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IMMOBILIZACJA ENZYMOW.
CZESC 1: METODY KONWENCJONALNE

ENZYMES IMMOBILISATION.
PART 1. CONYENTIONAL METHODS
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Dr Jolanta Bryjakjest absolwentka Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskie-
go. W latach 1983-1985 pracowata na stanowisku mtodszego asystenta w Laborato-
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Zajmuje sie stabilizacjg i immobilizacjg enzymow, procesami membranowymi
w oczyszczaniu biatek i w prowadzeniu proceséw enzymatycznych, badaniami kine-
tyki procesdéw enzymatycznych i inaktywacji z udziatem enzymaow natywnych i immo-
bilizowanych oraz matematycznym modelowaniem proceséw, wykorzystujgcym me-
tody klasyczne i sztuczne sieci neuronowe. Jest wspotautorka lub autorka 43 publikacji,
gtownie wjezyku angielskim, oraz 23 artykutéw zamieszczonych w materiatach 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 ofthe 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 ofthe 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 ofimmobilised biocatalysts are presented that show possi-
bility ofawide and more economical exploitation of enzymes in industry, medicine,
and in the monitoring devices like the biosensors.
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WSTEP

Enzymy, w poréwnaniu z katalizatorami chemicznymi, charakteryzujg sie wy-
sokgaktywnoScig w relatywnie niskich temperaturach (30-110°C) oraz unikalng spe-
cyficznoscig substratowg co wskazuje na potencjalne mozliwosci ich wykorzysta-
nia jako katalizatoréw, regulatoréw czy biosensoréw. Jednak, mimo ze w bazach
komputerowych jak BioCatalysis (www.accelrys.com) w 2003 roku przedstawiono
okoto 36000 reakcji prowadzonych przez enzymy, analogi enzymow, przeciwciata
katalityczne i komarki, tylko niewielka ich czes¢ znalazta zastosowanie w skali prze-
mystowej. Wynika to w znacznym stopniu z wymogow, jakie stawia sie preparatom
enzymatycznym: wysoka aktywnos$¢, odpowiednia specyficznos¢ i wysoka stabil-
no$¢ w warunkach procesowych, czyli niska podatno$¢ na: inaktywacje w obecno-
§ci mieszania lub duzych przeptywow, wahania wartosci pH, obecno$¢ enzymoéw
proteolitycznych czy podwyzszong temperature. Nie bez znaczenia sg tez problemy
z otrzymaniem preparatu handlowego, stabilnego w warunkach przechowywania
i transportu. To spowodowato, ze od wczesnych lat 80. notuje sie wzrost zaintereso-
wania mechanizmami inaktywacji enzymadw i metodami ich stabilizacji.

Systematyczne i celowe proby zwiekszenia stabilnosci enzymow w znacznej
mierze wynikajg z wnioskdw wyciggnietych z obserwacji naturalnego mikrosrodo-
wiska enzymow i pozwalajg wyrdznié cztery grupy technik stabilizujacych aktyw-
no$¢ enzymoéw [1,2]:

- stabilizacja w obecnosci zwigzkdéw wysokoczasteczkowych (biatka, lipidy,
polisacharydy) lub niskoczgsteczkowych, jak np. poliaminy;

- wielopunktowe interakcje lub zwigzanie z membranami biologicznymi, zmniej-
szajace ruchliwos$é konformacyjna biatka;

- posttranslacyjna modyfikacjabiatek u Eucaryota, najczesciej poprzez gliko-
zylacje seryny, treoniny, asparaginy lub przez przytgczenie lipidu;

- wprowadzenie zmian w sekwencji aminokwasow lub/oraz usztywnienie kon-
formacji przestrzennej biatka, oparte na analizie poréwnawczej enzymow podobnych
funkcjonalnie ale pochodzacych z mikroorganizmoéw mezofilowych, termofilowych
i ekstremotermofilowych.

Badania nad stabilizacjg enzymdw objety zaréwno zwigkszenie ich trwatosci
podczas przechowywaniajak i w warunkach procesowych, ze szczegélnym uwzgled-
nieniem podwyzszonych temperatur. Atrakcyjnos¢ proceséw w temperaturach powy-
zej 55°C wynika przede wszystkim ze wzrostu szybkosci reakcji zgodnie z prawem
van’t Hoffa, przesuniecia rGwnowagi termodynamicznej w kierunku produktow
w reakcjach endotermicznych, wzrostu rozpuszczalnosci substratu, spadku lepkosci
mieszaniny reakcyjnej, redukcji rozwoju mikroorganizméw i tatwosci zatrzymania
reakcji przez obnizenie temperatury [3]. Wiele metod stabilizacji aktywnosci enzy-
mow jest konsekwencjg licznych zalet reakcji prowadzonych w rozpuszczalnikach
organicznych, co jednak wymusza konieczno$¢ zwiekszenia ich trwatosci i rozpusz-
czalnosci w emulsjach i rozpuszczalnikach organicznych. W chwili obecnej sposoby
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pozyskiwania enzyméw o wydtuzonym czasie potowicznego zaniku aktywno$ci mozna
podzieli¢ na pie¢ grup [4-14]:

1. Poszukiwanie producentéw stabilnych enzymdw, gtéwnie mikroorganizméow
zyjacych w ekstremalnych warunkachjak zrodta geotermalne, zbiorniki paliw, btota
solankowe [6, 15, 16];

2. Dodatek zwigzkdw stabilizujgcych enzymy specyficznie lub niespecyficznie.
Sg to substraty, inhibitory, kofaktory [7, 15, 17, 18]; rozpuszczalniki organiczne
w wysokich (> 99%) lub niskich (< 30%) stezeniach w medium reakcyjnym
[15, 18, 19]; dodatek soli nieorganicznych lub wymrazanie z solami [10, 19-21],
dodatek zwiagzkow jonowych jak dialkiloimidazol czy aminy czwartorzedowe
[22-24]; dodanie polimeréw naturalnych [3, 6, 7, 25-27], syntetycznych [6, 7, 9,
25,26,29-31] czy surfaktantoéw [3]; dodanie niskoczasteczkowych zwigzkdw orga-
nicznych, gtéwnie polialkoholi [3,25, 26, 29, 32,33];

3. Modyfikacje chemiczne: monofunkcyjne podstawienie biatek, np.: aminokwa-
sem lub jego polimerem [15, 17, 34]; modyfikowanie biatek np.: przez tworzenie
pochodnych alkilowych, wigzanie oktanolu, alkoholu dodecylowego, glicerolu, kwa-
sow organicznych, w tym ttuszczowych [15,34-36]; faczenie (sieciowanie) istnieja-
cych grup funkcyjnych biatka, zlokalizowanych wewnatrz czasteczki lub na jego
powierzchni, dwufunkcyjnymi reagentami [3,36-38]; glikozylacja mono- ioligosa-
charydami oraz podstawienie polisacharydamijak dekstran, lewan, chitozan, pochodne
celulozy [29,39,40]; modyfikacje chemiczne polimerami syntetycznymijak poli(kwas
akrylowy), poli(glikol etylenowy) i ich pochodne [40-46]; tworzenie wigzan kowa-
lencyjnych pomiedzy podjednostkami enzymu, najczesciej poprzez generowanie wig-
zan peptydowych z wykorzystaniem karbodiimidu [16, 34, 35,47];

4. Produkcja i modyfikacja enzym6w metodami inzynierii genetycznej poprzez:
klonowanie enzymow termostabilnych [3]; usuwanie fragmentow biatka bogatych
w glicyne [48]; mutacje punktowe i wielopunktowe [11,13,49], powodujgce zmiang
fadunku powierzchni [14], wprowadzajace dodatkowe mostki disiarczkowe i solne
[11,13, 50], optymalizujace upakowanie, stabilizacje cc-helis i redukcje powierzch-
niowych petli peptydowych [51]; zmiany specyficznosci istniejacych stabilnych en-
zymow [12, 52, 53];

5. Immobilizacja enzymdw, najczesciej rozumianajako przeprowadzenie roz-
puszczalnego w wodzie biatka enzymatycznego w forme nierozpuszczalng, o zmniej-
szonej ruchliwosci konformacyjnej i czesto zwiekszonej stabilnosci. Zwykle immobi-
lizacja, jako technika stabilizacji aktywnosci, podwyzsza odporno$¢ na temperature,
zmiany warto$ci pH, na czynniki denaturujgce (ze szczeg6lnym uwzglednieniem roz-
puszczalnikéw organicznych) i obniza podatno$¢ na dziatalnos$¢ enzymow proteoli-
tycznych.

Dobdr odpowiedniej metody efektywnej stabilizacji danego enzymu odbywa sie
najczesciej metodg prob i bledéw. Jednak obecnie, wraz ze wzrostem danych o sek-
wencji aminokwasowej enzymow, wspartym grafikg komputerowg, mozna czesto
przewidzie¢ skutki wprowadzanych zmian w biatku ijego Srodowisku. Z tych badan
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wynika kilka interesujacych wnioskow [8, 11, 12, 13, 17, 51, 52, 54-56]. Po pierw-
sze, bardziej optaca sie stabilizowa¢/modyfikowac dobrze poznane enzymy, a po dru-
giejest niezmiernie trudno otrzymac enzymy znaczaco stabilniejsze niz w temperatu-
rze, w ktorej zostaty wyprodukowane przez mikroorganizm. Wzrost stabilnosci jest
zwykle jednoznaczny ze spadkiem szybkosci reakcji w podwyzszonych temperatu-
rach (zmniejszona ruchliwos¢ konformacyjna) i po czwarte, tgczenie kilku metod
stabilizacji czesto powoduje sumowanie si¢ efektow.

Znaczacy postep w technikach stabilizacji aktywnosci enzyméw spowodowat,
ze cze$€ z nich jest wystarczajaco tania i stabilna, aby wykorzystywac je w formie
natywnej. Najlepszymi przyktadami sg procesy uptynniania i scukrzania skrobi
(a-, i5iglukoamylazy), produkcja L-aminokwaséw (aminoacylaza), synteza kwasu
Nacetyloneuraminowego (epimeraza), produkcja aspartamu (subtylizyna, termoli-
zyna), produkcja insuliny ludzkiej ze zwierzecej (tiypsyna, karboksypeptydaza B),
produkcja inhibitoréw proteaz (subtylizyna), usuwanie nadtlenku wodoru (katalaza)
czy produkcja feromonéw, amfetaminy, lekéw na nadcisnienie, przeciwpadaczko-
wych, obnizajacych stezenie cholesterolu, inhibitoréw proteaz (dehydrogenazy: mle-
czanowa, leucynowa, alkoholowa, tgczone z dehydrogenaza mrowczanowsa lub glu-
kozowagcelem regeneracji kofaktora NAD+[57]). Jednakze, dla znacznej czesci pro-
cesdw enzymatycznych, wysoki koszt otrzymania i oczyszczania biokatalizatora, trud-
nosci w odzyskaniu enzymu z mieszaniny reakcyjnej lub/oraz wysoki koszt oczysz-
czania produktu z przymieszek biatkowych, a takze wrazliwo$¢ enzymoéw na pod-
wyzszong temperature i obecno$¢ rozpuszczalnikow organicznych powoduje, ze pro-
ces enzymatyczny staje sie nieoptacalny ekonomicznie. Cze$¢ z tych problemow
mozna rozwigzac, stosujac immaobilizacje enzymow.

1. IMMOBILIZACJA ENZYMOW

Zgodnie z podstawowa definicjg immobilizacji, ktorg zaproponowat w 1971 roku
E. Katchalski-Katzir [2], enzym mozna uwaza¢ za immobilizowany, jezeli zlokalizo-
wany w $cisle okreslonej przestrzeni obszaru reakcyjnego, jest zdolny przejawiacé
swojgaktywnos¢ i moze by¢ wykorzystany ponownie lub w sposoéb ciagly. Definicja
ta, wskazujgca na mozliwos$¢ obnizenia kosztow procesu poprzez wielokrotne uzycie
preparatu enzymatycznego lub mozliwosé jego zastosowania w procesie cigglym,
a takze zmniejszenia kosztow oczyszczania produktow finalnych od biatka enzyma-
tycznego, nie ujmuje zagadnien zwigzanych ze stabilizacjgaktywnosci enzymu. Obecna
tendencja, zmierzajaca do otrzymywania preparatéw immobilizowanych i o zwiek-
szonej stabilnosci powoduje, ze granice miedzy immobilizacjg i stabilizacjg ulegajg
zatarciu i zasadniczo przewaza poglad, ze gtdbwnym celem immobilizacji jest otrzy-
manie preparatu o zwiekszonej termostabilnosci i stabilnoSci operacyjnej, a zastoso-
wane rozwigzania aparaturowe zapewniajajego odzysk lub proces w trybie ciggtym
[58].
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Jakkolwiek zwiekszenie stabilnosci enzymu nie jest inherentnym elementem
immobilizacji, to w wigkszosci badanych przypadk6w preparaty immobilizowane waru-
nek ten spetniaja, gtownie za sprawa szeroko rozumianego terminu ,,stabilizacja”.
| tak, jezeli na skutek procedur immobilizacji enzym posiada zmniejszona podatno$¢
na agregacje lub/oraz autolize, atak enzymdw drobnoustrojowych, inhibicje czy inak-
tywacje w obecnosci czynnikdw denaturujacych, tojest uznawany za preparat stabi-
lizowany.

2. PODZIAL. METOD IMMOBILIZACJI ENZYMOW

W praktyce stosowane sg dwie podstawowe formy enzymow. | tak biokataliza-
tor moze wystepowac w stanie natywnym, ewentualnie w obecnosci stabilizatoréw,
takich jak sole czy polimery, a samo biatko jest zwykle zmodyfikowane metodami
inzynierii genetycznej lub/oraz chemicznymi. Druga forma to preparat immobilizo-
wany, ktory réwniez moze by¢ uprzednio poddany stabilizacji i stosowany z dodat-
kiem stabilizatoréw, a dodatkowo spetnia warunki podstawowej definicji immobiliza-
cji, czyli moze by¢ wielokrotnie uzyty lubjego forma umozliwia prowadzenie proce-
su ciagtego, lub wystepuje w Scisle zdefiniowanym miejscu w reaktorze, lub mozna
go tatwo wydzieli¢ z mieszaniny reakcyjnej.

Podziat metod immobilizacji niejest ustalony, gtéwnie za sprawgwprowadzania
nowych procedur i technik mieszanych, a takze stosowania rozpuszczalnikdw orga-
nicznych i technik separacji membranowej. Nie ma rdwniez zgodnosci w zaliczaniu
danej proceduryjako sposobu immobilizacji lub stabilizacji. W niniejszym opracowa-
niu starano sie przedstawi¢ wszystkie gtéwne sposoby immobilizacji, zaznaczajac, na
ile i kiedy dany sposdb zwieksza stabilno$¢ enzymu, a takze, ktore z elementow
podstawowej definicji sg przez rozpatrywane metody spetniane. Jednocze$nie, ze
wzgledu narozwigzania aparaturowe i tendencje przedstawiania metod immobilizacji
z wykorzystaniem technik membranowych w formie odrebnych opracowan
[59-65]), enzymatycznym reaktorom membranowym poswiecono drugg czesé opra-
cowania.

Przede wszystkim, enzymy immobilizowane mozna podzieli¢ na dwie zasadni-
cze grupy (Rys. 1): rozpuszczalne i nierozpuszczalne w wodzie lub rozpuszczalniku
organicznym. Otrzymywanie preparatdw nierozpuszczalnych w wodzie (i w ograni-
czonym stopniu w rozpuszczalnikach organicznych) mozna zaliczy¢ do klasycznych
metod immobilizacji enzymoéw. Natomiast preparaty rozpuszczalne cze$ciej mozna
zaklasyfikowac jako uznana od lat metoda stabilizacji enzyméw. Dokfadniejsze infor-
macje na temat poszczego6lnych metod przedstawiono ponizej.
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ENZYM

rozpuszczalny w W/RO nierozpuszczalny w W/RO
- inkludowany
- zwigzany z no$nikiem

sieciowany

Rysunek 1. Podziat gtéwnych metod immobilizacji enzymow.
W - woda, RO - rozpuszczalnik organiczny

2.1. PREPARATY ROZPUSZCZALNE W WODZIE LUB ROZPUSZCZALNIKACH
ORGANICZNYCH

Najczestszym sposobem otrzymywania stabilniejszego enzymu, rozpuszczalnego
w wodzie, jest kowalencyjne przytagczenie do powierzchniowo usytuowanej reszty
lizyny polimerdw syntetycznych, jak poli(N-winylopirolidon), poli(glikol etylenowy)
lub ich pochodne [28,41,43,46, 66, 67], lub polimeréw naturalnych, jak pochodne
celulozy, dekstran, spolimeryzowana sacharoza, lewan, chitozan [39, 66-69]
(Rys. 2 a). Tatechnika immobilizacji, czesciej zaliczana do technik stabilizacji, poz-
wala otrzymac preparaty o podwyzszonej stabilnosci, odporne na podwyzszongtem-
perature i obecno$¢ surfaktantow [41], Przyktadami tak immobilizowanych enzy-
mow moze by¢ tiypsyna i chymotrypsyna [43,66, 67, 69], /5-amylaza i pullulanaza
[68], ligninaza [46], lizozym [66], L-asparaginaza [39] czy lipaza [5, 28, 41, 66],
Daje sie zauwazy¢, ze w przypadku preparatow rozpuszczalnych w wodzie najczes-
ciej znajdujg one zastosowanie w produkcji detergentéw i w hydrolizie substratow
wielkoczasteczkowych. Natomiast odzysk enzymu z mieszaniny poreakcyjnej jest
trudny, jakkolwiek zwiekszenie masy czasteczkowej enzymu lub zmniejszenie jego
rozpuszczalno$ci w wodzie moze ukatwic separacje preparatu z mieszaniny poreak-
cyjnej. O zmianie stabilnosci i rozpuszczalnosci enzymu decyduje rodzaj uzytego
polimeru i stopien podstawienia biatka.

Powyzsza metoda, zastosowana w modyfikacji lipaz, esteraz oraz niektérych
proteaz i dehydrogenaz, ma przede wszystkim za zadanie zwiekszenie stabilnosci
i rozpuszczalnos$ci enzymow w rozpuszczalnikach organicznych [70,71]. Poniewaz
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podobne efekty zwiekszenia stabilnosci i dyspersji enzymu w rozpuszczalniku osiaga
sig, stosujagc preparaty enzymatyczne liofilizowane w obecnosci soli organicznych
i nieorganicznych w Scisle okreslonym pH [12, 14, 22-24, 70, 71], a enzym mozna
stosunkowo tatwo odzyska¢ dzieki tendencji do tworzenia agregatéw biatkowych,
dlatego czesto stosuje sie w tych przypadkach termin ,,immobilizacja”.

pH 4.0 tcLCST pH 4.0
pH 5.5 t>LCST pH 5.5j
0
|
a b c d

Rysunek 2. Przyktady rozpuszczalnych immobilizowanych enzyméw: wigzanie kowalencyjne
z polimerem rozpuszczalnym w wodzic/rozpuszczalniku organicznym (a), polimerem pH-wrazliwym (b),
polimerem tcrmowrazliwym (e) lub odzysk enzymu poprzez flokulacje polimerem pH-wrazliwym (d).
LCST - wyjasnienie w tekscie

Roéwniez tradycyjne preparaty liofilizowane, uzyte w rozpuszczalnikach orga-
nicznych, zalicza sie do uktadéw z immobilizowanym biokatalizatorem. Poniewaz
wiekszos¢ biatek jest nierozpuszczalnaw rozpuszczalnikach organicznych i bez do-
datkowej modyfikacji lub intensywnego mieszania czy dyspersji ultradzwiekami biat-
ka ulegajg zazwyczaj agregacji gromadzac sie na powierzchni cieczy, uwaza sie, ze
agregaty moga byc¢ tatwo oddzielone od mieszaniny reakcyjnej i ponownie uzyte [70].
Jednak ze wzgledu na duzg podatno$¢ enzymow niestabilizowanych na inaktywacje
w obecnosci rozpuszczalnikdw, ta metoda jest obecnie rzadziej stosowana.

Natomiast obserwuje sie systematyczny rozwo6j metod kowalencyjnego taczenia
enzymow z polimerami odwracalnie rozpuszczatnymi-nierozpuszczatnymi w wodzie.
Polimery te posiadajgunikalna wiasciwos$¢ zmiany rozpuszczalnosci wywotanej nie-
wielkag zmiang warunkow fizycznych jak wartosci pH, temperatury, sity jonowej,
pola elektrycznego czy pola magnetycznego albo kilku wymienionych czynnikéw
jednoczes$nie [72-74]. Sposrdd licznej grupy polimerdw, najwiekszym zaintereso-
waniem w immobilizacji enzymdw cieszgsie polimery termo- i pH-wrazliwe.

Najczesciej stosowane polimery, wrazliwe na zmiany wartosci pH $rodowiska,
to poli(kwas (metakrylowy), poli(etylenoimina), poli(L-lizyna), pochodne octanu mety-
locelulozy czy poli(tlenek etylenu - ko-tlenek propylenu) (znany pod nazwa handlo-
wa Eudragit™) (Rys. 2 b). Przyktadowa procedura immobilizacji to potgczenie kowa-
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lencyjne grupy aminowej biatka z grupa karboksylowg Eudragit S z udziatem karbodi-
imidu. Proces enzymatyczny prowadzi sie w pH ponizej 4,5, w ktérym preparatjest
catkowicie rozpuszczalny w wodzie. Podwyzszenie wartosci pH do okoto 5-5,5 powo-
duje wytracenie preparatu, ktory oddziela sie od mieszaniny reakcyjnej przez wiro-
wanie. Preparat enzymatyczny mozna wykorzystaé kilkakrotnie i po kilku kolejnych
procesach odzysk aktywnego enzymu moze wynosi¢ od 50 do 95% [73, 75-78],
Z polimerami odwracalnie rozpuszczalnymi-nierozpuszczalnymi w wodzie w zalez-
nosci od pH srodowiska wigzano: inhibitory trypsyny i Oamylazy [74], a-amylaze
[76], /3-glukozydaze [73], trypsyne [76, 77], chitynaze i lizozym [75], lipaze [78],
liaze pektynowsg [79] czy ksylanazy [80],

W przypadku polimeréw termowrazliwych uwaza sie, ze dowolny polimer roz-
puszczalny w wodzie, po wprowadzeniu odpowiedniej ilosci ugrupowan hydrofobo-
wych, staje sie odwracalnie rozpuszczalny-nierozpuszczalny, w zaleznos$ci od tem-
peratury (Rys. 2 c). Punkt przejscia fazowego tych polimeréw okresla wartos¢ LCST
(ang. Lower Critical Solution Temperature), ktéra, w zalezno$ci od polimeru, zawie-
rasie w zakresie od 5do 75°C. Przyktadami polimerdw termowrazliwych sg: poli(7V-
podstawiony metyloakryamid) i jego pochodne sieciowane diwinylobenzenem,
poli(7V-winylo-//,//-dwupodstawione amidy), pochodne poli(tlenku etylenu), karbok-
symetylocelulozy, poli(akroilo-piperydyno)cysteaminy [81-86], a takze, rzadziej, biatka
jak elastyna i fibroinajedwabiu (LCST 37°C [73]) lub polipeptydy elastynopodobne
(ELPs) z powtarzalng sekwencja Val-Pro-Gly-(nie prolina)-Gly [87], W$rod enzy-
mdw, wigzanych kowalencyjnie z polimerami temiowrazliwymi, dominujg hydrolazy
polimerdw naturalnych jak chityna, skrobia, celuloza, biatka, pektyna [73-77, 79,82,
87,88], atakze hydrolaza organofosforanowa [87], lipaza [79], /3-galaktozydaza czy
kwasna fosfataza [88].

Uwaza sie, ze enzymy wigzane z polimerami wrazliwymi na zmiany wartosci pH
lub temperatury posiadajg dwa gtéwne obszary zastosowan: w procesach z substra-
tami wielkoczgsteczkowymi i w precypitacji powinowactwa. Celem unikniecia ko-
niecznos$ci kowalencyjnego wigzania enzymu z polimerami wrazliwymi na zmiany
wartosci pH lub temperatury, mozna polimery stosowac jako dodatki do mieszaniny
reakcyjnej. Ich zadaniem jest koprecypitacja enzymu po zakoriczeniu procesu
[76,79] (Rys. 2 d). Jest to metoda rzadziej stosowana ze wzgledu na okoto 80% od-
zysk aktywnosci enzymatycznej w kolejnych procesach.

Wymienione powyzej metody otrzymywania preparatow immobilizowanych,
rozpuszczalnych w wodzie lub rozpuszczalnikach organicznych, poza enzymami lio-
filizowanymi uzytymi w rozpuszczalnikach, tgczgwarunki katalizy homogenicznej,
fatwosc¢ przenoszenia skali i konieczno$¢ doboru warunkdéw immobilizacji do enzy-
mu. W przypadku katalizy w rozpuszczalnikach organicznych, podkresla sie brak
koniecznosci utrzymywania sterylnosci w mieszaninie reakcyjnej. Z koleijedynie en-
zymy liofilizowane, stosowane w rozpuszczalnikach organicznych, i enzymy zwiga-
zane kowalencyjnie z polimerami pH- lub termowrazliwymi, mogaby¢ wielokrotnie
uzyte w procesach okresowych. Natomiast wzrostu termostabilnosci i stabilnosci
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operacyjnej preparatu nalezy przede wszystkim oczekiwaé w przypadkach kowalen-
cyjnej modyfikacji enzymu.

2.2. PREPARATY NIEROZPUSZCZALNE W WODZIE
LUB ROZPUSZCZALNIKACH ORGANICZNYCH

Otrzymywanie preparatow nierozpuszczalnych w wodzie lub rozpuszczalnikach
organicznych to najstarsze i najczesciej omawiane sposoby immobilizacji enzyméw
[16,34, 57, 89, 90]. Podziat technik na trzy podstawowe grupy (Rys. 3) zasadniczo
od lat nie ulega zmianom, poszerzajac sie o udoskonalone lub nowe procedury. W ce-
lach informacyjnych, na rysunku 3, obok technik tradycyjnych, podano w nawia-
sach mozliwo$¢ poszerzenia schematu o immobilizacje na/w potprzepuszczalnych
membranach (tzw. membrany katalityczne). Rownie popularnyjest inny podziat, roz-
rozniajacy procedury bazujace na wigzaniu kowalencyjnym i niekowalencyjnym [34],
Wéwczas metody oparte na adsorpcji i inkluzji sawiaczane wjednagrupe, natomiast
w drugiej znajduje sie kowalencyjne wigzanie enzymow z no$nikiem oraz sieciowa-

Inkludowanie: Zwigzanie z nosnikiem: Sieciowanie:

w sieci zelu, adsorpcyjnie, rozpuszczonego biatka,
otoczkowanie, koordynacyjnie, agregatéw biatkowych,
w mikro(makro)kapsutkach, specyficznie, krysztatow biatka.

w mikro(makro)emulsjach, kowalencyjnie,

(w materiale membrany). (na powierzchni membrany).

Rysunek 3. Podziat metod immobilizacji enzyméw prowadzacych do otrzymywania preparatow
nierozpuszczalnych w wodzie

Od strony procesowej powyzsze trzy grupy tgczy mozliwosé stosowania prepa-
ratow w procesach ciagtych z reaktorem ze ztozem upakowanym i z wystepujacymi
oporami dyfuzyjnymi w ztozu. Natomiast rozni je stopien ingerencji w czasteczke
enzymu i mozliwo$¢ otrzymania preparatu o podwyzszonej stabilno$ci. Generalnie,
enzymy immobilizowane kazdg z powyzszych procedur, posiadajg zwiekszong
odporno$é¢ na dziatalnos¢ enzymdw produkowanych przez mikroorganizmy i czesto
sgmniej podatne na inhibicje. Nie wystepuje rowniez agregacja czasteczek enzymu,
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cojestjedngz przyczyn utraty aktywnosci enzymow natywnych w warunkach pro-
cesowych.

Jezeli rozpatrywac podziat na trzy zasadnicze grupy, to preparaty otrzymywane
przez inkluzjg w zasadzie zawierajgenzym w formie niezmienionej. Zwigzanie biatka
zno$nikiem moze prowadzi¢ do znacznej modyfikacji enzymu, natomiast wszystkie
techniki sieciowania powodujg istotng modyfikacje chemiczngenzymu.

