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Рассмотрены некоторые подходы к созданию мембранных биореакто- I
ров, представляющих собой пример интегрированных мембранных систем. !
Обсуждаются особенности использования организованных молекулярных ]
ансамблей в таких системах в качестве сенсорных и регуляторных эле- {
ментов. Рассмотрены свойства ретиналь-белкового комплекса бактериоро-
допсина как перспективного компонента интегрированных мембранных си- ',
стем, способного осуществлять регуляторные функции.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Применение мембранной технологии в современной индустрии поз-
воляет сберегать ресурсы, энергию и значительно уменьшать возденет- \
вие неблагоприятных факторов на окружающую среду. В последние годы j
в мембранных исследованиях наметилась тенденция к объединению j
различных процессов, поскольку «интегрирование» технологических ста- }
дий позволяет в наибольшей степени реализовать потенциальные пре- 1
имущества мембранных систем. Этот путь представляет собой вопло- j
щение принципов, лежащих в основе функционирования биологических }
систем, которые отличают специфичность и взаимообусловленность про- j
цессов, объединение ряда функций в одном элементе, существование ;
регуляторных механизмов на различных стадиях процесса [1]. Прекрас- j
ным примером интегрированных фотохимических процессов является j
природный фотосинтез. Он включает в себя собирание солнечной энергии j
хлорофиллом антенны и другими пигментами, перенос энергии возбуж- \
дения на реакционный центр, разделение зарядов в фотосистемах I и II, j
передачу электрона и другие процессы [2]. Понятие «интегрированные '
мембранные системы» предполагает не только применение различных ;
мембран на последовательных этапах разделения, но также совмещение
функций, например, сопряжение химических превращений с мембран-
ным разделением, включение в системы мембранных сенсоров для конт- I
роля динамики и оптимизации процессов и т. д. [3]. Можно ожидать,
что комплексное применение мембранных систем окажется наиболее
эффективным в таких областях как агропромышленное производство,
нефтехимия, биотехнология, переработка сточных вод.

П. МЕМБРАННЫЕ БИОРЕАКТОРЫ

1. Мембраны в химических реакциях

Одним из интенсивно развивающихся направлений мембранной тех-
нологии является создание мембранных реакторов (МР), в которых про-
дукты реакции (или один из продуктов) отделяются от реакционной
смеси. Преимущества МР особенно заметно проявляются при проведении
обратимых реакций: непрерывное удаление продуктов смещает реакцию
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в прямом направлении и позволяет достигать высокой конверсии исход-
ных веществ. Одна из возможностей реализации такого процесса связа-
на с использованием селективных газоразделительных мембран [4, 5].
Принципиальная схема МР такого типа приведена на рис. 1. (Подроб-
но вопросы мембранного катализа рассмотрены в работе [1] настоящего
сборника, поэтому ограничимся лишь некоторыми примерами.) Нерав-
новесность процесса в подобном проточном МР с микропористой стек-
лянной мембраной позволила увеличить конверсию циклогексана в
бензол примерно в 2,5 раза по сравнению с равновесной величиной. Осо-
бенно наглядно преимущества МР проявляются при использовании пал-
ладиевой мембраны, проницаемой исключительно для Н2 [4]. В этом
случае конверсия циклогексана дости-
гает 99,5%, а при надлежащем подбо-
ре скоростей потоков исходного веще-
ства и инертного газа-носителя может

б Тбыть еще более увеличена. Таким об- J - vffffiftL (-ιΛ?^ CBHR + UM?зн
разом, бензол становится практически
единственным компонентом на выходед а в д е
из МР, что исключает необходимость 5

разделения бензола и циклогексана, , „ ,
г Рис. 1. Схема мембранного реакто-
значительно понижая тем самым стой- р а с п а л л а д и е в о й мембраной для де-
МОСТЬ Производства. гидрирования циклогексана [4J:

