletami jest możliwość regulacji porowatości, śred
nicy porów i pęcznienia warunkami syntezy. Charakteryzują się szeroką gamą możli
wości wprowadzania grup funkcyjnych na etapie syntezy lub/oraz modyfikacji ist
niejących grup. Odporność na warunki fizykochemiczne oraz działalność mikroorga
nizmów i enzymów stawia je pomiędzy nośnikami nieorganicznymi i z materiałów 
naturalnych. Nośniki z syntetycznych polimerów mogą być porowate i nieporowate,
o dowolnych kształtach, a struktura może być od elastycznej po sztywną. Ich cha
rakter hydrofobowy, działający niekorzystnie na strukturę III-rzędową większości 
enzymów [171,172], może być łatwo zmieniony modyfikacją chemiczną gotowych 
nośników lub doborem odpowiednich komonomerów, oferując nośniki o zróżnico
wanym charakterze hydrofilowo-hydrofobowym. Do cech ujemnych zalicza się ob
ciążające środowisko warunki syntezy i modyfikacji, niepożądaną sorpcję hydrofo
bową, praktycznie brak biodegradowalności i ograniczonąmożliwość regeneracji.

O popularności nośników syntetycznych zdecydowała w dużej mierze ich do
stępność na rynku, niski koszt i walory procesowe. Zwykle występują w formie 
drobno- i gruboziarnistych wymieniaczy jonowych. Przykładami nośników najczę
ściej stosowanych w immobilizacji są złoża akrylowe (Chirazym, Separon, Dyno- 
spheres, Sepabeads, Amberlite XAD7, Trisakryl, Enzacryl), winylowe (Toyopearl, 
Fractogel), poliakrylamidowe (Bio-Gel, Affi-gel), z metakrylanem glicydylu (Euper-
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git, Celite), a także z polistyrenu (Amberlite XAD2, Duolite), poliamidu (Nylonó, 
Nylon 6.6), czy polipropylenu (Accurel).

Nośniki hybrydowe mają na celu łączenie zalet poszczególnych grup nośników 
i minimalizację cech ujemnych. Na przykład, sieciując poliakiylamid dekstranem lub 
agarozą, otrzymano popularne złoża Sephacryl i Ultrogel. Zauważa się rosnącąpopu- 
lamość nośników hybrydowych, w skład których wchodzi alginian, karaginian, żela
tyna, poliuretan łub poliakiylan oraz alkoholany metali [119,121,122,126]. Do noś
ników kompozytowych można także zaliczyć nośniki nieorganiczne lub organiczne, 
otoczkowane polimerami syntetycznymi, naturalnymi lub organokrzemianami, celem 
wprowadzenia grup funkcyjnych i hydrofobowych lub celem zmniejszenia oddziały
wań hydrofobowych [98,173-181]. innym przykładem są nośniki szczepione poli
merami wrażliwymi na zmiany pH lub temperatury [73,74] albo otrzymane na bazie 
wzajemnie zdyspergowanego powietrza, rozpuszczalnika organicznego i wody (CGAs 
-ang . Colloidal Gas Aphronś) [182, 183].

Wśród metod wiązania enzymów z powierzchniąnośnika można wyróżnić kilka 
grup, różniących się siłą oddziaływań pomiędzy matrycą a białkiem. W kolejności 
wzrostu oddziaływań są to: adsorpcja fizyczna i jonowa, z wykorzystaniem metali 
przejściowych, wiązanie biospecyficzne i wiązanie kowalencyjne.

2.2.2.I. Adsorpcja

Obecnie rzadko wyróżnia się adsorpcję fizyczną i jonową ze względu na jed
nolitość stosowanych procedur jak i mieszany charakter typowych nośników, posia
dających właściwości jonowymieniaczy o obszarach zdolnych do słabych oddziały
wań z białkiem (oddziaływania van der Waalsa, hydrofobowe, wiązania wodorowe). 
Adsorpcja jest metodą, w której związanie enzymu z nośnikiem jest słabe, a zatem 
wywołuje niewielkie, jakkolwiek zauważalne zmiany w konformacji białka [ 172,173]. 
Metoda ta jest prosta, efektywna i tania, a nośnik można łatwo regenerować. Ponie
waż proces adsorpcji zwykle nie przekracza 2 godzin [34, 96, 173], jest to także 
metoda szybka. Efektywność wiązania (również desorpcji) zależy od zastosowanego 
nośnika (głównie jego powierzchni właściwej, średnicy porów, rodzaju dominują
cych oddziaływań), stężenia białka, wartości pH i siły jonowej oraz od temperatury. 
Ze względu na łatwość desorpcji, tego typu preparaty raczej nie są stosowane 
w przemyśle spożywczym i farmaceutycznym, ze względu na utrudnioną kontrolę 
procesu i konieczność oczyszczania produktu z przymieszek enzymatycznych. Z ko
lei adsorpcja jest preferowanym sposobem immobilizacji w procesach prowadzo
nych w środowiskach niewodnych i o niskiej zawartości wody. Ponieważ białka 
charakteryzuje niskie powinowactwo do rozpuszczalników organicznych, w ich obec
ności nie obserwuje się desorpcji [28, 34, 162, 177], I jest to główny powód gwał
townego wzrostu zainteresowania immobilizacją przez adsorpcję na nośnikach nie
rozpuszczalnych w wodzie.
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Wyróżnia się kilka procedur wiązania białka przez adsorpcję [28, 34] (Rys. 5):
1. Prosta adsorpcja -  nośnik jest zawieszany w roztworze enzymu i po zakoń

czonej adsorpcji odmywa się niezwiązane białko [167, 170, 176-178, 181-197], 
Jeżeli preparat zostanie wysuszony w łagodnych warunkach, może być stosowany 
w rozpuszczalnikach organicznych;

2. Agregacja -  do roztworu białka, zawierającego nośnik, dodaje się rozpusz
czalnik organiczny lub zwiększa siłę jonową solami nieorganicznymi, celem wywoła
nia agregacji białka i jego sorpcji na nośniku. Po wysuszeniu można stosować prepa
rat w środowiskach niewodnych [198-200], Jest to metoda znacznie zwiększająca 
ilość wiązanego białka;

3. Depozycja -  roztwór enzymu z nośnikiem poddaje się łagodnemu mieszaniu 
i suszeniu. Tu również otrzymany preparat posiada zwiększoną ilość związanego 
białka i nadaje się do stosowania w środowiskach niewodnych [163, 189, 201-203].

Rysunek 5. Wiązanie enzymu z powierzchnią nośnika przez prostą adsorpcję (a) 
lub depozycję/agregację (b)

Ze względu na słabe oddziaływania enzymu z nośnikiem, zwykle nie obserwuje 
się znaczących różnic w wartościach pHopt, optymalnej temperatury, stabilności 
i podstawowych parametrach kinetycznych enzymu natywnego i związanego 
[178, 195, 204], poza zastosowaniami w środowiskach niewodnych. Podkreślana 
wielokrotnie desorpcja w wodzie (30-50% [130, 195]) i raczej rzadko spotykany 
wzrost termostabilności obniża możliwość zastosowań praktycznych tych prepara
tów. Próbą ominięcia tej niedogodności jest sieciowanie uprzednio zaadsorbowanego 
białka dwufunkcyjnym reagentem [166,186,205-207]. Ten sposób można zaliczyć 
do metod sieciujących enzym z nośnikiem, jednak wydaje się raczej naturalnym uzu
pełnieniem metody adsorpcyjnej. Można również, celem zwiększenia oddziaływań 
pomiędzy białkiem a enzymem, wstępnie otoczyć złoże poli(etylenoiminą) 
[98, 175-177,180,207], która posiada certyfikat FFDCA (ang. FederalFood, Drug 
and Cosmetic Act), dopuszczający do kontaktu z żywnością lekami i kosmetykami

Jeżeli chodzi o przykłady immobilizacji, to trudno wymienić nośnik i enzym, 
które nie były poddane próbie immobilizacji przez adsorpcję. Wśród nowszych do
niesień znajdują się nośniki mineralne [164, 180, 185, 187, 192, 195, 205, 206, 
208-212], z naturalnych polimerów [107, 161, 164, 166, 168, 176, 177, 180, 189, 
198,213], z syntetycznych polimerów [159,161,178—180,186,188,190—193,197, 
202, 204, 207, 208, 214-220] oraz kompozytowe [121, 182, 183,186, 221]. Wśród 
enzymów dominują te, które są często stosowane:

[98, 175].
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-  w obecności rozpuszczalników organicznych: lipazy [28,143,168,176,177, 
179-182, 190, 191, 197-199, 207, 216-219, 221], proteazy [159, 162, 163, 192, 
201, 202,205,214,215] jak również lipoksygenaza [185], dehydrataza węglanowa 
[221], lakkaza [210], acylaza penicylanowa [214,215], peroksydaza [192] czy dek- 
stranosacharaza [213];

-  wbiosensorach: oksydaza glukozowa [173,196,198],katalaza[165,173,178], 
tyrozynaza [106,164], ureaza [166,173], inwertaza [165,173], /3-galaktozydaza [208], 
lakkaza [ 106,212], diastaza [211], dekarboksylaza L-glutaminianowa [ 184] czy pero
ksydaza chlorkowa [118];

-  w procesach enzymatycznych: acylaza penicylanowa [102, 195, 209, 214], 
glukoamylaza [175,203], izomeraza glukozowa [203], o-amylaza [205], /3-galakto
zydaza [178], lakkaza [189], liaza pektynowa [79], fruktozotransferaza [161, 187], 
lewanosacharaza [222], lizozym [193], dekstranosacharaza [213], katalaza [206] czy 
glukanotransferaza cyklomaltodekstrynowa (CGTaza) [ 186,223].

2.2.2.2. Wiązanie z udziałem metali przejściowych

Metoda ta, często włączana do metod adsorpcyjnych, wykorzystuje metale przejś
ciowe, pozwalające utworzyć chelaty z nośnikiem i z białkiem (Rys. 6). Jednakże siła 
oddziaływań w chelacie może nawet odpowiadać oddziaływaniom enzym-kofaktor/ 
inhibitor lub antygen-przeciwciało [224], stąd tendencja do wyłączenia tej metody 
w oddzielną grupę [34, 144],

Rysunek 6. lmmobilizacja enzymów poprzez tworzenie chclatów z metalami przejściowymi

W ogólnym schemacie metoda bazuje na właściwościach chelatujących chlor
ków i siarczanów np.: tytanu, wanadu, cyrkonu, cynku, żelaza, niklu i miedzi. 
W związkach tych, przykładowo w obecności kwasu imidoacctylooctowego, część 
ligandów chelatowych można podstawić różnymi ugrupowaniami [34, 224, 225]. 
Immobilizację białka poprzedza formowanie chelatu z grupami hydroksylowymi noś
nika, a następnie, po odmyciu nadmiaru jonów metalu i dodaniu białka, kolejny ligand 
zostaje podstawiony ugrupowaniem -COOH aminokwasów kwaśnych, lub grupą 
-OH seryny, tyrozyny czy treoniny, -NH2 lizyny, lub grupą-SH cysteiny. Najwięk
szą efektywność immobilizacji obserwuje się w przypadkach tworzenia chelatu 
z grupą sulfhydrylową cysteiny, jednak częstość występowania tego aminokwasu 
w białkach globulamych, a w szczególności na ich powierzchni, jest niewielka. Stąd
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metoda ta była sporadycznie stosowana. Dodatkowo, uwalniające się jony metali, 
wykluczały potencjalne zastosowania preparatów w przemyśle spożywczym, farma
ceutycznym i kosmetycznym. „Toksyczność” złóż można minimalizować, stosując 
jako nośniki tlenki tytanu lub cyrkonu [144], natomiast niską dostępność histydyny 
zwiększa się dwoma metodami: (1) modyfikacją chemiczną, polegającą na wprowa
dzeniu histydyny lub poli(histydyny) na powierzchnię białka [224] oraz (2) metodami 
inżynierii genetycznej, podstawiając wybrane aminokwasy powierzchniowe histy- 
dyną lub wykorzystując fuzję genów, celem wbudowania członu wzbogaconego histy- 
dyną [200, 224, 226], Najlepsze efekty osiąga się, stosując drugą z wymienionych 
metod, gdyż, obok możliwości utworzenia preparatu z regenerowalnym nośnikiem, 
można wbudować elementy wzbogacone histydyną w miejscu oddalonym od cen
trum aktywnego enzymu. Wówczas, po immobilizacji, centrum katalityczne będzie 
skierowane do roztworu, minimalizując przeszkody przestrzenne w dotarciu substra- 
tu do centrum. Zalety takiej immobilizacji, łączącej korzystne zorientowanie cząsteczki 
enzymu z powinowactwem histydyny do metali przejściowych, pozwala na otrzy
manie preparatu o bardzo wysokiej aktywności, wywołanej zjawiskiem preferency- 
nej sorpcji enzymu z mieszaniny białek. Dlatego, w ostatnich latach, obserwuje się 
wyraźny wzrost zainteresowania tą metodą immobilizacji, mimo że stabilność prepa
ratów bywa często niska, co wiąże się z inhibicją enzymów uwalniającymi się jonami 
metalu [144].

Metodę wiązania enzymów z nośnikiem, z udziałem metali przejściowych, wyko
rzystano do immobilizacji endoksylanazy [226], kutynazy [227], lipazy [228], acy- 
lazy glutarylowej [200], a także /3-gałaktozydazy, /3-glukuronidazy, peroksydazy chrza
nowej, dehydrogenazy mleczanowej, galaktozowej ijabłczanowej czy fosfatazy alka
licznej [224].

2.2.23. Wiązanie wykorzystujące specyficzne powinowactwo

Ogromny postęp, notowany w inżynierii genetycznej i inżynierii białek, otworzył 
nowe możliwości otrzymywania immobilizowanych enzymów o wyjątkowo wyso
kiej aktywności. Jest to szczególnie dobrze widoczne w procedurach opartych o specy
ficzne powinowactwo biocząsteczek. Zaletami tej grupy technik są [224, 229]: wią
zanie enzymu z ligandem wykazującym powinowactwo w sposób trwały, ale odwra
calny w specyficznych warunkach; wiązanie przebiega w łagodnych warunkach pH, 
temperatury i bez rozpuszczalników organicznych; możliwość utworzenia korzyst
nej orientacji enzymu względem powierzchni nośnika; możliwość użycia enzymu 
w formie częściowo oczyszczonej lub nawet homogenatu komórkowego; wielopunk- 
towe wiązanie enzymu z ligandem zapewnia zwiększoną stabilność preparatu w obec
ności czynników denaturujących, przy niezmienionych parametrach kinetycznych. 
W metodzie tej z nośnikiem wiąże się (zwykle kowalencyjnie) odpowiedni dla enzy
mu ligand, który oddziałuje z enzymem specyficznie i, korzystnie, w miejscu oddało-
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nym od centrum aktywnego. Stosowane ligandy różnią się wartościami stałych wią
zania i stopniem specyficzności [224], Najczęściej stosowane układy to:

1. Glikoproteidy-  lektyny (Rys. 7 a). Lektyny mogąpochodzić z roślin, zwie
rząt lub mikroorganizmów i posiadają możliwość specyficznego łączenia się z gliko- 
zylowanym fragmentem białka (stała wiązania 106—107 [224]). Najchętniej stoso
waną w immobilizacji lektynąjest konkanawalina A (Con A), posiadająca 4 podmiej- 
sca do wiązania o-D-mannozy [230]. Zajej pośrednictwem wiązano naturalne gliko
proteidy jak: inwertaza [224, 230, 231], peroksydaza i oksydaza glukozowa [224, 
230,232,233] oraz karboksypeptydaza i fosfataza kwaśna [229] lub enzymy mody
fikowane mannozą: oksydaza glukozowa i mleczanowa [229], peroksydaza [230], 
lakkaza i tyrozynaza [106]. Natomiast Con A zwykle jest wiązana kowalencyjnie 
z nośnikiem poprzez grupy aminowe [224, 232] lub przez depozycję na nośniku 
[230, 233];

2. Enzym -  przeciwciało monoklonalne lub poliklonalne (Rys.7 b). Metoda wią
zania opiera się na powinowactwie immunologicznym wiązanego białka i jego prze
ciwciała (stałe wiązania 105-10") monoklonalnego (drogie ale maksymalna specy
ficzność) lub poliklonalnego (tańsze ale szerokie spektrum powinowactwa) [224]. 
Przeciwciała zwykle wiąże się kowalencyjnie z nośnikiem poprzez oligosacharyd prze
ciwciała, co najczęściej powoduje jego korzystną orientację przestrzenną względem 
nośnika i wiązanego enzymu. Popularność wykorzystywania oddziaływań białko- 
przeciwciało w chromatografii powinowactwa powoduje, że często znane są warun
ki wiązania przeciwciał z nośnikami i warunki oddysocjowania enzymu, co ułatwia 
praktyczne wykorzystanie tej metody immobilizacji [234]. 1 tak, z przeciwciałami 
monoklonalnymi wiązano karbosypeptydazę, peroksydazę, reduktazę azotanową, cstc- 
razę acetylocholinową, oksydazę cholinową i glukozową, dehydrogenazę mlecza- 
nową, a z poliklonalnymi wiązano /3-galaktozydazę, Gt-amylazę i glukoamylazę, tryp- 
synę, chymotrypsynę i subtylizynę, a także ureazę, inwertazę czy L-hydantoinazę 
[98, 224, 229];

3. (Strept)awidyna -  biotyna (Rys. 7 c). Awidyna (z białka jaja kurzego, tańsza 
i o mniejszej specyficzności) i streptawidyna (pochodzenia bakteryjnego, droższa 
i o większej specyficzności) charakteryzują się posiadaniem 4 miejsc wiążących bio- 
tynę z unikalnie dużąsiłą oddziaływań (stałe wiązania około 1015 [224]), co zalicza je 
do najsilniejszych wiązań niekowalcncyjnych. Związanie enzymu z nośnikiem po
przez (strept)awidynę można zrealizować na kilka sposobów: (l)  do biotynylowa- 
nego nośnika dodaje się ligand a następnie biotynylowany enzym [47]; (2) ligand 
wiąże się z nośnikiem kowalencyjnie i wiąże się biotynylowanc białko [98,229]; (3) 
do biotynylowanej matrycy dodaje się białko chimeryczne, otrzymane przez fuzję 
genu danego enzymu i genu kodującego streptawidynę lub fragment kodujący obszar 
odpowiedzialny za rozpoznanie biotyny [104,229,235-237]. Natomiast biotynylo- 
wane enzymy otrzymuje się poprzez modyfikację chemiczną [98,229] lub metodami 
inżynierii genetycznej, włączając biotynę lub peptyd z biotyną [236]. Przykładami 
immobilizacji enzymów z wykorzystaniem właściwości (strept)awidyny są: trypsy-
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na, /3-glukozydaza, /3-galaktozydaza i fosfataza alkaliczna [235], lipaza [106], keraty- 
naza [237].

Rysunek 7. Przykłady odwracalnego wiązania enzymu z powierzchnią nośnika na bazie specyficznych 
oddziaływań pomiędzy Iektyną a tnannozą związaną z białkiem (a), enzymem a przeciwciałem (b) oraz 

streptawidyną a biotyną związaną z białkiem (c)

Powyższe metody łączy szczególnie wysoki koszt otrzymywania preparatów 
enzymatycznych, głównie spowodowany ceną ligandów i modyfikowanych enzy
mów. Dlatego główny obszar praktycznych zastosowań to produkcja biosensorów, 
szczególnie bioczipów, w których niewielkie rozmiary powierzchni do wiązania enzy
mów wymuszają stosowanie czystych biokatalizatorów i o korzystnie zorientowa
nym centrum aktywnym [229, 238].

2.2.2.4. Wiązanie kowalencyjne

Technika ta polega na utworzeniu wiązania kowalencyjnego pomiędzy grupami 
funkcyjnymi białka i nośnika. Liczne opracowania książkowe i publikacje przeglą
dowe wyczerpująco omawiąjązagadnienia związane z chemiczą modyfikacją nośni
ków i reakcjami wiązania enzymów [2, 16, 34, 62, 70, 98, 140, 144, 158, 160; 239 
i 240 w języku polskim], dlatego ograniczono się do przedstawienia najczęściej sto
sowanych sposobów immobilizacji.

Przede wszystkim jest to metoda wymagająca wiedzy o podatności i dostępno
ści grup funkcyjnych białka w wybranym sposobie immobilizacji, a także możliwości 
wystąpienia inaktywacji enzymu w warunkach tworzenia wiązania. Ponieważ za
równo skład aminokwasowy wielu enzymów, a w szczególności prawdopodobień
stwo wystąpienia danego aminokwasu na powierzchni białka, jak i ich stabilność 
w danych warunkach wiązania (pH, temperatura, obecność rozpuszczalników orga
nicznych), często nie są znane, wybór metody ma zwykle charakter przypadkowy. 
Teoretyczne wskazania są takie, żeby w wiązaniu kowalencyjnym wykorzystywać 
takie grupy funkcyjne, które sąpodatne na modyfikację chemiczną i nie są zaangażo
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wane w proces katalizy oraz nie biorąbezpośredniego udziału w stabilizacji struktury 
III- i IV-rzędowej białka. Rozpatrując około 20 aminokwasów białkowych, 11 można 
aktywować chemicznie lub wykorzystać w wiązaniu z aktywnym nośnikiem. Są to 
grupy: hydroksylowe seryny i treoniny; tioeterowa metioniny; indolowa tryptofanu; 
imidazolowa histydyny; guanidynowa argininy; fenolowa tyrozyny; karboksylowe 
kwasu asparaginowego i glutaminowego lub aminokwasu C-końcowego; sulfhydiy- 
lowa cysteiny; aminowe lizyny lub N-końcowego aminokwasu. Jednak, uwzględnia
jąc niską reaktywność seiyny i treoniny w roztworach wodnych oraz niską częstotli
wość występowania kilku następnych aminokwasów, najczęściej w reakcjach wią
zania kowalencyjnego bierze udział ugrupowanie dołowe cysteiny, fenolowe tyro
zyny, imidazolowe histydyny i aminowe lizyny [34,158].