2.2.1. Zamykanie enzymow w fazie nierozpuszczalnej

Najczesciej metoda polega na zamknieciu enzymu natywnego w fazie wodnej,
w $cisle i tatwo definiowalnym obszarze, a ciagtos$¢ fazy cieklej wewnatrz i na ze-
wnatrz preparatu zapewniaja nieciggtosci w fazie zamykajacej. Wymiane substratow,
produktow, aktywatorow czy inhibitoréw z roztworem zewnetrznym zapewnia poro-
wata struktura fazy zamykajgcej, a szybkos¢ tej wymiany jest zawsze, w mniejszym
lub wiekszym stopniu, determinowana dyfuzja reagentéw. Ta forma immobilizacji
jest ograniczona do ukfadéw reakcyjnych z niskoczasteczkowymi reagentami, ze
wzgledu na niewielki rozmiar poréw, ktéry zapewnia zatrzymanie enzymu w prepa-
racie.

¢z zr- surfaktant

Rysunek 4. Przyktady zamykania enzymu w sicci polimeru (a), w sieci polimeru termowrazliwe-
go (b), okludowania polimerami rozpuszczalnymi w wodzie (c) zamykania
w makrokapsutkach (d) oraz w mikroemulsjach (e)

Poniewaz enzym jest defacto w stanie natywnym, ajego oddziatywania z fazg
zamykajaca sg z reguty niewielkie, rzadko obserwuje sie r6znice w aktywnosciach
pomiedzy enzymem natywnym a immobilizowanym, chyba ze wynikajg one z opo-
row dyfuzyjnych w ukiadzie. Stad tez wzrost stabilnosci enzymu jest obserwowany
jedynie w przypadkach, gdy rozpatruje sie odporno$¢ na obecnos¢ rozpuszczalni-
kéw organicznych czy enzymdw degradujacych dany enzym. Najwiekszgniedogod-
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noscia tej metody jest ,,ucieczka” enzymu do roztworu zewnetrznego, co powoduje,
zejest ona zalecana do immobilizacji komorek lub do uktaddw wieloenzymatycznych
[91-94] czy enzymow zbudowanych z oligomerdw [95]. Celem ograniczenia ucieczki
enzymu stosowane sg czesto dodatkowe procedury jak sieciowanie lub dodatkowa
immobilizacja [96,97].

Wyrdznia sie kilka procedur zamykania enzymow: zamknigcie w sieci polimeru,
kapsutkach i w mikroemulsjach oraz otoczkowanie (Rys. 4).

2.2.1.1. Zamkniecie w sieci polimeru

W wersji klasycznej jest to jedna z prostszych i bardziej zachowawczych dla
enzymu metod immobilizacji. Polega na zmieszaniu monomeru(éw) lub polimeru
z roztworem enzymu oraz dodaniu czynnikdw sieciujgcych i ewentualnych inicjato-
réw, celem wywotania polimeryzacji bez udziatu czasteczek enzymu (Rys. 4 a). Taka
procedura moze by¢ stosowana do wszystkich enzyméw, jednak warunki polimery-
zacji moga powodowaé denaturacje biatka. Zdecydowanie najmniej szkodliwa dla
enzymow i najchetniej stosowanajest immobilizacjaw sieci spolimeiyzowanych zwigz-
kéw pochodzenia naturalnego, j ak agar, agaroza, zelatyna (polimeryzacja termoodw-
racalna) czy alginian i karaginian (zelowaniejonozalezne) [98-100], Szczegdlnie popu-
larna jest immobilizacja w zelach alginianowych, stabilizowanych jonami Ca2+
[34, 96, 101,102], ROwnie chetnie stosowane sg zele zelatynowe [34,103], z chito-
zanu i ksantanu [104,105], mieszaniny alginianu i siarczanu celulozy [101] czy octa-
nu celulozy [34], Przyktadami tak immobilizowanych enzymoéw moga by¢: acylaza
penicylanowa [102], ureaza [101], izomeraza arabinozy [96], lakkaza i tyrozynaza
[106], czy lipaza [99, 103, 104].

WSsrod polimerdw syntetycznych, stosowanych w zamykaniu enzymow w sieci
zelu, dominujate, ktére ulegajgpolimeryzacji pod wptywem Swiatta, a takze poliure-
tany lub akrylany (np. popularny poli(akrylamid)) [34,98,107-109] oraz zele z po-
li(glikolu etylenowego) [97] czy polialkoholu winylowego) [109]. W poréwnaniu
z zelami z materiatéw pochodzenia naturalnego, warunki polimeryzacji monomeréw
syntetycznych moga powodowac inaktywacje enzymdw, a monomery i polimery
mogaby¢ toksyczne (jakpoliakrylamid [98]). Przyktadami efektywnej immobilizacji
moze by¢ zamkniecie w zelu 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 szczegdlnym zainteresowaniem cieszasie termo- lub pH-wrazliwe hy-
drozele [72-74, 83, 112-114] (Rys. 4 b). Sato usieciowane polimery pH- lub termo-
wrazliwe, stuzgce najczesciej do kontrolowanego uwalniania enzymow terapeutycz-
nych [72, 83] lub proteaz stosowanych w procesie dojrzewania seréw [113], a takze
w konstrukcji mikrosensoréw [112]. Podkresla sie réwniez mozliwo$¢ ich stosowa-
nia w procesach enzymatycznych (ureaza i /J-galaktozydaza [114], inwertaza [74]),
w ktdrych zaletgjest zmiana objetosci zelu w zalezno$ci od temperatury, co daje efekt
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»pompy hydraulicznej”, zwiekszajgcej szybkos$é transportu substratu i produktu
w objetosci zelu.

Jeszcze wigkszy wzrost zainteresowania obserwuje sie w przypadku tzw. pre-
paratdw zol-zel, otrzymywanych gtownie z alkoholandw metali 0 wzorze sumarycz-
nym M(OR)n gdzie M to najczesciej Al, Si, Ti, aR to grupa organiczna [115-120].
Zwigzki te sagpoddawane wstepnej hydrolizie a nastepnie polikondensacji. Metoda ta
pozwala otrzymaé r6znorodne materiaty od monolitéw, poprzez nano- mikro-
i makroziamiste ztoza, po filmy, wtdkna i materiaty otoczkowane. W zaleznosci od
sposobu postepowania przyjetego po etapie polikondensacji, otrzymuje sie hydrozele
(50-80% wody) i hydrozele sezonowane (5-30% wody) lub kserozelc (po suszeniu)
czy aerozele (po suszeniu w nadkiytycznym CO,) o zréznicowanej powierzchni wias-
ciwej (od 400 do 2000 mr/g) i rozmiarach poréw (od 0,5 do 200 nm) [119]. Zaletami
tych zeli jest duza tatwos¢ wprowadzania grup funkcyjnych na etapie ich syntezy
oraz mozliwo$¢ tworzenia zeli hybrydowych, kompozytowych i szablonowanych
z wykorzystaniem naturalnych lub syntetycznych polimeréw [115,117,119,121,122].
W efekcie otrzymuje sie hydrozele od plastycznych po sztywne, a celem zwiekszcr.id
odpornosci mechanicznej mozna stosowac dodatki grafitu lub celulozy. Do wad na-
lezy zaliczy¢ kompresje ztoza i zamykanie poréw, stabg stabilno$¢ mechaniczna,
aprzede wszystkim uwalnianie sie alkoholu w czasie polimeryzacji. Obecnos$¢ etano-
lu w stezeniach denaturujgcych biatka powoduje, ze czesto immobilizuje sie enzymy
uprzednio stabilizowane (w tym immobilizowane innymi metodami) oraz stosuje sie
materiaty kompozytowe, hybrydowe i szablonowane [122-127]. Przyktadami enzy-
mow immobilizowanych w ztozach zol-zel sgproteazy [115, 125-127], lipazy, este-
razy i fosfolipazy [116, 117, 119, 121, 123, 128], enzymy hydrolizujace polisacha-
rydy [119, 124], oksydoreduktazy [115, 118, 119, 121, 126], fosfatazy [119, 121]
oraz ureaza [115] i acylaza penicylanowa [102],

2.2.1.2. Otoczkowanie (okludowanie)

Jest to metoda czesto przedstawianajako zamykanie enzymu w mikro(makro)kap-
sutkach, co wydaje sie mylgce. W tym przypadku czasteczki enzymu nie wystepujg
w wyraznie wyodrebnionej fazie wodnej, a sg otoczone przez inny zwigzek wielko-
czasteczkowy, ktérym moze by¢ polielektrolit, lipid czy surfaktant. Zamkniecie enzy-
mu z wykorzystaniem polielektrolitdw polega na traktowaniu enzymu lubjego agre-
gatéw kolejno polianionem lub polikationem (kolejnos$¢ zalezy od tadunku biatka)
(Rys. 4 c). Pierwszy z polimeréw, adsorbujac sie na czasteczkach enzymu, powodu-
je jego wytracanie (flokulacje), a utworzone kompleksy polimer-biatko sg nastepnie
stabilizowane i powigkszane przez dodanie polimeru o fadunku przeciwnym. Zaletg
metody jest szybka i efektywna preparatyka, bez modyfikacji chemicznej, bez roz-
puszczalnikéw organicznych i bez konieczno$ci stosowania stezonych roztworéw
enzymoéw. Jednak jest to metoda rzadko stosowana, ze wzgledu na znaczne ograni-
czenia transportu masy, szczeg6lnie gdy otrzymanie stabilnych i nierozpuszczalnych
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preparatow wymaga utworzenia wiekszej ilosci warstw polielektrolitdw [129]. Naj-
czesciej 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 efektywng immobilizacje osig-
gnieto otoczkujac polielektrolitami dehydrogenaze mleczanowa, chymotrypsyne, in-
wertaze, ureaze i lipaze [129-136], Natomiast, jezeli preparat immobilizowany ma
by¢ wykorzystany w rozpuszczalniku organicznym, to zaleca sie okludowanie kwa-
sami ttuszczowymi, lipidami lub surfaktantami [3,28,137-142].

2.2.1.3. Zamykanie w mikro(makro)kapsutkach

Jest to metoda stosunkowo rzadko stosowana w immobilizacji enzymdw
[98,101,140,143,144], Polega ona na zamykaniu fazy wodnej, zawierajgcej enzym,
w pdiprzepuszczalnej membranie polimerowej, otrzymywanej metoda polikondensa-
cji na granicy faz lub miedzyfazowej koacerwacji i podwdéjnego emulgowania
(Rys. 4 d). Wielkos¢ kapsutek waha sie od 1jim do Kilku milimetréw, przy grubosci
$cianki od 0,01 do 1/im [101], Wadatej metody sawieksze ograniczenia w odniesie-
niu do wielkosci substratu i produktu, niz w przypadku inkluzji w zelu oraz mozliwa
denaturacja enzymu w warunkach tworzenia kapsutek. Membrany mikro(makro)kap-
sutek najczesciej sa wytwarzane na bazie azotanu lub octanu celulozy, poliuretanéw,
poliamidu, nylonu, polichlorku winylu, polietylenoiminy, poliakryloamidu, /c-karagi-
nianu lub z blony komdrkowej erytrocytow. Enzymy mozna tez zamykac w obrebie
membran ciektych, ztozonych z poliamin czy izoparafm o wysokich masach cza-
steczkowych. Dobre efekty osiggnieto immobilizujac tag metoda systemy wieloenzy-
matyczne lub/oraz z regeneracjg kofaktoréw, a jako zalety podaje sie zwigkszong
odpornos¢ na enzymy proteolityczne i niewielkie przechodzenie enzymu do roztworu
zewnetrznego [65, 143].

Rownie rzadko stosowang metodg jest zamykanie enzymow w liposomach
[28,34,139,144,145], Sato koncentryczne kulki zbudowane z dwuwarstwy fosfo-
lipidowej lub z innych lipiddw, ktore tworza membrany nierozpuszczalne w wodzie
i nie wymagajace dodatkowego nosnika. Mono- lub wielowarstwowe liposomy two-
rzg struktury o rozmiarach okoto 0,15 /im i, jezeli sg wykonane z naturalnej lub
syntetycznej lecytyny, to moga by¢ wykorzystywane do kontrolowanego uwalniania
enzymow terapeutycznych lub proteaz w procesach dojrzewania serow [141].

2.2.1.4. Zamykanie w mikro(makro)emulsjach
stabilizowanych surfaktantami

Jest to uktad, w ktérym wodne mikroobszary sg otoczone czasteczkami polar-
nego surfaktanta, ktorego liniowe lub rozgatezione fancuchy hydrofobowe kontaktujg



706 J. BRYJAK

sie z otaczajgcym niepolamym rozpuszczalnikiem organicznym [34,146-148]. Cze-
sto metoda ta nosi nazwe immobitizacji w odwrdconych micelach, co mylnie wska-
zuje nauktadjednofazowy.

Enzymy zamykane w mikro(makro)emulsjach zwykle znajdujasie w fazie wod-
nej (Rys. 4 ) i wyrdznia sie trzy mozliwe procedury wprowadzania biatka: wodny
roztwor enzymu dodaje sie do roztworu odwrdéconych miceli (1), biatko w formie
liofilizatu dodaje sie do emulsji (2) i roztwér biatka dodaje sie do emulsji (3) [147],
W efekcie otrzymuje sie dynamiczny ukiad, stabilizowany oddziatywaniami hydrofo-
bowymi, van der Waalsa, elektrostatycznymi i wodorowymi. O stabilnosci i reak-
tywnosci uktadu decyduje rodzaj i stezenie enzymu, surfaktanta (kosurfaktanta), elek-
trolitdw, substratu(éw) i produktu(6w) oraz stosunek molowy wody do surfaktanta.
Stosowa¢ mozna wszystkie typy surfaktantéw (anionowe, kationowe, obojnacze
i niejonowe), a ich dobor zwykle zalezy od tolerancji enzymu. Zaletami tego uktadu
sg: duza powierzchnia kontaktu faz (10-100 m2cm3 z pomijalnymi ograniczeniami
transportu masy, mata objetos¢ reakcyjna, brak zanieczyszczeh mikroorganizmami,
brak agregacji biatka, przejrzystos¢ optyczna umozliwiajaca bezposrednie pomiary
spektrofotometryczne, fatwos¢ zmiany mikroemulsji w makroemulsje i fatwosé prze-
noszenia skali. Immobitizacji w emulsjach czesto towarzyszy wzrost termostabilno-
§ci, stabilnosci operacyjnej i reaktywnosci, ale gtéwna zaletgjest mozliwo$¢ stoso-
wania substratow i produktéw trudno rozpuszczalnych w wodzie. Nalezy podkres-
li¢, ze procesy w $rodowiskach o kontrolowanej zawartosci wody, w ktorych fawo-
ryzowane sg procesy syntezy z udziatem hydrolaz, cieszg sie obecnie szczegdlnym
zainteresowaniem.

Najwieksze ograniczenia metody to czesta denaturacja enzymow w obecnosci
surfaktantéw i rozpuszczalnikdw organicznych oraz utrudniony odzysk produktu
i enzymu. Celem umozliwienia wielokrotnego uzycia enzymu, do rozdziatu faz czesto
stosuje sie techniki membranowe [147, 149], ktore jednak powodujg utrate surfak-
tantow. Natomiast denaturacje biokatalizatora mozna ograniczy¢, wykorzystujgc inne
metody immobilizacji/stabilizacji lub/oraz uzycie biosurfaktantow [28,103,107,139J.
Kolejny problem wigze sie z toksycznoscig (przemyst farmaceutyczny) i niskgbiode-
gradowalnoscig (ochrona srodowiska) tanich, ale syntetycznych surfaktantéw. Po-
szukiwaniabiosurfaktantow (lipopeptyddw) pochodzenia mikrobiologicznego lub ich
synteza enzymatyczna [150-152] pozwalajg liczy¢ na szybkie zwiekszenie ich dos-
tepnosci.

Powyzsze ukfady reakcyjne sg stosowane w przemysle chemicznym (asyme-
trycznatransestryfikacja lipidéw, synteza makrocyklicznych laktonéw), spozywczym
(hydroliza ttuszczow, produkcja emulgatoréw, synteza trigliceiyddw) i farmaceu-
tycznym (biotransformacije steroidéw, synteza enancjoselektywna, synteza prosta-
glandyn i prostanoidéw) [147], Stad tez mikro(makro)emulsje sa najczesciej tworzo-
ne z lipaza [28, 103, 139, 147, 149, 153, 154], ale réwniez z lakkazai tyrozynaza

[106], katalazai oksydazg alkoholowa [155], chymotrypsyng[156] i oksydazg glu-
kozowg [157].
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2.2.2. Zwigzanie enzymu z powierzchnig nosnika

Jestto najpopularniejsza metoda immobitizacji, w ktorej dobdr nosnika i proce-

dury wigzania enzymu posiada zasadnicze znaczenie dlajakosci produktu finalnego.
Szeroka gama no$nikéw od naturalnych po syntetyczne i liczba procedur wigzania
z jednej strony, a struktura enzymu ijego wiasciwosci z drugiej, powoduja, ze nie
istnieja zadne generalne wskazania, skutkiem czego dominuje metoda prob i btedéw
[34,71,89,98,140,144,158,159], Poniewaz rola no$nikéw jest znaczaca, zebrano
podstawowe informacje o ich typach i wkasciwosciach. Przede wszystkim ,,idealny”
nosnik powinien:

- by¢ stabilny chemicznie, fizycznie i mechanicznie, co decyduje ojego trwa-
tosci i mozliwosci zastosowania w reaktorach mieszalnikowych i ze ztozem upako-
wanym;

- posiada¢ odpowiedni dla danego enzymu i ukfadu reakcyjnego charakter
hydrofilowo/hydrofobowy oraz niskasorpcje niespecyficzngwzgledem innych biatek;

- by¢ tatwo dostepny, tani, regenerowalny i posiada¢ odpowiednig forme (ziar-
nisty regularny i nieregularny, wioknisty, w formie powierzchni ptaskich, itp.);

- byc¢ odporny na biodegradacje w trakcie procesu ale jednoczes$nie, po wyko-
rzystaniu, by¢ biodegradowalnym;

- posiada¢ wysokapojemnos$¢ sorpcyjngwzgledem biatka i, zaleznie od mozli-
wosci wystgpienia ograniczen dyfuzyjnych w porach, by¢ lub nie by¢ porowatym;

- nie oddziatywa¢ chemicznie z substratami i produktami reakgji.

Czes¢ wymogow jest wzajemnie sprzecznych, ale i tak nie istnieje materiat,
ktory spetniatby wiekszo$¢ oczekiwar potencjalnych uzytkownikéw. Dlatego czesto
0 wyborze rodzaju nosnika decydujg wymogi procesowe a nie ich kompatybilnos¢
z enzymem.

Nosniki stosowane do immobitizacji enzymoéw mozna podzieli¢ wielorako. Uwz-
gledniajac ich ksztak, najczesciej wykorzystuje sie rozne formy granulatow (kulki,
elipsoidy obrotowe, proszki, nieregularne ziarna) oraz, rzadziej, filmy, powierzchnie
ptaskie, widkna. Nosniki mozna takze podzieli¢ na nieporowate i porowate (0 kon-
trolowanych rozmiarach poréw, o zréznicowanych porach, o strukturze zelowej) lub
ze wzgledu na materiat, z ktérego nosnik zostat wykonany. Ostatni typ podziatu jest
najbardziej popularny [34,65,98,140,158-161] i zgodnie z nim wyrdznia sie:

* no$niki nieorganiczne, aw tym otrzymane z mineratéw surowych (np.: ben-
tonit, krzemionka, grafit, hydroksyapatyt, homblenda, pumeks, glina) lub przetwo-
rzonych (metale i tlenki metali, szkto nieporowate lub o kontrolowanych porach,
ceramika, stal nierdzewna), a z mniej typowych zeolity [120, 162-164] i ptprze-
puszczalne nanokrysztaty [165];

» nosniki organiczne, aw tym pochodzenia naturalnego (np.: celulozaijej po-
chodne, skrobia, dekstran, fibroinajedwabiu, agaroza i alginiany, karaginiany, chityna
1chitozan, kolagen, zelatyna, albumina, aktywowany wegiel) lub z polimeréw 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);

. nosniki hybrydowe nieorganiczno-organiczne (np.: kompozyty z alkohola-
nami metali [121, 122, 126] lub bedgce mieszaningpolimeréw naturalnych i synte-
tycznych [119, 122]).

Zestaw podstawowych cech wymienionych powyzej trzech grup nosnikow
podano w Tabeli 1. Teoretycznie, no$niki nieorganiczne posiadajg najwiecej poten-
cjalnych zalet w zastosowaniach przemystowych: odporne fizycznie, chemicznie i bio-
logicznie, duzy wybér preparatéw handlowych, wiekszo$¢ moze by¢ regenerowana
przez pirolize. Jest to szeroka gama no$nikdw od tanich (piasek, pumeks, bentonit,
porowata ceramika) po drogie (szklo i tlenki metali o kontrolowanych porach, metale
szlachetne). Sposrdd nich najczesciej stosuje sie ztoza krzemionkowe, stosowane
w chromatografii (Nucleosil, Kromasil, LiChrospher, Spherisorb, Hypersil W) czy
Toyonite z kaolinu. Przyktadem handlowego preparatu z organokrzemianujest Delo-
xan. W poréwnaniu z no$nikami syntetycznymi, nosniki nieorganiczne rzadko nega-
tywniewptywajana strukture biatka, za to wigza go w niewielkich ilosciach ze wzgledu
na niewielkaliczbe grup aktywnych chemicznie.

Tabela 1. Zestawienie podstawowych cech nos$nikdw stosowanych do immobilizacji enzymoéw

Nosniki organiczne

Cecha Nosniki Nosniki
nieorganiczne naturalne syntetyczne hybrydowe
Stabilno$¢ chemiczna - :

’ k
fizyczna, mechaniczna wysoka raczej niska wysoka raczej wysoka
Odpornos$¢ biologiczna duza brak duza duza
Regulacja charakteru . . . . .
hydrofobowo/hydrofilowego ograniczona duza duza Srednia

R raczej ziarniste R
Forma raczej ziarniste - - dowolna raczej ziarniste

i tkaniny
Pojemnos¢ wigzania biatka zwykle niska duza Srednia $rednia
Koszt/dostepnosé zrozlnlcov_vany/ $redni/duza niski/duza wysoki/niska
Srednia

Mozliwo$¢ regeneracji dobra brak raczej brak raczej brak
Uciazliwo$¢ dla srodowiska niska brak duza niska
Porowate/nieporowate tak/tak tak/nie tak/tak tak, tak
Destrukcyjny wpltyw L
materiatu no$nika na biatka brak brak czesty najezesciej brak

WSsrdd nosnikéw organicznych, pochodzenia naturalnego, dominujgmatryce bazu-
jace na polisacharydach. Powierzchnia wiasciwa tych no$nikéw (okoto 100 m2g)
oraz duza ilos¢ grup aktywnych chemicznie i fatwos¢ ich modyfikacji, zapewnia zna-
czaca pojemnosé sorpcyjna, przy zadawalajacych whasciwosciach mechanicznych.
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Poza tym sg hydrofitowe i biodegradowalne. Do wad nalezy zaliczy¢ brak odporno-
ci na krancowe wartosci pH, zmiany chtonnosci wody w réznych wartosciach pH,
stopniowe uwalnianie meréw i brak odpornosci na dziatalnos¢ mikroorganizméow
(produkowanych enzyméw). Ich popularno$¢ zwieksza duza oferta handlowa, szcze-
golnie w formie usieciowanych zt6z chromatograficznych o charakterze zelowym.
Przyktadami sg 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 hydrozel z chito-
zanu i ksantanu (Chitoxan). Wsrdd nosnikow dominuje forma ziarnista o rozmiarach
od 5 n (preferowana chromatografia) po 500 /im (preferowane procesy). Chetnie
rowniez stosuje sie tkaniny Iniane i bawetniane [166,167] oraz krystaliczng lub spo-
limeiyzowangsacharoze [168].

Nosniki produkowane w oparciu o biatka nierozpuszczalne wwodzie (kolagen,
zelatyna, wetna owcza, jedwab, maczka kostna, keratyna [27,34,169]) sg zaliczane
do biodegradowalnych matryc hydrofilowych, o zr6znicowanych jakosciowo gru-
pach funkcyjnych, ktére nie nadajasie do regeneracji i sa niestabilne termicznie. Tego
typu nosniki, jako biokompatybilne, preferowane sg w zastosowaniach biomedycz-
nych. Nos$nikami naturalnymi moga by¢ rowniez komorki, a szczegdlnie komorki
drozdzy, posiadajgce certyfikat GRAS (ang. Generally Regarded As Safe) [170], co
ma duze znaczenie w przemysle farmaceutycznym i spozywczym.

Zdecydowanie najliczniejszagrupgnosnikow sg nosniki z polimeréw syntetycz-
nych. Duza ilo$¢ grup polimeréw, a szczegdlnie réznorodno$¢ ich modyfikatow,
doprowadzita do zdominowania iynku no$nikow do immobilizacji, szczeg6lnie w za-
stosowaniach procesowych. Ich zaletami jest mozliwo$¢ regulacji porowatosci, Sred-
nicy poréw i pecznienia warunkami syntezy. Charakteryzujasie szeroka gamamozli-
wosci wprowadzania grup funkcyjnych na etapie syntezy lub/oraz modyfikacji ist-
niejgcych grup. Odporno$¢ nawarunki fizykochemiczne oraz dziatalno$¢ mikroorga-
nizméw i enzymdw stawiaje pomiedzy nosnikami nieorganicznymi i z materiatow
naturalnych. Nosniki z syntetycznych polimeréw mogaby¢ porowate i nieporowate,
o dowolnych ksztattach, a struktura moze by¢ od elastycznej po sztywna. Ich cha-
rakter hydrofobowy, dziatajacy niekorzystnie na strukture I11-rzedowa wiekszosci
enzymow [171,172], moze by¢ tatwo zmieniony modyfikacjg chemiczng gotowych
nosnikéw lub doborem odpowiednich komonomerdw, oferujgc nosniki o zréznico-
wanym charakterze hydrofilowo-hydrofobowym. Do cech ujemnych zalicza sie ob-
cigzajace sSrodowisko warunki syntezy i modyfikacji, niepozadang sorpcje hydrofo-
bowa, praktycznie brak biodegradowalnos$ci i ograniczongmozliwos¢ regeneracji.

0 popularnosci nosnikow syntetycznych zdecydowata w duzej mierze ich do-
stepnos¢ na rynku, niski koszt i walory procesowe. Zwykle wystepujg w formie
drobno- i gruboziarnistych wymieniaczy jonowych. Przyktadami no$nikdw najcze-
Sciej stosowanych w immobilizacji sg ztoza 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 takze z polistyrenu (Amberlite XAD2, Duolite), poliamidu (Nylond,
Nylon 6.6), czy polipropylenu (Accurel).

Noséniki hybrydowe majgna celu tgczenie zalet poszczegdlnych grup no$nikéw
i minimalizacje cech ujemnych. Na przykitad, sieciujac poliakiylamid dekstranem lub
agarozg, otrzymano popularne ztoza Sephacryl i Ultrogel. Zauwaza sie rosngcgpopu-
lamos$¢ nosnikow hybrydowych, w skiad ktérych wchodzi alginian, karaginian, zela-
tyna, poliuretan tub poliakiylan oraz alkoholany metali [119,121,122,126]. Do nos-
nikow kompozytowych mozna takze zaliczy¢ nosniki nieorganiczne lub organiczne,
otoczkowane polimerami syntetycznymi, naturalnymi lub organokrzemianami, celem
wprowadzenia grup funkcyjnych i hydrofobowych lub celem zmniejszenia oddziaty-
wan hydrofobowych [98,173-181]. innym przyktadem sg nosniki szczepione poli-
merami wrazliwymina zmiany pH lub temperatury [73,74] albo otrzymane na bazie
wzajemnie zdyspergowanego powietrza, rozpuszczalnika organicznego i wody (CGAs
-ang. Colloidal Gas Aphron$) [182, 183].

Wérdd metod wigzania enzymow z powierzchnigno$nika mozna wyrdznic kilka
grup, roznigcych sie sitg oddziatywan pomiedzy matryca a biatkiem. W kolejnosci
wzrostu oddziatywan sg to: adsorpcja fizyczna ijonowa, z wykorzystaniem metali
przejsciowych, wigzanie biospecyficzne i wigzanie kowalencyjne.