Другим важнейшим направлением 1 — палладиевая мембрана, 2 —
В разработке МР является изучение катализатор, 3 - циклогексан, 4 -

„ -. J инертный газ-носитель, 5 — оболочкасвойств катализаторов, стабилизиро-
ванных на полимерных мембранах. В этом случае мембрана выполня-
ет роль среды, в которой может создаваться высокая локальная концент-
рация реагирующих компонентов и необходимое окружение. Значитель-
ное число работ посвящено исследованию фотокаталитического разло-
жения сероводорода в присутствии коллоида CdS, иммобилизованного
на фторсодержащей катионообменной мембране типа Нафион [6—8].
Внутренняя структура мембран этого типа имитирует строение обрат-
ных мицелл, поскольку она включает соединенные каналами ионные
кластеры, внедренные в гидрофобную фторуглеродную фазу [9, 10]. Ка-
тионные субстраты, сорбированные в каналах мембраны из водной фазы,
испытывают воздействие сильного электрического поля [11], что, по-ви-
димому, следует учитывать при рассмотрении каталитических свойств
комплексов. Высокая химическая стойкость перфорированных полимер-
ных мембран позволяет использовать их в агрессивных средах в широ-
ком температурном интервале. Процесс фоторазложения H2S вызывает
интерес в связи с поисками нетрадиционных энергоносителей, к которым
относится и получающийся в результате реакции молекулярный водород.
Кроме того, таким путем можно уменьшить воздействие на окружающую
среду токсичных соединений серы, многие тонны которых выделяются в
качестве отходов в химических, металлургических и нефтехимических
производствах [6]. Наконец, элементная сера — второй продукт реак-
ции — является ценным сырьем и его источником могли бы стать газовые
месторождения с высоким содержанием сероводорода.

Другая возможность применения мембранных фотокатализаторов
для решения экологических проблем связана с очисткой сточных вод от
загрязнений. В работе [12] исследована фотодеградация хлорфенолов
в водных растворах, активируемая допированным полифенилацетиле-
ном, иммобилизованным в мембране из поливинилхлорида. Иммобили-
зация полифенилацетилена позволяет стабилизировать его, в частности
препятствует высвобождению допирующего агента. Скорость фотораз-
ложения органических примесей существенно возрастает при увеличе-
нии электропроводности мембраны. Предполагают, что механизм фото-
деградацнн включает образование промежуточных радикальных состоя-
ний, а присутствие в мембране органического проводника с электронной
проводимостью делает возможным фотоинициирование и ускоряет окис-
лительно-восстановительные процессы.
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2. Мембранные биореакторы

В последние годы широкое распространение получили разработки
МР, в которых химические превращения осуществляются под действием
катализаторов биологического происхождения. Такого рода аппараты на-
зывают мембранными биореакторами (МБР). Решение комплекса проб-
лем, связанных с применением МБР, включая производство, выделение,
очистку ферментов и их использование в качестве иммобилизованных
биокатализаторов, является сегодня ведущим направлением биотех-
нологии. Мембраны служат дешевой и надежной основой для иммо-
билизации ферментов и для создания компактных и гибких устройств,
сопрягающих процесс разделения с химической реакцией. Биокатализа-
тор располагается с одной стороны подходящей мембраны, субстрат при-
водится в контакт с биокатализатором, а получающийся продукт, моле-
кулы которого должны быть достаточно малы, проникает через мембра-
ну. Этот общий принцип устройства МБР реализован в следующих основ-
ных типах применяемых МБР, различающихся по конфигурации и ре-
жиму проведения реакции [13]: 1) мембранные модули, сопряженные с
реакционным объемом, который содержит биокатализатор в раствори-
мой форме; 2) реакторы с мембранами в виде полых волокон, в которых
фермент расположен обычно на внешней стороне мембраны, тогда как
субстрат циркулирует через внутренний объем волокон; 3) реакторы с
мембраной, приготовленной из формовочного раствора, содержащего
биокатализатор; 4) реакторы с ферментом, фиксированным поперечными
связями на микропористой пленке или ковалентно пришитым к ней.