Rozpatrując grupy funkcyjne nośników, do wytworzenia wiązania kowalencyj
nego z białkiem wykorzystać można: aminy aromatyczne i I-rzędowe, grupy hydro
ksylowe i karboksylowe, pochodne bezwodników kwasowych i cyklicznych węgla
nów, winylosulfonowe i winyloketonowe, oksiranowe i aldehydowe, halogenkowe 
i tiolowe oraz imidoestrowe. Jednak kapitalna większość procedur wiązania dotyczy 
immobilizacji z wykorzystaniem ugrupowań hydroksylowych, karboksylowych, ami
nowych i. oksiranowych. Obecność grup funkcyjnych na/w nośniku wynika albo 
z jego składu (np.: nośniki organiczne z polimerów naturalnych), albo jest wprowa
dzana na etapie jego syntezy. W pozostałych przypadkach nośnik musi być poddany 
funkcjonalizacji metodami chemicznymi lub fizycznymi. O efekcie końcowym immo
bilizacji decyduje ilość, jakość i dystrybucja grup funkcyjnych na/w nośniku.

Tabela 2. Główne rodzaje chemicznej aktywacji grup funkcyjnych nośnika oraz białka. 
Plusem oznaczono odporność białka i nośnika na warunki aktywacji

Typ aktywacji Białko Nośnik

Diazowanie - +

Tworzenie wiązań amidowych +/- +

Alkilacja i aryłacja + +

Tworzenie zasad Schiffa* + +

Reakcja Ugi** - +

Amidynowanie - +

Tworzenie wiązań disiarczkowych - +

Indukcja promieniowaniem y + +

* wiązanie pomiędzy grupą karbonylową zaktywowanego nośnika i grupą aminową białka lub przyłączenie grupy aminowej 
enzymu do podwójnego wiązania w a,J3-nienasyconych oligomerach aldehydu glutarowego 

** utworzenie /^-podstawionego amidu w sekwencyjnej reakcji czterech ugrupowań funkcyjnych (-NH2, -CHO, -CO,H, -NC)



IMMOBILIZACJA ENZYMÓW. CZĘŚĆ 1 717

Tabela 3. Sposoby i warunki wiązania kowalencyjnego enzymów 
z różnymi typami grup funkcyjnych nośników

Grupa funkcyjna 
nośnika

Grupa funkcyjna 
białka Czynnik wiążący/aktywujacy

Wartość pH korzystna 
dla reakcji wiązania 

białka
- n h 2 karbodiimid 3,5-4,5

-COOH -COOH izocyjanki 4,0-8,0

-NH2,-SH ,-O H metoda azydkowa 8,0-9,0

- n h 2 aldehyd glutarowy 6,0-8,0

- n h 2 kwas askorbinowy 6,0-7,0

-NH2
-COOH karbodiimid 3,5-4,5

-COOH izocyjanki 4,0-8,0

- n h 2 karbodiimid 8,0-9,5

- n h 2 triazol 7,5-9,5

aminy aromatyczne -NH2i imidazol 
-OH sole diazoniowe 6,0-8,0 

8,0-9,0

grupy oksiranowe lub 
glicydylowe

-SH
- n h 2
-OH

7.0-9,0
9.0-11,0
11.0-13,0

-SH -SH 5,0

- n h 2
-SH
-OH

diwinylosulfon
6,0-10,0
9.0-11,0
11.0-13,0

- n h 2 nadjodan sodu i aminacja 
redukcyjna ■ 7,0-11,0

- n h 2 bromocyjan 8,0-10,0

- n h 2 hydrazyna 7,0-9,0

- n h 2 benzochinon 7,0-9,0
-OH

- n h 2 nadjodan sodu 7,5-8,5

-NH,
-OH trichloro-s-triazyna 7,05-9,0

- n h 2 karbodiimid 8,0-9,5

- n h 2 chlorek tresylu 7,5-10,5

-OH sole diazoniowe 6,0-8,0

- n h 2 mrówczan p-nitrofenylu 8,5-9,5

Celem wytworzenia wiązania kowalencyjnego pomiędzy enzymem a nośnikiem, 
zazwyczaj jeden z tych elementów musi być poddany aktywacji. Ponieważ część 
procedur wywołuje denaturację enzymu (Tabela 2), a usunięcie nadmiaru aktywatora 
z roztworu białka stanowi dodatkowe utrudnienie, najczęściej aktywacji poddawane
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są grupy funkcyjne nośnika. Natomiast sam czynnik aktywujący może pełnić rolę 
aktywatora reakcji tworzenia wiązania kowalencyjnego (jak bromocyjan czy karbo- 
diimid) lub wbudowywać siępomiędzy grupy funkcyjne nośnika i białka (jak aldehyd 
glutarowy lub diwinylosulfon). Wykaz najczęściej aktywowanych grup funkcyjnych 
nośników, stosowanych aktywatorów i ugrupowań funkcyjnych białka zestawiono 
w tabeli 3 [144, 241-244].

Obok nośników wymagających wstępnej funkcjonalizacji/aktywacji, dostępne 
są również takie, które posiadają ugrupowania reaktywne. Przykładami są nośniki 
aktywowane bromocyjanem (Agarose CNBr, CNBr silica, CNBr-Sepharose 4B), diwi- 
nylosulfonem (MINI LEAK, Separon HEMA, Immobilon), diazofluoroboranem 
(Bakerbond), karbodiimidem (Reacti-Gel), aldehydem glutarowym (Bakerbond, Aga
rose ActiBind ALD, ACTIGEL A, Polybead, Act-Ultrogel) lub z ugrupowaniem tre- 
sylowym (SelectiSpher, tresyl-Sepharose 4B, Selecti-Sphere-10) czy epoksydowym 
(Affi-Prep, AfFi-Gel, Bakerbond, Eupergit, Ultraaffinity-EP, VA-Epoxy Biosynth, 
Indion, Durasphere AS, Separon HEMA). Producenci wymienionych nośników to: 
Beckman, Bio-Rad, Crescent, ICN, J.T. Baker, Kem-En-Tec, Milliporc, Pharmacia, 
Phoenix, Pierce, Polysciences, Rainin, Riedel-de Haen, Rohm Pharma, Serva, Stcro- 
gene, Tessek.

Typowa procedura immobilizacji poprzez wytworzenie wiązań kowalencyjnych 
rozpoczyna się od wybrania warunków i czasu aktywacji oraz doboru warunków 
i czasu niezbędnego do wytworzenia wiązania kowalencyjnego białko-nośnik. Prze
ciętnie czas tworzenia tego wiązania jest znacznie dłuższy niż 2 h i decyduje o praw
dopodobieństwie utworzenia wiązań pojedynczych lub wielokrotnych. O efekcie koń
cowym immobilizacji głównie decydują: powierzchnia nośnika dostępna dla białka; 
ilość zaktywowanych grup funkcyjnych nośnika; rodzaj czynnika wiążącego enzym 
z nośnikiem; dostępność grup funkcyjnych białka w danym pH; odległość związane
go enzymu od powierzchni nośnika i orientacja przestrzenna centrum aktywnego; 
mono- lub wielopunktowe związanie enzymu z nośnikiem i powinowactwo chemicz
ne enzymu do materiału nośnika.

Celem nadrzędnym immobilizacji kowalencyjnej jest trwałe związanie enzymu 
z nośnikiem, jednak obok dodatkowych korzyści, jak zwiększenie odporności bioka- 
talizatora na czynniki denaturujące przez usztywnienie konformacji białka, mogą poja
wić się zjawiska niekorzystne, obniżające aktywność otrzymanego preparatu. Przede 
wszystkim część białka ulega nieodwracalnej denaturacji na skutek modyfikacji che
micznej lub utworzenia wiązania z aminokwasem z centrum aktywnego (Rys. 8 b). 
Wiązanie chemiczne może również indukować rozfałdowanie struktury III-rzędowcj 
białka, a centrum aktywne może być niekorzystnie zorientowane względem powierz
chni nośnika (Rys. 8 c). Z kolei wiązanie wielopunktowe, zwiększając stabilność 
enzymu, zwiększa też prawdopodobieństwo wystąpienia niekorzystnych zmian kon- 
formacyjnych (Rys. 8 b). Natomiast nadmiar związanego białka często wywołuje 
przestrzenne przeszkody w dotarciu substratu do enzymu (Rys. 8 c).
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Rysunek 8. Kowalencyjne związanie enzymu (E) z nośnikiem. Enzym aktywny (a) i nieaktywny 
na skutek zmian konformacyjnych (b) lub przeszkód przestrzennych (c); nieprawidłowe i prawidłowe 
związanie oligomerycznych białek enzymatycznych (d); związanie enzymu z wbudowaniem ramienia

przestrzennego (c)

Ilość możliwych kombinacji w doborze nośnika i procedury wiązania oraz nieja
sne, zazwyczaj, przyczyny wysokiej lub niskiej aktywności preparatu po immobiliza- 
cji, najczęściej uniemożliwiają racjonalny dobór metody wiązania, odpowiedniej dla 
danego enzymu. Istnieje zaledwie kilka wskazań, których nie można traktować jak 
reguły. I tak, celem ochrony centrum aktywnego, można wiązać enzym w obecności 
inhibitora kompetycyjnego lub substratu, co blokuje ugrupowania istotne katalitycz
nie lub też można immobilizować prekursory enzymu [2,175], Zwiększenie prawdo
podobieństwa korzystnej orientacji centrum aktywnego osiąga się, wprowadzając 
dodatkowe ugrupowania funkcyjne modyfikacją chemiczną lub metodami inżynierii 
genetycznej tak, aby były usytuowane po przeciwnej, do centrum aktywnego, stro
nie białka [2,34]. W przypadku niektórych enzymów, jak glukoamylaza czy lewano- 
sacharaza, immobilizacja poprzez aldehyd glutarowy jest niekorzystna [161, 175], 
natomiast acylaza penicylanowa nie powinna być wiązana przez grupy -COOH tego 
białka [245]. Z kolei glikoproteidy, jak oksydaza glukozowa, peioksydaza czy inwer
taza, korzystnie jest wiązać poprzez ich elementy węglowodanowe [43, 98, 246]. 
W przypadku wiązania enzymów będących białkami oligomerycznymi, tylko wiąza
nie wielopunktowe może ograniczyć oddysocjowanie podjednostek [34, 247, 248] 
(Rys. 8 d). W przypadku reakcji z substratami będącymi polimerami, problemy zwią
zane z przeszkodami w dotarciu substratu do centrum aktywnego można obniżyć 
poprzez niskie obsadzenie powierzchni nośnika białkiem lub/oraz wbudowanie ramie
nia przestrzennego (ang. spacerami) pomiędzy nośnik a białko [239,240,249,250] 
(Rys. 8 e). Natomiast stabilność wiązania poprzez zasady Schiffa można zwiększyć, 
redukując wiązania podwójne borowodorkiem sodu, cyjanoborowodorkiem sodu lub 
kwasem askorbinowym [243, 251].

Ponieważ metoda wiązania kowalencyjnego jest równie popularna jak immobi
lizacja adsorpcyjna, również w tym przypadku trudno wymienić nośniki i enzymy 
w niej nie wykorzystane. Aktywacji poddawano nośniki nieorganiczne [165, 245, 
252-261], organiczne pochodzenia naturalnego [169,170,179,223, 248,262-267] 
i syntetyczne [109, 173, 249, 268-276] oraz hybrydowe [127,277]. Bardzo często 
wykorzystuje się nośniki handlowe, posiadające ugrupowania reaktywne (np.: Sepa- 
bead [278, 279], epoxysilica [141], CNBr Sepharose [246], a szczególnie chętnie
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Eupergit C, z ugrupowaniem epoksydowym [214, 215, 220, 263, 280-288], które
mu poświęcono oddzielną pracę przeglądową [89]. Enzymy wiązane kowalencyjnie 
z nośnikami nierozpuszczalnymi w wodzie relatywnie rzadko stosuje się w reakcjach 
z niską zawartością wody [220,269, 279, 289]). Główne zastosowania to:

-  produkcja biosensorów z takimi np. enzymami jak: oksydaza glukozowa 
[253, 257, 258, 277, 278], peroksydaza chrzanowa [268, 289], dehydrogenaza for
maldehydowa [165], trehalaza [262], katalaza [52], trypsyna [257], lipaza [289], 
NAD+-dehydrogenazy, tyrozynazy, lakkazy [106,248];

-  procesy enzymatyczne jak: hydroliza białek [ 127,170,244,291], tłuszczów 
[109, 179, 262, 272, 292], oligo- i policukrów [246, 249, 254, 255, 260, 265-267, 
274, 275, 285, 286, 293], pektyn [294] i penicyliny G lub V [245, 263, 269, 270, 
280-282, 284], a także reakcje izomeryzacji [96, 295] oraz z hydantoinazą 
[268, 280], lakkazą [288], oksydazą glukozową [251 ] i naringinazą [27].

2.2.3. Sieciowanie enzymu

W odróżnieniu od innych, nierozpuszczalnych w wodzie katalizatorów enzyma
tycznych, preparaty otrzymywane metodami sieciowania nie zawierają istotnego udzia
łu masowego nieaktywnego nośnika. Obecność nośnika, stanowiącego od 90,0 do 
99,9% masy całkowitej preparatu [297], powoduje „rozcieńczenie” aktywności 
w reaktorach, obniżając produktywność układu. Natomiast immobilizacja oparta na 
bezpośrednim sieciowaniu białek w różnych formach oferuje preparaty o najwyższej, 
z możliwych, aktywności w przeliczeniu na jednostkę masy finalnego produktu.

Ogólny schemat otrzymywania usieciowanych preparatów polega na utworze
niu wielokrotnych, i w trzech wymiarach, wiązań kowalencyjnych pomiędzy cząs
teczkami enzymu z wykorzystaniem odpowiednich reagentów. Tymi reagentami mogą 
być jedno, dwu- i wielofunkcyjne czynniki sieciujące, przy czym najczęściej stoso
wane są reagenty dwufunkcyjne. Czynniki wiążące cząsteczki białka można podzielić 
na [3, 144]:

-  indukujące utworzenie wiązania kowalencyjnego bezpośrednio pomiędzy 
dwoma ugrupowaniami chemicznymi enzymów, bez wbudowania dodatkowego ele
mentu. Są to karbodiimidy, pochodne izoksazodynowe i chloromrówczany;

-  wbudowujące się pomiędzy grupami funkcyjnymi białek. Mogą one być: 
(1) homodifunkcyjnymi związkami acylującymi, z przewagą specyficzności wzglę
dem grup aminowych (diimidoestry, bis-succinimidyl, diizocyjaniany, diizocyjanaty, 
halogenki disulfonowe, estry dinitrofenylowe, dialdehydy, diacyloazydki) lub homo
difunkcyjnymi związkami alkilującymi, specyficznymi względem grup sulfhydrylo- 
wych (bis-maliimidy, pochodne bis-haloacetylowe, dialkilohalogenki, bis-oksirany), 
oraz (2) związkami heterodifunkcyjnymi, będącymi kombinacją grup reaktywnych 
czynników alkilujących i acylujących.

Mimo dużej różnorodności czynników sieciujących białka, zdecydowanie naj
częściej wykorzystuje się aldehyd glutarowy. Swoją popularność zawdzięcza głów
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nie stabilności, niskiej cenie, wydajności, łagodnym warunkom sieciowania i certyfi
katowi GRAS [98,140]. Istniejąjednak próby jego zastąpienia równie reaktywnymi 
i mniej toksycznymi, ale niestabilnymi dialdehydami, bazującymi na glukozie, laktozie 
i galaktozie [298,29],

Rysunek 9. Metody immobilizaeji poprzez sieciowanie rozpuszczonego (a)„w formie agregatów (b)
i kryształów (c) białka

Sieciowaniu można poddać różne formy enzymu. Popularną procedurą jest sie
ciowanie białka uprzednio związanego z nośnikiem lub zamkniętego w sieci żelu, co 
jednak należy traktować jako uzupełnienie innych technik immobilizaeji. Natomiast 
procedury tworzenia preparatów bez dodatkowej masy nośnika ograniczają się do 
sieciowania enzymu w roztworze wodnym lub agregatów białkowych, lub kryszta
łów (Rys. 9). Metody te łączy tworzenie trójwymiarowej struktury, w której cząs
teczki enzymu są połączone wielokrotnymi wiązaniami kowalencyjnymi i oddziały
waniami nieko walencyjnymi, co daje unikalnie wysoką stabilność enzymu w prepa
racie, ale jednocześnie istotną utratę aktywności.

Sieciowanie rozpuszczonego w wodzie enzymu jest najwcześniejszą metodą otrzy
mywania nierozpuszczalnych i nie zawierających nośnika preparatów enzymatycz
nych. Najczęściej wymienianą zaletą tej metody jest znaczący wzrost termostabil- 
ności oraz, rzadziej, stabilności operacyjnej. Spośród głównych wad należy wymie
nić dużą utratę aktywności, wywołaną wielopunktową modyfikacją chemiczną, niską 
powtarzalność metody oraz problemy z otrzymaniem jednolitych rozmiarowo agre
gatów i preparatów handlowych [140, 154, 297, 300], Natomiast sama procedura, 
polegająca na dodaniu czynnika sieciującego do roztworu enzymu w ilości zapewnia
jącej wypadanie z roztworu usieciowanych agregatów, należy do wyjątkowo pro
stych. Efekt końcowy zależy głównie od stężenia białka i czynnika sieciuj ącego, war
tości pH mieszaniny, temperatury i siły jonowej [297],

Wymienione powyżej wady sieciowania enzymu w formie rozpuszczalnej w wo
dzie spowodowały, że ta metoda została prawie zarzucona już w późnych latach 60. 
ubiegłego wieku [297]. Pojawienie się licznych modyfikacji metody nie wniosło zna
czącej poprawy jakości preparatów. Modyfikacje te zmierzały przede wszystkim do

a b c

2.2.3.I. Sieciowanie białka w  formie rozpuszczalnej
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zmniejszenia przeszkód przestrzennych w dostępności centrum aktywnego enzymu 
dla substratu i zmniejszenie utraty aktywności, spowodowanej wielopunktową mody
fikacją chemiczną enzymu poprzez kosieciowanie białek inertnych jak żelatyna, kaze
ina, albumina, kolagen lub p o lim e ró w  rozpuszczalnych w wodzie [98,144,154,301].

2.23.2. Sieciowanie agregatów

Sieciowane agregaty enzymatyczne (CLEAs -  ang. Cross-Linked Enzyme 
Aggregates) są najnowszą metodą immobilizacji przez sieciowanie [297,302-305], 
W metodzie tej do roztworu enzymu dodaje się czynnika wywołującego niedenaturu- 
jącą agregację, a otrzymane agregaty białka są następnie sieciowane dwufunkcyjnym 
reagentem. Właściwości katalityczne finalnego produktu w znacznym stopniu mogą 
zależeć od typu precypitacji (np.: wysalanie, wytrącanie rozpuszczalnikiem organicz
nym), zawartości białek balastowych, stężenia czynnika sieciującego i czasu siecio
wania [297,303,304], Duże problemy nastręcza niewielka możliwość kontroli wiel
kości agregatów, dobór warunków agregacji i sieciowania oraz trudna kontrola ste
rowania porowatością preparatów. Do zalet zalicza się brak konieczności stosowania 
czystych białek enzymatycznych, niski koszt produkcji, łączenie immobilizacji z oczysz
czaniem enzymu oraz, przede wszystkim, wysoką aktywność w przeliczeniu na masę 
preparatu (do 40%) i zwiększoną stabilność. Do chwili obecnej CLEAs były tworzo
ne na bazie acylazy penicylanowej [297,302,303, 305] i lipazy [297,304],

2.23.3. Sieciowanie kryształów

Mimo że pierwsze usieciowane kryształy enzymu (CLECs -  ang. Cross-Linked 
Enzyme Crystalś) otrzymano w latach 60. ubiegłego wieku [297], ich wartość, jako 
preparatów immobilizowanych, doceniono dopiero na początku lat 80., w związku 
z rozwojem katalizy enzymatycznej w środowiskach z ograniczoną zawartością wody 
[306]. Zainteresowanie wzbudziła wysoka pH- i tcrmostabilność, odporność mecha
niczna, stabilność w rozpuszczalnikach organicznych i bardzo wysoka aktywność 
w przeliczeniu na jednostkę masy preparatu, związana z gęstym upakowaniem cząs
teczek enzymu w kryształach. Przeciętna procedura polega na otrzymaniu mikro- 
kryształów lub zarodków krystalizacyjnych o rozmiarach 1-20 ;um, które sieciuje się 
zwykle aldehydem glutarowym [307,308] lub diaminami, jeżeli enzym jest glikozylo- 
wany [309]. Jest to tak zwane sieciowanie wewnątrz kryształu, po którym następuje 
dalsze sieciowanie pomiędzy kryształami, prowadzące do zwiększenia rozmiaru CLECs 
i wzrostu utraty rozpuszczalności w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych. Regu
lacja czasu sieciowania pozwala otrzymać preparaty o rozmiarach od 5 do 100 ;um, 
a dodatkowe dalsze sieciowanie zwiększa stabilność operacyjną preparatu, jednak 
kosztem utraty części aktywności [307, 309-311],
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Jest to jedna z droższych i bardziej skomplikowanych metod immobilizacji. Wy
soka cena wynika z kosztów otrzymywania czystego enzymu, niezbędnego do pro
dukcji kryształów [300, 306, 309], natomiast skomplikowanie jest skutkiem prob
lemów z doborem warunków krystalizacji (pH, temperatura, precypitant, przeciwjo- 
ny, stężenie białka) oraz warunków sieciowania (stężenie czynnika sieciującego i do
bór rozpuszczalnika) [306, 307, 309]. Jednak wysoki koszt może zostać skompen
sowany wyjątkowo wysoką stabilnością operacyjną i możliwością długoterminowego 
przechowywania [312], Dodatkową zaletą sieciowanych kryształów jest obecność 
w preparacie otwartych kanałów o rozmiarach 20-55 A, co ułatwia dyfuzję substra
tów i produktów [309, 312]. W efekcie, opory dyfuzyjne w preparacie są porówny
walne z występującymi w innych heterogenicznych biokatalizatorach [300, 302], 
przy wyraźnie większej stabilności w rozpuszczalnikach organicznych i mieszani
nach wodno-organicznych [89, 297, 300, 307, 308].