2.2.2.1. Adsorpcja

Obecnie rzadko wyr6znia sie adsorpcje fizyczng ijonowg ze wzgledu na jed-
nolito$¢ stosowanych procedurjak i mieszany charakter typowych no$nikéw, posia-
dajacych wiasciwosci jonowymieniaczy o obszarach zdolnych do stabych oddziaty-
wan z biatkiem (oddziatywania van der Waalsa, hydrofobowe, wigzania wodorowe).
Adsorpcjajest metoda, w ktorej zwiazanie enzymu z nosnikiem jest stabe, a zatem
wywotuje niewielkie, jakkolwiek zauwazalne zmiany w konformacji biatka [172,173].
Metoda tajest prosta, efektywna i tania, a nosnik mozna tatwo regenerowac. Ponie-
waz proces adsorpcji zwykle nie przekracza 2 godzin [34, 96, 173], jest to takze
metoda szybka. Efektywno$¢ wigzania (réwniez desorpcji) zalezy od zastosowanego
nosnika (gtownie jego powierzchni wiasciwej, Srednicy poréw, rodzaju dominuja-
cych oddziatywan), stezenia biatka, wartosci pH i sityjonowej oraz od temperatury.
Ze wzgledu na fatwo$é desorpcji, tego typu preparaty raczej nie sg stosowane
w przemysle spozywczym i farmaceutycznym, ze wzgledu na utrudniong kontrole
procesu i konieczno$¢ oczyszczania produktu z przymieszek enzymatycznych. Z ko-
lei adsorpcja jest preferowanym sposobem immobilizacji w procesach prowadzo-
nych w $rodowiskach niewodnych i o niskiej zawartosci wody. Poniewaz biatka
charakteryzuje niskie powinowactwo do rozpuszczalnikéw organicznych, w ich obec-
nosci nie obserwuje sie desorpcji [28, 34, 162, 177], | jest to gtéwny powod gwat-
townego wzrostu zainteresowania immobilizacjg przez adsorpcje na nosnikach nie-
rozpuszczalnych w wodzie.
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Wyro6znia sie kilka procedur wigzania biatka przez adsorpcje [28, 34] (Rys. 5):

1. Prosta adsorpcja - nosnik jest zawieszany w roztworze enzymu i po zakon-
czonej adsorpcji odmywa sie niezwigzane biatko [167, 170, 176-178, 181-197],
Jezeli preparat zostanie wysuszony w tagodnych warunkach, moze by¢ stosowany
w rozpuszczalnikach organicznych;

2. Agregacja- do roztworu biatka, zawierajgcego nosnik, dodaje sie rozpusz-
czalnik organiczny lub zwieksza sitejonowa solami nieorganicznymi, celem wywota-
nia agregacji biatka ijego sorpcji nanosniku. Po wysuszeniu mozna stosowac prepa-
rat w Srodowiskach niewodnych [198-200], Jest to metoda znacznie zwigkszajaca
ilo$¢ wigzanego biatka;

3. Depozycja- roztwor enzymu z nosnikiem poddaje sie tagodnemu mieszaniu
i suszeniu. Tu réwniez otrzymany preparat posiada zwiekszong ilo$¢ zwigzanego
biatka i nadaje sie do stosowania w Srodowiskach niewodnych [163, 189, 201-203].

Rysunek 5. Wigzanie enzymu z powierzchnig nosnika przez prostg adsorpcje (a)
lub depozycje/agregacje (b)

Ze wzgledu na stabe oddziatywania enzymu z no$nikiem, zwykle nie obserwuje
sie znaczacych roznic w wartosciach pHat, optymalnej temperatury, stabilnosci
i podstawowych parametrach kinetycznych enzymu natywnego i zwigzanego
[178, 195, 204], poza zastosowaniami w $Srodowiskach niewodnych. Podkre$lana
wielokrotnie desorpcja w wodzie (30-50% [130, 195]) i raczej rzadko spotykany
wzrost termostabilno$ci obniza mozliwos¢ zastosowan praktycznych tych prepara-
téw. Prdbgominiecia tej niedogodnoscijest sieciowanie uprzednio zaadsorbowanego
biatka dwufunkcyjnym reagentem [166,186,205-207]. Ten sposob mozna zaliczy¢
do metod sieciujgcych enzym z nosnikiem, jednak wydaje sie raczej naturalnym uzu-
petnieniem metody adsorpcyjnej. Mozna rowniez, celem zwigkszenia oddziatywan
pomiedzy biatkiem a enzymem, wstepnie otoczy¢ ztoze poli(etylenoiming)
[98, 175-177,180,207], ktdra posiada certyfikat FFDCA (ang. FederalFood, Drug
and Cosmetic Act), dopuszczajacy do kontaktu z zywnoscig lekami i kosmetykami
[98, 175].

Jezeli chodzi o przyktady immobilizacji, to trudno wymienié nosnik i enzym,
ktore nie byty poddane prébie immobilizacji przez adsorpcje. W$réd nowszych do-
niesien znajdujg sie nosniki mineralne [164, 180, 185, 187, 192, 195, 205, 206,
208-212], z naturalnych polimeréw [107, 161, 164, 166, 168, 176, 177, 180, 189,
198,213], z syntetycznych polimeréw [159,161,178—180,186,188,190—193,197,
202, 204, 207, 208, 214-220] oraz kompozytowe [121, 182, 183,186, 221]. Wsrdd
enzymdw dominuja te, ktore sg czesto stosowane:
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- wobecnosci rozpuszczalnikow 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 rowniez lipoksygenaza [185], dehydrataza weglanowa
[221], lakkaza [210], acylaza penicylanowa [214,215], peroksydaza [192] czy dek-
stranosacharaza [213];

- whbiosensorach: 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], 0-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. Wigzanie z udziatlem metali przejsciowych

Metoda ta, czesto wlgczana do metod adsorpcyjnych, wykorzystuje metale przejs-
ciowe, pozwalajgce utworzyc¢ chelaty z nosnikiem i z biatkiem (Rys. 6). Jednakze sita
oddziatywan w chelacie moze nawet odpowiadac oddziatywaniom enzym-kofaktor/
inhibitor lub antygen-przeciwciato [224], stad tendencja do wy#aczenia tej metody
w oddzielng grupe [34, 144],

Rysunek 6. Immobilizacja enzyméw poprzez tworzenie chclatéw z metalami przejsciowymi

W og6lnym schemacie metoda bazuje na wiasciwosciach chelatujacych chlor-
kow i siarczanéw np.: tytanu, wanadu, cyrkonu, cynku, zelaza, niklu i miedzi.
W zwigzkach tych, przyktadowo w obecnosci kwasu imidoacctylooctowego, czes$¢
ligandéw chelatowych mozna podstawi¢ r6znymi ugrupowaniami [34, 224, 225].
Immobilizacje biatka poprzedza formowanie chelatu z grupami hydroksylowymi nos-
nika, a nastepnie, po odmyciu nadmiarujonéw metalu i dodaniu biatka, kolejny ligand
zostaje podstawiony ugrupowaniem -COOH aminokwaséw kwasnych, lub grupa
-OH seryny, tyrozyny czy treoniny, -NH2lizyny, lub grupa-SH cysteiny. Najwiek-
szg efektywno$¢ immobilizacji obserwuje sie w przypadkach tworzenia chelatu
z grupg sulfhydrylowg cysteiny, jednak czesto$¢ wystepowania tego aminokwasu
w biatkach globulamych, a w szczegdlno$ci na ich powierzchni, jest niewielka. Stad
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metoda ta byla sporadycznie stosowana. Dodatkowo, uwalniajgce sie jony metali,
wykluczaty potencjalne zastosowania preparatéw w przemysle spozywczym, farma-
ceutycznym i kosmetycznym. ,,Toksyczno$¢” zt6z mozna minimalizowag, stosujac
jako noéniki tlenki tytanu lub cyrkonu [144], natomiast niska dostepnos¢ histydyny
zwieksza sie dwoma metodami: (1) modyfikacja chemiczng, polegajacaha wprowa-
dzeniu histydyny lub poli(histydyny) na powierzchnig biatka [224] oraz (2) metodami
inzynierii genetycznej, podstawiajac wybrane aminokwasy powierzchniowe histy-
dyna lub wykorzystujac fuzje gendw, celem wbudowania cztonu wzbogaconego histy-
dyna [200, 224, 226], Najlepsze efekty osigga sie, stosujac drugg z wymienionych
metod, gdyz, obok mozliwosci utworzenia preparatu z regenerowalnym nosnikiem,
mozna wbudowaé elementy wzbogacone histydyng w miejscu oddalonym od cen-
trum aktywnego enzymu. Wéwczas, po immobilizacji, centrum katalityczne bedzie
skierowane do roztworu, minimalizujac przeszkody przestrzenne w dotarciu substra-
tudo centrum. Zalety takiej immobilizacji, faczacej korzystne zorientowanie czasteczki
enzymu z powinowactwem histydyny do metali przejsciowych, pozwala na otrzy-
manie preparatu o bardzo wysokiej aktywnosci, wywotanej zjawiskiem preferency-
nej sorpcji enzymu z mieszaniny biatek. Dlatego, w ostatnich latach, obserwuje sie
wyrazny wzrost zainteresowania tg metoda immobilizacji, mimo ze stabilnos¢ prepa-
ratow bywa czesto niska, co wigze sie z inhibicja enzymow uwalniajgcymi siejonami
metalu [144].

Metode wigzania enzymow z nosnikiem, z udziatem metali przejsciowych, wyko-
rzystano do immobilizacji endoksylanazy [226], kutynazy [227], lipazy [228], acy-
lazy glutarylowej [200], a takze /3-gataktozydazy, /3-glukuronidazy, peroksydazy chrza-
nowej, dehydrogenazy mleczanowej, galaktozowej ijabtczanowej czy fosfatazy alka-
licznej [224].

2.2.23. Wiazanie wykorzystujgce specyficzne powinowactwo

Ogromny postep, notowany w inzynierii genetycznej i inzynierii biatek, otworzyt
nowe mozliwosci otrzymywania immobilizowanych enzymow o wyjatkowo wyso-
kiej aktywnosci. Jest to szczegdlnie dobrze widoczne w procedurach opartych o specy-
ficzne powinowactwo bioczasteczek. Zaletami tej grupy technik sg [224, 229]: wig-
zanie enzymu z ligandem wykazujacym powinowactwo w sposob trwaty, ale odwra-
calny w specyficznych warunkach; wigzanie przebiega w tagodnych warunkach pH,
temperatury i bez rozpuszczalnikdw organicznych; mozliwos¢ utworzenia korzyst-
nej orientacji enzymu wzgledem powierzchni nosnika; mozliwo$¢ uzycia enzymu
w formie czesciowo oczyszczonej lub nawet homogenatu komérkowego; wielopunk-
towe wigzanie enzymu z ligandem zapewnia zwigkszongstabilno$¢ preparatu w obec-
nosci czynnikdw denaturujgcych, przy niezmienionych parametrach kinetycznych.
W metodzie tej z nosnikiem wigze sie (zwykle kowalencyjnie) odpowiedni dla enzy-
mu ligand, ktory oddziatuje z enzymem specyficznie i, korzystnie, w miejscu oddato-
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nym od centrum aktywnego. Stosowane ligandy r6znig sie wartosciami statych wig-
zania i stopniem specyficznosci [224], Najczesciej stosowane uktady to:

1. Glikoproteidy- lektyny (Rys. 7 a). Lektyny mogapochodzi¢ z roslin, zwie-
rzat lub mikroorganizmow i posiadajg mozliwos¢ specyficznego taczenia sie z gliko-
zylowanym fragmentem biatka (stata wigzania 106107 [224]). Najchetniej stoso-
wangw immobilizacji lektynajest konkanawalina A (Con A), posiadajaca 4 podmiej-
sca do wigzania 0-D-mannozy [230]. Zajej posrednictwem wigzano naturalne gliko-
proteidy jak: inwertaza [224, 230, 231], peroksydaza i oksydaza glukozowa [224,
230,232,233] oraz karboksypeptydaza i fosfataza kwasna [229] lub enzymy mody-
fikowane mannoza: oksydaza glukozowa i mleczanowa [229], peroksydaza [230],
lakkaza i tyrozynaza [106]. Natomiast Con A zwykle jest wigzana kowalencyjnie
z nosnikiem poprzez grupy aminowe [224, 232] lub przez depozycje na nos$niku
[230, 233];

2. Enzym - przeciwciato monoklonalne lub poliklonalne (Rys.7 b). Metoda wig-
zania opiera sie na powinowactwie immunologicznym wigzanego biatka ijego prze-
ciwciala (state wigzania 10510") monoklonalnego (drogie ale maksymalna specy-
ficznos¢) lub poliklonalnego (tansze ale szerokie spektrum powinowactwa) [224].
Przeciwciata zwykle wigze sie kowalencyjnie z nosnikiem poprzez oligosacharyd prze-
ciwciata, co najczesciej powoduje jego korzystnaorientacje przestrzenng wzgledem
nosnika i wigzanego enzymu. Popularno$¢ wykorzystywania oddziatywan biatko-
przeciwciato w chromatografii powinowactwa powoduje, Ze czesto znane sg warun-
ki wigzania przeciwciat z nosnikami i warunki oddysocjowania enzymu, co utatwia
praktyczne wykorzystanie tej metody immobilizacji [234]. 1tak, z przeciwciatami
monoklonalnymi wigzano karbosypeptydaze, peroksydaze, reduktaze azotanowa, cstc-
raze acetylocholinowa, oksydaze cholinowg i glukozowa, dehydrogenaze mlecza-
nowa, a z poliklonalnymi wigzano /3-galaktozydaze, Gt-amylaze i glukoamylaze, tryp-
syne, chymotrypsyne i subtylizyne, a takze ureaze, inwertaze czy L-hydantoinaze
[98, 224, 229];

3. (Strept)awidyna- biotyna (Rys. 7 ¢). Awidyna (z biatkajaja kurzego, tansza
i 0 mniejszej specyficznosci) i streptawidyna (pochodzenia bakteryjnego, drozsza
i 0 wiekszej specyficznosci) charakteryzujgsie posiadaniem 4 miejsc wigzacych bio-
tyne z unikalnie duzasitg oddziatywan (state wigzania okoto 105[224]), co zaliczaje
do najsilniejszych wigzan niekowalcncyjnych. Zwigzanie enzymu z nosnikiem po-
przez (strept)awidyne mozna zrealizowaé na kilka sposobéw: (1) do biotynylowa-
nego nosnika dodaje sie ligand a nastepnie biotynylowany enzym [47]; (2) ligand
wigze sie z nosnikiem kowalencyjnie i wigze sie biotynylowanc biatko [98,229]; (3)
do biotynylowanej matrycy dodaje sie biatko chimeryczne, otrzymane przez fuzje
genu danego enzymu i genu kodujacego streptawidyne lub fragment kodujacy obszar
odpowiedzialny za rozpoznanie biotyny [104,229,235-237]. Natomiast biotynylo-
wane enzymy otrzymuje sie poprzez modyfikacje chemiczng [98,229] lub metodami
inzynierii genetycznej, wigczajac biotyne lub peptyd z biotyna [236]. Przyktadami
immobilizacji enzymow z wykorzystaniem wiasciwosci (strept)awidyny sa: trypsy-
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na, /3-glukozydaza, /3-galaktozydaza i fosfataza alkaliczna [235], lipaza [106], keraty-
naza [237].

Rysunek 7. Przykfady odwracalnego wiazania enzymu z powierzchnig nosnika na bazie specyficznych
oddziatywarh pomiedzy lektyng a tnannoza zwiazang z biatkiem (a), enzymem a przeciwciatem (b) oraz
streptawidyng a biotyng zwigzang z biatkiem (c)

Powyzsze metody faczy szczeg6lnie wysoki koszt otrzymywania preparatéw
enzymatycznych, gtdwnie spowodowany ceng ligandéw i modyfikowanych enzy-
moéw. Dlatego gtowny obszar praktycznych zastosowarn to produkcja biosensoréw,
szczegOlnie bioczipdw, w ktorych niewielkie rozmiary powierzchni do wigzania enzy-
mow wymuszajg stosowanie czystych biokatalizatoréw i o korzystnie zorientowa-
nym centrum aktywnym [229, 238].

2.2.2.4. Wiazanie kowalencyjne

Technika ta polega na utworzeniu wigzania kowalencyjnego pomiedzy grupami
funkcyjnymi biatka i nosnika. Liczne opracowania ksigzkowe i publikacje przegla-
dowe wyczerpujaco omawigjgzagadnienia zwigzane z chemiczg modyfikacja nosni-
kow i reakcjami wigzania enzymow [2, 16, 34, 62, 70, 98, 140, 144, 158, 160; 239
i 240 wjezyku polskim], dlatego ograniczono si¢ do przedstawienia najczesciej sto-
sowanych sposobéw immobilizaciji.

Przede wszystkim jest to metoda wymagajaca wiedzy o podatnosci i dostepno-
§ci grup funkcyjnych biatka w wybranym sposobie immobilizacji, a takze mozliwosci
wystgpienia inaktywacji enzymu w warunkach tworzenia wigzania. Poniewaz za-
rowno sktad aminokwasowy wielu enzymdw, a w szczegdlnosci prawdopodobien-
stwo wystgpienia danego aminokwasu na powierzchni biatka, jak i ich stabilno$¢
w danych warunkach wigzania (pH, temperatura, obecno$¢ rozpuszczalnikow orga-
nicznych), czesto nie sg znane, wybdr metody ma zwykle charakter przypadkowy.
Teoretyczne wskazania sg takie, zeby w wigzaniu kowalencyjnym wykorzystywac
takie grupy funkcyjne, ktdre sgpodatne na modyfikacje chemiczna i nie sg zaangazo-
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wane w proces katalizy oraz nie biorgbezposredniego udziatu w stabilizacji struktury
I11-i IV-rzedowej biatka. Rozpatrujgc okoto 20 aminokwasow biatkowych, 11 mozna
aktywowac chemicznie lub wykorzysta¢ w wigzaniu z aktywnym nosnikiem. Sg to
grupy: hydroksylowe seryny i treoniny; tioeterowa metioniny; indolowa tryptofanu;
imidazolowa histydyny; guanidynowa argininy; fenolowa tyrozyny; karboksylowe
kwasu asparaginowego i glutaminowego lub aminokwasu C-kohicowego; sulfhydiy-
lowa cysteiny; aminowe lizyny lub N-kohcowego aminokwasu. Jednak, uwzglednia-
jac niska reaktywnos$é seiyny i treoniny w roztworach wodnych oraz niskga czestotli-
wos¢ wystepowania kilku nastepnych aminokwasow, najczesciej w reakcjach wig-
zania kowalencyjnego bierze udziat ugrupowanie dotowe cysteiny, fenolowe tyro-
zyny, imidazolowe histydyny i aminowe lizyny [34,158].

Rozpatrujac grupy funkcyjne nosnikéw, do wytworzenia wigzania kowalencyj-
nego z biatkiem wykorzysta¢ mozna: aminy aromatyczne i I-rzedowe, grupy hydro-
ksylowe i karboksylowe, pochodne bezwodnikéw kwasowych i cyklicznych wegla-
now, winylosulfonowe i winyloketonowe, oksiranowe i aldehydowe, halogenkowe
i tiolowe oraz imidoestrowe. Jednak kapitalna wiekszo$¢ procedur wigzania dotyczy
immobilizacji z wykorzystaniem ugrupowan hydroksylowych, karboksylowych, ami-
nowych i. oksiranowych. Obecnos¢ grup funkcyjnych na/w nosniku wynika albo
Z jego sktadu (np.: nosniki organiczne z polimeréw naturalnych), albo jest wprowa-
dzana na etapie jego syntezy. W pozostatych przypadkach nosnik musi by¢ poddany
funkcjonalizacji metodami chemicznymi lub fizycznymi. O efekcie koricowym immo-
bilizacji decyduje ilos¢, jako$¢ i dystrybucja grup funkcyjnych na/w nosniku.

Tabela 2. Gt6wne rodzaje chemicznej aktywacji grup funkcyjnych nosnika oraz biatka.
Plusem oznaczono odpornos¢ biatka i no$nika na warunki aktywacji

Typ aktywacji Biatko Nosnik
Diazowanie - +
Tworzenie wigzan amidowych +/- +
Alkilacja i arytacja + +
Tworzenie zasad Schiffa* + +
Reakcja Ugi** R +
Amidynowanie - +
Tworzenie wigzan disiarczkowych - +
Indukcja promieniowaniemy + +

* wigzanie pomiedzy grupa karbonylowa zaktywowanego no$nika i grupg aminowa biatka lub przytaczenie grupy aminowej
enzymu do podwdjnego wigzania w a,Bnienasyconych oligomerach aldehydu glutarowego
** utworzenie /"-podstawionego amidu w sekwencyjnej reakcji czterech ugrupowan funkcyjnych (-NH2 -CHO,-CO,H, -NC)
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Tabela 3. Sposoby i warunki wigzania kowalencyjnego enzymow
z réznymi typami grup funkcyjnych nos$nikéw

Warto$¢ pH korzystna

Grupa funkcyjna Grupa funkcyjna L .
pnos’nikayj pbiaika Y Czynnik wigzacy/aktywujacy dla reakcji wigzania
biatka
-nh2 karbodiimid 3,5-4,5
-COOH -COOH izocyjanki 4,0-8,0
-NH2-SH,-OH metoda azydkowa 8,0-9,0
-nh?2 aldehyd glutarowy 6,0-8,0
-nh2 kwas askorbinowy 6,0-7,0
-COOH karbodiimid 3,5-4,5
-NH2
-COOH izocyjanki 4,0-8,0
-nh2 karbodiimid 8,0-95
-nh2 triazol 7,5-9,5
- -N'H2 imidazol . . 6,0-8,0
aminy aromatyczne -OH sole diazoniowe 8.0-9.0
grupy oksiranowe lub -SH 7.0-9,0
glicydylowe -nh2 9.0-11,0
-OH 11.0-13,0
-SH -SH 5,0
-nh2 6,0-10,0
-SH diwinylosulfon 9.0-11,0
-OH 11.0-13,0
“nh2 nadjodan sodu i aminacja u7,0-11,0
redukcyjna
-nh2 bromocyjan 8,0-10,0
-nh2 hydrazyna 7,0-9,0
-nh2 benzochinon 7,0-9,0
-OH -nh2 nadjodan sodu 7,5-8,5
-NH . .
' -S- 7,05-9,0
-OH trichloro-s-triazyna
-nh2 karbodiimid 8,0-9,5
-nh2 chlorek tresylu 7,5-10,5
-OH sole diazoniowe 6,0-8,0
-nh2 mrowczan p-nitrofenylu 8,5-9,5

Celem wytworzenia wigzania kowalencyjnego pomiedzy enzymem a no$nikiem,
zazwyczaj jeden z tych elementéw musi by¢ poddany aktywacji. Poniewaz czes¢
procedur wywotuje denaturacje enzymu (Tabela 2), a usuniecie nadmiaru aktywatora
z roztworu biatka stanowi dodatkowe utrudnienie, najczesciej aktywacji poddawane
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sg grupy funkcyjne no$nika. Natomiast sam czynnik aktywujacy moze petié role
aktywatora reakcji tworzenia wigzania kowalencyjnego (jak bromocyjan czy karbo-
diimid) lub wbudowywa¢ siepomiedzy grupy funkcyjne nosnika i biatka (jak aldehyd
glutarowy lub diwinylosulfon). Wykaz najczesciej aktywowanych grup funkcyjnych
nos$nikow, stosowanych aktywatorow i ugrupowan funkcyjnych biatka zestawiono
w tabeli 3 [144, 241-244].

Obok nosnikoéw wymagajacych wstepnej funkcjonalizacji/aktywacji, dostepne
sg rowniez takie, ktore posiadajg ugrupowania reaktywne. Przyktadami sg nosniki
aktywowane bromocyjanem (Agarose CNBr, CNBrsilica, 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 no$nikow 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 wigzan kowalencyjnych
rozpoczyna sie od wybrania warunkdw i czasu aktywacji oraz doboru warunkdéw
i czasu niezbednego do wytworzenia wigzania kowalencyjnego biatko-nosnik. Prze-
cietnie czas tworzenia tego wigzaniajest znacznie dtuzszy niz 2 h i decyduje o praw-
dopodobienstwie utworzenia wigzan pojedynczych lub wielokrotnych. O efekcie kon-
cowym immobilizacji gtéwnie decyduja: powierzchnia nosnika dostepna dla biatka;
ilos¢ zaktywowanych grup funkcyjnych nosnika; rodzaj czynnika wiazacego enzym
zno$nikiem; dostepnosc¢ grup funkcyjnych biatka w danym pH; odlegtos$¢ zwigzane-
go enzymu od powierzchni nosnika i orientacja przestrzenna centrum aktywnego;
mono- lub wielopunktowe zwigzanie enzymu z no$nikiem i powinowactwo chemicz-
ne enzymu do materiatu nosnika.

Celem nadrzednym immobilizacji kowalencyjnej jest trwale zwigzanie enzymu
z nosnikiem, jednak obok dodatkowych korzysci, jak zwiekszenie odpornosci bioka-
talizatora na czynniki denaturujace przez usztywnienie konformacji biatka, moga poja-
wic sie zjawiska niekorzystne, obnizajace aktywnos$¢ otrzymanego preparatu. Przede
wszystkim cze$¢ biatka ulega nieodwracalnej denaturacji na skutek modyfikacji che-
micznej lub utworzenia wigzania z aminokwasem z centrum aktywnego (Rys. 8 b).
Wiazanie chemiczne moze réwniez indukowac rozfatdowanie struktury Ill-rzedowc;j
biatka, a centrum aktywne moze by¢ niekorzystnie zorientowane wzgledem powierz-
chni nosnika (Rys. 8 c). Z kolei wiazanie wielopunktowe, zwiekszajac stabilnos¢
enzymu, zwieksza tez prawdopodobieristwo wystapienia niekorzystnych zmian kon-
formacyjnych (Rys. 8 b). Natomiast nadmiar zwigzanego biatka czesto wywotuje
przestrzenne przeszkody w dotarciu substratu do enzymu (Rys. 8 c).
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Rysunek 8. Kowalencyjne zwigzanie enzymu (E) z nosnikiem. Enzym aktywny (a) i nieaktywny
na skutek zmian konformacyjnych (b) lub przeszkéd przestrzennych (c); nieprawidtowe i prawidtowe
zwigzanie oligomerycznych biatek enzymatycznych (d); zwigzanie enzymu z wbudowaniem ramienia

przestrzennego (c)

Ilo$¢ mozliwych kombinacji w doborze nosnika i procedury wigzania oraz nieja-
sne, zazwyczaj, przyczyny wysokiej lub niskiej aktywnosci preparatu po immobiliza-
cji, najczesciej uniemozliwiajgracjonalny dobor metody wigzania, odpowiedniej dla
danego enzymu. Istnieje zaledwie kilka wskazan, ktérych nie mozna traktowacé jak
reguty. | tak, celem ochrony centrum aktywnego, mozna wigza¢ enzym w obecnosci
inhibitora kompetycyjnego lub substratu, co blokuje ugrupowania istotne katalitycz-
nie lub tez mozna immobilizowaé prekursory enzymu [2,175], Zwigkszenie prawdo-
podobienstwa korzystnej orientacji centrum aktywnego osigga sie, wprowadzajgc
dodatkowe ugrupowania funkcyjne modyfikacja chemicznglub metodami inzynierii
genetycznej tak, aby byty usytuowane po przeciwnej, do centrum aktywnego, stro-
nie biatka [2,34]. W przypadku niektérych enzyméw, jak glukoamylaza czy lewano-
sacharaza, immobilizacja poprzez aldehyd glutarowy jest niekorzystna [161, 175],
natomiast acylaza penicylanowa nie powinna by¢ wigzana przez grupy -COOH tego
biatka [245]. Z kolei glikoproteidy, jak oksydaza glukozowa, peioksydaza czy inwer-
taza, korzystnie jest wigza¢ poprzez ich elementy weglowodanowe [43, 98, 246].
W przypadku wigzania enzyméw bedacych biatkami oligomerycznymi, tylko wigza-
nie wielopunktowe moze ograniczy¢ oddysocjowanie podjednostek [34, 247, 248]
(Rys. 8d). W przypadku reakcji z substratami bedgcymi polimerami, problemy zwig-
zane z przeszkodami w dotarciu substratu do centrum aktywnego mozna obnizy¢
poprzez niskie obsadzenie powierzchni nosnika biatkiem lub/oraz wbudowanie ramie-
niaprzestrzennego (ang. spacerami) pomiedzy nosnik abiatko [239,240,249,250]
(Rys. 8 e). Natomiast stabilno$¢ wigzania poprzez zasady Schiffa mozna zwiekszy¢,
redukujac wigzania podwadjne borowodorkiem sodu, cyjanoborowodorkiem sodu lub
kwasem askorbinowym [243, 251].