Появление МБР первого типа стало возможным после создания в
1965 г. ультрафильтрационной мембраны [14], которую использовали
для концентрирования ферментов [15, 16]. В 1970 г. был создан первый
мембранный биореактор, в котором применялся раствор α-амилазы из
В. subtilis для гидролиза крахмала [17]. Значительная часть ферментов,
используемых в качестве биокатализаторов, имеет молекулярную массу
от 10 до 100 кДа и задерживается мембранами, предназначенными для
ультрафильтрации. Реакторы первого типа работают в режиме идеаль-
ного смешения и в наибольшей степени пригодны для проведения реак-
ций, ингибируемых продуктом, так как последний непрерывно удаляется
по мере его образования, что повышает выход. Известны две разновид-
ности МБР идеального смешения, различающиеся организацией потоков
субстрата и продукта (рис. 2) [18]. На рис. 2, а приведена схема МБР,
работающего в режиме прямой фильтрации. Существенным недостатком
таких МБР является засорение мембраны, а также концентрационная
поляризация, для устранения которой необходимо интенсивное переме-
шивание содержимого реакционной емкости. Реакторы, выполненные по
указанной схеме используют, в основном, для лабораторных исследова-
ний. Проточный МБР, свободный от указанных недостатков, был впер-
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Рис. 2. Мембранные биорсакторы с непрерывным перемешиванием [18]:
а) реактор прямой фильтрации: 1 — газовый баллон для создания транс-
мембранного давления, 2 — емкость с субстратом, 3 — реакционный со-
суд с мешалкой, 4 — мембрана, 5 — термостатируемая емкость, 6 — со-
суд для продукта; б) проточный мембранный биореактор: 7 — исходная

смесь, 8 — продукт, 9 — насос, 10 — биокатализатор
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Рис. 3. Каскадные мембранные биореакторы с модулями мемб-
ранного разделения на заключительной стадии (а) и на каж-
дой стадии (б): 1 — реактор, 2 — блок мембранного разде-

ления, 3 — насос [18]

вые предложен в работе [19] (рис. 2, б). В отличие от схемы на рис. 2
здесь разделительный мембранный модуль физически отделен от реак-
ционного сосуда, содержащего в качестве катализатора ферменты либо
целые клетки. Проточный МБР позволяет многократно использовать
биокатализатор и организовать работу в стационарном режиме. Реакто-
ры этого типа пригодны для промышленного использования, например
в установках для обработки сточных вод [20, 21]. Для нормального
функционирования МБР рассматриваемого типа необходимо, чтобы мо-
лекулы продукта были существенно меньше по своему размеру молекул
субстрата и биокатализатора. В силу этого ограничения МБР данного
типа нашли применение в основном при проведении реакций гидролиза
белков, крахмала, целлюлозы [18]. Для МБР, работающих в режиме
идеального смешения, характерны небольшие концентрации компонен-
тов и относительно невысокие скорости конверсии.

Поиски высокопроизводительных систем, в которых достигается глу-
бокое превращение исходного вещества, привели к созданию каскад-
ных МБР (рис. 3) [18]. Используют два типа каскадов: с блоком мем-
бранного разделения на заключительной стадии (рис. 3, а) и с рецирку-
ляцией пепрореагировавшего компонента на каждой стадии (рис. 3, б).
Каскадные системы последнего типа довольно дороги, но обеспечивают
системе высокую гибкость, так как создают возможность проведения
каждой стадии в оптимальном режиме, что особенно удобно для муль-
тиферментных процессов.