CLECs są chętnie stosowane do immobilizacji enzymów multimerycznych oraz 
stosowanych w rozpuszczalnikach organicznych [89, 300,306-310, 313], Najczęś
ciej prezentowane reakcje z udziałem CLECs, to rozdział chiralny związków, transe- 
stryfikacja, transformacje chemo-, regio- i stereoselektywne oraz synteza oligopep- 
tydów z udziałem lipaz, chymotrypsyny i dehydrogenazy alkoholowej [306, 309], 
acylazy penicylanowej [306], subtylizyny [308, 314], termolizyny [313] i liazy hydro- 
ksynitrylowej [307] oraz hydroliza penicylin z udziałem acylazy penicylanowej [102] 
i produkcja syropów fruktozowych z izomerazą glukozową [310,311, 315, 316],

3. MIESZANE METODY IMMOBILIZACJI ENZYMÓW

Łączenie różnych metod immobilizacji/stabilizacji enzymów jest obecnie prakty
ką częstą, a jej popularność wynika z niskiej stabilności operacyjnej preparatów otrzy
mywanych z wykorzystaniem jednej z procedur. Przykładami może być stabilizacja 
enzymu (zwykle metodą chemiczną), anastępnie adsorpcja [42] lub mikro(makro)enka- 
psulacja [139], lub sieciowanie [97], lub zamknięcie w sieci żelu [269, 317], Często 
sieciuje się enzym uprzednio związany z nośnikiem adsorpcyjnie [166, 175, 186, 
205, 207] lub kowalencyjnie [262], Można również zamykać enzym w sieci żelu, 
a następnie preparat poddać otoczkowaniu [276, 294, 318, 319] lub sieciowaniu 
[96, 320], Z kolei w sieci żelu zamyka się enzymy zaadsorbowane na nośniku 
[96, 213], mikro(makro)kapsułkowane [103, 321] lub związane kowalencyjnie 
z nośnikiem [213, 264], Są również przykłady sieciowania enzymów otoczkowa- 
nych [319] oraz poddanych mikro(makro)enkapsulacji po uprzedniej adsorpcji na 
nośniku [322],



724 J BRYJEK

4. WŁAŚCIWOŚCI PREPARATÓW IMMOBILIZOWANYCH

Pełna charakterystyka enzymu po immobilizacji obejmuje infomiacje o ilości zwią
zanego białka, aktywności i stabilności w zależności od wartości pH i temperatury, 
odporności na rozpuszczalniki organiczne i zanieczyszczenia substratu, wartościach 
parametrów kinetycznych, braku/obecności oporów transportu masy oraz stabilno
ści operacyjnej i w warunkach przechowywania.

Rysunek 10. Zmiany stabilności enzymu po immobilizacji (-----), wywołane otrzymaniem frakcji
enzymu o zróżnicowanej stabilności (a) lub związaniem wielu warstw enzymu (b)

Enzym natywny -  lima ciągła

Stabilność operacyjna i w warunkach przechowywania jest zwykle efektem sta
bilizacji na poziomie molekularnym i ilości związanego białka. Często wyraża się zmianą 
kinetyki inaktywacji, wskazującą na istnienie dwóch lub więcej populacji enzymu
o różnej stabilności [34,265] (Rys. 10 a). Wysokie stężenie białka w preparacie po
woduje, że początkowo jedynie zewnętrzna warstwa przejawia aktywność, a po jej 
denaturacji „ujawniają” się kolejne warstwy (tzw. efekt Zulu [140]) (Rys. 10 b). 
Stabilność w warunkach ciągłej ekspozycji na warunki procesowe należy odróżnić 
od zwykle prezentowanych w literaturze badań nad kinetyką inaktywacji w nieobec
ności reagentów, które mogą stabilizować/destabilizować enzym.

Aby enzym po immobilizacji był aktywny, musi posiadać odpowiednią konfor
mację i umożliwioną ruchliwość konformacyjną. Większość procedur immobilizacji 
wywołuje zmiany konformacji i ogranicza ruchliwość, czyniąc część cząsteczek nie
aktywnymi. Powoduje to niską aktywność enzymu w przeliczeniu na ilość związa
nego białka [34], Natomiast jest wysoce mało prawdopodobne, aby zmiany właści
wości enzymu były skutkiem immobilizacji. Częściej przyczyną zmian jest mikrośro- 
dowisko, w jakim funkcjonuje enzym [65, 140, 300, 323], Rola mikrośrodowiska 
jest szczególnie dobrze widoczna w przypadku porowatych, jonowymiennych i nie
rozpuszczalnych preparatów i uwidacznia się zmianą wartości pH , t i parame
trów równania kinetycznego Michaełisa-Menten. Wyróżnia się tu dwa główne czyn
niki, które w rzeczywistych procesach zwykle występująjcdnocześnic. Jest to zróż
nicowana dystrybucja reagentów pomiędzy roztworem zewnętrznym i w porach pre
paratu oraz wystąpienie obszarów z dominującą dyfuzją reagentów.



IMMOBILIZACJA ENZYMÓW CZĘSC I 725

Stosownie do posiadanych właściwości fizykochemicznych preparatu enzyma
tycznego, zwykle mają miejsce niekatalityczne oddziaływania substratu, produktu, 
inhibitora, składników buforu z materiałem nośnika [71,140,270,300]. Dla przykła
du, jeżeli wypadkowy ładunek preparatu jest ujemny a substrat jest kationem, to 
dochodzi do koncentracji substratu w obrębie preparatu (w pobliżu enzymu). Zjawi
sko to, w odniesieniu do jonów (np. składniki bufom) również ma miejsce, obniżając 
wartość pH w preparacie. W efekcie różnych stężeń reagentów i jonów w obrębie 
preparatu i w roztworze zewnętrznym, obserwuje się zmiany w wartościach pHopt 
(Rys. 11 a) czy nietypowe zależności szybkości reakcji od stężenia substratu 
(Rys. 11 b).

stężenie substratu

Rysunek 11. Zmiany w wartościach pHopl (a) i zależności szybkości reakcji od początkowego stężenia 
substratu (b), wywołane podziałem jonów lub substratu w preparacie nnmobilizowanym i w roztworze 

zewnętrznym. Linia ciągła — enzym natywny; przerywana -  enzym immobilizowany

Opory dyfuzyjne to w dużym przybliżeniu skutek fizycznych rozmiarów re
agentów i porowatości preparatu immobilizowanego [140]. Opory dyfuzyjne są odpo
wiedzialne za tworzenie gradientów stężeniowych substratu i produktu, spowodo
wanych niską szybkością ich dyfuzji w żelu i porach nośnika. Zjawiska te nic dotyczą 
związków towarzyszących reakcji (np. bufory). Efekty dyfuzyjne występują w dwóch
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obszarach. W obszarze zewnętrznym, bezpośrednio otaczającym preparat (tzw. war
stewka Nemsta) ma miejsce bierna dyfuzja molekularna. Grubość tej warstwy moż
na redukować mieszaniem i w odpowiednich warunkach zjawisko to jest do pominię
cia [34, 65, 196, 295, 302, 324], Ograniczenia dyfuzyjne wewnątiz preparatu nie 
mogą być minimalizowane mieszaniem, gdyż transport masy zależy tylko od dyfuzji 
molekularnej. Limitowanie szybkości reakcji dyfuzjąw obszarze wewnętrznym pre
paratu jest szczególnie dobrze widoczne w preparatach żelowych i o rozwiniętej po
wierzchni ziarna nośnika. Tego typu ograniczenia mogą być pomijalne tylko w przy
padku procesu limitowanego szybkością reakcji (bardzo wolna reakcja, np. w roz
puszczalnikach organicznych [28, 179, 325]).

Kombinacja efektów zróżnicowanej dystrybucji reagentów, wywołanej powino
wactwem preparat-substrat/produkt i oporów dyfuzyjnych może dać efekt syner- 
giczny lub antagonistyczny. Często pierwszym sygnałem takiej kombinacji jest po
szerzenie zakresu wartości pH [65,140] (Rys. 12 a). Rozróżnienie obu zjawisk nie 
jest proste, ale uważa się, że przy dominującym powinowactwie reagentów do pre
paratu oraz w stałej sile jonowej enzym zachowuje się zgodnie z kinetyką Michaclisa- 
Menten. Jeżeli dominują efekty dyfuzyjne, na wykresie Lineveawera-Burka otrzymu
je się sigmoidalną krzywą [140,302],

Rysunek 12. Wpływ zróżnicowanych stężeń reagentów w nośniku i roztwor/.c zewnętrznym na 
zależność aktywności od wartości pH (a) i od odwrotności temperatury (b). Linia ciągła enzym 

natywny; linia przerywana -  enzym immobilizowany

Parametry kinetyczne, np.: wartości Fmx (/(3xC|;) i Km, w przypadku prepara
tów immobilizowanych muszą być redefiniowane [140, 323]. W układzie realnym 
wartość stałej szybkości reakcji (&3) jest kombinacją rzeczywistej szybkości reakcji 
w warunkach wysycenia substratem oraz oporów dyfuzyjnych. Natomiast stała Mi- 
chaelisa jest miarą rzeczywistego powinowactwa enzym-substrat, zmodyfikowane
go efektami zróżnicowanej dystrybucji reagentów w obrębie nośnika wywołanych 
dyfuzją i współczynnikami podziału. Stąd w pracach, w których nic wyznacza się 
obu parametrów w warunkach pozwalających powyższe efekty zaniedbać, stosuje 
się określenia pozornych ( ¿ pp) lub obserwowanych (Arobs), lub efektywnych (A|(.) 
wartości parametrów kinetycznych. Należy zwrócić uwagę, żc ograniczenia dyfu
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zyjne są lepiej widoczne w niskich stężeniach substratu, a efekt różnych współczyn
ników podziału w niskiej sile jonowej. Oba czynniki mogąpowodować wzrost stałej 
Michaelisa nawet o jeden rząd [34,70,323], Trzeba również pamiętać, że w katalizie 
heterogenicznej szybkość reakcji enzymu immobilizowanego zależy w niższych tem
peraturach głównie od właściwości kinetycznych preparatu, ale ze wzrostem tempe
ratury dyfuzja substratu staje się czynnikiem limitującym szybkość (Rys. 12 b), gdyż 
temperatura wpływa silniej na zmianą szybkości reakcji niż na szybkość dyfuzji 
[65, 140, 302].

Immobilizacja prowadząca do otrzymania preparatów nierozpuszczalnych 
w wodzie zawsze oznacza ograniczenie ruchliwości enzymu, zróżnicowaną dystry
bucję enzymu w preparacie a także, w większości przypadków, wpływa na ruchli
wość i dystrybucję pozostałych reagentów [302], Rzadkie przypadki braku zmian w sta
bilności enzymu po immobilizacji [58,186,326], braku zmian optimum pH i tempe
ratury [58, 75, 111, 186, 208, 246, 275, 320, 326] czy wartości stałej Michaelisa 
[58, 77, 79, 276, 281] dotyczą głównie preparatów rozpuszczalnych w wodzie lub 
wiązanych z nośnikami nieporowatymi. W dotychczas cytowanej literaturze domi
nują doniesienia o wzroście pH- i termostabilności, zmianie pHop(, t oraz wzroście 
wartości stałej Michaelisa. Pełna charakterystyka enzymu po immobilizacji jest rzad
ko prezentowana [58, 88, 111, 178, 208, 216, 246, 275, 294, 326, 327] a rolę opo
rów dyfuzyjnych i dystrybucji reagentów z enzymem włącznie uwzględnia się spora
dycznie [65, 157, 217, 254, 281, 295, 324, 328, 329], Należy zwrócić uwagę, że 
procesy z udziałem enzymów immobilizowanych, szczególnie w reaktorach przepły
wowych, muszą być optymalizowane celem wyselekcjonowania korzystnych wa
runków operacyjnych. Obok znajomości właściwości preparatu enzymatycznego, 
należy znać powierzchnię i średnicę cząsteczek biokatalizatora, dystrybucją enzymu 
w preparacie, charakterystykę przepływów, lepkość oraz współczynniki dyfuzji (liczba 
Peckleta, Reynoldsa, Schmidta, Shcrwooda, moduł Thiele’go) a globalne równanie 
kinetyczne wymaga przeciętnie wyznaczenia 9-13 wartości stałych [157, 267, 295, 
324, 329, 330].

5. DOBÓR METODY IMMOBILIZACJI

Ogólnych zasad doboru rodzaju immobilizacji do enzymu/procesu, mogących 
ułatwić i zawęzić zakres planowanych eksperymentówjest niewiele. Poniżej zebrano 
kilka podstawowych wskazań:

-  enzymy oligomeryczne. W zdecydowanej większości przypadków dysocja- 
cja enzymu do podjednostek jest jednoznaczna z częściową lub całkowitą utratą ak
tywności, stąd efektywne są metody sieciowania enzymów oraz zamykanie w sieci 
żelu, wiclopunktowc związanie z powierzchniąnośnika lub sieciowanie już związane
go enzymu [33, 38, 95, 247, 331];
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-  systemy wieloenzymatyczne. W tych pr2ypadkach preferuje się zamykanie 
enzymów w hydrożelach i mikro(makro)kapsułkach oraz otoczkowanic [34,98,143]. 
Raczej stosuje siękoimmobilizację niż immobilizacjęna różnych nośnikach;

-  substrat lub produkt polimeryczny albo lepki. Taki układ reakcyjny wyklucza 
możliwość stosowania preparatów żelowych [34, 98, 332]. W przypadku reakcji 
z substratem polimerycznym zaleca się w wiązaniu kowalencyjnym stosowanie 
„ramion przestrzennych” oraz wiązanie nie więcej niż jednej monowarstwy białka 
(około 1 g/m2 [71]) lub wiązanie z polimerem odwracalnie rozpuszczalnym/nieroz
puszczalnym w wodzie [34, 71, 300];

-  substrat i produkt słabo rozpuszczalne. W tych przypadkach preparaty (noś
niki) nie mogą być porowate, gdyż może dojść do krystalizacji reagentów w porach 
[332];

-  analityka medyczna. Mała powierzchnia wiązania białka w biosensorach oraz 
konieczność stabilizacji powodują, że preferowane są metody wiązania kowalencyj
nego i biospecyficznego [230,238,333-336]. Immobilizując enzym z myślą o anali
zach wykonywanych przez pacjentów, preferuje się zamykanie enzymów w polime
rach żelowych, nanoszonych na bibułę filtracyjną [34];

-  przemysł farmaceutyczny faworyzuje preparaty umożliwiające trwałe zwią
zanie białka: związane kowalencyjne, sieciowane kryształy oraz zamknięte w sicci 
żelu z następczym sieciowaniem [102, 332];

-  lipazy. Dobrze tolerują kontakt z matrycami hydrofobowymi, a w środowi
sku wodnym często wykazują hiperaktywację, spowodowaną tworzeniem przez noś
nik granicy faz, aktywującej enzym [168, 179];

-  niska szybkość reakcji. Należy stosować w immobilizacji enzymy oczysz
czone lub sieciowane, a reaktor ze złożem upakowanym jest zalecanym rozwiąza
niem aparaturowym [300, 311, 315, 316];

-  wartość stałej Km po immobilizacji jest o rząd większa od wartości dla enzy
mu natywnego. Wykazanie znaczącej roli ograniczeń dyfuzyjnych wymusza koniecz
ność ich minimalizacji przez zastosowanie preparatów nieporowatych [86,260,337] 
lub o uporządkowanej strukturze wewnętrznej z przenikającą się siecią połączeń [325], 
lub nośników szerokoporowatych o średnicy porów > 30 nm przy średnicy ziaren 
nieprzekraczającej 100 /im [71, 300, 302];

-  reakcje w środowisku niewodnym. W rozpuszczalnikach organicznych 
(< 1% wody) szybkość reakcji jest o 2-6 rzędów mniejsza, niż w wodzie [28, 179, 
307, 325], dlatego preparat enzymatyczny musi posiadać wysoką aktywność, co 
osiąga się stosując kryształy, sieciowane kryształy i depozycję na nośniku. Nośnik 
powinien być amfifilowy, niepęcznięjący w rozpuszczalniku i o niskiej pojemności 
wodnej, aby nie odwodnił enzymu [71, 109]. Enzymy stabilne modyfikuje się lub 
okluduje celem zwiększenia rozpuszczalności biokatalizatora;

-  reakcje w obecności kosolwentu mieszającego się z wodą. Do 20% zawarto
ści rozpuszczalnika w wodzie stosuje się preparaty tak jak w środowisku wodnym. 
Wzrost stężenia kosolwentu przyspiesza inaktywację i niezbędna jest stabilizacja otocz-
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kowaniem, wiązaniem z polimerami rozpuszczalnymi w wodzie, kowalencyjnym 
wiązaniem z nośnikami czy stosowanie sieciowanych kryształów [34,109,179,269, 
338,339];

-  reakcje w obecności kosolwentu niemieszającego się z wodą. Jeżeli enzy
mem jest lipaza, to może być bezpośrednio stosowana w układach emulsyjnych lub 
poddana uprzedniej immobilizacji/solubilizacji [28,103,107,139,147]. Inne enzymy 
powinny być poddane uprzedniej stabilizacji/immobilizacji [106,155,157];

— dopasowanie preparatu do istniejącego rozwiązania aparaturowego. W prze
myśle dominują trzy główne typy reaktorów (mieszalnikowy, kolumnowy, fluidyza
cyjny (Rys. 13)) i o wdrożeniu nowej lub zmianie istniejącej technologii może decy
dować możliwość wykorzystania posiadanego parku maszynowego.
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Rysunek 13. Typy reaktorów dla immobilizowanych enzymów: mieszalnikowy reaktor okresowy (a) 
i przepływowy (b); reaktor kolumnowy ze złożem upakowanym zasilany od gory (c), od dołu (d) 

i z recyrkulacja (c), reaktor fluidyzacyjny (f); S -  substrat; P -  produkt

O wyborze typu reaktora w większym stopniu decydują właściwości mecha
niczne preparatu enzymatycznego oraz rodzaj substratu i produktu niż aktywność 
preparatu. W przypadku stosowania preparatów nierozpuszczalnych w wodzie/roz
puszczalnikach organicznych najczęstszym rozwiązaniem aparaturowym jest reaktor 
kolumnowy ze złożem upakowanym (Rys. 13 c-e), posiadający najwyższą aktyw
ność w przeliczeniu na objętość reaktora oraz charakteryzujący się niskim kosztem 
inwestycyjnym, łatwością konstrukcyjną, operacyjną i przenoszenia skali oraz ni
skim kosztem robocizny [34, 245, 267, 332, 335], To rozwiązanie jest zalecane dla 
procesów z niestabilnym substratem i/lub produktem (penicyliny, chloroketony, chlo- 
roalkohole), w których niezbędna jest precyzyjna regulacja czasu przebywania re
agentów w reaktorze. Jest to również układ korzystny dla reakcji hamowanych przez 
produkt. Natomiast nie nadaje się do reakcji z lepkim substratem lub słabo rozpusz
czalnym substratem/produktem oraz w sytuacjach, gdy reakcji towarzyszy zmiana 
wartości pH. Jeżeli w procesie niezbędny jest duży przepływ reagentów przez złoże 
(opory dyfuzyjne), można zastosować układ z recyrkulacją. Reaktor kolumnowy ze 
złożem upakowanym może być zasilany od góry, ale wówczas nośnik musi być
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odporny na kompresję złoża i zgniatanie oraz nie może być stosowany w reakcjach 
z uwalnianiem gazu. Z kolei reaktory zasilane od dołu powinny zawierać złoże o gęs
tości znacznie większej niż gęstość mieszaniny reakcyjnej, celem ograniczenia 
wypłukiwania złoża. Zalecany rozmiar nośników zawiera się od 150 do 300 /urn.

Reaktor mieszalnikowy okresowy lub przepływowy (Rys. 13 a, b) wymaga sto
sowania nośników elastycznych, o niskiej podatności na kruszenie i ścieranie 
[16,34,71,245,302]. Jest zalecany do reakcji z lepkim substratem i/lub konieczno
ścią utrzymania stałej wartości pH oraz przy dużych ziarnach nośnika (> 200 /im). 
Objętość preparatu nie powinna przekraczać 10% objętości reaktora.