Poniewaz metoda wigzania kowalencyjnego jest rownie popularnajak immobi-
lizacja adsorpcyjna, rowniez w tym przypadku trudno wymieni¢ nosniki i enzymy
w niej nie wykorzystane. Aktywacji poddawano nosniki 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 czesto
wykorzystuje sie nosniki handlowe, posiadajgce ugrupowania reaktywne (np.: Sepa-
bead [278, 279], epoxysilica [141], CNBr Sepharose [246], a szczegdlnie chetnie
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Eupergit C, z ugrupowaniem epoksydowym [214, 215, 220, 263, 280-288], ktore-
mu po$wiecono oddzielngprace przegladowa [89]. Enzymy wigzane kowalencyjnie
z no$nikami nierozpuszczalnymi w wodzie relatywnie rzadko stosuje sie w reakcjach
z niskg zawartoscig wody [220,269, 279, 289]). Gtéwne zastosowania to:

- produkcja biosensoréw 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 enzymatycznejak: hydroliza biatek [127,170,244,291], thuszczow
[109, 179, 262, 272, 292], oligo- i policukréw [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 takze reakcje izomeryzacji [96, 295] oraz z hydantoinazg
[268, 280], lakkazg [288], oksydazg glukozowa [251] i naringinazg [27].

2.2.3. Sieciowanie enzymu

W odréznieniu od innych, nierozpuszczalnych w wodzie katalizatoréw enzyma-
tycznych, preparaty otrzymywane metodami sieciowania nie zawierajg istotnego udzia-
tu masowego nieaktywnego nosnika. Obecno$¢ nosnika, stanowigcego od 90,0 do
99,9% masy catkowitej preparatu [297], powoduje ,,rozcienczenie” aktywnosci
w reaktorach, obnizajac produktywnos$¢ uktadu. Natomiast immobilizacja oparta na
bezposrednim sieciowaniu biatek w r6znych formach oferuje preparaty o najwyzszej,
z mozliwych, aktywnosci w przeliczeniu najednostke masy finalnego produktu.

Ogo6lny schemat otrzymywania usieciowanych preparatow polega na utworze-
niu wielokrotnych, i w trzech wymiarach, wigzan kowalencyjnych pomiedzy czgs-
teczkami enzymu z wykorzystaniem odpowiednich reagentéw. Tymi reagentami moga
by¢jedno, dwu- i wielofunkcyjne czynniki sieciujgce, przy czym najczesciej stoso-
wane sgreagenty dwufunkcyjne. Czynniki wigzace czasteczki biatka mozna podzieli¢
na [3, 144]:

- indukujace utworzenie wigzania kowalencyjnego bezposrednio pomiedzy
dwoma ugrupowaniami chemicznymi enzymow, bez wbudowania dodatkowego ele-
mentu. Sato karbodiimidy, pochodne izoksazodynowe i chloromréwczany;

- wbudowujace sie pomiedzy grupami funkcyjnymi biatek. Moga one byc¢:
(1) homodifunkcyjnymi zwiazkami acylujacymi, z przewaga specyficznosci wzgle-
dem grup aminowych (diimidoestry, bis-succinimidyl, diizocyjaniany, diizocyjanaty,
halogenki disulfonowe, estry dinitrofenylowe, dialdehydy, diacyloazydki) lub homo-
difunkcyjnymi zwigzkami alkilujgcymi, specyficznymi wzgledem grup sulfhydrylo-
wych (bis-maliimidy, pochodne bis-haloacetylowe, dialkilohalogenki, bis-oksirany),
oraz (2) zwigzkami heterodifunkcyjnymi, bedagcymi kombinacjg grup reaktywnych
czynnikow alkilujgcych iacylujacych.

Mimo duzej réznorodnosci czynnikéw sieciujacych biatka, zdecydowanie naj-
czesciej wykorzystuje sie aldehyd glutarowy. Swojapopularno$é zawdziecza gtow-
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nie stabilnosci, niskiej cenie, wydajnosci, fagodnym warunkom sieciowania i certyfi-
katowi GRAS [98,140]. Istniejajednak proby jego zastgpienia rownie reaktywnymi
i mniej toksycznymi, ale niestabilnymi dialdehydami, bazujacymi na glukozie, laktozie
i galaktozie [298,29],

a b C

Rysunek 9. Metody immobilizaeji poprzez sieciowanie rozpuszczonego (a),,w formie agregatéw (b)
i krysztatéw (c) biatka

Sieciowaniu mozna poddac r6zne formy enzymu. Popularngprocedurajest sie-
ciowanie biatka uprzednio zwigzanego z no$nikiem lub zamknigtego w sieci zelu, co
jednak nalezy traktowac jako uzupetnienie innych technik immobilizaeji. Natomiast
procedury tworzenia preparatéw bez dodatkowej masy nosnika ograniczajg sie do
sieciowania enzymu w roztworze wodnym lub agregatow biatkowych, lub kryszta-
tow (Rys. 9). Metody te taczy tworzenie tréjwymiarowej struktury, w ktorej czas-
teczki enzymu sg potgczone wielokrotnymi wigzaniami kowalencyjnymi i oddziaty-
waniami niekowalencyjnymi, co daje unikalnie wysoka stabilno$¢ enzymu w prepa-
racie, ale jednoczes$nie istotng utrate aktywnosci.

2.2.3.1. Sieciowanie biatka w formie rozpuszczalnej

Sieciowanie rozpuszczonego wwodzie enzymujest najwczesniejszagmetodaotrzy-
mywania nierozpuszczalnych i nie zawierajacych nosnika preparatéw enzymatycz-
nych. Najczesciej wymienianag zaletg tej metody jest znaczacy wzrost termostabil-
nosci oraz, rzadziej, stabilnosci operacyjnej. Sposrad gtownych wad nalezy wymie-
ni¢ duzg utrate aktywnosci, wywotang wielopunktowa modyfikacjg chemiczng, niska
powtarzalnos¢ metody oraz problemy z otrzymaniem jednolitych rozmiarowo agre-
gatow i preparatow handlowych [140, 154, 297, 300], Natomiast sama procedura,
polegajagca na dodaniu czynnikasieciujgcego do roztworu enzymu w ilosci zapewnia-
jacej wypadanie z roztworu usieciowanych agregatéw, nalezy do wyjgtkowo pro-
stych. Efektkoricowy zalezy gtéwnie od stezeniabiatka i czynnika sieciujgcego, war-
tosci pH mieszaniny, temperatury i sityjonowej [297],

Wymienione powyzej wady sieciowania enzymuw formie rozpuszczalnej w wo-
dzie spowodowaty, ze ta metoda zostata prawie zarzuconajuz w péznych latach 60.
ubiegtego wieku [297]. Pojawienie sie licznych modyfikacji metody nie wniosto zna-
czacej poprawy jakosci preparatdw. Modyfikacje te zmierzaty przede wszystkim do



722 J. BRYJAK.

zmniejszenia przeszkod przestrzennych w dostepnosci centrum aktywnego enzymu
dla substratu i zmniejszenie utraty aktywnosci, spowodowanej wielopunktowg mody-
fikacjgchemiczngenzymu poprzez kosieciowanie biatek inertnychjak zelatyna, kaze-
ina, alboumina, kolagen lub polimeréw rozpuszczalnych w wodzie [98,144,154,301].

2.23.2. Sieciowanie agregatow

Sieciowane agregaty enzymatyczne (CLEAs - ang. Cross-Linked Enzyme
Aggregates) sa najnowszg metoda immobilizacji przez sieciowanie [297,302-305],
W metodzie tej do roztworu enzymu dodaje sie czynnika wywotujacego niedenaturu-
jacgagregacje, a otrzymane agregaty biatka sg nastepnie sieciowane dwufunkcyjnym
reagentem. Wiasciwosci katalityczne finalnego produktu w znacznym stopniu moga
zaleze¢ od typu precypitacji (np.: wysalanie, wytragcanie rozpuszczalnikiem organicz-
nym), zawartosci biatek balastowych, stezenia czynnika sieciujgcego i czasu siecio-
wania [297,303,304], Duze problemy nastrecza niewielka mozliwos¢ kontroli wiel-
kosci agregatow, dobor warunkow agregacji i sieciowania oraz trudna kontrola ste-
rowania porowatoscia preparatéw. Do zalet zalicza sie brak koniecznosci stosowania
czystych biatek enzymatycznych, niski koszt produkcji, taczenie immobilizacji z oczysz-
czaniem enzymu oraz, przede wszystkim, wysoka aktywno$¢ w przeliczeniu na mase
preparatu (do 40%) i zwiekszong stabilnos¢. Do chwili obecnej CLEAS byty tworzo-
ne na bazie acylazy penicylanowej [297,302,303, 305] i lipazy [297,304],

2.23.3. Sieciowanie krysztatow

Mimo ze pierwsze usieciowane krysztaty enzymu (CLECs - ang. Cross-Linked
Enzyme Crystal$) otrzymano w latach 60. ubiegtego wieku [297], ich wartos¢, jako
preparatéw immobilizowanych, doceniono dopiero na poczatku lat 80., w zwigzku
zrozwojem katalizy enzymatycznej w Srodowiskach z ograniczong zawarto$cigwody
[306]. Zainteresowanie wzbudzita wysoka pH- i tcrmostabilno$¢, odpornos¢ mecha-
niczna, stabilno$¢ w rozpuszczalnikach organicznych i bardzo wysoka aktywno$é
w przeliczeniu najednostke masy preparatu, zwigzana z gestym upakowaniem czgs-
teczek enzymu w krysztatach. Przecietna procedura polega na otrzymaniu mikro-
krysztatow lub zarodkéw krystalizacyjnych o rozmiarach 1-20 ;um, ktdre sieciuje sie
zwykle aldehydem glutarowym [307,308] lub diaminami, jezeli enzymjest glikozylo-
wany [309]. Jest to tak zwane sieciowanie wewnatrz krysztatu, po ktérym nastepuje
dalsze sieciowanie pomiedzy krysztatami, prowadzace do zwiekszeniarozmiaru CLECs
i wzrostu utraty rozpuszczalnosci w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych. Regu-
lacja czasu sieciowania pozwala otrzymac preparaty o rozmiarach od 5 do 100 ;um,
a dodatkowe dalsze sieciowanie zwigksza stabilno$¢ operacyjng preparatu, jednak
kosztem utraty czesci aktywnosci [307, 309-311],
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Jesttojedna z drozszych ibardziej skomplikowanych metod immobilizacji. Wy-
soka cena wynika z kosztow otrzymywania czystego enzymu, niezbednego do pro-
dukcji krysztatow [300, 306, 309], natomiast skomplikowanie jest skutkiem prob-
lemdw z doborem warunkéw krystalizacji (pH, temperatura, precypitant, przeciwjo-
ny, stezenie biatka) oraz warunkow sieciowania (stezenie czynnika sieciujgcego i do-
bor rozpuszczalnika) [306, 307, 309]. Jednak wysoki koszt moze zosta¢ skompen-
sowany wyjatkowo wysoka stabilnoscig operacyjna i mozliwoscia dtugoterminowego
przechowywania [312], Dodatkowg zaletg sieciowanych krysztatow jest obecnos¢
w preparacie otwartych kanatéw o rozmiarach 20-55 A, co utatwia dyfuzje substra-
tow i produktow [309, 312]. W efekcie, opory dyfuzyjne w preparacie sg poréwny-
walne z wystepujacymi w innych heterogenicznych biokatalizatorach [300, 302],
przy wyraznie wigkszej stabilnosci w rozpuszczalnikach organicznych i mieszani-
nach wodno-organicznych [89, 297, 300, 307, 308].

CLECs sg chetnie stosowane do immobilizacji enzymdw multimerycznych oraz
stosowanych w rozpuszczalnikach organicznych [89, 300,306-310, 313], Najczes-
ciej prezentowane reakcje z udziatem CLECs, to rozdziat chiralny zwigzkow, transe-
stryfikacja, transformacje chemo-, regio- i stereoselektywne oraz synteza oligopep-
tydoéw z udziatem lipaz, chymotrypsyny i dehydrogenazy alkoholowej [306, 309],
acylazy penicylanowej [306], subtylizyny [308, 314], termolizyny [313] i liazy hydro-
ksynitrylowej [307] oraz hydroliza penicylin z udziatem acylazy penicylanowej [102]
i produkcja syropéw fruktozowych z izomeraza glukozowsa [310,311, 315, 316],

3. MIESZANE METODY IMMOBILIZACJI ENZYMOW

taczenie r6znych metod immobilizacji/stabilizacji enzymdwjest obecnie prakty-
kaczesta, ajej popularno$é wynika z niskiej stabilnosci operacyjnej preparatdw otrzy-
mywanych z wykorzystaniem jednej z procedur. Przyktadami moze by¢ stabilizacja
enzymu (zwykle metoda chemiczng), anastepnie adsorpcja [42] lub mikro(makro)enka-
psulacja [139], lub sieciowanie [97], lub zamkniecie w sieci zelu [269, 317], Czesto
sieciuje sie enzym uprzednio zwigzany z nosnikiem adsorpcyjnie [166, 175, 186,
205, 207] lub kowalencyjnie [262], Mozna rowniez zamyka¢ enzym w sieci zelu,
a nastepnie preparat podda¢ otoczkowaniu [276, 294, 318, 319] lub sieciowaniu
[96, 320], Z kolei w sieci zelu zamyka sie enzymy zaadsorbowane na nosniku
[96, 213], mikro(makro)kapsutkowane [103, 321] lub zwigzane kowalencyjnie
z no$nikiem [213, 264], Sg réwniez przyklady sieciowania enzymow otoczkowa-
nych [319] oraz poddanych mikro(makro)enkapsulacji po uprzedniej adsorpcji na
nosniku [322],
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4, WEASCIWOSCI PREPARATOW IMMOBILIZOWANYCH

Petna charakterystyka enzymu po immobilizacji obejmuje infomiacije o ilosci zwig-
zanego biatka, aktywnosci i stabilnosci w zalezno$ci od wartosci pH i temperatury,
odpornosci na rozpuszczalniki organiczne i zanieczyszczenia substratu, wartosciach
parametréw Kinetycznych, braku/obecnosci oporéw transportu masy oraz stabilno-
§ci operacyjnej i w warunkach przechowywania.

Rysunek 10. Zmiany stabilnosci enzymu po immobilizacji (-----), wywotane otrzymaniem frakcji
enzymu o zréznicowanej stabilnosci (a) lub zwigzaniem wielu warstw enzymu (b)
Enzym natywny - lima ciagta

Stabilno$¢ operacyjna i w warunkach przechowywaniajest zwykle efektem sta-
bilizacji napoziomie molekularnym iilosci zwigzanego biatka. Czesto wyraza si¢ zmiang
kinetyki inaktywacji, wskazujaca na istnienie dwoch lub wiecej populacji enzymu
0 roznej stabilnosci [34,265] (Rys. 10 a). Wysokie stezenie biatka w preparacie po-
woduje, ze poczatkowo jedynie zewnetrzna warstwa przejawia aktywnos$é, a po jej
denaturacji ,,ujawniaja” sie kolejne warstwy (tzw. efekt Zulu [140]) (Rys. 10 b).
Stabilno$¢ w warunkach ciagtej ekspozycji na warunki procesowe nalezy odréznic
od zwykle prezentowanych w literaturze badan nad kinetyka inaktywacji w nieobec-
nosci reagentow, ktdre moga stabilizowac/destabilizowaé enzym.

Aby enzym po immobilizacji byt aktywny, musi posiada¢ odpowiednig konfor-
macje i umozliwiongruchliwo$¢ konformacyjng. Wiekszo$¢ procedur immobilizacji
wywotuje zmiany konformacji i ogranicza ruchliwos¢, czynigc cze$é czasteczek nie-
aktywnymi. Powoduje to niskg aktywno$¢ enzymu w przeliczeniu na ilo$¢ zwigza-
nego biatka [34], Natomiast jest wysoce mato prawdopodobne, aby zmiany wiasci-
wosci enzymu byty skutkiem immobilizacji. Czesciej przyczyngzmianjest mikrosro-
dowisko, w jakim funkcjonuje enzym [65, 140, 300, 323], Rola mikro$rodowiska
jest szczegdlnie dobrze widoczna w przypadku porowatych, jonowymiennych i nie-
rozpuszczalnych preparatéw i uwidacznia sie¢ zmiang warto$ci pH , t i parame-
trdw rdwnania kinetycznego Michaetisa-Menten. Wyr6znia sie tu dwa gtéwne czyn-
niki, ktére w rzeczywistych procesach zwykle wystepujajcdnoczesnic. Jest to zréz-
nicowana dystrybucja reagentdw pomiedzy roztworem zewnetrznym i w porach pre-
paratu oraz wystapienie obszaréw z dominujaca dyfuzjg reagentow.
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Stosownie do posiadanych wiasciwosci fizykochemicznych preparatu enzyma-
tycznego, zwykle majg miejsce niekatalityczne oddziatywania substratu, produktu,
inhibitora, sktadnikdw buforu z materiatem nosnika [71,140,270,300]. Dla przykia-
du, jezeli wypadkowy tadunek preparatu jest ujemny a substrat jest kationem, to
dochodzi do koncentracji substratu w obrebie preparatu (w poblizu enzymu). Zjawi-
sko to, w odniesieniu do jonow (np. skfadniki bufom) réwniez ma miejsce, obnizajac
warto$¢ pH w preparacie. W efekcie roznych stezen reagentow i jonéw w obrebie
preparatu i w roztworze zewnetrznym, obserwuje sie zmiany w wartosciach pHqt
(Rys. 11 a) czy nietypowe zaleznoSci szybkosci reakcji od stezenia substratu
(Rys. 11 b).

stezenie substratu

Rysunek 11. Zmiany w warto$ciach pHad (a) i zaleznosci szybko$ci reakcji od poczatkowego stezenia
substratu (b), wywotane podziatem jonéw lub substratu w preparacie nnmobilizowanym i w roztworze
zewnetrznym. Linia ciggta —enzym natywny; przerywana - enzym immobilizowany

Opory dyfuzyjne to w duzym przyblizeniu skutek fizycznych rozmiaréw re-
agentow i porowatosci preparatu immobilizowanego [140]. Opory dyfuzyjne sg odpo-
wiedzialne za tworzenie gradientéw stezeniowych substratu i produktu, spowodo-
wanych niskg szybkoscig ich dyfuzji w zelu i porach no$nika. Zjawiska te nic dotycza
zwigzkdw towarzyszacych reakcji (np. bufory). Efekty dyfuzyjne wystepujaw dwéch
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obszarach. W obszarze zewnetrznym, bezposrednio otaczajacym preparat (tzw. war-
stewka Nemsta) ma miejsce bierna dyfuzja molekularna. Grubosé tej warstwy moz-
na redukowac mieszaniem i w odpowiednich warunkach zjawisko to jest do pominie-
cia [34, 65, 196, 295, 302, 324], Ograniczenia dyfuzyjne wewnatiz preparatu nie
moggby¢ minimalizowane mieszaniem, gdyz transport masy zalezy tylko od dyfuzji
molekularnej. Limitowanie szybkosci reakcji dyfuzjgw obszarze wewnetrznym pre-
paratu jest szczego6lnie dobrze widoczne w preparatach zelowych i o rozwinietej po-
wierzchni ziarna nosnika. Tego typu ograniczenia moga by¢ pomijalne tylko w przy-
padku procesu limitowanego szybkoscig reakcji (bardzo wolna reakcja, np. w roz-
puszczalnikach organicznych [28, 179, 325]).

Kombinacja efektéw zréznicowanej dystrybucji reagentéw, wywotanej powino-
wactwem preparat-substrat/produkt i oporéw dyfuzyjnych moze da¢ efekt syner-
giczny lub antagonistyczny. Czesto pierwszym sygnatem takiej kombinacji jest po-
szerzenie zakresu warto$ci pH  [65,140] (Rys. 12 a). Rozréznienie obu zjawisk nie
jest proste, ale uwaza sig, ze przy dominujgcym powinowactwie reagentéw do pre-
paratu oraz w statej silejonowej enzym zachowuje sie zgodnie z kinetyka Michaclisa-
Menten. Jezeli dominujg efekty dyfuzyjne, na wykresie Lineveawera-Burka otrzymu-
je sie sigmoidalng krzywa [140,302],

Rysunek 12. Wplyw zréznicowanych stezen reagentéw w nosniku i roztwor/.c zewnetrznym na
zalezno$¢ aktywnosci od wartosci pH (a) i od odwrotnosci temperatury (b). Linia ciggta enzym
natywny; linia przerywana - enzym immobilizowany

Parametry kinetyczne, np.: warto$ci Fnx (/(3xC|}) i Km w przypadku prepara-
tow immobilizowanych muszg byc¢ redefiniowane [140, 323]. W ukladzie realnym
wartos¢ statej szybkosci reakcji (&3 jest kombinacjg rzeczywistej szybkosci reakcji
w warunkach wysycenia substratem oraz oporéw dyfuzyjnych. Natomiast stata Mi-
chaelisajest miargrzeczywistego powinowactwa enzym-substrat, zmodyfikowane-
go efektami zréznicowanej dystrybucji reagentéw w obrebie nos$nika wywotanych
dyfuzjg i wspotczynnikami podziatu. Stad w pracach, w ktorych nic wyznacza sie
obu parametrow w warunkach pozwalajacych powyzsze efekty zaniedbac, stosuje
sie okre$lenia pozornych (¢ ) lub obserwowanych (Adx), lub efektywnych (A|()
wartosdci parametréw kinetycznych. Nalezy zwrécié¢ uwage, zc ograniczenia dyfu-
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zyjne sg lepiej widoczne w niskich stezeniach substratu, a efekt roznych wspotczyn-
nikdw podziatu w niskiej silejonowej. Oba czynniki moggpowodowaé wzrost statej
Michaelisa nawet ojeden rzad [34,70,323], Trzeba rowniez pamieta¢, ze w katalizie
heterogenicznej szybko$¢ reakcji enzymu immobilizowanego zalezy w nizszych tem-
peraturach gtéwnie od wiasciwosci kinetycznych preparatu, ale ze wzrostem tempe-
ratury dyfuzja substratu staje sie czynnikiem limitujacym szybkos¢ (Rys. 12 b), gdyz
temperatura wptywa silniej na zmiang szybkosci reakcji niz na szybkos$¢ dyfuzji
[65, 140, 302].

Immobilizacja prowadzaca do otrzymania preparatéw nierozpuszczalnych
w wodzie zawsze oznacza ograniczenie ruchliwosci enzymu, zr6znicowang dystry-
bucje enzymu w preparacie a takze, w wiekszosci przypadkow, wptywa na ruchli-
wos€ i dystrybucje pozostatych reagentdw [302], Rzadkie przypadki braku zmian w sta-
bilnosci enzymu po immobilizacji [58,186,326], braku zmian optimum pH i tempe-
ratury [58, 75, 111, 186, 208, 246, 275, 320, 326] czy wartosci statej Michaelisa
[58, 77, 79, 276, 281] dotycza gtéwnie preparatdw rozpuszczalnych w wodzie lub
wigzanych z no$nikami nieporowatymi. W dotychczas cytowanej literaturze domi-
nujg doniesienia o wzroscie pH- i termostabilnosci, zmianie pHg{;t oraz wzroscie
wartosci statej Michaelisa. Petna charakterystyka enzymu po immobilizacji jest rzad-
ko prezentowana [58, 88, 111, 178, 208, 216, 246, 275, 294, 326, 327] a role opo-
row dyfuzyjnych i dystrybucji reagentow z enzymem wigcznie uwzglednia sie spora-
dycznie [65, 157, 217, 254, 281, 295, 324, 328, 329], Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
procesy z udziatem enzymow immobilizowanych, szczeg6lnie w reaktorach przepty-
wowych, muszg by¢é optymalizowane celem wyselekcjonowania korzystnych wa-
runkdw operacyjnych. Obok znajomosci wiasciwosci preparatu enzymatycznego,
nalezy zna¢ powierzchnie i Srednice czasteczek biokatalizatora, dystrybucjgenzymu
w preparacie, charakterystyke przeptywow, lepkosé oraz wspétczynniki dyfuzji (liczba
Peckleta, Reynoldsa, Schmidta, Shcrwooda, modut Thiele’go) a globalne réwnanie
kinetyczne wymaga przecietnie wyznaczenia 9-13 wartosci statych [157, 267, 295,
324, 329, 330].

5. DOBOR METODY IMMOBILIZACJI

Ogdlnych zasad doboru rodzaju immobilizacji do enzymu/procesu, mogacych
ukatwic i zawezi¢ zakres planowanych eksperymentowjest niewiele. Ponizej zebrano
kilka podstawowych wskazan:

- enzymy oligomeryczne. W zdecydowanej wigkszosci przypadkéw dysocja-
cja enzymu do podjednostek jestjednoznaczna z czeSciowa lub catkowitg utratg ak-
tywnosci, stad efektywne sg metody sieciowania enzymdw oraz zamykanie w sieci
zelu, wiclopunktowc zwigzanie z powierzchnignosnika lub sieciowaniejuz zwigzane-
go enzymu [33, 38, 95, 247, 331];
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- systemy wieloenzymatyczne. W tych pr2ypadkach preferuje sie¢ zamykanie
enzymow w hydrozelach i mikro(makro)kapsutkach oraz otoczkowanic [34,98,143].
Raczej stosuje siekoimmobilizacje nizimmobilizacjena réznych nosnikach;

- substrat lub produkt polimeryczny albo lepki. Taki uktad reakcyjny wyklucza
mozliwos¢ stosowania preparatow zelowych [34, 98, 332]. W przypadku reakcji
z substratem polimerycznym zaleca sie w wigzaniu kowalencyjnym stosowanie
»ramion przestrzennych” oraz wigzanie nie wiecej niz jednej monowarstwy biatka
(okoto 1g/m2[71]) lub wigzanie z polimerem odwracalnie rozpuszczalnym/nieroz-
puszczalnym w wodzie [34, 71, 300];

- substrat i produkt stabo rozpuszczalne. W tych przypadkach preparaty (nos-
niki) nie moga by¢ porowate, gdyz moze dojs¢ do krystalizacji reagentéw w porach
[332];

- analityka medyczna. Mata powierzchnia wigzania biatka w biosensorach oraz
konieczno$¢ stabilizacji powoduja, ze preferowane sg metody wigzania kowalencyj-
nego i biospecyficznego [230,238,333-336]. Immobilizujgc enzym z myslg o anali-
zach wykonywanych przez pacjentow, preferuje sie zamykanie enzymow w polime-
rach zelowych, nanoszonych na bibute filtracyjna [34];

- przemystfarmaceutyczny faworyzuje preparaty umozliwiajgce trwate zwia-
zanie biatka: zwigzane kowalencyjne, sieciowane krysztaty oraz zamknigte w sicci
zelu z nastepczym sieciowaniem [102, 332];

- lipazy. Dobrze tolerujg kontakt z matrycami hydrofobowymi, a w $rodowi-
sku wodnym czesto wykazujg hiperaktywacje, spowodowang tworzeniem przez nos-
nik granicy faz, aktywujacej enzym [168, 179];

- niska szybkos$¢ reakcji. Nalezy stosowa¢ w immobilizacji enzymy oczysz-
czone lub sieciowane, a reaktor ze ztozem upakowanym jest zalecanym rozwiaza-
niem aparaturowym [300, 311, 315, 316];

- wartos¢ statej Kmpo immobilizacji jest o rzad wieksza od wartos$ci dla enzy-
mu natywnego. Wykazanie znaczacej roli ograniczen dyfuzyjnych wymusza koniecz-
no$¢ ich minimalizacji przez zastosowanie preparatéw nieporowatych [86,260,337]
lub o uporzadkowanej strukturze wewnetrznej z przenikajaca sie siecig potaczen [325],
lub nosnikdw szerokoporowatych o srednicy poréw > 30 nm przy Srednicy ziaren
nieprzekraczajacej 100/im [71, 300, 302];

- reakcje w $srodowisku niewodnym. W rozpuszczalnikach organicznych
(< 1% wody) szybkosc¢ reakcji jest 0 2-6 rzedow mniejsza, niz w wodzie [28, 179,
307, 325], dlatego preparat enzymatyczny musi posiada¢ wysoka aktywnos¢, co
osiaga sie stosujac krysztaty, sieciowane krysztaty i depozycje na nosniku. Nosnik
powinien by¢ amfifilowy, niepeczniejacy w rozpuszczalniku i o niskiej pojemnosci
wodnej, aby nie odwodnit enzymu [71, 109]. Enzymy stabilne modyfikuje sie lub
okluduje celem zwigkszenia rozpuszczalnosci biokatalizatora;

- reakcje w obecnosci kosolwentu mieszajacego sie z woda. Do 20% zawarto-
§ci rozpuszczalnika w wodzie stosuje sie preparaty tak jak w srodowisku wodnym.
Wzrost stezenia kosolwentu przyspiesza inaktywacje i niezbednajest stabilizacja otocz-
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kowaniem, wigzaniem z polimerami rozpuszczalnymi w wodzie, kowalencyjnym
wigzaniem z no$nikami czy stosowanie sieciowanych krysztatéw [34,109,179,269,
338,339];

- reakcje w obecnosci kosolwentu niemieszajacego sie z woda. Jezeli enzy-
mem jest lipaza, to moze by¢ bezposrednio stosowana w uktadach emulsyjnych lub
poddana uprzedniej immobilizacji/solubilizacji [28,103,107,139,147]. Inne enzymy
powinny by¢ poddane uprzedniej stabilizacji/immobilizacji [106,155,157];

— dopasowanie preparatu do istniejgcego rozwigzania aparaturowego. W prze-
mysle dominuja trzy gtéwne typy reaktorow (mieszalnikowy, kolumnowy, fluidyza-
cyjny (Rys. 13)) i o wdrozeniu nowej lub zmianie istniejacej technologii moze decy-
dowa¢ mozliwo$¢ wykorzystania posiadanego parku maszynowego.