Более высокая степень интеграции химической реакции и мембран-
ного разделения достигается в МБР на основе полых волокон, посколь-
ку в них ячейка мембранного разделения выполняет также функцию ре-
актора. Основным достоинством устройств на основе полых вол(ЖХ1 яв-
ляется высокое отношение площади поверхности мембраны к зайимаьмо-
му объему. Кроме того, режим работы таких МБР приближается к ре-
жиму идеального вытеснения, что позволяет достигать глубокой конвер-
сии субстрата. Впервые МБР па основе коммерческих полых волокон,
внутри которых заключается фермент, описан в работе [22]. В даль-
нейшем были предложены различные варианты половолоконных МБР,
представляюшце две основные конфигурации (рис. 4, α и б). В схеме,
представленной на рис. 4, а, фермент нанесен на внешнюю поверхность
полого волокна, а субстрат прокачивается через внутренний объем. Про-
дукт может отбираться либо с наружной стороны, либо из внутреннего
объема волокна. Для нанесения биокатализатора па поверхность полого
волокна широко применяют предварительную ультрафильтрацию рас-
твора фермента или суспензии клеток через мембрану. Например, таким
способом на внешнюю поверхность ультрафильтрационных полых волокон
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Рис. 4. Основные конфигурации биореакторов с мембранами
в виде полых волокон: а) — пучок волокон в оболочке, б) —
пучок волокон в емкости, содержащей биокатализатор, либо
служащей для отбора продукта; / — биокатализатор, 2 —
исходная смесь, 3 — насос, 4 — продукт, 5 — субстрат [18]

наносили дрожжевые клетки [23]. При этом клетки фиксируются доста-
точно прочно, чтобы обеспечить работу МБР в течение примерно 12 су-
ток. Выход продукта реакции прямо пропорционален количеству загру-
женных в реактор клеток, однако при высокой плотности загрузки резко
возрастает давление, необходимое для поддержания приемлемой ско-
рости прохождения субстрата. Значительное повышение трансмембран-
ного давления является нежелательным, так как при этом происходит
ускоренное смывание биокатализатора с волокон. Способ фиксации фер-
ментов за счет физической адсорбции обладает рядом достоинств: про-
стотой и универсальностью методики нанесения, сведением к минимуму
стерических затруднений в микроокружении фермента, что сопровожда-
ется незначительной потерей его активности, а также отсутствием необ-
ходимости введения каких-либо добавок к биокатализатору, что облег-
чает получение стерильных препаратов.

К числу технически важных реакций относится гидролиз трнглице-
ридов с образованием жирных кислот и глицерина. Это превращение
осуществляют [24, 25] в МБР, выполненных в виде модуля с полыми
волокнами из ароматического полиамида. Гидролиз триглицерндов из
растительных масел протекал в присутствии липазы из Candida cylind-
racea, иммобилизованной на внутренней поверхности полых волокон.
Иммобилизацию фермента осуществляли путем предварительной
ультрафильтрации водного раствора липазы через полые волокна. Суб-
страт—эмульсию растительного масла — непрерывно подавали во внут-
ренний объем полых волокон. Полиамидная мембрана проницаема лишь
для одного из продуктов реакции — глицерина, который диффундировал
в водную фазу, находящуюся с внешней стороны волокна. Жирные кис-
лоты удалялись из МБР в составе липидной фазы. Полиамидное волокно
обеспечивает хорошее разделение фаз без какой-либо их дисперсии. По-
ливолоконные МБР позволяют достигать ~90% конверсии субстрата за
2—3 ч [25J, время стабильной работы системы — более трех педель.
Аналогичный по конструкции МБР был использован для широкомас-
штабного получения 6-аминопепициллановой кислоты [26].
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Рис. 5. Сечение биореактора с двойным полым волок-
ном [28]: / — стеклянная трубка, 2 — силиконовая
трубка, 3 — полипропиленовое полое волокно, 4 — им-
мобилизованные клетки, 5 — газовая фаза, 6 — жидкая