Reaktor fluidyzacyjny (Rys. 13 f), charakteryzujący się mieszaniem roztworu 
cieczą, nie wymaga stosowania nośników odpornych mechanicznie [34, 245], Gęs
tość preparatu powinna być zbliżona do gęstości roztworu reakcyjnego, a ten typ 
reaktora jest zalecany do reakcji z lepkim lub trudno rozpuszczalnym substratem 
albo, gdy substrat lub produkt jest gazem. Objętość preparatu immobilizowanego nie 
powinna przekraczać 6% objętości reaktora.

6. ZASTOSOWANIA IMMOBILIZOWANYCH ENZYMÓW

W sytuacjach, w których wydzielanie enzymu z produktów stanowi znaczący 
element i koszt ciągu technologicznego i jeżeli immobilizowany enzym posiada wyso
ką stabilność operacyjną to korzyści wynikające z takiej formy enzymu są ewident
ne. Uważa się, że koszt zuzycia preparatu enzymatycznego musi być poniżej 10% 
globalnego kosztu otrzymania produktu w wersji handlowej, aby jego wykorzystanie 
było opłacalne [4], Obserwuje się systematyczne wypieranie enzymów natywnych 
immobilizowanymi w zastosowaniach z substratami i produktami rozpuszczalnymi 
w wodzie i, ostatnio, rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych, podczas 
gdy procesy hydrolizy substratów wielkocząsteczkowych nadal są  i prawdopodob
nie będą, prowadzone przez enzymy natywne [89]. Natomiast wykorzystanie enzy
mów w biosensorach jest zawsze jednoznaczne z immobilizacją. Wzrasta również 
ilość zastosowań stabilizowanych lub immobilizowanych enzymów w medycynie. 
Poniżej przedstawiono przegląd trzech podstawowych obszarów zastosowań immo
bilizowanych enzymów: w przemyśle, analityce i medycynie.

6.1. PRZEMYŚL

Dostępność aktualnych danych na temat istniejących technologii z enzymami 
immobilizowanymi jest niewielka. Zarówno producenci preparatów enzymatycznych 
jak i zakłady przemysłowe je stosujące są wyjątkowo oszczędni w udzielaniu takich 
informacji. Przegląd danych zawartych w książcclndustrialEnzymology [16] wska
zuje, że na 137 głównych producentów enzymów przemysłowych, zaledwie 9 pro
dukuje enzymy immobilizowane, co wydaje się liczbą zaniżoną. Są to: Genencor In-
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temational, Gist-Brocades NV, Nagase Biochemicals, Novo Nordisk AS, Solvay En- 
zymes GmbH, U.O.P., Meito Sankyo Co., Toyobo Co., Recordati Industria Chemica. 
Jakościowo pełniejsze informacje zostały przedstawione w opracowaniu Industrial 
Biotransformations [57], które jest rzadkim zbiorem danych otrzymanych bezpo
średnio od biotechnologicznych jednostek przemysłowych. Mimo że aktualność 
danych (zebranych w Tabeli 4) można uznać za dyskusyjną, to można przypuszczać, 
że są to „sztandarowe” technologie wielkotonażowe, nie objęte tajemnicą technolo
giczną. Co ciekawe, lista ta nie objęła, dawniej często cytowanych, zastosowań unie
ruchomionych enzymów do usuwania nadtlenku wodoru i niepożądanych zapachów 
w pasteryzowanym mleku, klarowania piwa czy produkcji lizyny, tryptofanu i tyro
zyny [34]. Jest to prawdopodobnie skutek zmiany technologii na wykorzystujące 
enzymy stabilizowane metodami inżynierii genetycznej.

Tabela 4. Zestawienie ważniejszych procesów przemysłowych, prowadzonych z udziałem 
immobilizowanych enzymów [57]

Enzym Firma Produkcja:

lipaza

Bristol-Myers Sqiubb 
Bristol-Myers Sqiubb 
Chiroscience Ltd 
DSM 
Sepracor
Scheringer Plough 
Unichema Chemie BV 
Hoffmann-La Roche

leków antyrakowych, leków obniżających 
ciśnienie krwi, komponentów peptydów, 
/J-blokerów, ibuprofenu, związków 
przeciwgrzybiczych, składników mydeł, 
smarów i maści, struktuiyzowanych 
glicerydów

liaza N-acetylo-D- 
neuraminianowa

Glaxo
Marukin Shoyn 
Research Center Julich

kwasów sialowych

izomeraza glukozowa

Novo Nordisk 
Gist-Brocades 
Miles Kali-Chemie 
Nagase 
Finnsugar

fruktozy

amoniakoliaza
asparaginianowa

BioCatalytics
Kyowa Hakko Kogyo Co.
Mitsubishi Petrochemical Co.

aspartamu

amidaza glutarylowa
Hoechst Marion Roussel 
Toyo Joza
Asahi Chemical Industry

kwasu 7-aminocefalosporynowego

acylaza penicylanowa

Dr. Vig Medicaments 
Unifar 
Eli Lilly 
Chemferm

kwasu 6-aminopenicylanowego, 
penicylin półsyntetycznych, 
kwasu 7-aminocefalosporynowego

aininoacylaza Chiroscience 
Degussa-Huls AG

L-aminokwasów, inhibitorów reniny, 
leków na nadciśnienie

oksydaza
nuklcozydowa Glaxo leków przeciwzapalnych

penicylinaza Chiroscience cyklicznych nukleozydów

ureaza Asahi Chemical Industry 
Toyo Joza

usuwanie mocznika z sake

/J-galaktozydaza
Sumimoto Chemical Industries 
Snow Brand Milk Products 
Central del Latte

hydroliza laktozy
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Enzymatyczne technologie wielkotonażowe (> 1000 ton/rok) są procesami wdro
żonymi wiele lat temu. Produkty to przede wszystkim dodatki do żywności i leki, 
gdyż jedynie przemysł farmaceutyczny i spożywczy są w stanie sfinansować bada
nia nad poszukiwaniem producentów enzymów, wydajną nadprodukcją biokataliza- 
tora, oczyszczaniem, immobilizacją i wdrożeniem w skali technicznej [332].

Największy potencjał we wdrażaniu biotransformacji enzymatycznych tkwi 
w przemyśle chemicznym i farmaceutycznym. Cechą wspólnąjest stosunkowo krótka 
„żywotność” nowego związku na rynku. Przeciętnie, co 10 lat następuje drastyczna 
zmiana technologii, stwarzająca szanse zaistnienia nowych rozwiązań. Dla technolo
gii chemicznych typowa skala zawiera się od 1 tony do kilku tysięcy ton rocznie 
[340, 341], i są to najczęściej technologie hybrydowe, chemiczno-enzymatyczne. 
Przykładem jest produkcja D-p-hydroksyglicyny, syntonu semisyntetycznych peni
cylin i cefalosporyn, w której chemicznie zsyntezowana hydantoina jest stereospecy- 
ficznie przekształcana przez D-hydantoinazę i D-karbamoilazę. Domeną przemysłu 
chemicznego sąbiotransformacje prowadzone w wodzie, układach dwufazowych i roz
puszczalnikach organicznych, a przykłady reakcji zebrano w Tabeli 5, opracowanej 
na podstawie informacji zawartych w pracach przeglądowych [34, 70, 71, 89, 122, 
147, 154, 332, 340-343],

Tabela 5. Przykłady reakcji enzymatycznych w przemyśle chemicznym

Enzymy Najczęstsze reakcje

lipazy

synteza (regioselektywna) peptydów, triglicerydów, surfaktantów, 
monocyklicznych laklonów, oksyetylowanych glikozydów, 
fosfolipidów, kwasów organicznych; enancjoselcktywna hydroliza 
olejów; hydroliza tłuszczów w mleku; asymetryczna transeslryfikacja 
lipidów; acylacja amin

esterazy transeslryfikacja; synteza peptydów; enancjoselektywna hydroli/.a 
estrów i kondensacja aldolowa

fosfolipazy synteza i modyfikacje fosfolipidów

fosfataza kwaśna 
fosfataza alkaliczna rozdział D,L-treoniny i pochodnych

fosfotriesteraza
fosfodiesteraza

produkcja insektycydów lub ich syntonów; degradacja gazów 
bojowych; wybiórcza hydroliza RNA w obecności DNA

transaminazy synteza herbicydów i ich syntonów

a-galaktozydaza synteza a-galaktozydów

/3-glukozydaza regioselektywna synteza oksyetylowanych glikozydów, surfaktantów 
i /3-glikozydów

dehydrogenazy odwodornicnie alkoholi, androsteronu, korlyzonu, hydroksysteroidów 
i pochodnych

proteazy: trypsyna, proteinaza K, 
karboksypeptydaza Y, ct-chymo- 
trypsyna, subtylizyna

kondensacja oligopcptydów; hydroliza amidów aminokwasów; 
synteza estów aminokwasów; reakcje transestryfikacji

Technologie o skali typowej dla przemysłu chemicznego stawiają wysokie wyma
gania cenowe biokatalizatorom, gdyż konkurują z technologiami chemicznymi już
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istniejącymi. Przy względnie niskim zapotrzebowaniu na produkt i krótkim czasie 
jego istnienia na rynku, nie jest to przemysł wprowadzający na rynek nowe enzymy, 
bo to wiąże się z finansowaniem badań nad doborem enzymu, modyfikacji, produkcji 
i stabilizacji. Jest to przemysł oczekujący na enzymy o wyższej jakości i stabilności 
oraz niższej cenie, które zostały już wdrożone w technologiach wielkotonażowych. 
Zatem nie ma tu miejsca na poszukiwanie odpowiednich enzymów, a raczej poszuki
wanie reakcji do istniejących biokatalizatorów [320]. Dlatego w przemyśle chemicz
nym dominują stabilne lipazy, amylazy i proteazy, produkowane jako komponenty 
proszków do prania oraz immobilizowane lipazy, acylazy, amidazy i proteazy.

Przemysł farmaceutyczny charakteryzuje sie raczej stosunkowo niską skalą 
(od 1 tony do 1 kg rocznie) i wysokimi wymaganiami odnośnie czystości produktów. 
Przemysł farmaceutyczny należy do grupy często wprowadzającej nowe technologie
i nowe biokatalizatory, a wysoka cena biokatalizotora nie wyklucza jego stosowania, 
gdyż liczy się przede wszystkim czystość optyczna produktu i silna konkurencja 
[4, 34, 147, 340-344]. Obecnie obowiązuje reguła, że jeżeli lek jest chiralny, to izo
mery muszą być rozdzielone i poddane rygorystycznym testom, gdyż obecność niepo
żądanych enancjomerów, które w najlepszym wypadku są nieaktywne, w najgor
szym mogą dać efekty uboczne, jak słynny Thahdomid. Dodatkowo, selektywna 
kataliza enzymatyczna to procesy z mniejszą ilością ścieków i niewielką ilością pro
duktów ubocznych. Przykładami wykorzystania enzymów w farmacji jest produk
cja: leków (lub syntonów leków) metabolicznych, przeciwzapalnych, antyrakowych, 
antywirusowych, anty-HIV, przeciwinfekcyjnych, antydepresyjnych, obniżających 
poziom cholesterolu lub ciśnienie krwi, na arytmię serca, blokerów kanałów wapnio
wych, insuliny ludzkiej ze zwierzęcej czy inhibitorów acetylocholinoesterazy. Spo
śród licznych enzymów należy wymienić lipazy, glukonolaktonazę, tyrozynazę, tryp- 
synę, karboksypeptydazy, aminotransferazy i dehydrogenazy.

6.2. BIOSENSORY

Biosensor to zintegrowany układ, który jest w stanie zapewnić ilościową infor
mację analityczną wykorzystując, jako element rozpoznawczy, receptor biochemicz
ny, który znajduje się w bezpośrednim sąsiedztwie elementu przekaźnikowego [345]. 
Dodatkowo nie wymaga on stosowania specjalnych odczynników i może być użyty 
wielokrotnie lub w sposób ciągły. W biosensorach enzymatycznych enzym jest immo- 
bilizowany zwykle w bezpośrednim sąsiedztwie elektrody (element przekaźnikowy), 
która jest w stanie przejmować elektrony wytworzone podczas reakcji lub je przeka
zywać do reakcji. Enzymy najczęściej są immobilizowane na powierzchni elektrody 
węglowej, grafitowej lub ze złota, srebra czy platyny [165,212,252,253, 257,278, 
346-348]. Ponieważ szybkość przekazywania elektronu na elektrodę jest często eta
pem limitującym szybkość otrzymywania sygnału, podczas immobilizacji enzymu 
dodaje się związki pośredniczące, jak ferrocen, benzochinon, ubichinon, błękit mety
lenowy lub polimery, jak polipirol, politiofen, poliwinylo-zz-metylopirydyna czy poli-
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winyloferrocen [110, 238, 334, 346, 349]. Spośród typów immobilizacji dominuje 
wiązanie kowalencyjne z powierzchnią elektrody, poddaną uprzedniej modyfikacji 
[112, 212, 238, 253, 257], Stosuje się także adsorpcję z następczym sieciowaniem 
[238, 333, 335], immobilizację usieciowanych kryształów [98], zamykanie w sieci 
żelu lub paście węglowej [110, 112, 122, 278, 348, 350], za pośrednictwem strepta- 
widyny lub lektyny [98, 230, 232], a także wmikroemulsjach [98, 351],

Głównymi problemami, wymagającymi rozwiązania, jest dobór techniki immo
bilizacji, zapewniającej swobodną dyfuzję substratu i produktu (ultracienka warstwa 
z enzymem lub monowarstwa), wysoka stabilność i powtarzalność oraz stabilność 
podczas przechowywania. Ponieważ zakres detekcji zależy od aktywności związane
go enzymu, a powierzchnia dostępna do immobilizacji jest niewielka, stąd zalecane są 
techniki pozwalające otrzymać korzystną orientację przestrzenną enzymu, a sam en
zym powinien być homogenny.

Biosensory oparte o elektrody, jako elementy przekaźnikowe i nośniki do im
mobilizacji, znalazły zastosowanie przede wszystkim w laboratoriach badawczych
i w analityce medycznej [238]. Dominują elektrody do pomiaru stężenia glukozy, mle
czanów, mocznika, cholesterolu i licznych substratów dehydrogenaz. Przeciętnie taką 
elektrodę można wykorzystywać przez 5-21 dn., a liczni producenci, jak Beckman, 
Eppendorf, i-Stat, Koto Daiichi Kagaku, Medisense, Nova Biomedical, Universal Sen
sors, Yellow Springs Instalment zapewniają pełną dostępność na rynku.

W sytuacjach, gdy ciągły pomiar stężenia danego związku jest niezbędny (np. 
monitorowanie procesu) obok elektrod ze związanym enzymem stosuje się układ 
zawierający mikroreaktor ze złożem upakowanym [98, 238, 352], Jest to rozwiąza
nie szczególnie korzystne, gdy wartości stałej K  dla danego substratu są wysokie 
[238]. Firmy specjalizujące się w produkcji zestawów analitycznych dla przemysłu 
spożywczego i farmaceutycznego (np.: ATI Orion, Toyo Jozo, Universal Sensors, 
Yellow Springs Instrument) oferują układy do oznaczania jednego lub wiciu związ
ków, a przede wszystkim: glukozy, glutaminianów, galaktozy, laktozy, sacharozy, gli
cerolu, kwasu mlekowego i glutaminowego, lizyny, tyraminy, etanolu, metanolu, amino
kwasów, askorbinianów, szczawianów, salicylanów, kwasu moczowego, aspartamu, 
skrobi i nadtlenku wodoru.

W ochronie środowiska najczęściej wykorzystuje się elektrody i mikroreaktory 
[333, 334]. Ze względu na toksyczność badanych związków, metody analityczne 
najczęściej opierają się na pomiarze stopnia zahamowania reakcji enzymatycznej. Przy
kładami może być inhibicja acetylocholinesterazy insektycydami fosforoorganiczny
mi i karbaminianowymi; siarkotransferazy tiosiarczanowej i oksydazy siarczynowej 
przez cyjanki; syntazy acetomleczanowej przez imidazole i sulfonylomoczniki; lakka- 
zy i tyrozynazy przez herbicydy triazynowe i pochodne fenolu; dehydrogenazy alde
hydowej przez fungicydy ditiokarbaniinianowe.

W produkcji i kontroli żywności oraz w rolnictwie stosuje się biosensory takie 
same, jak w ochronie środowiska oraz pozwalające oznaczyć stężenie jonów metali 
ciężkich, biosensory dostosowane do pomiarów w rozpuszczalnikach organicznych,
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i iiflłuszczach i olejach oraz biosensory do oznaczania penicylin, kreatyniny, witamin, 
sacharydów i alkoholi [335, 346].

Duże zapotrzebowanie na szybką, tanią i dokładną analizę w laboratoriach i w te
renie stymuluje rozwój miniaturyzacji sprzętu analitycznego, a drogą do osiągnięcia 
celu jest wytwarzanie analitycznych układów mikroczipowych, tzw. /iTASs 
(ang. Micro Total Analytical Systems). W dużym uproszczeniu jest to układ, w któ
rym reakcja enzymatyczna przebiega w mikropojemnikach i kanałach mikrocieczo- 
wych o objętościach nanolitrów, co pozwala zwiększyć szybkość, automatyzację
i miniaturyzację, przy zwiększonej rozdzielczości i redukcji objętości próbek [92, 
108,253,289], Przykładami enzymów immobilizowanych w mikroczipach są: oksy
daza glukozowa, trypsyna, fosfataza alkaliczna i j&-galaktozydaza.

6.3. ZASTOSOWANIA BIOMEDYCZNE

Zasadniczo można wyróżnić cztery grupy zastosowań terapeutycznych immo- 
bilizowanych/stabilizowanych enzymów:

-  do obniżania stężenia związków szkodliwych w surowicy wykorzystuje się 
enzymy wiązane kowalencyjnie z nośnikami lub zamknięte w żelach w zestawach 
z pozaustrojowym krążeniem krwi. Przykładami enzymów mogą być: fosfolipaza A,, 
obniżająca stężenie cholesterolu i lipoprotein [353], L-asparaginaza i dehydrogenaza 
glutaminianowa stosowana w leukemii i limfosarkomie [39,264,354,355] oraz tyro- 
zynaza w chorobach wątroby [34];

-  preparaty o spowolnionym uwalnianiu enzymów są najczęściej immobilizo- 
wane w alginianach i służą do doustnego podawania pacjentom z upośledzonym 
wytwarzaniem enzymów i koniecznością stosowania restrykcyjnej diety [318,356]. 
Jest to przede wszystkim inwertaza (Sacraid) i amoniakoliaza fenyloalaninowa (Phe- 
nylase™). Popularnie stosowana mieszanina enzymów z trzustki (amylazy, lipazy, 
proteazy) jest obecnie zastępowana sieciowanymi kryształami (TheraCLEC Total™);

-  w terapiach tkanek okrywowych preferuje się immobilizację enzymów 
w polimerach hydrofitowych w formie hydrożeli zawierających enzymy proteoli
tyczne do usuwania uszkodzonych białek w poparzonej skórze (np. Vibrilase™) 
[173, 356]. Preparaty wspomagające regenerację uszkodzonych nerwów (liaza hia- 
luronianowa i chondroitynaza) są obecnie w fazie badań klinicznych [356];

-  do stosowania w krążeniu ustrojowym, celem uzupełnienia niedoboru enzy
mów, wykorzystuje się immobilizację w erytrocytach lub stabilizuje enzymy przez 
wiązanie kowalencyjne z poli(glikolem etylenowym) [356], Obecnie preferuje się drugie 
rozwiązanie, a przykładami enzymów są: PEG-deaminaza adeninowa (Adagen®) 
w leczeniu niedoboru enzymu, PEG-asparaginaza (Oncaspar®) w leczeniu leukemii 
limfoblastycznej, PEG-oksydaza moczanowa w leczeniu dny moczanowej lub PEG- 
dysmutaza ponadtlenkowa w chorobach krążenia, płuc, nerek i wątroby. Można rów
nież stosować e n z y m y  poddane mikroenkapsulacji w liposomach (np. katalaza i aspara- 
ginaza [34]). Interesujące są badania nad stosowaniem zamykanych w sieci pH-wraż-
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liwego żelu łącznie insuliny i oksydazy glukozowej. W obecności glukozy oksydaza 
glukozowa, przekształcając glukozę w kwas glukonowy, wywołuje spadek wartości 
pH, prowadzący do rozkurczenia żelu i uwolnienia insuliny. Natomiast spadek stęże
nia glukozy powoduje, w ciągu 10 min, kurczenie żelu i zamykanie hormonu [73], 
Jest to tzw. „chemiczny kurek” do kontrolowanego uwalniania leku.