SIL
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Rysunek 13. Typy reaktoréw dla immobilizowanych enzyméw: mieszalnikowy reaktor okresowy (a)
i przeptywowy (b); reaktor kolumnowy ze ztozem upakowanym zasilany od gory (c), od dotu (d)
i z recyrkulacja (c), reaktor fluidyzacyjny (f); S - substrat; P - produkt

@] wyborze typu reaktora w wiekszym stopniu decydujg wasciwosci mecha-
niczne preparatu enzymatycznego oraz rodzaj substratu i produktu niz aktywnoscé
preparatu. W przypadku stosowania preparatow nierozpuszczalnych w wodzie/roz-
puszczalnikach organicznych najczestszym rozwigzaniem aparaturowym jest reaktor
kolumnowy ze ztozem upakowanym (Rys. 13 c-¢), posiadajacy najwyzszg aktyw-
nos$¢ w przeliczeniu na objeto$¢ reaktora oraz charakteryzujgcy sie niskim kosztem
inwestycyjnym, tatwoscig konstrukcyjng, operacyjna i przenoszenia skali oraz ni-
skim kosztem robocizny [34, 245, 267, 332, 335], To rozwiazanie jest zalecane dla
procesow z niestabilnym substratem i/lub produktem (penicyliny, chloroketony, chlo-
roalkohole), w ktorych niezbedna jest precyzyjna regulacja czasu przebywania re-
agentow w reaktorze. Jest to rowniez ukiad korzystny dla reakcji hamowanych przez
produkt. Natomiast nie nadaje sie do reakcji z lepkim substratem lub stabo rozpusz-
czalnym substratem/produktem oraz w sytuacjach, gdy reakcji towarzyszy zmiana
wartosci pH. Jezeli w procesie niezbedny jest duzy przeptyw reagentéw przez ztoze
(opory dyfuzyjne), mozna zastosowac uktad z recyrkulacjg. Reaktor kolumnowy ze
ztozem upakowanym moze by¢ zasilany od gory, ale wowczas nosnik musi by¢
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odporny na kompresje ztoza i zgniatanie oraz nie moze by¢ stosowany w reakcjach
zuwalnianiem gazu. Z kolei reaktory zasilane od dotu powinny zawiera¢ ztoze o ges-
tosci znacznie wigkszej niz gesto$¢ mieszaniny reakcyjnej, celem ograniczenia
wyptukiwania ztoza. Zalecany rozmiar nosnikéw zawiera sie od 150 do 300 /um.

Reaktor mieszalnikowy okresowy lub przeptywowy (Rys. 13 a, b) wymaga sto-
sowania nosnikow elastycznych, o niskiej podatnosci na kruszenie i Scieranie
[16,34,71,245,302]. Jest zalecany do reakcji z lepkim substratem i/lub konieczno-
§cig utrzymania statej warto$ci pH oraz przy duzych ziarnach nosnika (> 200 /im).
Objetos¢ preparatu nie powinna przekracza¢ 10% objetosci reaktora.

Reaktor fluidyzacyjny (Rys. 13 f), charakteryzujacy sie mieszaniem roztworu
cieczg, nie wymaga stosowania nosnikow odpornych mechanicznie [34, 245], Ges-
tos¢ preparatu powinna by¢ zblizona do gestosci roztworu reakcyjnego, a ten typ
reaktora jest zalecany do reakcji z lepkim lub trudno rozpuszczalnym substratem
albo, gdy substrat lub produktjest gazem. Objeto$¢ preparatu immobilizowanego nie
powinna przekracza¢ 6% objetosci reaktora.

6. ZASTOSOWANIA IMMOBILIZOWANYCH ENZYMOW

W sytuacjach, w ktérych wydzielanie enzymu z produktow stanowi znaczacy
element i koszt ciggu technologicznego ijezeli immobilizowany enzym posiada wyso-
ka stabilnos¢ operacyjna to korzysci wynikajace z takiej formy enzymu sg ewident-
ne. Uwaza sie, ze koszt zuzycia preparatu enzymatycznego musi by¢ ponizej 10%
globalnego kosztu otrzymania produktu w wersji handlowej, aby jego wykorzystanie
bylo optacalne [4], Obserwuje sie systematyczne wypieranie enzymow natywnych
immobilizowanymi w zastosowaniach z substratami i produktami rozpuszczalnymi
w wodzie i, ostatnio, rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych, podczas
gdy procesy hydrolizy substratow wielkoczasteczkowych nadal sg i prawdopodob-
nie beda, prowadzone przez enzymy natywne [89]. Natomiast wykorzystanie enzy-
mow w biosensorach jest zawsze jednoznaczne z immobilizacjg. Wzrasta réwniez
ilos¢ zastosowan stabilizowanych lub immobilizowanych enzyméw w medycynie.
Ponizej przedstawiono przeglad trzech podstawowych obszaréw zastosowari immo-
bilizowanych enzymow: w przemysle, analityce i medycynie.

6.1. PRZEMYSL

Dostepnos$¢ aktualnych danych na temat istniejgcych technologii z enzymami
immobilizowanymijest niewielka. Zaréwno producenci preparatdw enzymatycznych
jak i zaktady przemystowe je stosujace sg wyjatkowo oszczedni w udzielaniu takich
informacji. Przeglad danych zawartych w ksigzccIndustrialEnzymology [16] wska-
zuje, ze na 137 gtdwnych producentoéw enzyméw przemystowych, zaledwie 9 pro-
dukuje enzymy immobilizowane, co wydaje si¢ liczbg zanizong. Sg to: Genencor In-
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temational, Gist-Brocades NV, Nagase Biochemicals, Novo Nordisk AS, Solvay En-
zymes GmbH, U.O.P., Meito Sankyo Co., Toyobo Co., Recordati Industria Chemica.
Jakosciowo petniejsze informacje zostaty przedstawione w opracowaniu Industrial
Biotransformations [57], ktore jest rzadkim zbiorem danych otrzymanych bezpo-
Srednio od biotechnologicznych jednostek przemystowych. Mimo ze aktualno$¢
danych (zebranych w Tabeli 4) mozna uznac za dyskusyjng, to mozna przypuszczaé,
ze sg to ,,sztandarowe” technologie wielkotonazowe, nie objete tajemnicg technolo-
giczna. Co ciekawe, lista ta nie objeta, dawniej czesto cytowanych, zastosowar unie-
ruchomionych enzymoéw do usuwania nadtlenku wodoru i niepozadanych zapachow
w pasteryzowanym mleku, klarowania piwa czy produkcji lizyny, tryptofanu i tyro-
zyny [34]. Jest to prawdopodobnie skutek zmiany technologii na wykorzystujace

enzymy stabilizowane metodami inzynierii genetyczne;j.

Tabela 4. Zestawienie wazniejszych proceséw przemystowych, prowadzonych z udziatem
immobilizowanych enzyméw [57]

Enzym

lipaza

liaza N-acetylo-D-
neuraminianowa

izomeraza glukozowa

amoniakoliaza
asparaginianowa

amidaza glutarylowa

acylaza penicylanowa

aininoacylaza

oksydaza
nuklcozydowa

penicylinaza

ureaza

/J-galaktozydaza

Firma

Bristol-Myers Sqgiubb
Bristol-Myers Sqgiubb
Chiroscience Ltd

DSM

Sepracor

Scheringer Plough
Unichema Chemie BV
Hoffmann-La Roche
Glaxo

Marukin Shoyn
Research Center Julich
Novo Nordisk
Gist-Brocades

Miles Kali-Chemie
Nagase

Finnsugar

BioCatalytics

Kyowa Hakko Kogyo Co.
Mitsubishi Petrochemical Co.
Hoechst Marion Roussel
Toyo Joza

Asahi Chemical Industry
Dr. Vig Medicaments
Unifar

Eli Lilly

Chemferm

Chiroscience
Degussa-Huls AG

Glaxo

Chiroscience

Asahi Chemical Industry
Toyo Joza

Sumimoto Chemical Industries
Snow Brand Milk Products
Central del Latte

Produkcja:

lekéw antyrakowych, lekdw obnizajacych
ci$nienie krwi, komponentdw peptydéw,

/J-blokerdw, ibuprofenu, zwigzkéw

przeciwgrzybiczych, skfadnikéw mydet,

smaréw i masci, struktuiyzowanych
glicerydow

kwasow sialowych

fruktozy

aspartamu

kwasu 7-aminocefalosporynowego

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

L-aminokwaséw, inhibitoréw reniny,
lekdw na nadcisnienie

lekdw przeciwzapalnych
cyklicznych nukleozydéw

usuwanie mocznika z sake

hydroliza laktozy
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Enzymatyczne technologie wielkotonazowe (> 1000 ton/rok) sg procesami wdro-
zonymi wiele lat temu. Produkty to przede wszystkim dodatki do zywnosci i leki,
gdyz jedynie przemyst farmaceutyczny i spozywczy sg w stanie sfinansowac bada-
nia nad poszukiwaniem producentéw enzymow, wydajng nadprodukcijg biokataliza-
tora, oczyszczaniem, immobilizacjg i wdrozeniem w skali technicznej [332].

Najwiekszy potencjat we wdrazaniu biotransformacji enzymatycznych tkwi
w przemysle chemicznym i farmaceutycznym. Cechgwspdélngjest stosunkowo krétka
,»Zywotnos¢” nowego zwigzku na rynku. Przecietnie, co 10 lat nastepuje drastyczna
zmianatechnologii, stwarzajgca szanse zaistnienia nowych rozwigzan. Dla technolo-
gii chemicznych typowa skala zawiera sie od 1tony do Kkilku tysiecy ton rocznie
[340, 341], i sa to najczesciej technologie hybrydowe, chemiczno-enzymatyczne.
Przykfadem jest produkcja D-p-hydroksyglicyny, syntonu semisyntetycznych peni-
cylin i cefalosporyn, w ktérej chemicznie zsyntezowana hydantoinajest stereospecy-
ficznie przeksztatcana przez D-hydantoinaze i D-karbamoilaze. Domeng przemystu
chemicznego sgbiotransformacje prowadzone w wodzie, uktadach dwufazowych iroz-
puszczalnikach organicznych, a przykfady reakcji zebrano w Tabeli 5, opracowanej
na podstawie informacji zawartych w pracach przegladowych [34, 70, 71, 89, 122,
147, 154, 332, 340-343],

Tabela 5. Przyktady reakcji enzymatycznych w przemysle chemicznym

Enzymy Najczestsze reakcje
synteza (regioselektywna) peptydéw, trigliceryddéw, surfaktantéw,
monocyklicznych laklonéw, oksyetylowanych glikozydéw,

lipazy fosfolipidow, kwasdw organicznych; enancjoselcktywna hydroliza
olejéw; hydroliza ttuszczéw w mleku; asymetryczna transeslryfikacja
lipidéw; acylacja amin

esteraz transeslryfikacja; synteza peptydéw; enancjoselektywna hydroli/.a

Y estrow i kondensacja aldolowa
fosfolipazy synteza i modyfikacje fosfolipidow

fosfataza kwasna
fosfataza alkaliczna
fosfotriesteraza
fosfodiesteraza

transaminazy
a-galaktozydaza
/3-glukozydaza

dehydrogenazy

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

rozdziat D,L-treoniny i pochodnych

produkcja insektycyddéw lub ich syntonéw; degradacja gazéw
bojowych; wybiércza hydroliza RNA w obecnosci DNA

synteza herbicydéw i ich syntonéw

synteza a-galaktozyddw

regioselektywna synteza oksyetylowanych glikozydéw, surfaktantéw
i /3-glikozydéw

odwodornicnie alkoholi, androsteronu, korlyzonu, hydroksysteroidéw
i pochodnych

kondensacja oligopcptydéw; hydroliza amidéw aminokwaséw;
synteza estdw aminokwaséw; reakcje transestryfikacji

Technologie o skali typowej dla przemystu chemicznego stawiajg wysokie wyma-
gania cenowe biokatalizatorom, gdyz konkuruja z technologiami chemicznymi juz
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istniejacymi. Przy wzglednie niskim zapotrzebowaniu na produkt i krotkim czasie
jego istnienia na rynku, nie jest to przemyst wprowadzajacy na rynek nowe enzymy,
bo to wigze sie z finansowaniem badar nad doborem enzymu, modyfikacji, produkcji
i stabilizacji. Jest to przemyst oczekujacy na enzymy o wyzszej jakosci i stabilnosci
oraz nizszej cenie, ktdre zostaty juz wdrozone w technologiach wielkotonazowych.
Zatem nie ma tu miejsca na poszukiwanie odpowiednich enzymow, a raczej poszuki-
wanie reakcji do istniejgcych biokatalizatoréw [320]. Dlatego w przemysle chemicz-
nym dominuja stabilne lipazy, amylazy i proteazy, produkowane jako komponenty
proszkOw do prania oraz immobilizowane lipazy, acylazy, amidazy i proteazy.

Przemyst farmaceutyczny charakteryzuje sie raczej stosunkowo niskg skalg
(od 1tony do 1kg rocznie) iwysokimi wymaganiami odnosnie czystosci produktow.
Przemyst farmaceutyczny nalezy do grupy czesto wprowadzajgcej nowe technologie
i nowe biokatalizatory, a wysoka cena biokatalizotora nie wykluczajego stosowania,
gdyz liczy sie przede wszystkim czystosé optyczna produktu i silna konkurencja
[4, 34, 147, 340-344]. Obecnie obowigzuje reguta, zejezeli lekjest chiralny, to izo-
mery muszg by¢ rozdzielone i poddane rygorystycznym testom, gdyz obecno$¢ niepo-
zadanych enancjomeréw, ktére w najlepszym wypadku sa nieaktywne, w najgor-
szym mogg da¢ efekty uboczne, jak stynny Thahdomid. Dodatkowo, selektywna
kataliza enzymatyczna to procesy z mniejszg iloscig Sciekdw i niewielkg iloscig pro-
duktéw ubocznych. Przykladami wykorzystania enzymow w farmacji jest produk-
cja: lekdw (lub syntondw lekéw) metabolicznych, przeciwzapalnych, antyrakowych,
antywirusowych, anty-HIV, przeciwinfekcyjnych, antydepresyjnych, obnizajacych
poziom cholesterolu lub cisnienie krwi, na arytmie serca, blokeréw kanatéw wapnio-
wych, insuliny ludzkiej ze zwierzecej czy inhibitoréw acetylocholinoesterazy. Spo-
$rod licznych enzymow nalezy wymieni¢ lipazy, glukonolaktonaze, tyrozynaze, tryp-
syne, karboksypeptydazy, aminotransferazy i dehydrogenazy.

6.2. BIOSENSORY

Biosensor to zintegrowany uktad, ktory jest w stanie zapewnic¢ ilosciowg infor-
macje analityczng wykorzystujac, jako element rozpoznawczy, receptor biochemicz-
ny, ktéry znajduje sie w bezposrednim sasiedztwie elementu przekaZznikowego [345].
Dodatkowo nie wymaga on stosowania specjalnych odczynnikéw i moze by¢ uzyty
wielokrotnie lub w sposéb ciagly. W biosensorach enzymatycznych enzymjest immo-
bilizowany zwykle w bezposrednim sasiedztwie elektrody (element przekaznikowy),
ktorajest w stanie przejmowac elektrony wytworzone podczas reakcji lubje przeka-
zywac do reakcji. Enzymy najczesciej sg immobilizowane na powierzchni elektrody
weglowej, grafitowej lub ze ztota, srebra czy platyny [165,212,252,253, 257,278,
346-348]. Poniewaz szybko$¢ przekazywania elektronu na elektrode jest czesto eta-
pem limitujgcym szybko$¢ otrzymywania sygnatu, podczas immobilizacji enzymu
dodaje sie zwiazki posredniczace, jak ferrocen, benzochinon, ubichinon, btekit mety-
lenowy lub polimery, jak polipirol, politiofen, poliwinylo-zz-metylopirydynaczy poli-
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winyloferrocen [110, 238, 334, 346, 349]. Sposrdd typdw immobilizacji dominuje
wigzanie kowalencyjne z powierzchnig elektrody, poddang uprzedniej modyfikacji
[112, 212, 238, 253, 257], Stosuje sie takze adsorpcje z nastepczym sieciowaniem
[238, 333, 335], immobilizacje usieciowanych krysztatdw [98], zamykanie w sieci
zelu lub pascie weglowej [110, 112, 122, 278, 348, 350], za posrednictwem strepta-
widyny lub lektyny [98, 230, 232], a takze wmikroemulsjach [98, 351],

Gtoéwnymi problemami, wymagajacymi rozwigzania, jest dobdr techniki immo-
bilizacji, zapewniajacej swobodng dyfuzje substratu i produktu (ultracienka warstwa
z enzymem lub monowarstwa), wysoka stabilno$¢ i powtarzalno$¢ oraz stabilno$¢
podczas przechowywania. Poniewaz zakres detekcji zalezy od aktywnos$ci zwigzane-
go enzymu, a powierzchnia dostepna do immobilizacji jest niewielka, stad zalecane sg
techniki pozwalajace otrzymac korzystng orientacje przestrzenna enzymu, a sam en-
zym powinien by¢ homogenny.

Biosensory oparte o elektrody, jako elementy przekaznikowe i nosniki do im-
mobilizacji, znalazty zastosowanie przede wszystkim w laboratoriach badawczych
i w analityce medycznej [238]. Dominujaelektrody do pomiaru stezenia glukozy, mle-
czanow, mocznika, cholesterolu i licznych substratéw dehydrogenaz. Przecietnie takg
elektrode mozna wykorzystywac przez 5-21 dn., a liczni producenci, jak Beckman,
Eppendorf, i-Stat, Koto Daiichi Kagaku, Medisense, Nova Biomedical, Universal Sen-
sors, Yellow Springs Instalment zapewniajg petng dostepnos¢ na rynku.

W sytuacjach, gdy ciaggly pomiar stezenia danego zwiazku jest niezbedny (np.
monitorowanie procesu) obok elektrod ze zwigzanym enzymem stosuje sie ukiad
zawierajacy mikroreaktor ze zkozem upakowanym [98, 238, 352], Jest to rozwigza-
nie szczegodlnie korzystne, gdy wartosci statej K dla danego substratu sg wysokie
[238]. Firmy specjalizujace sie w produkcji zestawdw analitycznych dla przemystu
spozywczego i farmaceutycznego (np.: ATl Orion, Toyo Jozo, Universal Sensors,
Yellow Springs Instrument) oferujg uktady do oznaczaniajednego lub wiciu zwigz-
kéw, a przede wszystkim: glukozy, glutaminianéw, galaktozy, laktozy, sacharozy, gli-
cerolu, kwasu mlekowego i glutaminowego, lizyny, tyraminy, etanolu, metanolu, amino-
kwasow, askorbinianéw, szczawianow, salicylanéw, kwasu moczowego, aspartamu,
skrobi i nadtlenku wodoru.

W ochronie Srodowiska najczesciej wykorzystuje sie elektrody i mikroreaktory
[333, 334]. Ze wzgledu na toksycznos¢ badanych zwigzkéw, metody analityczne
najczesciej opierajasie napomiarze stopnia zahamowania reakcji enzymatycznej. Przy-
ktadami moze by¢ inhibicja acetylocholinesterazy insektycydami fosforoorganiczny-
mi i karbaminianowymi; siarkotransferazy tiosiarczanowej i oksydazy siarczynowej
przez cyjanki; syntazy acetomleczanowej przez imidazole i sulfonylomoczniki; lakka-
zy ityrozynazy przez herbicydy triazynowe i pochodne fenolu; dehydrogenazy alde-
hydowej przez fungicydy ditiokarbaniinianowe.

W produkcji i kontroli zywnosci oraz w rolnictwie stosuje sie biosensory takie
same, jak w ochronie Srodowiska oraz pozwalajgce oznaczy(¢ stezenie jondw metali
ciezkich, biosensory dostosowane do pomiaréw w rozpuszczalnikach organicznych,



IMMOBILIZACJA ENZYMOW CZESC 1 735

i iiftuszczach i olejach oraz biosensory do oznaczania penicylin, kreatyniny, witamin,
sacharydow i alkoholi [335, 346].

Duze zapotrzebowanie na szybka, tanig i doktadnganalize w laboratoriach i w te-
renie stymuluje rozw6j miniaturyzacji sprzetu analitycznego, a drogg do osiggniecia
celu jest wytwarzanie analitycznych uktadéw mikroczipowych, tzw. /iTASs
(ang. Micro Total Analytical Systems). W duzym uproszczeniujest to uktad, w kto-
rym reakcja enzymatyczna przebiega w mikropojemnikach i kanatach mikrocieczo-
wych o objetosciach nanolitrow, co pozwala zwigkszy¢ szybko$¢, automatyzacje
i miniaturyzacje, przy zwigkszonej rozdzielczosci i redukcji objetosci probek [92,
108,253,289], Przyktadami enzymdw immobilizowanych w mikroczipach sg: oksy-
daza glukozowa, trypsyna, fosfataza alkaliczna i j&-galaktozydaza.

6.3. ZASTOSOWANIA BIOMEDYCZNE

Zasadniczo mozna wyrdzni¢ cztery grupy zastosowan terapeutycznych immo-
bilizowanych/stabilizowanych enzymow:

- do obnizania stezenia zwiazkow szkodliwych w surowicy wykorzystuje sie
enzymy wigzane kowalencyjnie z no$nikami lub zamkniete w zelach w zestawach
z pozaustrojowym krazeniem krwi. Przykadami enzymoéw mogaby¢: fosfolipaza A,,
obnizajgca stezenie cholesterolu i lipoprotein [353], L-asparaginaza i dehydrogenaza
glutaminianowa stosowana w leukemii i limfosarkomie [39,264,354,355] oraz tyro-
zynaza w chorobach watroby [34];

- preparaty o spowolnionym uwalnianiu enzyméw sg najczesciej immobilizo-
wane w alginianach i stuza do doustnego podawania pacjentom z uposledzonym
wytwarzaniem enzymow i koniecznos$cig stosowania restrykcyjnej diety [318,356].
Jest to przede wszystkim inwertaza (Sacraid) i amoniakoliaza fenyloalaninowa (Phe-
nylase™). Popularnie stosowana mieszanina enzymow z trzustki (amylazy, lipazy,
proteazy) jest obecnie zastepowana sieciowanymi krysztatami (TheraCLEC Total™);

- w terapiach tkanek okrywowych preferuje sie immobilizacje enzyméw
w polimerach hydrofitowych w formie hydrozeli zawierajacych enzymy proteoli-
tyczne do usuwania uszkodzonych biatek w poparzonej skérze (np. Vibrilase™)
[173, 356]. Preparaty wspomagajace regeneracje uszkodzonych nerwow (liaza hia-
luronianowa i chondroitynaza) sgobecnie w fazie badan klinicznych [356];

- do stosowania w krazeniu ustrojowym, celem uzupetnienia niedoboru enzy-
mow, wykorzystuje sie immobilizacje w erytrocytach lub stabilizuje enzymy przez
wigzanie kowalencyjne z poli(glikolem etylenowym) [356], Obecnie preferuje sie drugie
rozwigzanie, a przyktadami enzyméw sa: 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 krazenia, ptuc, nerek i watroby. Mozna row-
niez stosowac enzymy poddane mikroenkapsulacji w liposomach (np. katalaza i aspara-
ginaza [34]). Interesujace sg badania nad stosowaniem zamykanych w sieci pH-wraz-
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liwego Zelu tgcznie insuliny i oksydazy glukozowej. W obecnosci glukozy oksydaza
glukozowa, przeksztatcajgc glukoze w kwas glukonowy, wywotuje spadek wartosci
pH, prowadzacy do rozkurczenia zelu i uwolnienia insuliny. Natomiast spadek steze-
nia glukozy powoduje, w ciggu 10 min, kurczenie zelu i zamykanie hormonu [73],
Jest to tzw. ,,chemiczny kurek” do kontrolowanego uwalniania leku.