фаза

Одно из ограничений, которые накладываются на использование по-
ловолоконных МБР, состоит в том, что субстрат и продукт должны иметь
низкий молекулярный вес, позволяющий им диффундировать через мем-
брану. Именно поэтому такие реакторы часто применяют для гидролиза
олигомеров [18]. Другим основным недостатком аппаратов на полых во-
локнах, отмеченным еще в первой работе [22], является лимитирование
скорости химической реакции процессами диффузии. Так, например, при
использовании МБР с полыми волокнами из полипропилена для произ-
водства фенилаланина мутантными штаммами Е. coli [27] обнаружено,
что скорость химической реакции ограничивается диффузией кислорода,
необходимого для жизнедеятельности этих клеток. Полагают, что реак-
торы такого типа более пригодны для систем с низким потреблением
кислорода или при использовании анаэробных организмов. Аналогичные
трудности возникают и в том случае, если в ходе ферментативной реак-
ции выделяются газы. Попытки преодолеть эти ограничения привели к
созданию МБР на основе двойных полых волокон [28]. Рис. 5 воспроиз-
водит схему устройства двойного половолоконного биореактора, пригод-
ного для культивирования аэробных клеток. Микроорганизмы распо-
лагаются внутри объема, образованного силиконовыми трубками, через
стенки которых проникает кислород, и полипропиленовыми полыми во-
локнами, через которые поступает жидкая среда. Производительность
МБР на двойных полых волокнах может в 20—30 раз превышать произ-
водительность традиционных ферментеров.

Известны МБР, в которых биокатализатор заключен внутри пористой
полимерной матрицы [13]. В качестве биокатализатора могут выступать
ферменты или целые клетки, устойчивые к воздействию органических
растворителей, используемых при формировании мембраны. Значитель-
ное число биореакторов этого типа разработано для процессов, исполь-
зуемых в пищевой промышленности. Для совмещения в одной ячейке
процессов ультрафильтрации и гидролиза лактозы в молоке и молочной
сыворотке предложен МБР в плоском варианте [13]. Лактозу иммобили-
зуют в микропористой пленке из поливинилхлорида, расположенной не-
посредственно за ультрафильтрационной мембраной (рис. 6). Сопряже-
ние процессов позволяет избежать нежелательного контакта фермента с
частицами молочного жира. Аналогичный процесс осуществлен в присут-
ствии бактерий Sulfolobus solfataricus в МБР другой геометрии [29]. Био-
катализатор включали в матрицу мембраны, изготовленной в виде по-
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лого волокна из смеси полисульфона, поливинилпирролидона и Ν,Ν-ди-
метилацетамида. Увеличение содержания лиофилизованных клеток в
смеси ухудшало механические свойства волокон и уменьшало регуляр-
ность структуры мембран. Однако эти отрицательные эффекты можно
скомпенсировать, варьируя молекулярную массу поливинилпирролидона.
Исследование взаимосвязи функциональных характеристик данных
МБР с их кинетическими и гидродинамическими параметрами показало,
что они могут работать как в диффузионном, так и в кинетическом ре-
жиме в зависимости от задаваемых на входе условий.

Микроокружение существенно влияет на активность включенного в
полимерную матрицу биокатализатора. Важную роль играют механиче-
ские свойства полимера, его биосовместимость и устойчивость к микроб-
ному разрушению [30].

Мембранные биореакторы, в которых иммобилизация фермента до-
стигается за счет образования поперечных связей или ковалентного
присоединения к поверхности носителя, обладают рядом преимуществ:

они стабильны, позволяют организо-
^ вать процесс в непрерывном режиме и

7 контролируемых условиях, получать
однородный и относительно дешевый,
продукт [18]. Однако в зависимости от
способа иммобилизации различные
ферменты могут терять от 10 до 90%
своей активности в свободном состоя-

Рис 6. Схема плоского мембранно- н и и вследствие стерическйх затрудне-
го реактора с иммобилизованным НИИ И диффузионных ограничений,
ферментом [13]: 1 — субстрат, 2 — Один из способов преодоления диффу-
ультрафильтрационная мембрана, 3ИОНИОГО контроля химического про-
3 — пленка с иммобилизованным лятгп