PODSUMOWANIE

W ciągu ostatnich 10 lat biokataliza stała się technologią pozwalającą otrzymy
wać liczne związki na potrzeby przemysłu spożywczego, chemicznego i farmaceu
tycznego. Te procesy to efekt rozwoju wielu dziedzin, poczynając od wprowadzenia 
nowych procedur modelowania molekularnego i selekcji zmutowanych enzymów
o nowych właściwościach i często radykalnie poszerzonej specyficzności, zwięk
szonej stereoselektywności i podwyższonej stabilności [52, 54, 342]. Osiągnięcia 
w tworzeniu rekombinowanych producentów enzymów i w inżynierii metabolicznej 
pozwalają otrzymywać stabilne biokatalizatoiy o wysokiej aktywności i selektywno
ści [4]. Dodając klasyczne i nowe techniki stabilizacji/immobilizacji enzymów, często 
wsparte modelowaniem komputerowym celem przewidzenia skutków modyfikacji 
fizycznych i chemicznych, otrzymuje się preparaty dostosowane do wymagań pro
cesowych [312],

Jakkolwiek znakomita większość publikacji, dotyczących procesów z immobili- 
zowanymi enzymami, przedstawia badania nad hydrolazami, to w przemysłowych 
biotransformacjach ta dominacja nie jest tak silna. Systematycznie rośnie udział pro
cesów z wykorzystaniem liaz i transferaz, a przewiduje się istotny wzrost udziału 
oksydoreduktaz z towarzyszącą regeneracją koenzymów [357]. Rozwój badań nad 
przeciwciałami katalitycznymi pozwala przypuszczać, żc będzie można otrzymywać 
biokatalizatory o szerokim zakresie specyficzności substratowej, z poszerzeniem
0 substraty nierozpoznawalne przez naturalne enzymy [358,359], Dodając możliwo
ści prowadzenia reakcji w tak zróżnicowanych środowiskach jak wodne, mieszaniny 
wody i rozpuszczalników organicznych oraz w rozpuszczalnikach organicznych 
a także rozszerzenie specyficzności substratowej i stercosclektywności poprzez dobór 
rozpuszczalników, otrzymuje się pełny obraz już istniejących i potencjalnych możli
wości katalizy enzymatycznej. Ogromny potencjał tkwi również w integracji proce
sów chemicznych i biologicznych wraz ze stosownym opracowaniem inżynieryjnym 
procesów, co pozwala na obniżenie kosztów zużycia energii, wzrost efektywności
1 stabilności operacyjnej enzymów oraz produkcji lepszych jakościowo związków, 
przy zmniejszonej ilości produktów ubocznych i uciążliwych ścieków.
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ABSTRACT

Biocatalysis involves the enzyme-promoted transformations of a substrate into 
useful product in either a homogeneous or heterogenous system. The separation of 
reactants from products and the recovery and reuse of the catalyst from the reaction 
mixture is an important step that significantly decreases the cost of the process. 
Membrane reactors constitute an attempt to integrate catalytic conversion, product 
separation and/or concentration, and catalyst recovery into a single operation unit 
that lowers the overall cost of final product.

In an enzyme membrane reactor biocatalyst is immobilized within the reaction 
vessel or on/in a membrane (catalytic membrane). The paper shows two possibilities 
for immobilization of enzymes:

1 -  localization of the soluble biocatalyst in a certain defined region of space of 
a membrane reactor; e.g. in a volume of a reactor and separation unit or in lumen/ 
shell side of ultrafiltration unit;

2 -  adsorbed, deposited or bound (physically, via affinity ligand or by covalent 
attachment) to the surface of a membrane or entrapped within pores or material of 
the membrane.

Arguments counting for membrane supported or soluble enzymes are also pre
sented. Reactors with soluble biocatalyst in a volume of a membrane reactor seem be 
suited to carry out complex enzymatic transformations, involving several enzymes 
and cofactor regeneration. Membrane reactors with catalytic membranes are particu
larly appropriate for nonconventional media such as organic-aqueous two-phase sys
tems and for production of biosensing elements of enzyme electrodes. It is therefore 
the intention of the paper to outline the common immobilization methods and techno
logies to facilitate proper applications of enzymes immobilized in a membrane reactor.
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WSTĘP

Wdrożenie nowych technologii opartych o reakcje enzymatyczne to efekt wielo
letnich badań laboratoryjnych nad dostępnością różnych enzymów, metodami izolacji 
i oczyszczania, zwiększeniem ich stabilności w roztworach wodnych i rozpuszczal
nikach organicznych oraz możliwościami transformacji nienaturalnych substratów. 
Wraz ze wzrostem ilości tanich i stabilnych białek enzymatycznych, rośnie liczba ich 
potencjalnych zastosowań w przemyśle chemicznym, spożywczym, farmaceutycz
nym, w medycynie i rolnictwie. O atrakcyjności transformacji enzymatycznych decy
duje kilka podstawowych właściwości [1-5]:

1. kataliza w łagodnych warunkach temperatury (25-100°C), ciśnienia (1 atmo
sfera) i pH (4,0-8,0), co, w porównaniu z klasycznymi procesami chemicznymi, 
powoduje stosunkowo nieduże zużycie energii oraz nie wymaga stosowania specjal
nych urządzeń;

2. enzymy to biokatalizatory chemoselekty wne, regioselektywne i stereoselek- 
tywne. Będąc katalizatorami chiralnymi, sąw stanic produkować związki optycznie 
czynne, co ma szczególne znaczenie przy otrzymywaniu leków i związków do ochrony 
roślin;

3. możliwość prowadzenia reakcji trudnych bądź niemożliwych do przeprowa
dzenia metodami chemicznymi;

4. kataliza może przebiegać w środowisku wodnym i rozpuszczalnikach orga
nicznych oraz na granicy faz ciecz/ciecz i ciecz/gaz.

Obok zalet, katalizatory białkowe posiadają kilka wad: wysoka cena czystych 
enzymów, ograniczona stabilność oraz kłopotliwe oddzielenie białka od produktów 
(substratów) reakcji. Zatem, praktyczne wykorzystanie unikalnych właściwości en
zymów wymaga obniżenia kosztu biokatalizatora lub/oraz umożliwienia wykorzys
tania go w procesie ciągłym czy wielokrotnie w procesie okresowym, zmniejszenia 
podatności enzymu na rozfałdowanie, a także ułatwienia procesu rozdziału reagen
tów po zakończeniu rcakcj i. Problem ograniczeń związanych z ceną enzymów maleje 
wraz z rozwojem biotechnologii, co w efekcie pozwala na otrzymanie tańszych i czę
sto stabilniejszych enzymów [ 1,6,7], Trudności związane z niską stabilnością enzy
mów były motorem rozwoju inżynierii białek, a szczególnie badań nad czynnikami 
warunkującymi stabilność i technikami stabilizacji, oferując szeroką gamę procedur 
zwiększających efektywnie okres wysokiej trwałości w roztworach wodnych, roz
puszczalnikach organicznych i w podwyższonych temperaturach (> 60°C) [6, 8 -11J. 
Natomiast problemy związane z oddzieleniem enzymu od reagentów można rozwią
zać, stosując immobilizację enzymu na nośnikach rozpuszczalnych lub nierozpusz
czalnych w wodzie albo w reaktorach membranowych [2, 4, 12 15J.

Z procesowego punktu widzenia, idealna reakcja przebiega w reaktorze o wyso
kiej produkcyjności, ze stabilnym biokatalizatorem i z efektywnym oraz tanim roz
działem reagentów. Reaktory z immobilizowanym enzymem oferują możliwość pro
wadzenia reakcji z jednoczesnym rozdziałem, ponieważ separacja jest inherentnym 
elementem procesu ciągłego z unieruchomionym enzymem. Wybór sposobu mimo-
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bilizacji i typu reaktora, decydujących o produkcyjności, zależy od wielu czynników 
takich jak: stabilność enzymu, typ reakcji i rozpuszczalnik, właściwości kinetyczne 
enzymu, masa cząsteczkowa i rozpuszczalność reagentów, koszt immobilizacji, moż
liwości utrzymania warunków sterylnych, preferowany rodzaj transportu masy (kon
wekcyjny, dyfuzyjny), łatwość sterowania i kontroli procesu oraz przenoszenia skali. 
Wielość metod immobilizacji, łączących często stabilizację aktywności, pozwala do
brać grupę preferowanych technik, korzystnych dla enzymu i opłacalnych proceso- 
wo. Jednak brak jest generalnych wskazań co do doboru sposobu immobilizacji. 
W efekcie, w chwili obecnej, wszystkie enzymy stosowane w skali przemysłowej 
były immobilizowane wszystkimi znanymi technikami; od wiązania z nośnikami nie
rozpuszczalnymi w wodzie (adsoipcyjnie, jonowo, kowalencyjnie), z polimerami roz
puszczalnymi w wodzie, poprzez sieciowanie, kopolimeryzację, zamykanie w sieci 
żelu, czy kapsułkowanie, po immobilizację w reaktorach membranowych w formie 
rozpuszczalnej w wodzie lub związanej na/w membranie. Celem niniejszej pracy jest 
przedstawienie aktualnych doniesień, dotyczących immobilizacji enzymów z wyko
rzystaniem technik membranowych.

1. IMMOBILIZACJA ENZYMÓW W REAKTORACH MEMBRANOWYCH

Nawet pobieżny przegląd literatury dotyczącej immobilizacji enzymów w ukła
dach zawierających membrany selektywnie przepuszczalne, wywołuje odruchową 
akceptację stwierdzenia [4]: „...reaktor membranowy to elegancka i ekonomiczna 
droga odzysku enzymu z mieszaniny reakcyjnej w procesie ciągłym lub okresowym...”. 
Ten entuzjazm, datowany na rok 1996, znalazł słabe odbicie w ilości przemysłowych 
procesów enzymatycznych prowadzonych w tym czasie z wykorzystaniem mem
bran półprzepuszczalnych. W powyżej cytowanej monografii przedstawiono 4 takie 
procesy, w tym jeden z lipazą immobilizawanąna membranie. Ale już 4 lata później, 
w informacjach przedstawionych w Industrial Biotransformations [16], na 69 prze
mysłowych procesów enzymatycznych 9 (6 enzymów) dotyczyło wykorzystania 
technik immobilizacji z zastosowaniem membran selektywnie przepuszczalnych. Dane 
zamieszczone w Tabeli 1 wskazują dwa przypadki, dla których stosowanie enzymów 
immobilizowanych w reaktorach membranowych jest szczególnie uzasadnione; są to 
reakcje z regeneracją koenzymu i reakcje w układach dwufazowych.

Powyższy wykaz nie ujmuje wykorzystania immobilizowanych enzymów w:
• membranowej chromatografii powinowactwa ([17-19] -  prace przeglą

dowe; [20-22] -  prace szczegółowe), w której enzymy stosowane są głównie do 
oczyszczania inhibitorów białkowych i koenzymów z brzeczek pohodowlanych oraz 
aktywatorów i substratów;

• produkcj i biosensorów ([23] — praca przeglądowa; [24-28]—prace szczegó
łowe) z użyciem przede wszystkim oksydazy glukozowej, peroksydazy, katalazy, 
oksydazy cholesterolowej;



752 J. BRYJAK

• detoksykatorach krwi; są to: katalaza, oksydaza bilirubinowa, heparynaza, 
arginaza i asparaginaza, trypsyna, papaina [14], ureaza [29] oraz «-oksydaza L-lizyny 

[30];• produkcji małotonażowej, o możliwościach której świadczą bardzo liczne 
przykłady zamieszczone w wydawnictwach zwartych [4, 7, 12, 14, 31], pracach 
przeglądowych [15, 32-34] i w pracach szczegółowych z ostatnich lat (reakcje 
w reaktorach dwufazowych [35-41] i w środowiskach niewodnych [41,42], hydroliza 
białek, tłuszczów, skrobi, celobiozy [43-56], procesy klasyczne z enzymami, jak: 
inwertaza, yS-galaktozydaza, acylaza penicylanowa, fumaraza, penicylinaza, katalaza, 
ureaza, /3-glikozydaza, dehydrogenaza mleczanowa [29,38,44,45,57-67] czy ma
jące zastosowanie w ochronie środowiska [42, 68-71]).

Tabela 1. Przemysłowe procesy enzymatyczne prowadzone w reaktorach membranowych 
do 2000 roku [16] (* -  enzymy z różnych gatunków mikroorganizmów)

Enzym Sposób 
im mobilizacji Informacje dodalkowe Produkcja:

1.1. ^dehydrogenaza 
alkoholanowa 
EC 1.1.1.1

objętość reaktora enzymatyczna rege
neracja koenzymu feromonu (i'M+)-sulkato!u

1.2. *dehydrogenaza 
alkoholanowa 
EC 1.1.1.1

objętość reaktora enzymatyczna rege
neracja koenzymu

amfetamin i pochodnych 
leków z 6S')-4-fenylo-2-butanolu

1.3. ^dehydrogenaza 
alkoholanowa 
EC 1.1.l.l

objętość reaktora enzymatyczna rege
neracja koenzymu

prekursorów leków antycho- 
lesterolowych

2. dehydrogenaza 
mleczanowa 
EC 1.2.1.2

objętość reaklora enzymatyczna rege
neracja koenzymu

prekursorów inhibitorów 
cn/ymów konwertujących 
agiotensynę

3. dehydrogenaza 
leucynowa 
EC 1.4.19?

objętość reaklora enzymatyczna rege
neracja koenzymu

/e/Y-leucyny d o  syntezy leków 
antyrakowych oraz inhibitorów 
proteaz H1V

4.1. * lipaza 
EC 3.1.1.3

w porach mem
brany

reaktor membranowy 
z trójfazowym 
ckslrakiorem mem
branowym

(.S"l- cnancjomeru ibuprofenu

4.1. * lipaza 
EC3.1.1.3

w porach mem
brany reaktor dwufazowy prekursora diltiazemu, stoso

wanego w chorobach serca
5. subtylizyna 
EC 3.4.21.62

? reaktor dwufazowy (.Y)-fenyloalaniny do  wyrobu 
as partaniu

6. aininoacylaza 
EC 3.5.1.14

•>
reaktor dwufazowy 

reaktor jednofazowy

prekursorów do syntezy chiralncj 
wybranych L-aminokwasów 
z roztworów racemicznych

Olbrzymie zainteresowanie immobilizacją enzymów w reaktorach membrano
wych (ERM -  enzymatyczny reaktor membranowy) wynika z faktu, że proces może 
być prowadzony w jednej jednostce operacyjnej, integrującej reakcję katalityczną 
z jednoczesną separacją produktu (ewentualnie zjego koncentracją) i odzyskiem bio- 
katalizatora. Centralną funkcją spełnia oczywiście membrana selektywnie przepusz
czalna, która może rozdzielać enzym (substrat) od produktu lub/oraz być nośnikiem
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dla enzymu, lub/oraz stanowić granicę faz ciecz-ciecz. Ze względu na kluczową rolę 
membran w ERM należy, przed omówieniem sposobów immobilizacji enzymów, 
wprowadzić podstawowe informacje dotyczące typów membran i ich właściwości.

1.1. MEMBRANY

Do lat 90. technologie z udziałem membran półprzepuszczalnych były zaliczane 
do technologii zaawansowanych i drogich. Jednak olbrzymi postęp w opanowywa
niu metod wytwarzania membran obniżył ich koszt na tyle, że procesy je wykorzy
stujące stały się ekonomicznie akceptowalne. Poszerzył się również asortyment mem
bran ze względu na materiał, formę, budowę i właściwości chemiczne, a lista głów
nych producentów ustabilizowała się (Amafilter, Berghof, Filtron, Fuji-Filter, Ho- 
echst, Millipore-Amicon, Osmonics, Pall, PCI Membrane, Rochem, Romicon, Sarto- 
rius, Sepracor [4]).

Różnorodność membran dostępnych na rynku narzuca konieczność ich klasy
fikacji. Przede wszystkim membrany różnią się selektywnością, czyli średnim roz
miarem porów, szacowanym również tzw. wartością punktu odcięcia (ang. cut-off 
lub Nominał Molecular Weight Cut-Off NMWCO). Cut-off membrany jest definio
wany jako masa cząsteczki, która jest zatrzymywana przez membranę w 90%, 
w ściśle zdefiniowanych warunkach filtracji [32], Do immobilizacji enzymów wyko
rzystuje się głównie trzy typy membran [33]:

-  mikroporowate (MF); cut-off powyżej 100 000 Da; rozmiar porów powyżej 
100 nm;

-  ultrafiltracyjne (UF); cut-off od 500 do 100 000 Da; rozmiar porów od 1 do 
100 nm;

-  dializacyjne; cut-off poniżej 500 Da; rozmiar porów poniżej 1 nm.

Rysunek 1. Membrany półprzepuszczalne asymetryczne (a) i symetryczne (b)

Membrany dzieli się również rozpatrując ich budowę i otrzymywanie (Rys. 1)

• symetryczne, otrzymywane przez rozciąganie, wytłaczanie lub napromienio
wanie i wytrawianie. W membranach tych pory mają względnie zbliżoną średnicę 
przez całą grubość membrany;

• asymetryczne, otrzymywane przez inwersję faz. Tak otrzymane membrany 
zbudowane są z gąbczastej warstwy nośnej i tzw. skórki, o gęstszej strukturze i gru
bości 1—50 /im, stanowiącej właściwy element separacyjny membrany. Główną ce
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cha, odróżniąjącąje od membrany symetrycznej, jest mniejszy opór strumienia prze
pływającego przez pory.

Membrany, niezależnie odNMWCO i budowy, mogą być płaskie lub rurkowe. 
Bardziej dokładny podział obejmuje sposób upakowania membran w module. I tak 
membrany płaskie mogą być ułożone jedna nad drugą w formie stosu (moduł plaski; 
około 100-400 m2/m3) lub stanowić jedną membranę zwiniętą spiralnie (moduł spi
ralny; 300-1000 m2/m3). Natomiast moduły z membranami o kształcie cylindrycz
nym dzielone są na rurowe i rurkowe ((¡) > 1,2 mm; do 100 m2/m3) oraz kapilarne 
(<j)< 1,2 mm; do 1000 m2/m3; ang. hollow-fiber, HF) [14] (Rys. 2). Obudowa mem
brany) spełnia kilka zadań: zapewnia prawidłowy dopływ i rozpływy surowca na 
powierzchni membrany (retentat), stanowi kolektor cieczy po separacji membrano
wej (permeat), jest mechanicznym zabezpieczeniem membran, może stanowić ele
ment ograniczający obszar występowania enzymu w module, ułatwia okresowe czysz
czenie membran lub wymianę modułu.

perm eat permu«)!

Moduł plaski Moduł rurkowy

Rysunek 2. Moduł płaski i rurkowy

Uwzględniając materiał, z którego membrany są wytworzone, są one dzielone

-  membrany z polimerów naturalnych, jak chitozan, kolagen, celuloza czy glu-

-  membrany półsyntetyczne z estrów celulozy (np. octan celulozy, nitrocelu
loza);

-  membrany syntetyczne, otrzymywane z poli(chlorku winylu), poli(amidu), 
polimetakrylanu metylu), poli(akrylonitrylu), po!i(chlorku winylidenu), poli(tetraflu- 
oroetylenu), poli(dimetylosiloksanu), polialkoholu winylowego), poli(tcreilalanu etylu), 
poli(uretanu), poli(propylenu), poli(węglanu), poli(imidów), poi ¡(fluorku winylidenu), 
poli(eterosulfonów), poli(aryloketonów), poli(eteroimidów), poli(imidosulfonów) 
i poli(ftaliimidów);

-  membrany nieorganiczne z proszków metali, grafitu, tlenku aluminium, krze
mianów, glinokrzemianów i szkła porowatego.
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Do powyższej klasyfikacji warto dołączyć dwie grupy membran, które nie są 
wykonane z jednorodnego materiału. Sąto:

-  membrany kompozytowe, w których na membranę podporową (zwykle MF) 
nanoszona jest dodatkowa cienka warstwa (film) z innego materiału, która stanowi 
właściwą warstwę separacyjną i jest trwale związana z częścią podporową. Jest to 
bardzo różnorodna grupa membran z praktycznie nieograniczoną możliwością kom
binacji i często stosowana w immobilizacji enzymów [29, 46,47, 65, 72, 73];

-  membrany dynamiczne, w których na membranie podporowej (zwykle MF) 
zdeponowana jest warstwa ułatwiająca filtrację (ang. precoat) i którą można łatwo 
z powierzchni membrany usunąć. W tym przypadku liczba kombinacji jest również 
ogromna, a niektóre z nich wykorzystano do immobilizacji enzymów [73-75].

Materiał membrany determinuje jej właściwości chemiczne. I tak membrany 
z polimerów naturalnych, półsyntetyczne oraz z poli(chlorku winylu) i poli(amidów) 
posiadają na powierzchni grupy funkcyjne, podatne na modyfikację chemiczną. Po
zostałe membrany, wyłączając membrany kompozytowe i dynamiczne, są obojętne 
chemicznie. Ponieważ w większości przypadków immobilizacji enzymów w ukła
dach z membraną półprzepuszczalnązaleca się stosowanie materiałów, które są umiar
kowanie hydrofobowe i jednocześnie posiadają grupy jonoczynne, stąd większość 
dostępnych na rynku membran musi być poddana dalszej obróbce, która ma zwykle 
zhydrofobizować powierzchnię hydrofitową lub odwrotnie, zhydrofilizować hydro
fobową.