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatnich 10 lat biokataliza stata sie technologig pozwalajacg otrzymy-
wacé liczne zwiazki na potrzeby przemystu spozywczego, chemicznego i farmaceu-
tycznego. Te procesy to efekt rozwoju wielu dziedzin, poczynajac od wprowadzenia
nowych procedur modelowania molekularnego i selekcji zmutowanych enzymow
o nowych wiasciwosciach i czesto radykalnie poszerzonej specyficznosci, zwiek-
szonej stereoselektywnosci i podwyzszonej stabilnosci [52, 54, 342]. Osiggniecia
w tworzeniu rekombinowanych producentéw enzymaéw i w inzynierii metabolicznej
pozwalajg otrzymywac stabilne biokatalizatoiy o wysokiej aktywnosci i selektywno-
§ci [4]. Dodajac klasyczne i nowe techniki stabilizacji/immobilizacji enzyméw, czesto
wsparte modelowaniem komputerowym celem przewidzenia skutkéw modyfikacji
fizycznych i chemicznych, otrzymuje sie preparaty dostosowane do wymagar pro-
cesowych [312],

Jakkolwiek znakomita wiekszos$¢ publikacji, dotyczacych procesoéw z immobili-
zowanymi enzymami, przedstawia badania nad hydrolazami, to w przemystowych
biotransformacjach ta dominacja niejest tak silna. Systematycznie ros$nie udziat pro-
cesOw z wykorzystaniem liaz i transferaz, a przewiduje sie istotny wzrost udziatu
oksydoreduktaz z towarzyszaca regeneracjg koenzymow [357]. Rozwdj badar nad
przeciwciatami katalitycznymi pozwala przypuszczaé, zc bedzie mozna otrzymywac
biokatalizatory o szerokim zakresie specyficzno$ci substratowej, z poszerzeniem
0 substraty nierozpoznawalne przez naturalne enzymy [358,359], Dodajac mozliwo-
§ci prowadzenia reakcji w tak zréznicowanych srodowiskachjak wodne, mieszaniny
wody i rozpuszczalnikéw organicznych oraz w rozpuszczalnikach organicznych
a takze rozszerzenie specyficznosci substratowej i stercosclektywnosci poprzez dobor
rozpuszczalnikdw, otrzymuje sie pelny obrazjuz istniejacych i potencjalnych mozli-
wosci katalizy enzymatycznej. Ogromny potencjat tkwi rowniez w integracji proce-
sow chemicznych i biologicznych wraz ze stosownym opracowaniem inzynieryjnym
proceséw, co pozwala na obnizenie kosztow zuzycia energii, wzrost efektywnosci
1stabilnosci operacyjnej enzyméw oraz produkcji lepszych jakosciowo zwiazkdw,
przy zmniejszonej ilosci produktéw ubocznych iucigzliwych sciekdw.
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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 ofthe 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
forimmobilization of enzymes:

1- localization ofthe 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 ofa 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 ofthe 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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Wdrozenie nowych technologii opartych o reakcje enzymatyczne to efekt wielo-
letnich badan laboratoryjnych nad dostepnoscigréznych enzymow, metodami izolacji
i oczyszczania, zwiekszeniem ich stabilno$ci w roztworach wodnych i rozpuszczal-
nikach organicznych oraz mozliwosciami transformacji nienaturalnych substratow.
Wraz ze wzrostem ilosci tanich i stabilnych biatek enzymatycznych, ro$nie liczba ich
potencjalnych zastosowan w przemysle chemicznym, spozywczym, farmaceutycz-
nym, w medycynie i rolnictwie. O atrakcyjnosci transformacji enzymatycznych decy-
duje kilka podstawowych wiasciwosci [1-5]:

1. katalizaw tagodnych warunkach temperatury (25-100°C), ci$nienia (1 atmo-
sfera) i pH (4,0-8,0), co, w poréwnaniu z klasycznymi procesami chemicznymi,
powoduje stosunkowo nieduze zuzycie energii oraz nie wymaga stosowania specjal-
nych urzadzen;

2. enzymy to biokatalizatory chemoselektywne, regioselektywne i stereoselek-
tywne. Bedac katalizatorami chiralnymi, sagw stanic produkowac zwigzki optycznie
czynne, co ma szczeg6lne znaczenie przy otrzymywaniu lekdw izwigzkdw do ochrony
roslin;

3. mozliwos¢ prowadzenia reakcji trudnych badz niemozliwych do przeprowa-
dzenia metodami chemicznymi;

4. kataliza moze przebiega¢ w Srodowisku wodnym i rozpuszczalnikach orga-
nicznych oraz na granicy faz ciecz/ciecz i ciecz/gaz.

Obok zalet, katalizatory biatkowe posiadajg kilka wad: wysoka cena czystych
enzymow, ograniczona stabilno$¢ oraz ktopotliwe oddzielenie biatka od produktow
(substratéw) reakcji. Zatem, praktyczne wykorzystanie unikalnych wiasciwosci en-
zymow wymaga obnizenia kosztu biokatalizatora lub/oraz umozliwienia wykorzys-
tania go w procesie ciggtym czy wielokrotnie w procesie okresowym, zmniejszenia
podatnosci enzymu na rozfatldowanie, a takze utatwienia procesu rozdziatu reagen-
tow po zakonczeniu rcakcji. Problem ograniczen zwigzanych z ceng enzymow maleje
wraz z rozwojem biotechnologii, co w efekcie pozwala na otrzymanie tariszych icze-
sto stabilniejszych enzymow [1,6,7], Trudnosci zwigzane z niskg stabilnoScig enzy-
mow byly motorem rozwoju inzynierii biatek, a szczegdlnie badan nad czynnikami
warunkujgcymi stabilno$¢ i technikami stabilizacji, oferujgc szerokg game procedur
zwiekszajgcych efektywnie okres wysokiej trwato$ci w roztworach wodnych, roz-
puszczalnikach organicznych i w podwyzszonych temperaturach (> 60°C) [6, 8 -11J.
Natomiast problemy zwigzane z oddzieleniem enzymu od reagentéw mozna rozwig-
zaé, stosujac immobilizacje enzymu na nosnikach 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 produkcyjnosci, ze stabilnym biokatalizatorem i z efektywnym oraz tanim roz-
dziatem reagentéw. Reaktory z immobilizowanym enzymem oferujg mozliwosc¢ pro-
wadzenia reakcji z jednoczesnym rozdziatem, poniewaz separacjajest inherentnym
elementem procesu ciggtego z unieruchomionym enzymem. Wybor sposobu mimo-
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bilizacji i typu reaktora, decydujacych o produkcyjnosci, zalezy od wielu czynnikow
takich jak: stabilno$¢ enzymu, typ reakcji i rozpuszczalnik, wiasciwosci kinetyczne
enzymu, masa czasteczkowa i rozpuszczalno$¢ reagentow, koszt immobilizacji, moz-
liwosci utrzymania warunkéw sterylnych, preferowany rodzaj transportu masy (kon-
wekceyjny, dyfuzyjny), tatwosé sterowania i kontroli procesu oraz przenoszenia skali.
Wielos¢ metod immobilizacii, taczacych czesto stabilizacje aktywnosci, pozwala do-
braé grupe preferowanych technik, korzystnych dla enzymu i optacalnych proceso-
wo. Jednak brak jest generalnych wskazan co do doboru sposobu immobilizacji.
W efekcie, w chwili obecnej, wszystkie enzymy stosowane w skali przemystowej
byly immobilizowane wszystkimi znanymi technikami; od wigzania z nosnikami nie-
rozpuszczalnymi w wodzie (adsoipcyjnie, jonowo, kowalencyjnie), z polimerami roz-
puszczalnymi w wodzie, poprzez sieciowanie, kopolimeryzacje, zamykanie w sieci
zelu, czy kapsutkowanie, po immobilizacje w reaktorach membranowych w formie
rozpuszczalnej w wodzie lub zwigzanej na/w membranie. Celem niniejszej pracyjest
przedstawienie aktualnych doniesien, dotyczacych immobilizacji enzymdow z wyko-
rzystaniem technik membranowych.

1. IMMOBILIZACJA ENZYMOW W REAKTORACH MEMBRANOWYCH

Nawet pobiezny przeglad literatury dotyczacej immobilizacji enzymow w ukta-
dach zawierajagcych membrany selektywnie przepuszczalne, wywotuje odruchowg
akceptacje stwierdzenia [4]: ,,...reaktor membranowy to elegancka i ekonomiczna
droga odzysku enzymu z mieszaniny reakcyjnej w procesie ciggtym lub okresowym...”.
Ten entuzjazm, datowany na rok 1996, znalazt stabe odbicie w ilosci przemystowych
proceséw enzymatycznych prowadzonych w tym czasie z wykorzystaniem mem-
bran potprzepuszczalnych. W powyzej cytowanej monografii przedstawiono 4 takie
procesy, w tym jeden z lipazg immobilizawangna membranie. Alejuz 4 lata p6zniej,
w informacjach przedstawionych w Industrial Biotransformations [16], na 69 prze-
mystowych proceséw enzymatycznych 9 (6 enzymoéw) dotyczyto wykorzystania
technik immobilizacji z zastosowaniem membran selektywnie przepuszczalnych. Dane
zamieszczone w Tabeli 1wskazujg dwa przypadki, dla ktérych stosowanie enzymow
immobilizowanych w reaktorach membranowychjest szczeg6lnie uzasadnione; sgto
reakcje z regeneracjg koenzymu i reakcje w uktadach dwufazowych.

Powyzszy wykaz nie ujmuje wykorzystania immobilizowanych enzymow w:

» membranowej chromatografii powinowactwa ([17-19] - prace przegla-
dowe; [20-22] - prace szczegotowe), w ktorej enzymy stosowane sg gtéwnie do
oczyszczania inhibitoréw biatkowych i koenzymow z brzeczek pohodowlanych oraz
aktywatordw i substratow;

» produkcjibiosensorow ([23] —praca przegladowa; [24-28]—prace szczegod-
towe) z uzyciem przede wszystkim oksydazy glukozowej, peroksydazy, katalazy,
oksydazy cholesterolowej;
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» detoksykatorach krwi; sg to: katalaza, oksydaza bilirubinowa, heparynaza,
arginaza i asparaginaza, trypsyna, papaina [14], ureaza [29] oraz «-oksydaza L-lizyny
[30F, produkcji matotonazowej, o mozliwosciach ktérej swiadczg bardzo liczne
przyktady zamieszczone w wydawnictwach zwartych [4, 7, 12, 14, 31], pracach
przeglagdowych [15, 32-34] i w pracach szczegdtowych z ostatnich lat (reakcje
w reaktorach dwufazowych [35-41] i w Srodowiskach niewodnych [41,42], hydroliza
biatek, thuszczow, 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-
jace zastosowanie w ochronie Srodowiska [42, 68-71]).

Tabela 1. Przemystowe procesy enzymatyczne prowadzone w reaktorach membranowych
do 2000 roku [16] (* - enzymy z réznych gatunkéw mikroorganizméw)

Sposob

Enzym immobilizacji Informacje dodalkowe Produkcja:
1.1. Ndehydrogenaza
alkoholanowa objeto$¢ reaktora fggg‘:gggggﬁge' feromonu (i'M+)-sulkato!u
EC 1111
1.2. *dehydrogenaza .

— enzymatyczna rege- amfetamin i pochodnych
aELIIéolhglzI\rlowa objetos¢ ora neracja koenzymu lekéw z 6S")-4-fenylo-2-butanolu
1.3. "dehydrogenaza . .

— enzymatyczna rege- prekursoréw lekéw antycho-
élléortil?nlowa objetost reaktora neracja koenzymu lesterolowych
2. dehydrogenaza prekursoréw inhibitoréw

S enzymatyczna rege- : -
rglceclzgrlo;/va objetos¢ reaklora neracja koenzymu gg{g{:ﬁ:;nléonmrtUJapych
3. dehydrogenaza lelY-leucyny do syntezy lekéw
leucynowa objetosc reaklora enzymatyczna rege- antyrakowych oraz inhibitorow
EC 14.19? neracja koenzymu proteaz HIV

reaktor membranowy
4.1. * lipaza w porach mem- z tréjfazowym 1 . :
EC3.1.1.3 brany ckslrakiorem mem- (S*cnancjomeru ibuprofenu
branowym
4.1. * lipaza w porach mem- prekursora diltiazemu, stoso-
EC3.1.1.3 brany reaktor dwufazowy wanego w chorobach serca
5. subtylizyna " (.Y)-fenyloalaniny do wyrobu
EC3.4.21.62 ' reaktor dmdfazony L ani
6. aininoacylaza o reaktor dwufazowy prekursoréw do syntezy chl ralncj
EC35.1.14 ) wybranych L-amln(_)kwasow
reaktor jednofazowy Z roztworéw racemicznych

Olbrzymie zainteresowanie immobilizacjg enzymdw w reaktorach membrano-
wych (ERM - enzymatyczny reaktor membranowy) wynika z faktu, ze proces moze
by¢ prowadzony w jednej jednostce operacyjnej, integrujacej reakcje katalityczng
zjednoczesngseparacjgproduktu (ewentualnie zjego koncentracja) i odzyskiem bio-
katalizatora. Centralngfunkcjg spetnia oczywiscie membrana selektywnie przepusz-
czalna, ktéra moze rozdzielaé enzym (substrat) od produktu lub/oraz by¢ nosnikiem
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dlaenzymu, lub/oraz stanowi¢ granice faz ciecz-ciecz. Ze wzgledu na kluczowgrole
membran w ERM nalezy, przed omdwieniem sposobéw immaobilizacji enzymow,
wprowadzi¢ podstawowe informacje dotyczgce typow membran i ich wiasciwosci.

1.1. MEMBRANY

Do lat 90. technologie z udziatem membran potprzepuszczalnych byty zaliczane
do technologii zaawansowanych i drogich. Jednak olbrzymi postep w opanowywa-
niu metod wytwarzania membran obnizyt ich koszt na tyle, ze procesy je wykorzy-
stujace staty sie ekonomicznie akceptowalne. Poszerzylt sie rwniez asortyment mem-
bran ze wzgledu na materiat, forme, budowe i wtasciwosci chemiczne, a lista gtow-
nych producentéw ustabilizowata sie (Amafilter, Berghof, Filtron, Fuji-Filter, Ho-
echst, Millipore-Amicon, Osmonics, Pall, PCl Membrane, Rochem, Romicon, Sarto-
rius, Sepracor [4]).

Réznorodno$¢é membran dostepnych na rynku narzuca koniecznos¢ ich klasy-
fikacji. Przede wszystkim membrany roznig sie selektywnoscia, czyli Srednim roz-
miarem poréw, szacowanym réwniez tzw. wartoscig punktu odciecia (ang. cut-off
lub Nominat Molecular Weight Cut-Off NMWCO). Cut-offmembranyjest definio-
wany jako masa czasteczki, ktora jest zatrzymywana przez membrane w 90%,
w Scisle zdefiniowanych warunkach filtracji [32], Do immobilizacji enzymoéw wyko-
rzystuje sie gtéwnie trzy typy membran [33]:

- mikroporowate (MF); cut-offpowyzej 100 000 Da; rozmiar poroéw powyzej
100 nm;

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

- dializacyjne; cut-offponizej 500 Da; rozmiar poréw ponizej 1nm.

Rysunek 1. Membrany p6tprzepuszczalne asymetryczne (a) i symetryczne (b)

Membrany dzieli sie rowniez rozpatrujac ich budowe i otrzymywanie (Rys. 1)

* symetryczne, otrzymywane przez rozcigganie, wyttaczanie lub napromienio-
wanie i wytrawianie. W membranach tych pory majg wzglednie zblizong $rednice
przez catg grubo$¢ membrany;

e asymetryczne, otrzymywane przez inwersje faz. Tak otrzymane membrany
zbudowane sg z ggbczastej warstwy nosnej i tzw. skdrki, o gestszej strukturze i gru-
bosci 1-50 /im, stanowigcej whasciwy element separacyjny membrany. Gtéwna ce-
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cha, odrozniajacaje od membrany symetrycznej, jest mniejszy opér strumieniaprze-
ptywajacego przez pory.

Membrany, niezaleznie odNMWCO i budowy, moga by¢ ptaskie lub rurkowe.
Bardziej doktadny podziat obejmuje sposéb upakowania membran w module. | tak
membrany ptaskie mogaby¢ utozone jedna nad drugaw formie stosu (modut plaski;
okoto 100-400 m2m3) lub stanowi¢ jedng membrane zwinieta spiralnie (modut spi-
ralny; 300-1000 m2m3. Natomiast moduty z membranami o ksztatcie cylindrycz-
nym dzielone sg na rurowe i rurkowe ((j)> 1,2 mm; do 100 m2m3 oraz kapilarne
(9)< 1,2 mm; do 1000 m2m3 ang. hollow-fiber, HF) [14] (Rys. 2). Obudowa mem-
brany) spetnia kilka zadan: zapewnia prawidtowy doptyw i rozptywy surowca na
powierzchni membrany (retentat), stanowi kolektor cieczy po separacji membrano-
wej (permeat), jest mechanicznym zabezpieczeniem membran, moze stanowic ele-
ment ograniczajacy obszar wystepowania enzymu w module, utatwia okresowe czysz-
czenie membran lub wymiane modutu.

permeat permuc)!

Modut plaski Modut rurkowy

Rysunek 2. Modut ptaski i rurkowy
Uwzgledniajgc materiat, z ktérego membrany sg wytworzone, sg one dzielone
- membrany z polimerdw naturalnych, jak chitozan, kolagen, celuloza czy glu-

- membrany poisyntetyczne z estrow celulozy (np. octan celulozy, nitrocelu-
loza);

- membrany syntetyczne, otrzymywane z poli(chlorku winylu), poli(amidu),
polimetakrylanu metylu), poli(akrylonitrylu), poli(chlorku winylidenu), poli(tetraflu-
oroetylenu), poli(dimetylosiloksanu), polialkoholu winylowego), poli(tcreilalanu etylu),
poli(uretanu), poli(propylenu), poli(weglanu), poli(imidéw), poi j (fluorku winylidenu),
poli(eterosulfonéw), poli(aryloketonéw), poli(eteroimidéw), poli(imidosulfonow)
i poli(ftaliimidowy);

- membrany nieorganiczne z proszkéw metali, grafitu, tlenku aluminium, krze-
mianow, glinokrzemianow i szkta porowatego.
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Do powyzszej klasyfikacji warto dotgczy¢ dwie grupy membran, ktére nie sg
wykonane zjednorodnego materiatu. Sato:

- membrany kompozytowe, w ktérych na membrane podporowg (zwykle MF)
nanoszonajest dodatkowa cienka warstwa (film) z innego materiatu, ktéra stanowi
wiasciwg warstwe separacyjng i jest trwale zwigzana z cze$cig podporowag. Jest to
bardzo ré6znorodna grupa membran z praktycznie nieograniczong mozliwoscig kom-
binacji i czesto stosowana w immobilizacji enzymdw [29, 46,47, 65, 72, 73];

- membrany dynamiczne, w ktdrych na membranie podporowej (zwykle MF)
zdeponowana jest warstwa ufatwiajgca filtracje (ang. precoat) i ktérg mozna tatwo
z powierzchni membrany usung¢. W tym przypadku liczba kombinacji jest rdwniez
ogromna, a niektdre z nich wykorzystano do immobilizacji enzymow [73-75].

Materiat membrany determinuje jej wiasciwosci chemiczne. | tak membrany
z polimerow naturalnych, pétsyntetyczne oraz z poli(chlorku winylu) i poli(amiddw)
posiadajg na powierzchni grupy funkcyjne, podatne na modyfikacje chemiczna. Po-
zostate membrany, wylgczajgc membrany kompozytowe i dynamiczne, sg obojetne
chemicznie. Poniewaz w wigkszosci przypadkdw immobilizacji enzyméw w ukta-
dach zmembrangp6tprzepuszczalnazaleca sie stosowanie materiatdw, ktdre sa umiar-
kowanie hydrofobowe i jednoczesnie posiadajg grupy jonoczynne, stad wiekszos¢
dostepnych na rynku membran musi by¢ poddana dalszej obrdbce, ktéra ma zwykle
zhydrofobizowac powierzchnig hydrofitowa lub odwrotnie, zhydrofilizowac hydro-
fobowa.

Techniki modyfikacji powierzchni polimerowych mozna podzieli¢ na trzy grupy
[76] (odnosniki literaturowe dotyczg zastosowan w immobilizacji enzymdw):

1. Modyfikacje fizycznejak traktowanie wysokatemperaturg w obecnosci poli-
olefin, dziatanie wysokoenergetycznym polem elektromagnetycznym czy zimnapla-
zmag, promieniowaniem UV, X iy, wigzka fotonow, elektronéw lubjonow lub metali-
zacja. W efekcie otrzymuje sie zaktywowanapowierzchnie, najczesciej poprzez whu-
dowanie tlenu lub/oraz utworzenie wiazan podwaéjnych wegiel-wegiel. Modyfikacja
fizyczna (aktywizacja membran) zwykle jest etapem wstepnym funkcjonalizacji mem-
bran, czyli wprowadzania grup funkcyjnych [19, 61]. W tej grupie najczestszg mo-
dyfikacja, poprzedzajaca immobilizacje enzymu, jest traktowanie powierzchni mem-
brany zimng plazma [ 19,25, 77];

2. Modyfikacje chemiczne dzielone sg na dwie grupy. W pierwszej reakcja che-
miczna polega na przeksztalceniu istniejacych w sieci fancuchéw polimerowych (np.:
utlenianie, hydroliza, funkcjonalizacja) [19,27,40,78]. Grupa druga obejmuje kowa-
lencyjne zwiazanie z powierzchnig membrany gotowych, krétkich tancuchoéw poli-
merowych lub polimeryzacja fancuchow na zaktywizowanej membranie (ang. graf-
ting). Jest to szczegdlnie efektywna i popularna metoda modyfikacji membran
[19, 25, 26, 27, 65, 66, 72, 77-89] (Rys. 3);

3. Modyfikacja materiatu przed wykonaniem membran. Polega na chemicznej
modyfikacji czesci polimeru wyjsciowego lub wykorzystanie w produkcji membran
dwdch roznych typow polimeréw (ang. blends), czy stosowanie polimeru o réz-
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nych, ale powtarzajgcych sig, elementach w jednym tancuchu (ang btock copoly-
rners) [61, 90, 91].

a b c &

Rysunek 3. Modyfikacja powierzchni membrany tancuchami polimerowymi;
@ i (b) - typ ,.grzebien” lub ,,szczotka™, (c) i (d) - naszczepianie z jednoczesnym sieciowaniem

Wprowadzanie grup funkcyjnych na powierzchnie membrany ma dwojaki cci;
umozliwia immobilizacjejonowa lub kowalencyjng biatka i stwarza odpowiednie mi-
krosrodowisko dla enzymu lub/oraz modyfikuje wtasciwosci filtracyjne i separacyjne
membran. Modyfikacja membran syntetycznych jest czesto korzystniejsza, niz sto-
sowanie membran naturalnych czy pétsyntctycznych, gdyz te pierwsze sg bardziej
odporne na dziatanie kwaséw, zasad, podwyzszonej temperatury, enzymow i mikro-
organizméw, niektdrych rozpuszczalnikdw organicznych oraz sg wytrzymalsze me-
chanicznie.

Wszystkie typy membran, oméwione powyzej, byty wykorzystane do praktycz-
nie wszystkich typow immobilizacji enzymoéw. Dlatego w cze$ciach dalszych nic
podano szczegdtowych informacji o membranach i sposobach ich aktywacji (od strony
chemicznej takie, jak w stosowaniu nosnikdw ziarnistych - patrz czes¢ 1), poza
przypadkami nietypowymi.

1.2. KLASYFIKACJA METOD IMMOBILIZACJI ENZYMOW W REAKTORACH
MEMBRANOWYCH

Klarowna klasyfikacja metod immobilizacji enzymdw z wykorzystaniem mem-
bran pdtprzepuszczalnych jest skomplikowana, gdyz enzymatyczny reaktor mem-
branowy (ERM) to system tgczacy reakcje katalityczng z separacjg i immobilizacja
enzymu. Membrana moze by¢ nos$nikiem dla enzymu, ale przede wszystkim ma za
zadanie wydziela¢ obszary, w ktorych znajduje sie enzym, substrat, produkt lub/oraz
granica faz ciecz/ciecz. Uwzgledniajac separacje membranowa nalezy zwrécic¢ uwa-
ge na rodzaj sity napedowej, wymuszajacej transport masy przez pory membrany
(potencjat chemiczny, roznica ci$nien, pole elektryczne) i typ transportu (dyfuzyjny
lub konwekcyjny, wymuszony zwykle réznicg cisnien). W reaktorach membrano-
wych niebagatelngrole spetnia rowniez sposéb realizacji procesu (np.: reaktor ciaglty
mieszalnikowy czy reaktor z przeptywem ttokowym) i typ filtracji (filtracja wyczer-
pujaca i diafiltracja). Z kolei, uwzgledniajgc miejsce wystepowania biokatalizatora
w reaktorze membranowym, rozpatruje sie, czyjcst on lub nicjest zwigzany z mem-
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brana, czy ma bezposredni kontakt z substratem, czy reakcjajest kontrolowana kine-
tycznie lub dyfuzyjnie i czy ma miejsce kataliza heterogeniczna lub homogeniczna.
W efekcie funkcjonuje szereg réwnocennych klasyfikacji immobilizacji enzymow w
reaktorach membranowych.

Prazeres i Cabral [32] podzielili, stosownie do systemu hydraulicznego i kontak-
tu substratu z enzymem, reaktory membranowe na dwa typy: ciagty mieszalnikowy
reaktor zbiornikowy z bezposrednim kontaktem enzymu z substratem oraz reaktor
z przeptywem ttokowym i substratem kontaktujgcym sie z enzymem podczas kon-
taktu z membrang. Autorzy ci przedstawili rowniez drugg mozliwos¢ klasyfikacii,
rozrézniajaca miejsce wystepowania enzymu w reaktorze i posredni lub bezposredni
kontakt enzymu z substratem. W tym przypadku wydzieli trzy grupy reaktordw:
reaktory z enzymem i substratem po tej samej stronie membrany (enzym rozpusz-
czalny w rozpuszczalniku), reaktory dyfuzyjne z substratem po przeciwnej, niz en-
zym, stronie membrany (z recyrkulacjg i bez) oraz reaktory wielofazowe z substra-
tem po tej samej lub przeciwnej stronie membrany co enzym (z recyrkulacjg i bez).

Chcryan i Mehaia [77] podzielili reaktory membranowe na mieszalnikowe i bez
mieszania, przy czym w mieszalnikowych wyroznili reaktory pracujgce w warun-
kach wyczerpujacej filtracji i diafrltracji, a w reaktorach bez mieszania przedstawili 4
konfiguracje, réznigce sie miejscem wystepowania enzymu, substratu i produktu.
Natomiast Drioli i Giomo [ 14] za podstawe Klasyfikacji uznalijednofazowos¢ i wielo-
fazowos$¢ uktadu, z dalszym podziatem na reaktory z enzymem natywnym i zwigza-
nym.

ENZYMATYCZNY REAKTOR MEMBRANOWY

enzym rozpuszczalny enzym zwigzany
membrana jako separator membrana jako nosnik is
enzym w
enzym w enzym w _Wlarstv_we
objetosci wydzielonym rzneeg]"g?ar?ii enzym w
obszarze reaktora -
reaktora membranie

Rysunek 4. Podstawowe metody immobilizacji enzymow
z wykorzystaniem membran polprzcpuszczalnych

W prezentowanej pracy zdecydowano sie zastosowa¢ klasyfikacje oparta o for-
me i sposéb immobilizacji enzymu najbardziej zblizongdo oméwionej w pracy Giomo
i Drioli [15] oraz Gekas [33], ktdra poszerzono o elementy o charakterze proceso-
wym [4, 7, 12-14, 31-34, 77]. Enzym, immobilizowany w reaktorach membrano-
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wych, moze wystepowac¢ w formie rozpuszczalnej albo by¢ zwigzany z powierzch-
nigmembrany (Rys. 4). Rozpatrujac role membrany, w przypadku pierwszym stano-
wi ona przede wszystkim przegrode nieprzepuszczalng dla enzymu i przepuszczalng
dla produktu (ewentualnie substratu), a w przypadku drugim spetnia role separatora
i nosnika dla enzymu (membrana katalityczna). Idac dalej, enzym rozpuszczalny
w wodzie moze znajdowac sie w objetosci uktadu reakcyjnego (mieszalnikowy reak-
tor przeptywowy z wbudowang membrangalbo z zewnetrznym modutem separacyj-
nym) i mie¢ bezposredni kontakt z substratem lubjego wystepowanie jest ograniczo-
ne do okre$lonego obszaru modutu ultrafiltracyjnego, z dozowaniem substratu po
przeciwnej, niz enzym, stronie membrany. Z kolei membrana katalityczna moze by¢
utworzonapoprzez umieszczenie enzymu w membranie, w warstwie zelowej na mem-
branie lub zwigzanie z powierzchnigmembrany (adsorpcyjnie, jonowo, kowalencyj-
nie, poprzez sieciowanie). Reaktory z membrang katalityczng moga by¢ okresowe
lub przeptywowe, a kontakt z substratem moze by¢ bezposredni lub posredni.

2. METODY IMMOBILIZACJI ENZYMOW ROZPUSZCZALNYCH
W WODZIE

Zatrzymanie enzymu rozpuszczalnego w wodzie w okreslonym obszarze uktadu
reakcyjnego z wykorzystaniem membran potprzepuszczalnych spetnia dwa podsta-
wowe wymogi, zawarte w definicji immobilizacji: odpowiednio dobrana membrana
catkowicie zatrzymuje enzym a produkt swobodnie opuszcza mieszaning reakcyjna
(1) oraz enzym jest wykorzystywany w uktadzie przeptywowym lub wielokrotnie
uzyty w reaktorze okresowym (2).

2.1. IMMOBILIZACJA W OBJETOSCI MIESZALNIKOWYCH REAKTOROW
PRZEPLYWOWYCH

Dla uzytkownika jest to zdecydowanie najtatwiejsza procedura immobilizacji
enzymow, gdyz polega na umieszczeniu roztworu biokatalizatora w reaktorze z wbu-
dowang membrang separacyjng (Rys. 5a) lub w reaktorze z zewnetrznym modutem
separacyjnym (Rys. 5b). W reaktorze pierwszym wymieszanie reagentdw zapewnia
mieszadlo rotacyjne, umieszczone nad membrang, a w drugim pompa obiegowa.
W obu przypadkach substratjest dozowany od tej strony membrany, od ktdrej znaj-
duje sie enzym, a przeptyw przez membranyjest wymuszany réznicg cisnien. Teore-
tycznie, po osiggnieciu stanu ustalonego, reaktory powinny pracowac stabilnie.