ферментом, 4 - гидролизах Ц е с с а в М Б Р основан на применении
асимметричной керамической мембра-

ны [31]. Инвертазу иммобилизуют на ней путем фильтрации сквозь по-
ристую подложку и последующей обработки глутаральдегидом. Высокая
механическая прочность мембраны позволяет проводить химическую ре-
акцию в режиме фильтрации при давлениях 50—450 кПа. Время контак-
та между ферментом и субстратом зависит от давления, изменение кото-
рого позволяет регулировать скорость реакции. Устранение диффузион-
ных ограничений обеспечивает существенное увеличение потока вещест-
ва через мембрану.

Проведенные исследования способствовали появлению большого чис-
ла разнообразных конструкций МБР и показали широкие возможности
их использования. Среди областей, в которых внедрение МБР может ока-
заться очень эффективным, выделим получение экологически чистых и
возобновляемых энергоносителей. Последние 15 лет характеризуются
резким увеличением использования алкогольсодержащих автомобиль-
ных топлив, которые в некоторых странах уже сегодня приобрели прак-
тическое значение [32, 33]. Анализ показывает [32], что сопряжение
ферментации с процессами обратного осмоса, ультрафильтрации, испа-
рения через мембрану позволяет улучшить экономические показатели
производства и сделать целесообразным широкое использование бутаио-
ла, этанола и ацетона в качестве топлива. Интенсивно разрабатываются
конструкции различных мембранных ферментеров [34, 35], в том числе
для получения этанола [18].

Перспективной основой будущей энергетики считают метан и моле-
кулярный водород. Один из возможных способов получения Н2 — путем
фоторазложения сероводорода — упоминался ранее. Альтернативный
подход основан на том, что водород и метан являются продуктами жизне-
деятельности большого числа микроорганизмов [33, 36, 37], в том чис-
ле фототрофных, для которых источником энергии служит свет. Водород
могут выделять как целые клетки, так и изолированные полифермент-
ные системы, содержащие гидрогеназы [38], причем активность гидро-
гепаз значительно превышает активность катализаторов на основе ме-
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таллов платиновой группы и сохраняется достаточно долго на высоком
уровне (период полуипактивации составляет около 60 суток [39]). Та-
ким образом, создание ферментеров для производства водорода и мета-
на, в которых реализовались бы принципы МБР (см., например, рис. 5),
представляет несомненный интерес для решения энергетических проб-
лем. Обзор современных концепций в области конструирования МБР
для растительных клеток содержится в работе [40]. Благоприятным об-
стоятельством для разработки гидрогеназосодержащих МБР является
также то, что при включении гидрогеназ в липидные липосомы (прием,
который используется для иммобилизации биокатализаторов на синте-
тических мембранах [41]) в ряде случаев наблюдается повышение не
только стабильности, но и активности фермента [42].