Techniki modyfikacji powierzchni polimerowych można podzielić na trzy grupy 
[76] (odnośniki literaturowe dotyczą zastosowań w immobilizacji enzymów):

1. Modyfikacje fizyczne jak traktowanie wysoką temperaturą w obecności poli- 
olefin, działanie wysokoenergetycznym polem elektromagnetycznym czy zimnąpla- 
zmą, promieniowaniem UV, X i y, wiązką fotonów, elektronów lub jonów lub metali
zacja. W efekcie otrzymuje się zaktywowanąpowierzchnię, najczęściej poprzez wbu
dowanie tlenu lub/oraz utworzenie wiązań podwójnych węgiel-węgiel. Modyfikacja 
fizyczna (aktywizacja membran) zwykle jest etapem wstępnym funkcjonalizacji mem
bran, czyli wprowadzania grup funkcyjnych [19, 61]. W tej grupie najczęstszą mo
dyfikacją, poprzedzającą immobilizację enzymu, jest traktowanie powierzchni mem
brany zimną plazmą [ 19,25, 77];

2. Modyfikacje chemiczne dzielone są na dwie grupy. W pierwszej reakcja che
miczna polega na przekształceniu istniejących w sieci łańcuchów polimerowych (np.: 
utlenianie, hydroliza, funkcjonalizacja) [19,27,40,78]. Grupa druga obejmuje kowa
lencyjne związanie z powierzchnią membrany gotowych, krótkich łańcuchów poli
merowych lub polimeryzacja łańcuchów na zaktywizowanej membranie (ang. graf- 
ting). Jest to szczególnie efektywna i popularna metoda modyfikacji membran 
[19, 25, 26, 27, 65, 66, 72, 77-89] (Rys. 3);

3. Modyfikacja materiału przed wykonaniem membran. Polega na chemicznej 
modyfikacji części polimeru wyjściowego lub wykorzystanie w produkcji membran 
dwóch różnych typów polimerów (ang. blends), czy stosowanie polimeru o róż-
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nych, ale powtarzających się, elementach w jednym łańcuchu (ang błock copoly- 
rners) [61, 90, 91].

a  b  c  &

Rysunek 3. Modyfikacja powierzchni membrany łańcuchami polimerowymi;
(a) i (b) -  typ „grzebień” lub „szczotka", (c) i (d) -  naszczepianie z jednoczesnym sieciowaniem

Wprowadzanie grup funkcyjnych na powierzchnię membrany ma dwojaki cci; 
umożliwia immobilizację jonową lub kowalencyjną białka i stwarza odpowiednie mi- 
krośrodowisko dla enzymu lub/oraz modyfikuje właściwości filtracyjne i separacyjne 
membran. Modyfikacja membran syntetycznych jest często korzystniejsza, niż sto
sowanie membran naturalnych czy półsyntctycznych, gdyż te pierwsze są bardziej 
odporne na działanie kwasów, zasad, podwyższonej temperatury, enzymów i mikro
organizmów, niektórych rozpuszczalników organicznych oraz są wytrzymalsze me
chanicznie.

Wszystkie typy membran, omówione powyżej, były wykorzystane do praktycz
nie wszystkich typów immobilizacji enzymów. Dlatego w częściach dalszych nic 
podano szczegółowych informacji o membranach i sposobach ich aktywacji (od strony 
chemicznej takie, jak w stosowaniu nośników ziarnistych - patrz część 1), poza 
przypadkami nietypowymi.

1.2. KLASYFIKACJA METOD IMMOBILIZACJI ENZYMÓW W REAKTORACH
MEMBRANOWYCH

Klarowna klasyfikacja metod immobilizacji enzymów z wykorzystaniem mem
bran półprzepuszczalnych jest skomplikowana, gdyż enzymatyczny reaktor mem
branowy (ERM) to system łączący reakcję katalityczną z separacją i immobilizacją 
enzymu. Membrana może być nośnikiem dla enzymu, ale przede wszystkim ma za 
zadanie wydzielać obszary, w których znajduje się enzym, substrat, produkt lub/oraz 
granica faz ciecz/ciecz. Uwzględniając separację membranową należy zwrócić uwa
gę na rodzaj siły napędowej, wymuszającej transport masy przez pory membrany 
(potencjał chemiczny, różnica ciśnień, pole elektryczne) i typ transportu (dyfuzyjny 
lub konwekcyjny, wymuszony zwykle różnicą ciśnień). W reaktorach membrano
wych niebagatelną rolę spełnia również sposób realizacji procesu (np.: reaktor ciągły 
mieszalnikowy czy reaktor z przepływem tłokowym) i typ filtracji (filtracja wyczer
pująca i diafiltracja). Z kolei, uwzględniając miejsce występowania biokatalizatora 
w reaktorze membranowym, rozpatruje się, czyjcst on lub nic jest związany z mcm-
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braną, czy ma bezpośredni kontakt z substratem, czy reakcja jest kontrolowana kine
tycznie lub dyfuzyjnie i czy ma miejsce kataliza heterogeniczna lub homogeniczna. 
W efekcie funkcjonuje szereg równocennych klasyfikacji immobilizacji enzymów w 
reaktorach membranowych.

Prazeres i Cabral [32] podzielili, stosownie do systemu hydraulicznego i kontak
tu substratu z enzymem, reaktory membranowe na dwa typy: ciągły mieszalnikowy 
reaktor zbiornikowy z bezpośrednim kontaktem enzymu z substratem oraz reaktor 
z przepływem tłokowym i substratem kontaktującym się z enzymem podczas kon
taktu z membraną. Autorzy ci przedstawili również drugą możliwość klasyfikacji, 
rozróżniającą miejsce występowania enzymu w reaktorze i pośredni lub bezpośredni 
kontakt enzymu z substratem. W tym przypadku wydzieli trzy grupy reaktorów: 
reaktory z enzymem i substratem po tej samej stronie membrany (enzym rozpusz
czalny w rozpuszczalniku), reaktory dyfuzyjne z substratem po przeciwnej, niż en
zym, stronie membrany (z recyrkulacją i bez) oraz reaktory wielofazowe z substra
tem po tej samej lub przeciwnej stronie membrany co enzym (z recyrkulacją i bez).

Chcryan i Mehaia [77] podzielili reaktory membranowe na mieszalnikowe i bez 
mieszania, przy czym w mieszalnikowych wyróżnili reaktory pracujące w warun
kach wyczerpującej filtracji i diafrltracji, a w reaktorach bez mieszania przedstawili 4 
konfiguracje, różniące się miejscem występowania enzymu, substratu i produktu. 
Natomiast Drioli i Giomo [ 14] za podstawę klasyfikacji uznali jednofazowość i wielo- 
fazowość układu, z dalszym podziałem na reaktory z enzymem natywnym i związa
nym.

ENZYMATYCZNY REAKTOR MEMBRANOWY

enzym  rozpuszczalny  
membrana jako separator

enzym w 
objętości 
reaktora

enzym w 
wydzielonym  

obszarze reaktora

enzym związany 
membrana jako nośnik i s

enzym w 
warstwie 

żelowej na 
membranie enzym w 

membranie

Rysunek 4. Podstawowe metody immobilizacji enzymów 
z wykorzystaniem membran pólprzcpuszczalnych

W prezentowanej pracy zdecydowano się zastosować klasyfikację opartą o for
mę i sposób immobilizacji enzymu najbardziej zbliżoną do omówionej w pracy Giomo 
i Drioli [15] oraz Gekas [33], którą poszerzono o elementy o charakterze proceso
wym [4, 7, 12-14, 31-34, 77]. Enzym, immobilizowany w reaktorach membrano-
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wych, może występować w formie rozpuszczalnej albo być związany z powierzch- 
niąmembrany (Rys. 4). Rozpatrując rolę membrany, w przypadku pierwszym stano
wi ona przede wszystkim przegrodę nieprzepuszczalną dla enzymu i przepuszczalną 
dla produktu (ewentualnie substratu), a w przypadku drugim spełnia rolę separatora 
i nośnika dla enzymu (membrana katalityczna). Idąc dalej, enzym rozpuszczalny 
w wodzie może znajdować się w objętości układu reakcyjnego (mieszalnikowy reak
tor przepływowy z wbudowaną membraną albo z zewnętrznym modułem separacyj
nym) i mieć bezpośredni kontakt z substratem lub jego występowanie jest ograniczo
ne do określonego obszaru modułu ultrafiltracyjnego, z dozowaniem substratu po 
przeciwnej, niż enzym, stronie membrany. Z kolei membrana katalityczna może być 
utworzona poprzez umieszczenie enzymu w membranie, w warstwie żelowej na mem
branie lub związanie z powierzchnią membrany (adsorpcyjnie, jonowo, kowalencyj
nie, poprzez sieciowanie). Reaktory z membraną katalityczną mogą być okresowe 
lub przepływowe, a kontakt z substratem może być bezpośredni lub pośredni.

2. METODY IMMOBILIZACJI ENZYMÓW ROZPUSZCZALNYCH
W WODZIE

Zatrzymanie enzymu rozpuszczalnego w wodzie w określonym obszarze układu 
reakcyjnego z wykorzystaniem membran półprzepuszczalnych spełnia dwa podsta
wowe wymogi, zawarte w definicji immobilizacji: odpowiednio dobrana membrana 
całkowicie zatrzymuje enzym a produkt swobodnie opuszcza mieszaninę reakcyjną 
(1) oraz enzym jest wykorzystywany w układzie przepływowym lub wielokrotnie 
użyty w reaktorze okresowym (2).

2.1. IMMOBILIZACJA W OBJĘTOŚCI MIESZALNIKOWYCH REAKTORÓW
PRZEPŁYWOWYCH

Dla użytkownika jest to zdecydowanie najłatwiejsza procedura immobilizacji 
enzymów, gdyż polega na umieszczeniu roztworu biokatalizatora w reaktorze z wbu
dowaną membraną separacyjną (Rys. 5a) lub w reaktorze z zewnętrznym modułem 
separacyjnym (Rys. 5b). W reaktorze pierwszym wymieszanie reagentów zapewnia 
mieszadło rotacyjne, umieszczone nad membraną, a w drugim pompa obiegowa. 
W obu przypadkach substrat jest dozowany od tej strony membrany, od której znaj
duje się enzym, a przepływ przez membrany jest wymuszany różnicą ciśnień. Teore
tycznie, po osiągnięciu stanu ustalonego, reaktory powinny pracować stabilnie.

W obu przypadkach kluczowym problemem jest prawidłowy dobór membrany 
filtracyjnej. Przede wszystkim musi ona całkowicie zatrzymywać enzym i nie wywo
ływać jego inaktywacji w kontakcie z materiałem membrany. Dodatkowo membrana 
nic może zatrzymywać produktu, podczas gdy nic stawia się ostrych wymogów 
separacyjnych względem substratu. Ważne jest również, aby materiał membrany nie
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był dobrym sorbentem dla dowolnego z reagentów i nie reagował z nimi chemicznie. 
Poza tym membrana musi być trwała biologicznie, chemicznie i mechanicznie w wa
runkach danego procesu i nie ulegać zatruwaniu (ang. fouling-nieodwracalne zaty
kanie porów membrany). Z powodu braku reguł, dobór membrany odpowiedniej dla 
danego procesu odbywa się doświadczalnie.
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Rysunck 5. Schemat ideowy enzymatycznego reaktora membranowego z enzymem rozpuszczalnym 
w wodzie; (a) -  reaktor z wbudowaną membraną, (b) -  reaktor z zewnętrznym modułem separacyjnym.

S -  substrat, P -  produkt, E -  enzym

Kolejny problem, łączący oba rozwiązania aparaturowe, jest związany z filtracją 
membranową, podczas której część enzymu osiada na membranie, co nosi nazwę 
zjawiska polaiyzacji stężeniowej (zwiększające się stężenie białka w kierunku po
wierzchni membrany; tzw. warstwa dynamiczna). Obecność tej warstwy obniża szyb
kość filtracji, co można kompensować zwiększeniem nadciśnienia (stabilność stru
mieni warunkuje stabilność pracy reaktora), wywołując zwiększonąpolaryzację stę
żeniową. Efektywniejsze sterowanie grubością warstwy polaryzacyjnej osiąga się, 
regulując dynamikę przepływu cieczy nad membraną mieszaniem rotacyjnym lub 
cyrkulacyjnym z zastrzeżeniem, że nic wystąpi inaktywacja enzymu, wywołana stre
sem hydrodynamicznym lub/oraz kontaktem z granicą faz ciecz/gaz. Konieczna jest 
zatem optymalizacja dynamiki przepływów, będąca subtelnym kompromisem pomię
dzy stabilnością enzymu a potrzebą regulacji strumienia permeatu i powstawania war
stwy polaryzacyjnej. Dodatkowo, wszystkie roztwory nie mogą zawierać elementów 
nierozpuszczalnych w wodzie, które powodują uszkodzenie delikatnej powierzchni 
membrany.

Trzecim ograniczeniem w stosowaniu immobilizacji enzymów rozpuszczalnych 
w reaktorach membranowych jest ich ogólna niestabilność w warunkach proceso
wych. Stąd wynika duże zainteresowanie stosowaniem enzymów modyfikowanych 
metodami inżynierii genetycznej i inżynierii białek, które mogą być dodatkowo stabili
zowane np.: sieciowaniem, dodatkiem makrocząsteczkowych i rozpuszczalnych sta
bilizatorów lub wiązane kowalencyjnie z polimerami rozpuszczalnymi w wodzie. Należy 
jednak pamiętać, że koszt takiego enzymu może uczynić proces nieopłacalnym eko
nomicznie.
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Wymienione powyżej trzy główne wady immobilizacji enzymów w objętości 
reaktorów membranowych kompensuje szereg zalet:

— uniwersalność metody immobilizacji. Zasadniczo każdy enzym jest zatrzy
mywany przez membrany o cut-off 10 000 (membrany UF) a procedura testowania 
membran jest niezależna od układu reakcyjnego;

— brak strat w aktywności enzymu, związanej z procedurą immobilizacji. Nie
wielkie straty aktywności mogą jedynie wynikać z depozycji enzymu w warstwie 
polaryzacyjnej (ograniczony dostęp enzymu dla substratu);

-  wysoka (praktycznie dowolna) aktywność w przeliczeniu na jednostkową 
objętość reaktora i łatwość dodania świeżej porcji enzymu celem wyrównania strat 
związanych z jego inaktywacją;

-  łatwość sterylizacji układu (reaktor -  para wodna, membrana -  alkohol etylo
wy, formaldehyd albo kwas nadoctowy) i utrzymania sterylności dozowaniem enzy
mu i substratu przez sączki mikrofiltracyjne;

— pełna kontrola i regulacja warunków reakcji. Przcreagowanic kontrolowane 
kinetycznie, czyli zależne od typu, aktywności i specyficzności enzymu, stosunku 
stężenia enzymu do stężenia substratu i stabilności;

-  modelowanie procesu w oparciu o dane uzyskane w klasycznym reaktorze 
okresowym.

Poza tym produkt nie zawiera białka i pyrogenów, układ jest homogeniczny, 
a całość charakteryzuje łatwość obsługi i przenoszenia skali. Natomiast różnice po
między reaktorem z wbudowaną membraną ultrafiltracyjną i z zewnętrznym modu
łem separacyjnym zebrano w Tabeli 2. W efekcie różnic uznaje się, żc reaktor z inte
gralną membraną ultrafiltracyjną służy głównie do badań o charakterze podstawo
wym (badania kinetyki enzymów, testowanie membran płaskich), natomiast zastoso
wania aplikacyjne wiąże się z reaktorem z modułem zewnętrznym.

Tabela 2. Różnice pomiędzy reaktorem z wbudowaną membraną 
i z zewnętrznym modułem separacyjnym

Reaktor z wbudowaną membraną Reaktor z zewnętrznym modułem UF
• duża rola warstwy polaryzacyjnej i zatruwania 

membran
• mieszanie rotacyjne nad membraną
• reaktor pod ciśnieniem
• wymiana membrany przerywa proces
• membrana płaska
• ograniczona powierzchnia membrany

• mniejszy problem z warstwą polaryzacyjną i zatru
waniem membran

• mieszanie recyrkulacyjne, wymuszone pompą
• moduł separacyjny pod ciśnieniem
• łatwość wymiany jednostki separacyjnej
• moduł płaski, spiralny lub rurkowy
• dowolna powierzchnia membran

Praktycznie wszystkie enzymy o zastosowaniu przemysłowym były immobili- 
zowane w reaktorach z wbudowaną membraną i zostały omówione w pracach prze
glądowych [4,7,12-15,31-34], Z nowszych doniesień należy wymienić głukoamy- 
lazę [52], ćD-transaminazę [35], jS-glukozydazę [43], jS-galaktozydazę [92]. Rozpa
trując reaktory z zewnętrznym modułem UF, podaje się grupy procesów, w których
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immobilizowanc enzymy znalazły lub mogą znaleźć zastosowanie. Są to reakcje hydro
lizy polimerów (skrobia, celuloza, pektyny, ?c-kazeina, kolagen [15, 31, 50, 51, 93], 
wieloenzymatyczne [4,48], z enzymatyczną regeneracją koenzymów [14], utleniania 
polifenoli [15], syntezy cyklodekstiyn i cukrów nukleotydowych [4, 94], hydrolizy 
laktozy [15] i produkcji aminocukrów [53] lub kwasu 6-aminopenicylanowego [95], 
Niezależnie od typu reakcji, zaleca się stosowanie modułów HF, które posiadają wyjąt
kowo dużą powierzchnię w przeliczeniu na objętość układu (łatwość sterowania stru
mieniem) [31] oraz przepływów w module o wielkości około 20 razy większej od 
szybkości dozowania substratu, aby osiągnąć prawidłowe wymieszanie [4], W przy
padku hydrolizy roztworów polimerów o wysokiej lepkości, wskazane jest stosowa
nie cyklicznego nadciśnienia od strony permeatu (ang. back-flushing), zrywającego 
warstwę polaryzacyjną oraz okresową wymianę modułu, celem regeneracji mem
brany [50, 51]. W reakcjach z regeneracją koenzymów początkowo wiązano je z poli
merem rozpuszczalnym w wodzie, celem zatrzymania w układzie reakcyjnym (np.: 
masa cząsteczkowa koenzymów z NAD -  700-1000 Da) [14]. Jednak zmodyfiko
wane koenzymy zwykle są słabo rozpoznawane przez enzymy. Obecnie wykorzys
tuje się fakt, żc NAD(P) w pH powyżej 3,0 jest elektroujemny i jest zatrzymywany 
w układzie w obecności membrany silnie elektroujemnej.

2.2. IMMOBILIZACJA W WYDZIELONYM OBSZARZE MODUŁU 
ULTRAFILTRACYJNEGO

Jezc enzym jest szczególnie podatny na inaktywację na granicy faz ciecz/gaz 
lub/oraz na stres hydrodynamiczny, a jednocześnie inne sposoby jego immobilizacji 
są nieefektywne, wówczas można wykorzystać przedziałowość modułów ultrafiltra- 
cyjnych do jego immobilizacji. Roztwór enzymu wprowadzany jest do modułu od 
strony retentatu lub permeatu i po wypełnieniu wolnej przestrzeni dopływ i odpływ są 
szczelnie zamykane (Rys. 6). Substrat jest dozowany od strony nie zawierającej enzy
mu i może się kontaktować z membraną (enzymem) jeden raz (Rys. 7a) lub wielo
krotnie (Rys. 7b). Jeżeli biokatalizator nie ulega szybkiej inaktywacji wywołanej mie
szaniem, również roztwór enzymu można poddać łagodnej recyrkulacji (Rys. 7c). 
Reaktory 7b i 7c mogą także funkcjonować jako reaktory okresowe. Tego typu reak
tory działająjak dializatory; s i łą  n a p ę d o w ą  transportu masy jest różnica stężeń. Zwy
kle szybkość reakcji jest limitowana dyfuzją co oznacza, że zarówno substrat jak 
i produkt muszą być niskocząsteczkowe. Szybkość dyfuzji można zwiększyć, wpro
wadzając recyrkulację substratu i/lub enzymu albo wywołać strumień konwekcyjny 
poprzez pulsację naprzemiennego ciśnienia od strony permeatu i retentatu (ang. swing) 
albo różnicę temperatur czy pola elektrycznego [32].



Rysunek 6. Przykład iminobilizacji enzymu w wydzielonym obszarze rurkowego 
modułu ultrafiltracyjncgo; (a) -  enzym zamknięty w świetle rurki, (b) -  enzym zamknięty w obudowie 

modułu rurkowego, S -  substrat, P -  produkt, c - enzym

Rysunek 7. Reaktor membranowy z enzymem immobilizowanym w wydzielonym obszar/e modułu 
z jednokrotnym kontaktem substratu z enzymem (a) i wiclokiolnym (b i e) 

oraz z recyrkulacją enzymu (c)

Zasady doboru membrany UF są identyczne, jak w przypadku iminobilizacji 
w objętości reaktora. Łączy te metody brak strat aktywności, wynikający z proce
dury postępowania, uniwersalność, możliwość uzupełniania ubytków aktywności, 
homogeniczność, możliwość wielokrotnego użycia modułu, sterylność, czystość rea
gentów, łatwość obsługi i przenoszenia skali. Istotną różnicą jest brak zatruwania 
membran i polaryzacji stężeniowej. Inna różnica to praktyczna nieobecność subs
tratu po stronie enzymu, a zatem brak często spotykanej stabilizacji aktywności enzy
mu w obecności substratu. Dodatkowo kontrola i sterowanie procesem, ze względu 
na transport dyfuzyjny, mogą być kłopotliwe a globalna wydajność zależy głównie od 
powierzchni membrany. Stąd w zastosowaniach dominują moduły dializacyjne HF, 
rozwijające dużą powierzchnię w jednostce objętości [ 14J.