W obu przypadkach kluczowym problemem jest prawidtowy dob6r membrany
filtracyjnej. Przede wszystkim musi ona catkowicie zatrzymywac enzym i nie wywo-
tywaé jego inaktywacji w kontakcie z materiatem membrany. Dodatkowo membrana
nic moze zatrzymywaé produktu, podczas gdy nic stawia sie ostrych wymogow
separacyjnych wzgledem substratu. Wazne jest réwniez, aby materiat membrany nie
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byt dobrym sorbentem dla dowolnego z reagent6w i nie reagowat z nimi chemicznie.
Poza tym membrana musi by¢ trwata biologicznie, chemicznie i mechanicznie wwa-
runkach danego procesu i nie ulega¢ zatruwaniu (ang.fouling-nieodwracalne zaty-
kanie poréw membrany). Z powodu braku regut, dobér membrany odpowiedniej dla
danego procesu odbywa sie doswiadczalnie.

$ Cy
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Rysunck 5. Schemat ideowy enzymatycznego reaktora membranowego z enzymem rozpuszczalnym

w wodzie; (a) - reaktor z wbudowang membrang, (b) - reaktor z zewnetrznym modutem separacyjnym.
S - substrat, P - produkt, E - enzym

Kolejny problem, taczacy oba rozwigzania aparaturowe, jest zwigzany z filtracja
membranowa, podczas ktorej czes¢ enzymu osiada na membranie, co nosi nazwe
zjawiska polaiyzacji stezeniowej (zwiekszajgce sie stezenie biatka w kierunku po-
wierzchni membrany; tzw. warstwa dynamiczna). Obecno$¢ tej warstwy obniza szyb-
kos¢ filtracji, co mozna kompensowac zwiekszeniem nadci$nienia (stabilnos$¢ stru-
mieni warunkuje stabilnos¢ pracy reaktora), wywotujac zwiekszongpolaryzacje ste-
zeniowa. Efektywniejsze sterowanie gruboscig warstwy polaryzacyjnej osiaga sie,
regulujac dynamike przeptywu cieczy nad membrang mieszaniem rotacyjnym lub
cyrkulacyjnym z zastrzezeniem, ze nic wystgpi inaktywacja enzymu, wywotana stre-
sem hydrodynamicznym lub/oraz kontaktem z granicgfaz ciecz/gaz. Koniecznajest
zatem optymalizacja dynamiki przeptywdw, bedaca subtelnym kompromisem pomie-
dzy stabilno$cia enzymu a potrzeba regulacji strumieniapermeatu i powstawaniawar-
stwy polaryzacyjnej. Dodatkowo, wszystkie roztwory nie moga zawiera¢ elementéw
nierozpuszczalnych w wodzie, ktére powodujg uszkodzenie delikatnej powierzchni
membrany.

Trzecim ograniczeniem w stosowaniu immobilizacji enzymow rozpuszczalnych
w reaktorach membranowych jest ich ogdlna niestabilno$¢ w warunkach proceso-
wych. Stad wynika duze zainteresowanie stosowaniem enzymow modyfikowanych
metodami inzynierii genetycznej i inzynierii biatek, ktére mogaby¢ dodatkowo stabili-
zowane np.: sieciowaniem, dodatkiem makroczasteczkowych i rozpuszczalnych sta-
bilizatoréw lub wigzane kowalencyjnie z polimerami rozpuszczalnymi w wodzie. Nalezy
jednak pamietaé, ze koszt takiego enzymu moze uczyni¢ proces nieoptacalnym eko-

nomicznie.
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Wymienione powyzej trzy gtdwne wady immobilizacji enzym6éw w objetosci
reaktorow membranowych kompensuje szereg zalet:

— uniwersalno$¢ metody immobilizacji. Zasadniczo kazdy enzym jest zatrzy-
mywany przez membrany o cut-off 10 000 (membrany UF) a procedura testowania
membran jest niezalezna od uktadu reakcyjnego;

— brak strat w aktywnosci enzymu, zwigzanej z procedurg immobilizacji. Nie-
wielkie straty aktywnosci moggjedynie wynikac¢ z depozycji enzymu w warstwie
polaryzacyjnej (ograniczony dostep enzymu dla substratu);

- wysoka (praktycznie dowolna) aktywno$¢ w przeliczeniu na jednostkowg
objetos¢ reaktora i fatwos¢ dodania $wiezej porcji enzymu celem wyrdwnania strat
zwigzanych zjego inaktywacja;

- fatwosé sterylizacji uktadu (reaktor - parawodna, membrana- alkohol etylo-
wy, formaldehyd albo kwas nadoctowy) i utrzymania sterylnosci dozowaniem enzy-
mu i substratu przez saczki mikrofiltracyjne;

— petna kontrola i regulacja warunkow reakcji. Przcreagowanic kontrolowane
Kinetycznie, czyli zalezne od typu, aktywnosci i specyficznosci enzymu, stosunku
stezenia enzymu do stezenia substratu i stabilnosci;

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

Poza tym produkt nie zawiera biatka i pyrogenéw, uktad jest homogeniczny,
a cato$¢ charakteryzuje tatwos¢ obstugi i przenoszenia skali. Natomiast r6znice po-
miedzy reaktorem z wbudowang membrang ultrafiltracyjna i z zewnetrznym modu-
tem separacyjnym zebrano w Tabeli 2. W efekcie r6znic uznaje sie, zc reaktor z inte-
gralng membrang ultrafiltracyjna stuzy gtdwnie do badan o charakterze podstawo-
wym (badania kinetyki enzymodw, testowanie membran plaskich), natomiast zastoso-
wania aplikacyjne wigze sie z reaktorem z modutem zewnetrznym.

Tabela 2. R6znice pomiedzy reaktorem z wbudowang membrang
i z zewnetrznym modutem separacyjnym

Reaktor z wbudowang membrang Reaktor z zewnetrznym modutem UF
 duza rola warstwy polaryzacyjnej i zatruwania < mniejszy problem z warstwa polaryzacyjng i zatru-
membran waniem membran
* mieszanie rotacyjne nad membrang * mieszanie recyrkulacyjne, wymuszone pompa
* reaktor pod cisnieniem  modut separacyjny pod cisnieniem
* wymiana membrany przerywa proces « fatwos¢ wymiany jednostki separacyjnej
« membrana ptaska « modut ptaski, spiralny lub rurkowy
« ograniczona powierzchnia membrany « dowolna powierzchnia membran

Praktycznie wszystkie enzymy o zastosowaniu przemystowym byty immobili-
zowane w reaktorach z wbudowang membrang i zostaty omowione w pracach prze-
gladowych [4,7,12-15,31-34], Z nowszych doniesier nalezy wymieni¢ glukoamy-
laze [52], éD-transaminaze [35], jS-glukozydaze [43], jS-galaktozydaze [92]. Rozpa-
trujac reaktory z zewnetrznym modutem UF, podaje sie grupy proceséw, w ktérych
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immobilizowanc enzymy znalazty lub mogg znalez¢ zastosowanie. Sgto reakcje hydro-
lizy polimerdw (skrobia, celuloza, pektyny, ?c-kazeina, kolagen [15, 31, 50, 51, 93],
wieloenzymatyczne [4,48], z enzymatyczngregeneracjg koenzymdw [14], utleniania
polifenoli [15], syntezy cyklodekstiyn i cukrow nukleotydowych [4, 94], hydrolizy
laktozy [15] iprodukcji aminocukrow [53] lub kwasu 6-aminopenicylanowego [95],
Niezaleznie od typu reakcji, zaleca sie stosowanie modutow HF, ktore posiadajg wyjat-
kowo duzgpowierzchnie w przeliczeniu na objetos¢ uktadu (Yatwos¢ sterowania stru-
mieniem) [31] oraz przeptywow w module o wielkosci okoto 20 razy wiekszej od
szybkos$ci dozowania substratu, aby osiggna¢ prawidtowe wymieszanie [4], W przy-
padku hydrolizy roztwordow polimeréw o wysokiej lepkosci, wskazane jest stosowa-
nie cyklicznego nadcisnienia od strony permeatu (ang. back-flushing), zrywajacego
warstwe polaryzacyjng oraz okresowg wymiane modutu, celem regeneracji mem-
brany [50, 51]. W reakcjach z regeneracja koenzymoéw poczatkowo wigzano je z poli-
merem rozpuszczalnym w wodzie, celem zatrzymania w uktadzie reakcyjnym (np.:
masa czasteczkowa koenzymoéw z NAD - 700-1000 Da) [14]. Jednak zmodyfiko-
wane koenzymy zwykle sg stabo rozpoznawane przez enzymy. Obecnie wykorzys-
tuje sie fakt, zc NAD(P) w pH powyzej 3,0 jest elektroujemny ijest zatrzymywany
w uktadzie w obecnosci membrany silnie elektroujemnej.

2.2. IMMOBILIZACJA W WYDZIELONYM OBSZARZE MODUtU
ULTRAFILTRACYJNEGO

Jezc enzym jest szczegOlnie podatny na inaktywacje na granicy faz ciecz/gaz
lub/oraz na stres hydrodynamiczny, ajednoczesnie inne sposoby jego immobilizacji
sgnieefektywne, wéwczas mozna wykorzystaé przedziatowos$¢ modutow ultrafiltra-
cyjnych do jego immobilizacji. Roztwor enzymu wprowadzany jest do modutu od
strony retentatu lub permeatu i po wypetnieniu wolnej przestrzeni doptyw i odptyw sg
szczelnie zamykane (Rys. 6). Substratjest dozowany od strony nie zawierajgcej enzy-
mu i moze sie kontaktowa¢ z membrang (enzymem) jeden raz (Rys. 7a) lub wielo-
krotnie (Rys. 7b). Jezeli biokatalizator nie ulega szybkiej inaktywacji wywotanej mie-
szaniem, rowniez roztwér enzymu mozna poddac tagodnej recyrkulacji (Rys. 7c).
Reaktory 7b i 7c moga takze funkcjonowac jako reaktory okresowe. Tego typu reak-
tory dziatajgjak dializatory; sita napedow a transportu masyjest réznica stezen. Zwy-
kle szybkos¢ reakcji jest limitowana dyfuzja co oznacza, ze zardwno substrat jak
i produkt musza by¢ niskoczasteczkowe. Szybkos¢ dyfuzji mozna zwiekszy¢, wpro-
wadzajac recyrkulacje substratu i/lub enzymu albo wywotac strumien konwekcyjny
poprzez pulsacje naprzemiennego cisnienia od strony permeatu i retentatu (ang. swing)
albo réznice temperatur czy pola elektrycznego [32].



Rysunek 6. Przyktad iminobilizacji enzymu w wydzielonym obszarze rurkowego
modutu ultrafiltracyjncgo; (a) - enzym zamkniety w $wietle rurki, (b) - enzym zamkniety w obudowie
modutu rurkowego, S - substrat, P - produkt, ¢ - enzym

Rysunek 7. Reaktor membranowy z enzymem immobilizowanym w wydzielonym obszar/e modutu
z jednokrotnym kontaktem substratu z enzymem (a) i wiclokiolnym (b i €)
oraz z recyrkulacjg enzymu (c)

Zasady doboru membrany UF sg identyczne, jak w przypadku iminobilizacji
w objetosci reaktora. tgczy te metody brak strat aktywnosci, wynikajacy z proce-
dury postepowania, uniwersalno$é, mozliwos¢ uzupetniania ubytkdw aktywnosci,
homogeniczno$¢, mozliwosé wielokrotnego uzycia modutu, sterylnosé, czystos¢ rea-
gentow, tatwos¢ obstugi i przenoszenia skali. Istotng réznicg jest brak zatruwania
membran i polaryzacji stezeniowej. Inna réznica to praktyczna nieobecno$¢ subs-
tratu po stronie enzymu, a zatem brak czesto spotykanej stabilizacji aktywnosci enzy-
mu w obecnosci substratu. Dodatkowo kontrola i sterowanie procesem, ze wzgledu
na transport dyfuzyjny, moga by¢ ktopotliwe a globalna wydajnosc¢ zalezy gtdwnie od
powierzchni membrany. Stad w zastosowaniach dominuja moduty dializacyjne HF,
rozwijajace duzg powierzchnie wjednostce objetosci [ 14J.

Przedstawiong metode iminobilizacji wykorzystano w reakcjach z oksydorc-
duktazami z regeneracjg koenzymow [31J, w syntezie glukuronidéw [32J, w proce-
sach wykorzystujgcych /3-galaktozydaze [67], heparynaze [96], ureaze i proteazy
[32], Enzym wystepowat w formie wolnej, byt immobilizowany na no$nikach nieroz-
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puszczalnych w wodzie lub w odwrdconych micclach [31, 32], Z nowszych zasto-
sowan, warto zwroci¢ uwagg na procesy ekstrakcji membranowej, zastepujace pro-
cesy prowadzone z wykorzystaniem membran ciektych [32, 34, 41], W ekstrakcji
membranowej przegroda potprzepuszczalna rozdziela faze wodng od organicznej
a celem przyspieszenia szybkosci dyfuzji, po stronie rozpuszczalnika organicznego
umieszcza sie enzym przeksztatcajacy ekstrahowany zwigzek. Zastosowania, ze wzgle-
du na stabilno$¢ i rozpuszczalnos¢ enzymdw w rozpuszczalnikach organicznych, sg
zasadniczo ograniczone do lipaz i fosfolipaz, a sam proces nosi nazwe ekstrakcji
membranowej z reakcjg enzymatyczng. Specyfika uktadu wymaga stosowania odpo-
wiednich membran. Szczego6lnie korzystne sg membrany kompozytowe o zdecydo-
wanie hydrofilowych i hydrofobowych stronach, co zwigksza zwilzalno$¢ powierzchni
przez, odpowiednio, faze wodng i organiczna.

3. IMMOBILIZACJA ENZYMOW NA/W MEMBRANIE
- MEMBRANY KATALITYCZNE

W drugiej grupie technik immobilizacji enzymdw w reaktorach membranowych,
przegroda pdtprzepuszczalna stanowi nosnik dla enzymu, tworzac membrane katali-
tyczna. Zgodnie z opracowaniem Giomo i Drioli [15], membrany takie otrzymuje sie
zamykajgc enzym w materiale membrany, tworzac warstwe zelowgnajej powierzchni
lub wigzac enzym z powierzchnig. W ostatniej technice autorzy wyrdzniajg adsorpcje
fizycznag, wigzanie jonowe, wigzanie kowalencyjne i sieciowanie. W tej pracy, z po-
wodu podobienstw itaczenia w praktyce technik immobilizacji, adsorpcje fizyczna
ijonowa oméwiono razem (Rys. 8). Za autorami cytowanego opracowania przyjeto,
ze enzym wprowadzony w porowatg strukture membrany w procesie ultrafiltracji
mozna potraktowac jako odmiane immobilizacji w materiale membrany. Natomiast
pominieto technike sieciowania, gdyzjest ona gtdwnie uzupetnieniem innych proce-
dur, a w jej miejsce umieszczono jedng z najnowszych metod - wigzanie biospecy-
ficzne.

MEMBRANY KATALITYCZNE

/

enzym w warstwie enzym w membranie enzym zwigzany z
zelowej powierzchnig membrany
- w sicci polimerowej - adsorpcyjnie/jonowo
- w porach membrany - kowalencyjnie

- biospecyficznie

Rysunek 8. Metody tworzenia membran katalitycznych
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W ostatnich latach membrany katalityczne, niezaleznie od sposobu immobiliza-
cji, znalazty szczeg6lnie atrakcyjne zastosowania, ktore dotycza reakcji z substratami
trudno rozpuszczalnymi w wodzie i z tego powodu prowadzonych w uktadach dwufa-
zowych woda/rozpuszczalnik organiczny lub w Srodowisku bezwodnym [7, 14, 15,
32, 34], Reaktory dwufazowe z membrang katalityczng majg za zadanie: utrzymac
granica faz woda/rozpuszczalnik organiczny, utrzymaé enzym w poblizu granicy faz
(szczegdlnie lipazy i fosfolipazy aktywowane przez granice faz), poprzez immobiliza-
cje zwiekszyc stabilnos¢ enzymu i/lub stanowié ekstraktor dla produktu (reakcja z eks-
trakcjg). Najpopularniejszg konfiguracje procesowa przedstawiono na Rysunku 9.
W takim reaktorze dwie fazy sg oddzielone hydrofilowa (np.: poliamid, pochodne
celulozy, poliakrylonitryl), hydrofobowa (np.: polipropylen, polietylen, polisulfon, poli-
tetrafluoroetan, polifluorek winylidenu) lub kompozytowag membrana, ktérajest naj-
czesciej utworzona z hydrofobowego materiatu khydrofilowej powierzchni do kon-
taktu z fazg wodng. Powierzchnia granicy faz odpowiada powierzchni poréw, stad
popularnos¢ membran asymetrycznych typu HF. Enzymy zazwyczaj znajdujg sie po
kontaktujacej sie z wodg stronie membrany, natomiast technika immaobilizacji zalezy
od specyfiki reakcji. Substrat jest dozowany od strony fazy organicznej a produkt
przebywa w fazie organicznej lub wodnej, stosownie do swoich wiasciwosci hydro-
filowo/hydrofobowych. Dyfuzyjny transport masy przez membrane oraz ograniczona
wytrzymato$¢ membran w rozpuszczalnikach organicznych to gtéwne problemy do
rozwigzania. Obecnie wszyscy producenci membran podajg informacje dotyczace
dopuszczalnosci stosowania danego materiatu w réznych rozpuszczalnikach.

faza organiczna fazawodna

produkt

lipofilowy produkt

hydrofitowy

Rysunek 9. Schemat reaktora z membrang katalityczng dla uktadéw dwufazowych
E - enzym, S - substrat

Znaczace problemy z doborem membrany, jej modyfikacjg, utrzymaniem gra-
nicy faz oraz doborem efektywnej metody immobilizacji kompensuje atrakcyjnosé
reakcji. Przede wszystkim sg to liczne biotransformacje stereospecyficzne z jedno-
czesng ekstrakcjg produktu do fazy organicznej lub reakcje syntezy z substratem
stabo rozpuszczalnym w wodzie [7,13,15,32, 3440, 73]. Z enzymow najczesciej
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wykorzystuje sie lipaza [7, 14,32,36, 40,73] a takze 6>transaminaze [35], esteraze
[40], fosfataze alkaliczng [7], a-chymotiypsyne i papaine [14].

Badania nad katalizag w $rodowiskach niewodnych rozwineli Klibanov i Zaks
[97-100], ktérzy wykazali, ze w rozpuszczalnikach organicznych, zawierajgcych
okoto 0,01% wody:

- hydrolazy prowadzg reakcje cstiyfikacji, transestryfikacji lub aminolizy;

- zmienia sig specyficznos¢ substratowa (np.: synteza dipeptydow przez este-
raze i lipaze lub transestryfikacja przez subtylizyne czy papaine);

- redukuje sie inhibicja substratem i produktem, zmienia si¢ wrazliwo$¢ na inne
inhibitory;

- ze wzrostem hydrofobowosci rozpuszczalnika obniza sie stereoselektywno$é
enzyméw, co, miedzy innymi, umozliwia synteze dipeptydéw z udziatem D-amino-
kwaséw;

- znaczaco wzrasta termostabilno$¢ enzymow.

Inne zalety, to: sterylnos¢ uktadu, wysoka rozpuszczalno$¢ niepolamych sub-
stratoéw itatwa separacja. Natomiast najwieksze problemy stwarza dobér odpowied-
niego materiatu membrany, obudowy modutu i wszystkich przytaczy. Z membran
syntetycznych, z wylaczeniem dipolarnych rozpuszczalnikow aprotycznych, zasto-
sowanie znalazty membrany z poliamidu aromatycznego (aramid) [7]. Zasadniczo
zaleca sie stosowanie modutéw z membranami ceramicznymi, zwlaszcza z dyna-
micznym filmem hydrofilowym [14]. Kolejnym problemem, w reakcjach z uwalnia-
niem wody, jest utrzymanie jej statego stezenia.

Rysunek 10. Przyktady rozwigzan aparaturowych dla reaktorow z membrang katalityczng
i konwekcyjnym transportem masy oraz jednokrotnym (a) i wielokrotnym kontaktem substratu
z enzymem (b)

Wérdd mozliwych konfiguracji aparaturowych wymienia sie [7]:

— immobilizacje w objetosci reaktoraz membrang MF, cojest dyskusyjne, gdyz
enzym, bez odpowiedniej modyfikacji, jedynie roztwarza sie w rozpuszczalnikach
organicznych;

— immobilizacje na membranie, bez wykorzystania jej mozliwosci separacyj-
nych. Membranajestjedynie nierozpuszczalnym no$nikiem i zasadniczo to rozwigza-
nie aparaturowe nie powinno sie zalicza¢ do reaktordw membranowych;
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- immobilizacje na membranie z konwekcyjnym (Rys. 10) lub dyfuzyjnym
(Rys. 9) transportem masy. Schemat 10 ogolnie dotyczy proceséw jednofazowych
z enzymem immobilizowanym na/w membranie.

Przyktady zastosowan to produkcja D-aminokwaséw przez h) dantoinaze [7],
utlenianie fenoli przez tyrozynaze [97—99], modyfikacje weglowodoréw aromatycz-
nych przez lakkaze [42], estryfikacje cukréw przez lipazy [97—300], reakcje estryli-
kacji, tranestryfikacji i syntezy dipeptydow przez a-chymotrypsyne, subtylizyneCarls-
berg, papaine i oksydoreduktazy [7, 14, 37, 73, 97-100],

3.1. IMMOBILIZACJA W WARSTWIE ZELOWEJ

W uproszczeniu metoda ta wykorzystuje zjawisko tworzenia warstwy polaryza-
cyjnej w procesie filtracji. W miare zatezania roztworu biatka, w obecnosci mem-
brany UF catkowicie zatrzymujacej enzym, jego stezenie w warstwie przymembra-
nowej rosnie az do przekroczenia stezenia granicznego, w ktérym dochodzi do for-
mowania zelu. Enzym w warstwie zelowej jest bardzo gesto upakowany, co powo-
duje spadek aktywnosci stosownie do wystepujacych ograniczen transportu i prze-
szkdd sterycznych. Z kolei stabilno$¢ enzymow wzrasta ze wzrostem stezenia, stad
tego typu membrany katalityczne dtugo zachowujg aktywno$¢ na poziomie wyjscio-
wym [14]. Sama procedura immobilizacji jest uniwersalna; enzym zageszcza sie
ultrafiltracyjniedo momentu osiggniecia punktu zelowania. O ile aktywno$¢ enzymu
w warstwie zelowej jest stabilna, to zel jest bardzo podatny na uszkodzenia hydrody-
namiczne. Stad szereg technik stabilizacji zelu: dodanie do roztworu biatka zwigzkéw
wspotzelujgeych; zwigzanie enzymu ze zwigzkiem wielkoczasteczkowym tub kopoli-
meryzacja; aktywacja membrany jak do wigzania kowalencyjnego, sieciowanie zze-
lowanej warstwy; natozenie na warstwe zzelowanego biatka kolejnej membrany
(ang. sandwich) [14, 57, 101]. Zazwyczaj zel jest tworzony od strony skérki mem-
brany ale mozna wykorzysta¢ rowniez jej strone gabczasta. Zel jest wowczas dodat-
kowo immobilizowany w porach membrany i mniej podatny na stres hydrodyna-
miczny [101], Poza metoda trwatego zwigzania zelu z powierzchnig membrany, zze-
lowane biatko mozna stosunkowo tatwo odmyé, stosujgc standardowe procedury
regeneracji modutu.

Omaéwiong powyzej metode zastosowano miedzy innymi do immobilizacji in-
wertazy, fosfatazy kwasnej, ureazy, /3-glukozydazy, lipazy, DNA-zy [14], oraz mie-
szaniny enzymow do usuwania fenolu i kalecholu [69, 70].

3.2. ZAMYKANIE W MATERIALU MEMBRANY

Wyroznia sie tutaj dwie podstawowe techniki. Pierwsza polega na dodaniu enzy-
mu w trakcie formowania membran, przy czym biatko moze znajdowa¢ sie w roz-
tworze wodnym (najwieksza inaktywacja), w emulsji lub w formie liofilizatu (naj-
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mniejsza inaktywacja). Dodanie biatka w formie emulsji prowadzi do formowania
tworéw przypominajgcych enkapsulacje, natomiast dodanie tiofilizatu biatka pozwala
otrzymac preparaty trwale, ale czes¢ enzymu nic ulega uwodnieniu a tym samymjest
nieaktywna. Metode zamykania enzymu w sieci polimerowej uznaje siejako technike
tanig i dajaca trwate preparaty. Nic jest istotne, czy membrana jest ultrafrltracyjna,
mikrofiltracyjna, czy dializacyjna. Pozostate ccchy sgwadami: duze opory dyfuzyjne
reakcji, brak mozliwosci odzysku membrany, ograniczenie zastosowan do niskocza-
steczkowych substratow i produktéw, znaczaca inaktywacja enzymu w warunkach
formowania membran (rozpuszczalniki organiczne i wysoka temperatura). Mimo to
szereg enzymow efektywnie immobilizowno tg metoda (np.: lipaza, /J-galaktozydaza,
aldolaza, /3-glukozydaza [33], czy pcnicylinaza [38],

Druga technika jest bardziej zachowawcza dla enzymdéw. W ogoélnym zarysie
roztwor enzymu jest wfiltrowywany pod cisnieniem w gabczastg strukture membrany
ale bez wytworzenia warstwy zelowej. Jezeli substrat ma by¢ dozowany od strony
przeciwnej, niz znajduje sie enzym (konwekcyjny transport masy, wymuszony rézni-
cgcisnien), wowczas zaleca sie dodatkowe usieciowanie enzymu, celem zmniejsze-
nia szybkoscijego wymywania. Reakcjajest heterogeniczna z umiarkowanymi opo-
rami dyfuzyjnymi przy konwekcyjnym transporcie masy i wiekszymi oporami
w procesie bezcisnieniowym. Wymogi odnos$nie wiasnosci separacyjnych membran
sg analogiczne do opisanych przy immobilizacji enzyméw w objetosci reaktora,
asamagmetode immobilizacji traktuje siejako w petni odwracalng. Dodatkowe zalety
to: uniwersalno$¢ procedury, niewielkie straty aktywnosci, metoda tania, prosta
i wydajna oraz tatwos¢ przenoszenia skali. Obok doboru membrany, najwiecej pro-
blemdw stwarza wymywanie enzymu lub/oraz zatruwanie membran, co nie zmienia
faktu, zc jest tojedna z najpopularniejszych metod immobilizacji enzymoéw w reakto-
rach membranowych. Szczeg6lnie czesto immobilizowano lipazy [7,14,31,34,40,
41, 75] atakze: glukozylotransfcraze cykloizomaltooligosacharydows [87], inwer-
taze [44, 45], glukoamylaze [44, 63], fumaraze [60], «-oksydaze L-lizyny [30] czy
/5-galaktozydaze [67]. Celem zwiekszenia stabilnosci enzymu, w strukture gabczasta
membrany wfiltrowywano réwniez enzymy zwigzane z krzemionka [58].