Przedstawioną metodę iminobilizacji wykorzystano w reakcjach z oksydorc- 
duktazami z regeneracją koenzymów [31J, w syntezie glukuronidów [32J, w proce
sach wykorzystujących /3-galaktozydazę [67], heparynazę [96], ureazę i proteazy 
[32], Enzym występował w formie wolnej, był immobilizowany na nośnikach nieroz
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puszczalnych w wodzie lub w odwróconych micclach [31, 32], Z nowszych zasto
sowań, warto zwrócić uwagą na procesy ekstrakcji membranowej, zastępujące pro
cesy prowadzone z wykorzystaniem membran ciekłych [32, 34, 41], W ekstrakcji 
membranowej przegroda półprzepuszczalna rozdziela fazę wodną od organicznej 
a celem przyspieszenia szybkości dyfuzji, po stronie rozpuszczalnika organicznego 
umieszcza się enzym przekształcający ekstrahowany związek. Zastosowania, ze wzglę
du na stabilność i rozpuszczalność enzymów w rozpuszczalnikach organicznych, są 
zasadniczo ograniczone do lipaz i fosfolipaz, a sam proces nosi nazwę ekstrakcji 
membranowej z reakcją enzymatyczną. Specyfika układu wymaga stosowania odpo
wiednich membran. Szczególnie korzystne są membrany kompozytowe o zdecydo
wanie hydrofilowych i hydrofobowych stronach, co zwiększa zwilżalność powierzchni 
przez, odpowiednio, fazę wodną i organiczną.

W drugiej grupie technik immobilizacji enzymów w reaktorach membranowych, 
przegroda półprzepuszczalna stanowi nośnik dla enzymu, tworząc membranę katali
tyczną. Zgodnie z opracowaniem Giomo i Drioli [15], membrany takie otrzymuje się 
zamykając enzym w materiale membrany, tworząc warstwę żelową na jej powierzchni 
lub wiążąc enzym z powierzchnią. W ostatniej technice autorzy wyróżniają adsorpcję 
fizyczną, wiązanie jonowe, wiązanie kowalencyjne i sieciowanie. W tej pracy, z po
wodu podobieństw i łączenia w praktyce technik immobilizacji, adsorpcję fizyczną 
i jonową omówiono razem (Rys. 8). Za autorami cytowanego opracowania przyjęto, 
że enzym wprowadzony w porowatą strukturę membrany w procesie ultrafiltracji 
można potraktować jako odmianę immobilizacji w materiale membrany. Natomiast 
pominięto technikę sieciowania, gdyż jest ona głównie uzupełnieniem innych proce
dur, a w jej miejsce umieszczono jedną z najnowszych metod -  wiązanie biospecy- 
ficzne.

3. IMMOBILIZACJA ENZYMÓW NA/W MEMBRANIE
-  MEMBRANY KATALITYCZNE

MEMBRANY KATALITYCZNE

/
enzym w warstwie 
żelowej

-  w sicci polimerowej
-  w porach membrany

enzym w membranie enzym związany z 
powierzchnią membrany
-  adsorpcyjnie/jonowo
-  kowalencyjnie
-  biospecyficznie

Rysunek 8. Metody tworzenia membran katalitycznych
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W ostatnich latach membrany katalityczne, niezależnie od sposobu immobiliza- 
cji, znalazły szczególnie atrakcyjne zastosowania, które dotyczą reakcji z substratami 
trudno rozpuszczalnymi w wodzie i z tego powodu prowadzonych w układach dwufa
zowych woda/rozpuszczalnik organiczny lub w środowisku bezwodnym [7, 14, 15, 
32, 34], Reaktory dwufazowe z membraną katalityczną mają za zadanie: utrzymać 
granicą faz woda/rozpuszczalnik organiczny, utrzymać enzym w pobliżu granicy faz 
(szczególnie lipazy i fosfolipazy aktywowane przez granicę faz), poprzez immobiliza- 
cję zwiększyć stabilność enzymu i/lub stanowić ekstraktor dla produktu (reakcja z eks
trakcją). Najpopularniejszą konfigurację procesową przedstawiono na Rysunku 9. 
W takim reaktorze dwie fazy są oddzielone hydrofilową (np.: poliamid, pochodne 
celulozy, poliakrylonitryl), hydrofobową (np.: polipropylen, polietylen, polisulfon, poli- 
tetrafluoroetan, polifluorek winylidenu) lub kompozytową membraną, która jest naj
częściej utworzona z hydrofobowego materiału k hydrofilowej powierzchni do kon
taktu z fazą wodną. Powierzchnia granicy faz odpowiada powierzchni porów, stąd 
popularność membran asymetrycznych typu HF. Enzymy zazwyczaj znajdują się po 
kontaktującej się z wodą stronie membrany, natomiast technika immobilizacji zależy 
od specyfiki reakcji. Substrat jest dozowany od strony fazy organicznej a produkt 
przebywa w fazie organicznej lub wodnej, stosownie do swoich właściwości hydro- 
filowo/hydrofobowych. Dyfuzyjny transport masy przez membranę oraz ograniczona 
wytrzymałość membran w rozpuszczalnikach organicznych to główne problemy do 
rozwiązania. Obecnie wszyscy producenci membran podają informacje dotyczące 
dopuszczalności stosowania danego materiału w różnych rozpuszczalnikach.

faza organi czna faza wodna

produkt
lipofilowy produkt

hydrofitowy

Rysunek 9. Schemat reaktora z membraną katalityczną dla układów dwufazowych 
E -  enzym, S -  substrat

Znaczące problemy z doborem membrany, jej modyfikacją, utrzymaniem gra
nicy faz oraz doborem efektywnej metody immobilizacji kompensuje atrakcyjność 
reakcji. Przede wszystkim są to liczne biotransformacje stereospecyficzne z jedno
czesną ekstrakcją produktu do fazy organicznej lub reakcje syntezy z substratem 
słabo rozpuszczalnym w wodzie [7,13,15,32, 34—40, 73]. Z enzymów najczęściej
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wykorzystuje się lipazą [7, 14,32,36, 40,73] a także 6>transaminazę [35], esterazę 
[40], fosfatazę alkaliczną [7], a-chymotiypsynę i papainę [14].

Badania nad katalizą w środowiskach niewodnych rozwinęli Klibanov i Zaks 
[97-100], którzy wykazali, że w rozpuszczalnikach organicznych, zawierających 
około 0,01% wody:

-  hydrolazy prowadzą reakcje cstiyfikacji, transestryfikacji lub aminolizy;
-  zmienia się specyficzność substratowa (np.: synteza dipeptydów przez este

razę i lipazę lub transestryfikacja przez subtylizynę czy papainę);
-  redukuje się inhibicja substratem i produktem, zmienia się wrażliwość na inne 

inhibitory;
-  ze wzrostem hydrofobowości rozpuszczalnika obniża się stereoselektywność 

enzymów, co, między innymi, umożliwia syntezę dipeptydów z udziałem D-amino- 
kwasów;

-  znacząco wzrasta termostabilność enzymów.
Inne zalety, to: sterylność układu, wysoka rozpuszczalność niepolamych sub

stratów i łatwa separacja. Natomiast największe problemy stwarza dobór odpowied
niego materiału membrany, obudowy modułu i wszystkich przyłączy. Z membran 
syntetycznych, z wyłączeniem dipolarnych rozpuszczalników aprotycznych, zasto
sowanie znalazły membrany z poliamidu aromatycznego (aramid) [7]. Zasadniczo 
zaleca się stosowanie modułów z membranami ceramicznymi, zwłaszcza z dyna
micznym filmem hydrofilowym [14]. Kolejnym problemem, w reakcjach z uwalnia
niem wody, jest utrzymanie jej stałego stężenia.

Rysunek 10. Przykłady rozwiązań aparaturowych dla reaktorów z membraną katalityczną 
i konwekcyjnym transportem masy oraz jednokrotnym (a) i wielokrotnym kontaktem substratu

z enzymem (b)

Wśród możliwych konfiguracji aparaturowych wymienia się [7]:
— immobilizację w objętości reaktora z membraną MF, co jest dyskusyjne, gdyż 

enzym, bez odpowiedniej modyfikacji, jedynie roztwarza się w rozpuszczalnikach 
organicznych;

— immobilizację na membranie, bez wykorzystania jej możliwości separacyj
nych. Membrana jest jedynie nierozpuszczalnym nośnikiem i zasadniczo to rozwiąza
nie aparaturowe nie powinno się zaliczać do reaktorów membranowych;
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-  immobilizację na membranie z konwekcyjnym (Rys. 10) lub dyfuzyjnym 
(Rys. 9) transportem masy. Schemat 10 ogólnie dotyczy procesów jednofazowych 
z enzymem immobilizowanym na/w membranie.

Przykłady zastosowań to produkcja D-aminokwasów przez h) dantoinazę [7], 
utlenianie fenoli przez tyrozynazę [97—99], modyfikacje węglowodorów aromatycz
nych przez lakkazę [42], estryfikacje cukrów przez lipazy [97—J 00], reakcje es tryli- 
kacji, tranestryfikacji i syntezy dipeptydów przez a-chymotrypsynę, subtylizynęCarls
berg, papainę i oksydoreduktazy [7, 14, 37, 73, 97-100],

3.1. IMMOBILIZACJA W WARSTWIE ŻELOWEJ

W uproszczeniu metoda ta wykorzystuje zjawisko tworzenia warstwy polaryza
cyjnej w procesie filtracji. W miarę zatężania roztworu białka, w obecności mem
brany UF całkowicie zatrzymującej enzym, jego stężenie w warstwie przymembra- 
nowej rośnie aż do przekroczenia stężenia granicznego, w którym dochodzi do for
mowania żelu. Enzym w warstwie żelowej jest bardzo gęsto upakowany, co powo
duje spadek aktywności stosownie do występujących ograniczeń transportu i prze
szkód sterycznych. Z kolei stabilność enzymów wzrasta ze wzrostem stężenia, stąd 
tego typu membrany katalityczne długo zachowują aktywność na poziomie wyjścio
wym [14]. Sama procedura immobilizacji jest uniwersalna; enzym zagęszcza się 
ultrafiltracyjniedo momentu osiągnięcia punktu żelowania. O ile aktywność enzymu 
w warstwie żelowej jest stabilna, to żel jest bardzo podatny na uszkodzenia hydrody
namiczne. Stąd szereg technik stabilizacji żelu: dodanie do roztworu białka związków 
współżelujących; związanie enzymu ze związkiem wielkocząsteczkowym łub kopoli- 
meryzacja; aktywacja membrany jak do wiązania kowalencyjnego, sieciowanie zże- 
lowanej warstwy; nałożenie na warstwę zżelowanego białka kolejnej membrany 
(ang. sandwich) [14, 57, 101]. Zazwyczaj żel jest tworzony od strony skórki mem
brany ale można wykorzystać również jej stronę gąbczastą. Żel jest wówczas dodat
kowo immobilizowany w porach membrany i mniej podatny na stres hydrodyna
miczny [101], Poza metodą trwałego związania żelu z powierzchnią membrany, zże- 
lowane białko można stosunkowo łatwo odmyć, stosując standardowe procedury 
regeneracji modułu.

Omówioną powyżej metodę zastosowano między innymi do immobilizacji in
wertazy, fosfatazy kwaśnej, ureazy, /3-glukozydazy, lipazy, DNA-zy [14], oraz mie
szaniny enzymów do usuwania fenolu i kalecholu [69, 70].

3.2. ZAMYKANIE W MATERIAŁU MEMBRANY

Wyróżnia się tutaj dwie podstawowe techniki. Pierwsza polega na dodaniu enzy
mu w trakcie formowania membran, przy czym białko może znajdować się w roz
tworze wodnym (największa inaktywacja), w emulsji lub w formie liofilizatu (naj
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mniejsza inaktywacja). Dodanie białka w formie emulsji prowadzi do formowania 
tworów przypominających enkapsulację, natomiast dodanie łiofilizatu białka pozwala 
otrzymać preparaty trwałe, ale część enzymu nic ulega uwodnieniu a tym samym jest 
nieaktywna. Metodę zamykania enzymu w sieci polimerowej uznaje sięjako technikę 
tanią i dającą trwałe preparaty. Nic jest istotne, czy membrana jest ultrafrltracyjna, 
mikrofiltracyjna, czy dializacyjna. Pozostałe ccchy są wadami: duże opory dyfuzyjne 
reakcji, brak możliwości odzysku membrany, ograniczenie zastosowań do niskoczą- 
steczkowych substratów i produktów, znacząca inaktywacja enzymu w warunkach 
formowania membran (rozpuszczalniki organiczne i wysoka temperatura). Mimo to 
szereg enzymów efektywnie immobilizowno tą metodą (np.: lipaza, /J-galaktozydaza, 
aldolaza, /3-gIukozydaza [33], czy pcnicylinaza [38],

Druga technika jest bardziej zachowawcza dla enzymów. W ogólnym zarysie 
roztwór enzymu jest wfiltrowywany pod ciśnieniem w gąbczastą strukturę membrany 
ale bez wytworzenia warstwy żelowej. Jeżeli substrat ma być dozowany od strony 
przeciwnej, niż znajduje się enzym (konwekcyjny transport masy, wymuszony różni
cą ciśnień), wówczas zaleca się dodatkowe usieciowanie enzymu, celem zmniejsze
nia szybkości jego wymywania. Reakcja jest heterogeniczna z umiarkowanymi opo
rami dyfuzyjnymi przy konwekcyjnym transporcie masy i większymi oporami 
w procesie bezciśnieniowym. Wymogi odnośnie własności separacyjnych membran 
są analogiczne do opisanych przy immobilizacji enzymów w objętości reaktora, 
a samą metodę immobilizacji traktuje się jako w pełni odwracalną. Dodatkowe zalety 
to: uniwersalność procedury, niewielkie straty aktywności, metoda tania, prosta 
i wydajna oraz łatwość przenoszenia skali. Obok doboru membrany, najwięcej pro
blemów stwarza wymywanie enzymu lub/oraz zatruwanie membran, co nie zmienia 
faktu, żc jest to jedna z najpopularniejszych metod immobilizacji enzymów w reakto
rach membranowych. Szczególnie często immobilizowano lipazy [7,14,31,34,40,
41, 75] a także: glukozylotransfcrazę cykloizomaltooligosacharydową [87], inwer
tazę [44, 45], glukoamylazę [44, 63], fumarazę [60], «-oksydazę L-lizyny [30] czy 
/5-galaktozydazę [67]. Celem zwiększenia stabilności enzymu, w strukturę gąbczastą 
membrany wfiltrowywano również enzymy związane z krzemionką [58].

3.3. ADSORPCYJNE LUB JONOWE WIĄZANIE Z POWIERZCHNIĄ MEMBRANY

Adsorpcja fizyczna i/lub jonowe wiązanie enzymu z powierzchnią membrany 
jest realizowane poprzez cyrkulację roztworu białka nad membraną od strony skórki 
lub/oraz gąbczastej podpory membrany przez 1-6 h, po czym moduł membr nowy 
jest drenowany. Wartość ciit-off membrany nie ma znaczenia, a sama meiuJa jest 
bardzo prosta, tania i uniwersalna. Wydajność immobilizacji nie jest wysoka, gdyż 
większość enzymu jest usuwana z modułu, ale znaczna część enzymu związanego 
nie traci aktywności i często obserwuje sięjego zwiększoną stabilność [4,14,33,34,
42, 56], Obie techniki łączy również łatwość regeneracji modułu, częstsze wiązanie 
enzymu z gąbczastą strukturą membrany (większa powierzchnia wiązania) w modu-
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Ie HF i nagminne sieciowanie związanego białka, celem zwiększenia jego stabilności. 
Uważa się, że adsorpcja fizyczna enzymu jest rozwiązaniem lepszym, gdy białko 
kontaktuje się z fazą organiczną, gdyż wówczas nie obserwuje się desorpcj i enzymu 
[34]. Podstawowe różnice dotyczące obu technik immobilizacji zebrano w Tabeli 3. 
Od strony klasyfikacyjnej wiele problemów sprawia używanie do obu technik immo
bilizacji hydrofilizowanych membran hydrofobowych, hydrofobizowanych hydrofi
towych i membran kompozytowych, hydrofilowo-hydrofobowych [34].

Tabela 3. Podstawowe różnice pomiędzy techniką adsorpcji fizycznej a wiązaniem jonowym enzymu
na powierzchni membrany

Adsorpcja fizyczna Wiązanie jonowe

• wiązanie z powierzchnią membrany z przewagą 
oddziaływań hydrofobowych

• brak desorpcji w rozpuszczalnikach organicznych, 
w roztworach wodnych desorpcja w niskiej sile 
jonowej oraz przy dużych przepływach

• głównie membrany hydrofobowe (jak poliamid, 
polipropylen, polietylen, politetrafluoroetylen)

• wiązanie z powierzchnią membrany z przewagą 
oddziaływań jonowych

• desorpcja w roztworach wodnych o wyższej sile 
jonowej, przy zmianie wartości pH oraz przy 
dużych przepływach

• dowolna membrana, posiadająca grupy zdolne do 
dysocjacji elektrolitycznej

Obu metodami wiązano liczne enzymy, m.in. celulazy, pektynazy, proteazy 
[4, 14, 15,32, 33,49,54,101], lipazy [4,33,36, 56, 102], lakkazy [42, 71, 103-106], 
amylazy [45,47], inwertazę [45], ureazę [29], katalazę [78], oksydazę kwasu askor
binowego [86]. Techniki te zostały również wykorzystane do tworzenia tzw. mem
bran przeciwzatruciowych, redukujących tworzenie warstwy żelowej i trwałego blo
kowania porów w membranie w trakcie filtracji białek (proteazy), olejów i emulsji 
(lipazy) czy soków i win (celulazy, pektynazy) [33,91].

Ciekawym rozwiązaniem, od strony procesowej, jest zastosowanie nieizoter- 
micznego reaktora membranowego, ze związanąadsorpcyjnie acylazą penicylanową 
[81] lub /3-galaktozydazą [84, 107]. W reaktorze tym membrana rozdziela roztwór 
substratu o różnych temperaturach, co pozwala osiągnąć 20-40% wzrost aktywności 
enzymu przy różnicy temperatur o 1°C po obu stronach membrany. Obserwowany 
wzrost aktywności jest tłumaczony zmniejszonymi oporami dyfuzyjnymi, wywoła
nymi obecnością dwóch różnych strumieni przepływów przez membranę: przepływ 
rozpuszczalnika od strony o temperaturze wyższej do temperatury niższej i przeciw
nie skierowany przepływ związków rozpuszczonych (termodializa).

3.4. KOWALENCYJNE WIĄZANIE Z POWIERZCHNIĄ MEMBRANY

Aby wytworzyć wiązanie kowalencyjne pomiędzy powierzchnią membrany 
a enzymem, membrana musi posiadać grupy funkcyjne zdolne do związania białka 
(np. grupy oksiranowe) lub podatne na aktywację (np. grupy-OH, -COOH, -NH,) 
[4,14,32-34], Zasadniczo każdy typ membran może być w tym celu wykorzystany,



IMMOBILIZACJA ENZYMÓW. CZĘŚĆ 2 769

z włączeniem membran kompozytowych [29, 34, 82] i dynamicznych [73,75]; pro
blem stanowi jedynie liczba operacji poprzedzających wiązanie enzymu. Ciekawągmpą 
membran są membrany kompozytowe, złożone z hydrofobowej membrany MF 
z naszczepioną warstwą termowrażliwego hydrożelu [29, 46, 47, 79-84, 107], Żel 
ten pęcznieje poniżej i kurczy się powyżej określonej temperatury krytycznej (LCST
-  ang. Lower Critical Solution Temperature), co daje układ zbliżony do „pompy” 
hydraulicznej, która zasysa roztwór (substrat) podczas chłodzenia i wypycha roz
twór (produkt) podczas ogrzewania. Kowalencyjne związanie enzymu z termowraż- 
liwym hydrożelem pozwala zminimalizować opory dyfuzyjne w transporcie masy 
i kontrolować szybkość dyfuzji zmianami temperatury. Minimalizację oporów dyfu
zyjnych osiągnięto również stosując reaktor nieizotermiczny (omówiony przy immo- 
bilizacji adsorpcyjnej) z immobilizowaną kowalencyjnie acylazą penicylanową 
[66, 82] i jS-galaktozydazą [79, 80, 83],

Podczas wiązania kowalencyjnego enzymu z membraną nieistotny jest rozmiar 
porów, natomiast czynnikiem istotnym jest liczba potencjalnych miejsc (grup) do 
wiązania białka oraz materiał membrany. Należy podkreślić brak reguł w doborze 
materiału membrany; zwraca się jednak uwagę na fakt, że materiał hydrofobowy 
z reguły charakteryzuje się znaczącą sorpcjąniespecyficzną ale może, poprzez lokal
ne wykluczenie wody z powierzchni białka, dodatkowo stabilizować jego aktyw
ność. Uważa się, że dobra membrana powinna posiadać umiarkowany charakter hy- 
drofilowo-hydrofobowy, z umiarkowaną liczbą grup zdolnych wiązać białko. Ko
rzystne bywa również zdystansowanie enzymu od powierzchni polimeru, co często 
jest realizowane poprzez łączenie enzymu z naszczepionymi na powierzchnię mem
brany krótkimi łańcuchami polimerowymi [86-88]. Ze względu na charakterystycz
ną budowę takich membran, noszą one nazwę szczotkowych lub grzebieniowych.