3.3. ADSORPCYJINE LUB JONOWE WIAZANIE Z POWIERZCHNIA MEMBRANY

Adsorpcja fizyczna i/lub jonowe wigzanie enzymu z powierzchnig membrany
jestrealizowane poprzez cyrkulacje roztworu biatka nad membrang od strony skorki
lub/oraz gabczastej podpory membrany przez 1-6 h, po czym modut membr nowy
jest drenowany. Warto$¢ ciit-offmembrany nie ma znaczenia, a sama meiuJa jest
bardzo prosta, tania i uniwersalna. Wydajno$¢ immobilizacji nie jest wysoka, gdyz
wiekszos¢ enzymu jest usuwana z modutu, ale znaczna cze$¢ enzymu zwigzanego
nie traci aktywnosci i czesto obserwuje siejego zwiekszongstabilnosé [4,14,33,34,
42, 56], Obie techniki tgczy rowniez tatwos¢ regeneracji modutu, czestsze wigzanie
enzymu z gabczastg strukturg membrany (wieksza powierzchnia wigzania) w modu-
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le HF i nagminne sieciowanie zwigzanego biatka, celem zwiekszeniajego stabilnosci.
Uwaza sig, ze adsorpcja fizyczna enzymu jest rozwigzaniem lepszym, gdy biatko
kontaktuje sie z faza organiczna, gdyz wowczas nie obserwuje sie desorpcjienzymu
[34]. Podstawowe roznice dotyczace obu technik immobilizacji zebrano w Tabeli 3.
Od strony klasyfikacyjnej wiele problemow sprawia uzywanie do obu technik immo-
bilizacji hydrofilizowanych membran hydrofobowych, hydrofobizowanych hydrofi-
towych i membran kompozytowych, hydrofilowo-hydrofobowych [34].

Tabela 3. Podstawowe réznice pomiedzy technika adsorpcji fizycznej a wigzaniem jonowym enzymu
na powierzchni membrany

Adsorpcja fizyczna Wigzanie jonowe

» wigzanie z powierzchnig membrany z przewagg ¢ Wiazanie z powierzchniag membrany z przewaga
oddziatywan hydrofobowych oddziatywar jonowych

brak desorpcji w rozpuszczalnikach organicznych, e« desorpcja w roztworach wodnych o wyzszej sile
w roztworach wodnych desorpcja w niskiej sile  jonowej, przy zmianie wartoSci pH oraz przy

jonowej oraz przy duzych przeptywach duzych przeptywach
+ gtéwnie membrany hydrofobowe (jak poliamid, * dowolna membrana, posiadajaca grupy zdolne do
polipropylen, polietylen, politetrafluoroetylen) dysocjacji elektrolitycznej

Obu metodami wigzano 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], inwertaze [45], ureaze [29], katalaze [78], oksydaze kwasu askor-
binowego [86]. Techniki te zostaty rowniez wykorzystane do tworzenia tzw. mem-
bran przeciwzatruciowych, redukujacych tworzenie warstwy zelowej i trwatego blo-
kowania porow w membranie w trakcie filtracji biatek (proteazy), olejow i emulsji
(lipazy) czy sokow i win (celulazy, pektynazy) [33,91].

Ciekawym rozwigzaniem, od strony procesowej, jest zastosowanie nieizoter-
micznego reaktora membranowego, ze zwigzangadsorpcyjnie acylazg penicylanowa
[81] lub /3-galaktozydaza [84, 107]. W reaktorze tym membrana rozdziela roztwor
substratu o r6znych temperaturach, co pozwala osiggng¢ 20-40% wzrost aktywnosci
enzymu przy roznicy temperatur o 1°C po obu stronach membrany. Obserwowany
wzrost aktywnosci jest ttumaczony zmniejszonymi oporami dyfuzyjnymi, wywota-
nymi obecnoscig dwdch réznych strumieni przeptywow przez membrane: przeptyw
rozpuszczalnika od strony o temperaturze wyzszej do temperatury nizszej i przeciw-
nie skierowany przeptyw zwigzkow rozpuszczonych (termodializa).

3.4. KOWALENCYJNE WIAZANIE Z POWIERZCHNIA MEMBRANY

Aby wytworzyé wigzanie kowalencyjne pomiedzy powierzchnig membrany
a enzymem, membrana musi posiada¢ grupy funkcyjne zdolne do zwigzania biatka
(np. grupy oksiranowe) lub podatne na aktywacje (np. grupy-OH, -COOH, -NH,)
[4,14,32-34], Zasadniczo kazdy typ membran moze by¢ w tym celu wykorzystany,
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z wigczeniem membran kompozytowych [29, 34, 82] i dynamicznych [73,75]; pro-
blem stanowi jedynie liczba operacji poprzedzajacych wigzanie enzymu. Ciekawagmpa
membran sg membrany kompozytowe, ztozone z hydrofobowej membrany MF
z naszczepiong warstwa termowrazliwego hydrozelu [29, 46, 47, 79-84, 107], Zel
ten pecznieje ponizej i kurczy sie powyzej okreslonej temperatury krytycznej (LCST
- ang. Lower Critical Solution Temperature), co daje uktad zblizony do ,,pompy”
hydraulicznej, ktora zasysa roztwor (substrat) podczas chtodzenia i wypycha roz-
twor (produkt) podczas ogrzewania. Kowalencyjne zwiazanie enzymu z termowraz-
liwym hydrozelem pozwala zminimalizowaé opory dyfuzyjne w transporcie masy
i kontrolowac szybko$é dyfuzji zmianami temperatury. Minimalizacje oporéw dyfu-
zyjnych osiggnieto rowniez stosujac reaktor nieizotermiczny (omdwiony przy immo-
bilizacji adsorpcyjnej) z immobilizowang kowalencyjnie acylazg penicylanowg
[66, 82] i jS-galaktozydaza [79, 80, 83],

Podczas wigzania kowalencyjnego enzymu z membrangnieistotny jest rozmiar
pordéw, natomiast czynnikiem istotnym jest liczba potencjalnych miejsc (grup) do
wigzania biatka oraz materiat membrany. Nalezy podkresli¢ brak regut w doborze
materiatlu membrany; zwraca sie jednak uwage na fakt, ze materiat hydrofobowy
z reguty charakteryzuje sie znaczaca sorpcjaniespecyficzng ale moze, poprzez lokal-
ne wykluczenie wody z powierzchni biatka, dodatkowo stabilizowaé jego aktyw-
nos$¢. Uwaza sie, ze dobra membrana powinna posiada¢ umiarkowany charakter hy-
drofilowo-hydrofobowy, z umiarkowang liczbg grup zdolnych wigza¢ biatko. Ko-
rzystne bywa réwniez zdystansowanie enzymu od powierzchni polimeru, co czesto
jest realizowane poprzez faczenie enzymu z naszczepionymi na powierzchnie mem-
brany krétkimi fancuchami polimerowymi [86-88]. Ze wzgledu na charakterystycz-
ng budowe takich membran, noszg one nazwe szczotkowych lub grzebieniowych.

Wydajno$¢ immobilizacji poprzez wigzanie kowalencyjne waha sie od wartosci
bliskich zeru po 90% i, podobniejak przy immobilizacji na no$nikach ziarnistych, jest
to metoda mato uniwersalna (duza liczba procedur wigzania), droga, czasochtonna,
z niewielkg mozliwoscig ponownego uzycia membrany. Od strony kinetycznej reak-
cjajest heterogeniczna, z koniecznosciguwzglednienia ograniczen dyfuzyjnych. Poza
tym wykluczonajest sterylizacja membrany przed procesemjak réwniez uzupetnia-
nie ubytkéw aktywno$ciowych w trakcie procesu. Podobnie do pozostatych ukla-
déw z membranami katalitycznymi, wysokie aktywnosci w objetosci reaktoramozna
osiggnaC stosujac jedynie moduty z membranami HF. W efekcie jedynie znaczacy
wzrost stabilnos$ci enzymu uzasadnia stosowanie tak drogiej i skomplikowanej meto-
dy immobilizacji.

Utrate aktywno$ci enzymu, zw igzana z procedurgimmobilizacji, moze wywotaé
kilka czynnikow (Rys. 11):

a) inaktywacja enzymu wywotana zbyt wysoka lub niskg wartoscigpH, tempe-
raturg stosowanym rozpuszczalnikiem i reagentami;

b) zwigzanie enzymu z membrang poprzez aminokwas wchodzacy w skiad cen-
trum aktywnego, wigzgcego substrat lub stabilizujacego okreslona konformacje biatka;
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c) wielopunktowe zwigzanie enzymu z matryca, zwiekszajace prawdopodobien-

stwo utraty funkcji katalitycznej;
d) centrum aktywne jest przestrzennie niedostepne.

O ile czynniki przedstawione w pozycjach a-c mozna minimalizowaé, dobiera-

jac odpowiednie techniki i optymalizujac proces wigzania (ograniczeniem finanso-
wym moze by¢ jednorazowos¢ uzycia membran), to przypadkowo$c¢ orientacji prze-
strzennej enzymu wzgledem membrany w trakcie tworzenia wigzania jest trudna do
ominiecia. Jezeli znana jest budowa przestrzenna enzymu, to mozna zastgpi¢ wybrany
aminokwas, zlokalizowany po przeciwnej do centrum aktywnego stronie biatka,
innym aminokwasem (korzystnie cysteing), ktéiy moze by¢ wykorzystany do wigza-
nia z powierzchnig membrany (korzystnie z ugrupowaniami tiolowymi) [37, 108-112],

Rysunek 1. Przyktady przyczyn powodujacych niskg aktywno$¢ enzymoéw (li) immobtli/owanych
kowalencyjnie: zmiany konformacji biatka (a c), brak zmian konformacji z centrum pr/csti/cnnic
niedostepnym dla subsrratu (S) (d); prawidtowa konformacja i oncntacja pi/c.str/enna centrum

aktywnego (c)

Przyktadami enzyméw wigzanych kowa! , 'yjnie z powierzchnig membrany sa:
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. WIAZANIE BIOSPECYFICZNE

Wigzanie to ani nie ma charakteru wigzania adsorpcyjnego, ani kowalencyjnego.
Jest wigzaniem relatywnie mocnym, ale z mozliwoscig odzysku membrany celem
ponownej immobilizacji enzymu. Generalnie jest to metoda wykorzystujaca bardzo
silne powinowactwo pomiedzy antygenem ajego przeciwciatem albo okreslonymi
zwigzkamijak, na przyktad, glikoprotcina:lektyna [117] czy (strept)awidyna:biotyna
[28, 108, 118-120]. W przyktadzie przedstawionym na Rysunku 12 (strept)awidyne
wir..." sie z membrang kowalencyjnie lub za posrednictwem biotyny. Kolejnym kro-
kiem jest dodanie enzymu, ktory musi posiada¢ wbudowang biotyne, korzystnie po
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stronie przeciwnej niz centrum aktywne. Metoda, sama w sobie bardzo atrakcyjna,
bo tgczaca ze specyficznoscig wigzania okreslone zorientowanie centrum aktywnego
wzgledem membranyJest wysoce kosztowna, cojest spowodowane koniecznoscia
stosowania zmodyfikowanych biatek enzymatycznych. Takie enzymy mozna otrzy-
macé poprzez fuzje gendw (wprowadzenie elementu afinitywnego jak antygen lub
awidyna), modyfikacje chemiczng (wprowadzenie np.: biotyny) i/lub wprowadzenie
odpowiedniego aminokwasu (korzystnie cysteiny), zlokalizowanego po przeciwnej
stronie, niz centrum aktywne, celem umozliwienia zwigzania biatka z elementem afi-
nitywnym [108, 119, 120],

Rysunek 12. Wigzanie enzymu z powierzchnig membrany za posrednictwem (strept)awidyny

Wigzaniem biospecyficznym typu -biotyna-awidyna-biotyna- wigzano z mem-
branami oksydaze glukozowai peroksydaze [28], papaine [118] czy subtylizyne [108].
Jako metoda wyjatkowo droga nic posiada waloréw technologicznych, natomiast
moze znalez¢ zastosowanie w wysublimowanych metodach separacji (ultrafiltracja
powinowactwa) czy w produkcji biosensorow [108],

4. CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW IMMOBILIZOWANYCH
W REAKTORACH MEMBRANOWYCH.
MODELOWANIE MATEMATYCZNE PROCESOW

Podstawowe wiasciwosci zwigzanego enzymu okresla warto$¢ optimum pH
i temperatury, pH- i termostabilno$é, stabilnos¢ operacyjna oraz podstawowe para-
metry réwnania kinetycznego Michaelisa-Menten (stata szybkosci reakcji kp stata
Michaclisa/"mi state inhibicji substratem/produktem reakcji). W przypadku enzymow
immobilizowanych w reaktorach membranowych badania takie sg rzadko prezento-
wane, z wylgczeniem reaktoréw z enzymem rozpuszczalnym, gdyz ten typ immo-
bilizacji nie zmienia wiasciwosci enzymu [51,93,121]. Informacje dotyczace charak-
terystyki enzymu po immobilizacji najtatwiej mozna uzyskac korzystajac z membran
ptaskich, ktore, pociete na drobne kawatki, sg badane w warunkach mieszalnikowego
reaktora okresowego [56, 65, 79, 84, 87, 90, 113, 122-124], Ze wzgleddw finanso-
wych taka procedura jest niemozliwa, gdy modut tworzg membrany rurkowe tub
kapilarne. W tych przypadkach najczesciej wyznaczane sa parametry réwnania kine-
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tycznego ktore, w zaleznosci od przyjetej procedury badan i obliczen, nic uwzgledniaja
oporéw dyfuzyjnych reakcji [43, 45, 60, 69, 79, 80, 84, 90] lub, po wprowadzeniu
cztondw dyfuzyjnych, pozwalajg otrzymac rzeczywiste wartosci statych [125, 126],

Modelowanie proceséw z enzymem immobilizowanym w objetosci reaktora
membranowego wymaga wyznaczenia parametrow rownania kinetycznego w reak-
torze zbiornikowym i uwzglednienia przeptywow [51, 93, 121]. W pozostatych ty-
pach reaktoréw dominuje dyfuzyjny transport masy, nawet jezeli przeptyw przez
membrany jest wymuszony réznicg cisnien (szybko$¢ dyfuzyjnego transportu masy
rosnie o komponent transportu konwekcyjnego). W takich przypadkach modelowa-
nie wymaga, obok wyznaczenia parametréw kinetycznych, uwzglednienia co naj-
mniej dyfuzji reagentow i modutu Thielego [35, 36, 39, 67, 101, 127-130]. Dobrym
przyktadem wielosci czynnikdw, wplywajacych na przebieg reakcji enzymatycznej
w reaktorze z przeptywem wymuszonym réznicg cisniert i enzymem immobilizowa-
nym w materiale membrany, jest praca Calabro i wsp. [130]. Autorzy uwzglednili
parametry kinetyczne enzymu, wspotczynniki dyfuzji reagentow, szybkos¢ przepty-
wu objetosciowego i cyrkulacyjncgo, wymiary reaktora, Srednig Srednice porow skorki
i warstwy gabczastej, powierzchnie wiasciwg i dystrybucje enzymu w réznych re-
gionach membrany. W efekcie otrzymali 15 rownan opisujgcych profile przeptywdw
w rurkach i porach oraz 6 rwnan bilansu masy, uwzgledniajacych stezenia enzymu,
substratu i produktu w skorce, czesci gabczastej i w Swietle kapilary. Rozwigzanie
tych réwnan pozwolito stwierdzi¢, ze produktywnosc¢ reaktora zalezy od liczby Pec-
leta, modutu Thielego i dystrybucji enzymu w membranie. Z punktu widzenia proce-
dur immobilizacji wykazano, ze najlepsze wyniki osiaga sig, immobilizujgc enzym w
porach gabczastej membrany.

Zagadnienia zwigzane z modelowaniem proceséw wykorzystujacych enzymy
immobilizowane w systemach membranowych dotycza rdwniez membranowej se-
paracji powinowactwa [22] oraz optymalizacji parametréw fizycznych ibiochemicz-
nych w biosensorach enzymatycznych [131].

5. ZASTOSOWANIA ENZYMOW IMMOBILIZOWANYClIi
Z WYKORZYSTANIEM SYSTEMOW MEMBRANOWYCH

O mozliwosciach zastosowar enzymdéw immobilizowanych z pomocg mem-
bran najlepiej Swiadczy liczba dotychczas cytowanych prac. Wiekszo$¢ z nich doty-
czy procesow, ktdre juz znalazty zastosowanie w przemysle z tym, ze enzym byt
immobilizowany innymi metodami (np.: wigzanie kowalencyjne z powierzchnig nos-
nika, zamkniecie w sieci zelu, sieciowane krysztaty). Dotyczy to zar6wno procesow
prowadzonych w $rodowisku wodnym, wodno-organicznym jak i bezwodnym,
a konkretne przyktady zostaty podane przy omawianiu poszczegdlnych metod immo-
bilizacji. Natomiast do klasycznych proceséw w skali przemystowej nalezy zaliczy¢
hydrolize laktozy zjednoczesng sterylizacjg mleka, hydrolize pektyn w sokach owo-
cowych oraz hydrolize /3-laktoglobuliny oraz, z nowszych, produkcje aspartamu,
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ibuprofenu, L-fenyloalaniny, naproksenu, diltiazemu i pochodnych D-fenyloglicyny
[14]. Nowsze technologie to gtéwnie produkcja zwigzkdw optycznie czynnych i/lub
z udzialem koenzyméw. Warto podkresli¢, ze reakcje z regeneracjg koenzymow
w reaktorach membranowych praktycznie wyparty inne rozwigzania z immobilizo-
wanymi enzymami i kofaktorami. Innymi przyktadami zastosowar: enzyméw immo-
bilizowanych z wykorzystaniem membran sg bardzo dynamicznie rozwijajaca sie mem-
branowa separacja powinowactwa oraz produkcja biosensorow.

Chromatografia powinowactwa (chromatografia afmitywna) opiera sie na spe-
cyficznym i odwracalnym wigzaniu ligatu (zwigzek oczyszczany) z ligandem (czas-
teczka o duzym powinowactwie do ligatu). Przyktadami par zwigzkow oddziatuja-
cych specyficznie sg: substrat (produkt, inhibitor, koenzym)/enzym; hormon/recep-
tor; antygen/przeciwciato; glikoproteina/lektyna. W przypadku stosowania enzymow
jako ligandéw, zwykle oczyszcza sig ich inhibitory lub koenzymy [20,22].

Membranowa separacja powinowactwa jest procesem zastepujacym oczysz-
czanie bioczasteczek w kolumnach chromatograficznych ze ztozem afinitywnym
i zazwyczaj jest realizowana na dwa sposoby. W pierwszym enzym jest immobilizo-
wany - najczesciej kowalencyjnie - w porach membrany a ligat wraz z zanieczysz-
czeniami transportowany konwekcyjnie (réznicacisnien) przez pory [85]. Nastepnie
rozdziela sie potgczony ligat i ligand przez zmiane warunkéw (pH, sitajonowa, pod-
stawienie kompetycyjne). Proces jest okresowy i bardzo zblizony do chromatografii
kolumnowej. Zaletg uktadu membranowegojest krétsza droga dyfuzji niz w ztozach
ziarnistych i mozliwos$¢ odseparowania na membranie zwigzkéw o masach czastecz-
kowych kilka razy wiekszych niz ligat.

W drugim przypadku ligand, zwigzany kowalencyjnie z makroczasteczka, wys-
tepuje w formie rozpuszczalnej w wodzie, a proces moze by¢ okresowy lub ciagty.
W uktadzie okresowym ligatjest dozowany do reaktora z makroligandem, po czym,
w warunkach diafiltracji, zanieczyszczenia przechodzg do permeatu [18, 22], Po
roztgczeniu kompleksu ponowna diafiltracja pozwala rozdzieli¢ ligat i ligand, przy
czym jest korzystniej, gdy makroligand pozostaje w retentacie.

Ultrafiltracja powinowactwajako proces cigglty wymaga zastosowania 3 modu-
t6w membranowych (Rys. 13), z ktorych pierwszy petni role prefiltra, oddzielajace-
go zwigzki znacznie wieksze od ligatu [17,18]. Drugi modut stuzy do odseparowania
zwiazkéw mniejszych niz ligat i ligand a trzeci, po uprzedniej zmianie warunkow, do
rozdzielenia ligandu i ligatu.

Najczesciej stosowane membrany to mikrofiltry z octanu celulozy, nylonu, poli-
chlorku winylu i polisulfonu, gdyz uwaza sie, ze charakteryzujg sie wzglednie niskg
sorpcja niespecyficzng [18]. Celem zwigkszenia wydajnosci procesu, szczeg6lnie
w przypadku wigzania enzymu z membrana, zaleca sie stosowanie biatek tak modyfi-
kowanych, aby centrum aktywne bylo skierowane w strong przeciwnaniz membrana

[37, 108-112],
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Rysunek 13. Schemat ciggtego procesu utrafiltracji powinowactwa.
Oznaczenia: 1- ligat; L - ligand; z - zanieczyszczenia niskoczasteczkowe;
Z - zanieczyszczenia wysokoczgsteczkowe

Biosensory (pracc przegladowe - [23, 132-136]; prace szczegOtowe [24-28,
137-139]) sktadaja sie z dwdch, umiejscowionych blisko siebie, elementéw; pierw-
szy odpowiedzialnyjest za biospecyficzne rozpoznanie okreslonego zwigzku (enzymy,
przeciwciata, lektyny, receptory hormondéw, komorki) a drugi ma za zadanie prze-
ksztakci¢ sygnat biologiczny na odpowiadajacy mu ilosciowo sygnat elektryczny, elek-
trochemiczny, optyczny, kalorymetryczny lub piezoelektryczny. Uwzgledniajac spo-
s6b oznaczania danego zwigzku, biosensory enzymatyczne bazujg na dwoch typach
procedur [133]. W pierwszej zwigzkiem oznaczanym jest substrat enzymu a jego
stezenie okreslane na podstawie uwolnionego produktu. W drugiej, jezeli oznaczany
zwigzek jest ihibitorem enzymu, jego stezenie okresla sie na podstawie spadku szyb-
kosci reakcji (substratjest immobilizowany w biosensorze lub dodawany do analizo-
wanego roztworu).

W biosensorach enzymatycznych membrany powinny by¢ cienkie (grubos¢
< 50flm), aby zminimalizowac¢ opory w transporcie masy, posiadac grupy funkcyjne
odpowiednie dla danej techniki immobilizacji i by¢ pozbawione wyraznego fadunku
po immobilizacji [23]. Materialem membrany sg najczesciej pochodne celulozy [24],
poli(pirol) [28], poli(tetrafluoroetan) [26], akrylany [32], poli(chlorek winylu)
[138, 139] lub korzysta sie z gotowych membran jak Nafion™ [139] lub aktywo-
wanych juz membran typu Immunodyne™ czy Immobililon™ [23]. linzym spora-
dycznie jest uzywany w formie rozpuszczalnej w wodzie; najczesciej jest immobili-
zowany na/w membranie z przewaga wigzania kowalencyjnego od strony detektora.
Zatem membranajest zwykle nosnikiem dla enzymu, moze stanowi¢ bariere fizyczng
dlazwigzkow blokujacych pory membrany i powodujacych ,,zatrucie” elementu prze-
ksztatcajacego sygnaty (np.: elektroda) i ogranicza¢ mozliwos¢ zajscia reakcji ubocz-
nych [139]. Poza tym membrana nic moze stanowié bariery dla reagentéw, chyba ze
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stuzy réwniez do immobilizacji substratu [133]. Celem przyspieszenia szybkosci trans-
portu elektronéw pomiedzy produktem reakcji i, naprzyklad, elektroda, na/w mem-
branie immobilizuje sie takze zwigzki redukujgcejak: NADH, zelazocyjanek, tetracy-
janochinodimetan czy L-askorbinian [135]. Generalnie, najwiekszym problememjest
zbyt niska stabilno$¢ operacyjna enzymow, szczeg6lnie gdy biosensor stuzy do wy-
krywania takich zwigzkow, jak: herbicydy, fungicydy, insektycydy i pestycydy lub
gdy w trakcie utleniania substratu powstajgwolne rodniki [134-137]. W takich przy-
padkach zaleca sie stosowanie posrednikéw redukujacych.

Biosensoiy enzymatyczne znalazty zastosowanie w przemysle spozywczym
[133], w ochronie srodowiska [135, 138], rolnictwie [135], w medycynie i wetery-
narii [23] i w monitorowaniu bioproceséw [132], Klasycznejuz przyktady enzyméw
immobilizowanych w biosensorach, to: oksydaza mleczanowa, glukozowa, alkoho-
lowa, katalaza, inne peroksydazy, aminoacylaza, penicylinaza, ureaza, inwertaza,
/3-galaktozydaza [132, 133, 135, 137]. Nowsze zastosowania dotyczg ochrony sro-
dowiska i rolnictwa, a w szczeg6lnoSci monitorowania stezenia pestycydow, fungi-
cyddw, herbicyddw, insektycyddw z wykorzystaniem esterazy acetylocholinowej
lub butyrylocholinowej i oksydazy cholinowej, oksydazy glukozowej, fosfatazy kwa-
$nej i alkalicznej, tyrozynazy, lakkazy i dehydrogenazy aldehydowej [133,135-138].
Zwraca sie takze szczegblnguwage na biosensory do monitorowania realccji enzyma-
tycznych i/lub oznaczania zwigzkdéw w rozpuszczalnikach organicznych [137].
W takich przypadkach mozna oznacza¢ stezenie fenoli ijego pochodnych oraz anilin,
a takze aminy aromatyczne i chloropochodne fenolu (oksydaza glukozowa, tyrozy-
naza, monooksygenaza monofenolowa, peroksydazy). Zalety wykonywania analiz
w rozpuszczalnikach organicznych to: detekcja zwigzkdw stabo rozpuszczalnych
w wodzie, ograniczenie reakcji ubocznych, immobilizacja przez prostg adsorpcje
i brak polimeryzacji chinonéw.

PODSUMOWANIE

Polgczenie katalizy enzymatycznej i procesdw separacji membranowej dopro-
wadzito do utworzenia licznych konfiguracji enzymatycznych reaktordw membrano-
wych. Rosnace zainteresowanie przemystu procesami hybrydowymi wynika z moz-
liwosci obnizenia kosztow inwestycyjnych i zuzycia energii w poréwnaniu z proce-
sami o0 wydzielonych etapach reakcji i separacji, a takze z ograniczenia lub z mozli-
wosci sterowania poziomem reakcji ubocznych lub/oraz inhibicja. Jednakze zintegro-
wanie procesow jednostkowych podwyzsza stopien komplikacji sterowania proce-
sem ijego modelowania w celu dalszej optymalizacji. Nie bez znaczenia jest réwniez
koszt membran i modutéw membranowych oraz niewystarczajgca zwykle trwatos¢
enzyméw i membran w warunkach realnego procesul.

Efektywne tgczenie reakcji enzymatycznej i separacji membranowej wymaga
wspotdziatania i postepu w trzech dziedzinach: technologii enzymaow i inzynierii bia-
tek, technologii membran oraz inzynierii reaktoréw. Zadaniem pierwszej z nich jest
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produkcja taniego enzymu i o wysokiej stabilnosci operacyjnej w odpowiednim dla
reakcji rozwigzaniu aparaturowym. Jest to warunek konieczny, gdyz jedynie wysoce
selektywne i stabilne enzymy majg szanse zastgpic istniejgce juz procesy chemiczne
lub enzymatyczne. Nalezy zaznaczy¢, ze wysoka aktywnos$¢ posiada znaczenie dru-
gorzedne, natomiast bardziej istotnym elementemjest trwato$¢ uktadu, tatwos¢ sepa-
racji oraz mozliwosc¢ regeneracji membran.

Z punktu widzenia technologii membran, lepsze zrozumienie relacji pomiedzy
budowg i wlasciwosciami membrany a uktadem reakcyjnym, powinno pozwoli¢ na
bardziej racjonalny dobor membrany do uktadu reakcyjnego i rozwigzania aparaturo-
wego. Mimo licznych, dostepnych na rynku, rodzajéw membran i modutéw mem-
branowych, informacje producentéw o ich wiasciwosciach sg nikte i czesto mylace
[140], co wymusza okazjonalng produkcje wiasnych membran w poszczeg6lnych
laboratoriach badawczych, w celu $ledzenia relacji miedzy typem polimeru ijego
porowatosciga sorpcja i dyfuzja reagentow. Z kolei prace dotyczace optymalizacji pro-
cesOw tgczacych reakcje z separacjg sg nieliczne i mocno rozproszone, oferujac naj-
czesciej wyrywkowe opracowania inzynieryjne prostych reakcji modelowych, w przy-
padkowo dobranych rozwigzaniach aparaturowych.

Znaczace zwiekszenie ilosci wdrozonych w przemysle proceséw enzymatycz-
nych z wykorzystaniem reaktorow membranowych wydaje sie ciggle odlegte, ale
istniejace juz w przemysle technologie wskazujg zc integracja badan nad procesami
membranowymi jest konieczna i efektywna.
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