Wydajność immobilizacji poprzez wiązanie kowalencyjne waha się od wartości 
bliskich zeru po 90% i, podobniejak przy immobilizacji na nośnikach ziarnistych, jest 
to metoda mało uniwersalna (duża liczba procedur wiązania), droga, czasochłonna, 
z niewielką możliwością ponownego użycia membrany. Od strony kinetycznej reak
cja jest heterogeniczna, z koniecznościąuwzględnienia ograniczeń dyfuzyjnych. Poza 
tym wykluczona jest sterylizacja membrany przed procesem jak również uzupełnia
nie ubytków aktywnościowych w trakcie procesu. Podobnie do pozostałych ukła
dów z membranami katalitycznymi, wysokie aktywności w objętości reaktora można 
osiągnąć stosując jedynie moduły z membranami HF. W efekcie jedynie znaczący 
wzrost stabilności enzymu uzasadnia stosowanie tak drogiej i skomplikowanej meto
dy immobilizacji.

Utratę aktywności enzymu, z w ią z a n ą  z procedurą immobilizacji, może wywołać 
kilka czynników (Rys. 11):

a) inaktywacja enzymu wywołana zbyt wysoką lub niską wartością pH, tempe
raturą stosowanym rozpuszczalnikiem i reagentami;

b) związanie enzymu z membraną poprzez aminokwas wchodzący w skład cen
trum aktywnego, wiążącego substrat lub stabilizującego o k re ś lo n ą  konformację białka;
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c) wielopunktowe związanie enzymu z matrycą, zwiększające prawdopodobień
stwo utraty funkcji katalitycznej;

d) centrum aktywne jest przestrzennie niedostępne.
O ile czynniki przedstawione w pozycjach a-c można minimalizować, dobiera

jąc odpowiednie techniki i optymalizując proces wiązania (ograniczeniem finanso
wym może być jednorazowość użycia membran), to przypadkowość orientacji prze
strzennej enzymu względem membrany w trakcie tworzenia wiązania jest trudna do 
ominięcia. Jeżeli znana jest budowa przestrzenna enzymu, to można zastąpić wybrany 
aminokwas, zlokalizowany po przeciwnej do centrum aktywnego stronie białka, 
innym aminokwasem (korzystnie cysteiną), któiy może być wykorzystany do wiąza
nia z powierzchnią membrany (korzystnie z ugrupowaniami tiolowymi) [37, 108-112],

Rysunek II. Przykłady przyczyn powodujących niską aktywność enzymów (Ii) immobtli/owanych 
kowalencyjnie: zmiany konformacji białka (a c), brak zmian konformacji z centrum pr/csti/cnnic 

niedostępnym dla sub.srratu (S) (d); prawidłowa konformacja i oncntacja pi/c.str/enna centrum
aktywnego (c)

Przykładami enzymów wiązanych kowa! , 'yjnie z powierzchnią membrany są: 
a-amylaza [46, 53, 54], glukoamylaza [45], oc-chymotrypsyna [8|, jS-galakto/ydaza 
[65, 79, 80, 83, 84, 107], /J-glukozydaza [59], lipaza [14, 40, 73], esteraza [40], 
acylaza penicylanowa [66, 81,82], penicylinaza [63J, oksydaza glukozowa [25 27], 
peroksydaza [25], katalaza [64], fosfataza alkaliczna [ 108, 112], proteaza alkaliczna 
[113], subtylizyna [37, 108, 109], trypsyna [22], papaina [108], lakkaza [68], inwer
taza [45], dehydrogenaza mlcczanowa [61, 63], lizozym [104], fruktozolransferaza 
[89], oksydaza cholesterolowa [115] czy ureaza [116].

3.5. WIĄZANIE BIOSPECYFICZNE

Wiązanie to ani nie ma charakteru wiązania adsorpcyjnego, ani kowalencyjnego. 
Jest wiązaniem relatywnie mocnym, ale z możliwością odzysku membrany celem 
ponownej immobilizacji enzymu. Generalnie jest to metoda wykorzystująca bardzo 
silne powinowactwo pomiędzy antygenem a jego przeciwciałem albo określonymi 
związkami jak, na przykład, glikoprotcina:lektyna [117] czy (strept)awidyna:biotyna 
[28, 108, 118-120]. W przykładzie przedstawionym na Rysunku 12 (strept)awidynę 
wir...' się z membraną kowalencyjnie lub za pośrednictwem biotyny. Kolejnym kro
kiem jest dodanie enzymu, który musi posiadać wbudowaną biotynę, korzystnie po
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stronie przeciwnej niż centrum aktywne. Metoda, sama w sobie bardzo atrakcyjna, 
bo łącząca ze specyficznością wiązania określone zorientowanie centrum aktywnego 
względem membrany Je s t wysoce kosztowna, co jest spowodowane koniecznością 
stosowania zmodyfikowanych białek enzymatycznych. Takie enzymy można otrzy
mać poprzez fuzję genów (wprowadzenie elementu afinitywnego jak antygen lub 
awidyna), modyfikację chemiczną (wprowadzenie np.: biotyny) i/lub wprowadzenie 
odpowiedniego aminokwasu (korzystnie cysteiny), zlokalizowanego po przeciwnej 
stronie, niż centrum aktywne, celem umożliwienia związania białka z elementem afi- 
nitywnym [108, 119, 120],

Rysunek 12. Wiązanie enzymu z powierzchnią membrany za pośrednictwem (strept)awidyny

Wiązaniem biospecyficznym typu -biotyna-awidyna-biotyna- wiązano z mem
branami oksydazę glukozową i peroksydazę [28], papainę [118] czy subtylizynę [108]. 
Jako metoda wyjątkowo droga nic posiada walorów technologicznych, natomiast 
może znaleźć zastosowanie w wysublimowanych metodach separacji (ultrafiltracja 
powinowactwa) czy w produkcji biosensorów [108],

4. CHARAKTERYSTYKA ENZYMÓW IMMOBILIZOWANYCH 
W REAKTORACH MEMBRANOWYCH.

MODELOWANIE MATEMATYCZNE PROCESÓW

Podstawowe właściwości związanego enzymu określa wartość optimum pH 
i temperatury, pH- i termostabilność, stabilność operacyjna oraz podstawowe para
metry równania kinetycznego Michaelisa-Menten (stała szybkości reakcji kp stała 
Michaclisa/^m i stałe inhibicji substratem/produktem reakcji). W przypadku enzymów 
immobilizowanych w reaktorach membranowych badania takie są rzadko prezento
wane, z wyłączeniem reaktorów z enzymem rozpuszczalnym, gdyż ten typ immo- 
bilizacji nie zmienia właściwości enzymu [51,93,121]. Informacje dotyczące charak
terystyki enzymu po immobilizacji najłatwiej można uzyskać korzystając z membran 
płaskich, które, pocięte na drobne kawałki, są badane w warunkach mieszalnikowego 
reaktora okresowego [56, 65, 79, 84, 87, 90, 113, 122-124], Ze względów finanso
wych taka procedura jest niemożliwa, gdy moduł tworzą membrany rurkowe łub 
kapilarne. W tych przypadkach najczęściej wyznaczane są parametry równania kine
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tycznego które, w zależności od przyjętej procedury badań i obliczeń, nic uwzględniają 
oporów dyfuzyjnych reakcji [43, 45, 60, 69, 79, 80, 84, 90] lub, po wprowadzeniu 
członów dyfuzyjnych, pozwalają otrzymać rzeczywiste wartości stałych [125, 126],

Modelowanie procesów z enzymem immobilizowanym w objętości reaktora 
membranowego wymaga wyznaczenia parametrów równania kinetycznego w reak
torze zbiornikowym i uwzględnienia przepływów [51, 93, 121]. W pozostałych ty
pach reaktorów dominuje dyfuzyjny transport masy, nawet jeżeli przepływ przez 
membrany jest wymuszony różnicą ciśnień (szybkość dyfuzyjnego transportu masy 
rośnie o komponent transportu konwekcyjnego). W takich przypadkach modelowa
nie wymaga, obok wyznaczenia parametrów kinetycznych, uwzględnienia co naj
mniej dyfuzji reagentów i modułu Thielego [35, 36, 39, 67, 101, 127-130]. Dobrym 
przykładem wielości czynników, wpływających na przebieg reakcji enzymatycznej 
w reaktorze z przepływem wymuszonym różnicą ciśnień i enzymem immobilizowa
nym w materiale membrany, jest praca Calabro i wsp. [130]. Autorzy uwzględnili 
parametry kinetyczne enzymu, współczynniki dyfuzji reagentów, szybkość przepły
wu objętościowego i cyrkulacyjncgo, wymiary reaktora, średnią średnicę porów skórki 
i warstwy gąbczastej, powierzchnię właściwą i dystrybucję enzymu w różnych re
gionach membrany. W efekcie otrzymali 15 równań opisujących profile przepływów 
w rurkach i porach oraz 6 równań bilansu masy, uwzględniających stężenia enzymu, 
substratu i produktu w skórce, części gąbczastej i w świetle kapilary. Rozwiązanie 
tych równań pozwoliło stwierdzić, że produktywność reaktora zależy od liczby Pec- 
leta, modułu Thielego i dystrybucji enzymu w membranie. Z punktu widzenia proce
dur immobilizacji wykazano, że najlepsze wyniki osiąga się, immobilizując enzym w 
porach gąbczastej membrany.

Zagadnienia związane z modelowaniem procesów wykorzystujących enzymy 
immobilizowane w systemach membranowych dotyczą również membranowej se
paracji powinowactwa [22] oraz optymalizacji parametrów fizycznych i biochemicz
nych w biosensorach enzymatycznych [131].

5. ZASTOSOWANIA ENZYMÓW IMMOBILIZOWANYCIi 
Z WYKORZYSTANIEM SYSTEMÓW MEMBRANOWYCH

O możliwościach zastosowań enzymów immobilizowanych z pomocą mem
bran najlepiej świadczy liczba dotychczas cytowanych prac. Większość z nich doty
czy procesów, które już znalazły zastosowanie w przemyśle z tym, że enzym był 
immobilizowany innymi metodami (np.: wiązanie kowalencyjne z powierzchnią noś
nika, zamknięcie w sieci żelu, sieciowane kryształy). Dotyczy to zarówno procesów 
prowadzonych w środowisku wodnym, wodno-organicznym jak i bezwodnym, 
a konkretne przykłady zostały podane przy omawianiu poszczególnych metod immo
bilizacji. Natomiast do klasycznych procesów w skali przemysłowej należy zaliczyć 
hydrolizę laktozy z jednoczesną sterylizacją mleka, hydrolizę pektyn w sokach owo
cowych oraz hydrolizę /3-laktoglobuliny oraz, z nowszych, produkcję aspartamu,
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ibuprofenu, L-fenyloalaniny, naproksenu, diltiazemu i pochodnych D-fenyloglicyny 
[14]. Nowsze technologie to głównie produkcja związków optycznie czynnych i/lub 
z udziałem koenzymów. Warto podkreślić, że reakcje z regeneracją koenzymów 
w reaktorach membranowych praktycznie wyparły inne rozwiązania z immobilizo- 
wanymi enzymami i kofaktorami. Innymi przykładami zastosowań enzymów immo- 
bilizowanych z wykorzystaniem membran są bardzo dynamicznie rozwijająca się mem
branowa separacja powinowactwa oraz produkcja biosensorów.

Chromatografia powinowactwa (chromatografia afmitywna) opiera się na spe
cyficznym i odwracalnym wiązaniu ligatu (związek oczyszczany) z ligandem (cząs
teczka o dużym powinowactwie do ligatu). Przykładami par związków oddziałują
cych specyficznie są: substrat (produkt, inhibitor, koenzym)/enzym; hormon/recep
tor; antygen/przeciwciało; glikoproteina/lektyna. W przypadku stosowania enzymów 
jako ligandów, zwykle oczyszcza się ich inhibitory lub koenzymy [20,22].

Membranowa separacja powinowactwa jest procesem zastępującym oczysz
czanie biocząsteczek w kolumnach chromatograficznych ze złożem afinitywnym
i zazwyczaj jest realizowana na dwa sposoby. W pierwszym enzym jest immobilizo- 
wany -  najczęściej kowalencyjnie -  w porach membrany a ligat wraz z zanieczysz
czeniami transportowany konwekcyjnie (różnica ciśnień) przez pory [85]. Następnie 
rozdziela się połączony ligat i ligand przez zmianę warunków (pH, siła jonowa, pod
stawienie kompetycyjne). Proces jest okresowy i bardzo zbliżony do chromatografii 
kolumnowej. Zaletą układu membranowego jest krótsza droga dyfuzji niż w złożach 
ziarnistych i możliwość odseparowania na membranie związków o masach cząstecz
kowych kilka razy większych niż ligat.

W drugim przypadku ligand, związany kowalencyjnie z makrocząsteczką, wys
tępuje w formie rozpuszczalnej w wodzie, a proces może być okresowy lub ciągły. 
W układzie okresowym ligat jest dozowany do reaktora z makroligandem, po czym, 
w warunkach diafiltracji, zanieczyszczenia przechodzą do permeatu [18, 22], Po 
rozłączeniu kompleksu ponowna diafiltracja pozwala rozdzielić ligat i ligand, przy 
czym jest korzystniej, gdy makroligand pozostaje w retentacie.

Ultrafiltracja powinowactwa jako proces ciągły wymaga zastosowania 3 modu
łów membranowych (Rys. 13), z których pierwszy pełni rolę prefiltra, oddzielające
go związki znacznie większe od ligatu [17,18]. Drugi moduł służy do odseparowania 
związków mniejszych niż ligat i ligand a trzeci, po uprzedniej zmianie warunków, do 
rozdzielenia ligandu i ligatu.

Najczęściej stosowane membrany to mikrofiltry z octanu celulozy, nylonu, poli
chlorku winylu i polisulfonu, gdyż uważa się, że charakteryzują się względnie niską 
sorpcją niespecyficzną [18]. Celem zwiększenia wydajności procesu, szczególnie 
w przypadku wiązania enzymu z membraną, zaleca się stosowanie białek tak modyfi
kowanych, aby centrum aktywne było skierowane w stronę przeciwną niż membrana 
[37, 108-112],
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Rysunek 13. Schemat ciągłego procesu utrafiltracji powinowactwa.
Oznaczenia: 1 -  ligat; L -  ligand; z -  zanieczyszczenia niskocząsteczkowe;

Z -  zanieczyszczenia wysokocząsteczkowe

Biosensory (pracc przeglądowe -  [23, 132-136]; prace szczegółowe [24-28, 
137-139]) składają się z dwóch, umiejscowionych blisko siebie, elementów; pierw
szy odpowiedzialny jest za biospecyficzne rozpoznanie określonego związku (enzymy, 
przeciwciała, lektyny, receptory hormonów, komórki) a drugi ma za zadanie prze
kształcić sygnał biologiczny na odpowiadający mu ilościowo sygnał elektryczny, elek
trochemiczny, optyczny, kalorymetryczny lub piezoelektryczny. Uwzględniając spo
sób oznaczania danego związku, biosensory enzymatyczne bazują na dwóch typach 
procedur [133]. W pierwszej związkiem oznaczanym jest substrat enzymu a jego 
stężenie określane na podstawie uwolnionego produktu. W drugiej, jeżeli oznaczany 
związek jest ihibitorem enzymu, jego stężenie określa się na podstawie spadku szyb
kości reakcji (substrat jest immobilizowany w biosensorze lub dodawany do analizo
wanego roztworu).

W biosensorach enzymatycznych membrany powinny być cienkie (grubość 
< 50 flm), aby zminimalizować opory w transporcie masy, posiadać grupy funkcyjne 
odpowiednie dla danej techniki immobilizacji i być pozbawione wyraźnego ładunku 
po immobilizacji [23]. Materiałem membrany są najczęściej pochodne celulozy [24], 
poli(pirol) [28], poli(tetrafluoroetan) [26], akrylany [32], poli(chlorek winylu) 
[138, 139] lub korzysta się z gotowych membran jak Nafion™ [139] lub aktywo
wanych już membran typu Immunodyne™ czy Immobililon™ [23]. linzym spora
dycznie jest używany w formie rozpuszczalnej w wodzie; najczęściej jest immobili
zowany na/w membranie z przewagą wiązania kowalencyjnego od strony detektora. 
Zatem membrana jest zwykle nośnikiem dla enzymu, może stanowić barierę fizyczną 
dla związków blokujących pory membrany i powodujących „zatrucie” elementu prze
kształcającego sygnały (np.: elektroda) i ograniczać możliwość zajścia reakcji ubocz
nych [139]. Poza tym membrana nic może stanowić bariery dla reagentów, chyba że
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służy również do immobilizacji substratu [133]. Celem przyspieszenia szybkości trans
portu elektronów pomiędzy produktem reakcji i, na przykład, elektrodą, na/w mem
branie immobilizuje się także związki redukujące jak: NADH, żelazocyjanek, tetracy- 
janochinodimetan czy L-askorbinian [135]. Generalnie, największym problemem jest 
zbyt niska stabilność operacyjna enzymów, szczególnie gdy biosensor służy do wy
krywania takich związków, jak: herbicydy, fungicydy, insektycydy i pestycydy lub 
gdy w trakcie utleniania substratu powstają wolne rodniki [134-137]. W takich przy
padkach zaleca się stosowanie pośredników redukujących.

Biosensoiy enzymatyczne znalazły zastosowanie w przemyśle spożywczym 
[133], w ochronie środowiska [135, 138], rolnictwie [135], w medycynie i wetery
narii [23] i w monitorowaniu bioprocesów [132], Klasyczne już przykłady enzymów 
immobilizowanych w biosensorach, to: oksydaza mleczanowa, glukozowa, alkoho
lowa, katalaza, inne peroksydazy, aminoacylaza, penicylinaza, ureaza, inwertaza, 
/3-galaktozydaza [132, 133, 135, 137]. Nowsze zastosowania dotyczą ochrony śro
dowiska i rolnictwa, a w szczególności monitorowania stężenia pestycydów, fungi
cydów, herbicydów, insektycydów z wykorzystaniem esterazy acetylocholinowej 
lub butyrylocholinowej i oksydazy cholinowej, oksydazy glukozowej, fosfatazy kwa
śnej i alkalicznej, tyrozynazy, lakkazy i dehydrogenazy aldehydowej [133,135-138]. 
Zwraca się także szczególną uwagę na biosensory do monitorowania realccj i enzyma
tycznych i/lub oznaczania związków w rozpuszczalnikach organicznych [137]. 
W takich przypadkach można oznaczać stężenie fenoli i jego pochodnych oraz anilin, 
a także aminy aromatyczne i chloropochodne fenolu (oksydaza glukozowa, tyrozy- 
naza, monooksygenaza monofenolowa, peroksydazy). Zalety wykonywania analiz 
w rozpuszczalnikach organicznych to: detekcja związków słabo rozpuszczalnych 
w wodzie, ograniczenie reakcji ubocznych, immobilizacja przez prostą adsorpcję
i brak polimeryzacji chinonów.

PODSUMOWANIE

Połączenie katalizy enzymatycznej i procesów separacji membranowej dopro
wadziło do utworzenia licznych konfiguracji enzymatycznych reaktorów membrano
wych. Rosnące zainteresowanie przemysłu procesami hybrydowymi wynika z moż
liwości obniżenia kosztów inwestycyjnych i zużycia energii w porównaniu z proce
sami o wydzielonych etapach reakcji i separacji, a także z ograniczenia lub z możli
wości sterowania poziomem reakcji ubocznych lub/oraz inhibicją. Jednakże zintegro
wanie procesów jednostkowych podwyższa stopień komplikacji sterowania proce
sem i jego modelowania w celu dalszej optymalizacji. Nie bez zn a c z e n ia  jest również 
koszt membran i modułów membranowych oraz niewystarczająca zwykle trwałość 
enzymów i membran w warunkach realnego procesu.

Efektywne łączenie reakcji enzymatycznej i separacji membranowej wymaga 
współdziałania i postępu w trzech dziedzinach: technologii enzymów i inżynierii bia
łek, technologii membran oraz inżynierii reaktorów. Zadaniem pierwszej z nich jest
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produkcja taniego enzymu i o wysokiej stabilności operacyjnej w odpowiednim dla 
reakcji rozwiązaniu aparaturowym. Jest to warunek konieczny, gdyż jedynie wysoce 
selektywne i stabilne enzymy mają szanse zastąpić istniejące już procesy chemiczne 
lub enzymatyczne. Należy zaznaczyć, że wysoka aktywność posiada znaczenie dru
gorzędne, natomiast bardziej istotnym elementem jest trwałość układu, łatwość sepa
racji oraz możliwość regeneracji membran.

Z punktu widzenia technologii membran, lepsze zrozumienie relacji pomiędzy 
budową i właściwościami membrany a układem reakcyjnym, powinno pozwolić na 
bardziej racjonalny dobór membrany do układu reakcyjnego i rozwiązania aparaturo
wego. Mimo licznych, dostępnych na rynku, rodzajów membran i modułów mem
branowych, informacje producentów o ich właściwościach są nikłe i często mylące 
[140], co wymusza okazjonalną produkcję własnych membran w poszczególnych 
laboratoriach badawczych, w celu śledzenia relacji między typem polimeru i jego 
porowatością a sorpcją i dyfuzją reagentów. Z kolei prace dotyczące optymalizacji pro
cesów łączących reakcję z separacją są nieliczne i mocno rozproszone, oferując naj
częściej wyrywkowe opracowania inżynieryjne prostych reakcji modelowych, w przy
padkowo dobranych rozwiązaniach aparaturowych.

Znaczące zwiększenie ilości wdrożonych w przemyśle procesów enzymatycz
nych z wykorzystaniem reaktorów membranowych wydaje się ciągle odległe, ale 
istniejące już w przemyśle technologie wskazują żc integracja badań nad procesami 
membranowymi jest konieczna i efektywna.
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