3. Организованные молекулярные ансамбли

Значительный интерес при разработке интегрированных мембран-
ных систем представляют организованные молекулярные ансамбли —
структуры, спонтанно образуемые амфифильпыми молекулами в вод-
ных растворах. Простейшими организованными молекулярными ан-
самблями являются мопослои на поверхности раздела фаз, мицеллы,
микроэмульсии, бнелои, везикулы [43]. Стремление к самоорганизации
липидных молекул в виде двойного слоя определяет основные струк-
турные особенности биологических мембран. Наибольшее внимание
привлекают липосомы — замкнутые, имеющие внутреннюю водную фазу,
бислойпые липидные мембраны размером 20—500 нм, а также моно-
слои молекул. Использование липосом для проведения химических ре-
акций обусловлено следующими основными причинами [41, 43]. Во-
первых, во внутреннем объеме и в стенке липосомы вещества находятся
в относительно высоких концентрациях. Во-вторых, формирование ли-
посом сопровождается созданием чрезвычайно развитой поверхности.
Например, при концентрации липида 4 мг/мл площадь липосомальных
мембран составляет ~ 1 мг/мл. В-третьих, липосомальные мембраны ха-
рактеризуются высокой проницаемостью для неэлектролитов (10~4—
10~6 см3/см-с) и низкой проницаемостью для гидрофильных молекул
(10 °̂ —10"~10 см3/см-с), в особенности для ионов (10~14—10~15 см3/см-с).
Липосома, содержащая во внутренней водной фазе какой-либо фер-
мент, представляет собой по сути мембранный микрореактор, выпол-
ненный на молекулярном уровне [44]. Липосомы могут быть использо-
ваны в МБР для мягкой иммобилизации ферментов [41]: вначале фер-
мент встраивается в липосомальпую мембрану либо заключается во
внутреннюю водную фазу, затем липосомы подвергают иммобилизации
на пористой мембране. Стабильность иммобилизованных липосом по
сравнению со свободными существенно выше. Другой путь повышения
устойчивости состоит в создании вокруг везикулы полимерной оболоч-
ки, химически связанной с внешней поверхностью мембраны [45]. Ве-
зикулы, стабильные в течение нескольких месяцев могут быть приго-
товлены из молекул с двойными связями, которые после формирования
везикул подвергают полимеризации [43].

Аналогичные полимерным везикулам, но более крупные образова-
ния— микрокапсулы — исследованы в качестве «контейнеров» для био-
катализаторов в пионерских работах [46, 47]. Микрокапсулы диамет-
ром от 1 до 100 мкм получали методом межфазной поликонденсации,
эмульгируя водные растворы ферментов в органической фазе. В кап-
сулы из найлона или коллодия заключали раствор фермента, целые
клетки или их фрагменты, причем в течение примерно недели сколь-
нибудь заметного высвобождения белка из капсул не обнаруживалось.
Мембраны капсул проницаемы для низкомолекулярных субстратов и
продуктов, перенос осуществляется путем диффузии по водным порам
диаметром —1,6 нм и в наиболее удачных образцах активность фер-
ментов, регистрируемая по скорости накопления продукта, приближа-
ется к активности в нативпом состоянии [46]. Изучены возможности
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применения микрокапсул для биохимических исследований in vitro, a
также для терапевтических целей in vivo. Одно из существенных огра-
ничений в использовании такого рода систем состоит в опасности дена-
турации белка при межфазной полимеризации в процессе формирова-
ния микрокапсулы. Ранние работы по инкапсулированию ферментов
явились основой для разработки первых МБР, содержащих биокатали-
затор внутри полых волокон [22].

Развитие работ по микрокапсулированию привело к созданию си-
стем для проведения реакций межфазного катализа на границе раздела
жидкость/жидкость. Фермент иммобилизуют на внешней поверхности
пористой найлоновой капсулы, заполненной водным буферным раство-
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Рис. 7. Устройство капсульного мембранного биореактора для
синтеза пептидов [48]

ром [48], которую помещают в органическую фазу (рис. 7). Реакция
синтеза пептидов происходит на границе между водной фазой и хлоро-
формом при этом фермент защищен от инактивирующего воздействия
органического растворителя поверхностным слоем просачивающегося
буфера. В отличие от традиционных капсульных МБР в данном биоре-
акторе исходные вещества и продукты не обязательно должны иметь
малые молекулярные массы. Другими достоинствами системы являются
простота отделения биокатализатора от субстрата и продукта, а также
отсутствие индукционного периода катализируемой реакции, связанно-
го с процессами набухания [48].

Большие технологические возможности обеспечивает использование
организованного ансамбля молекул в виде монослоя на границе фаз.
Предложенная Ленгмюром методика нанесения мономолекулярных сло-
ев на поверхность твердой подложки составляет сегодня основу много-
численных разработок в области микроэлектроники, оптики и электро-
оптики, создания фотоэлектрических преобразователей и систем обра-
ботки информации [49]. Внедрение методов получения ультратонких.
слоев в мембранную технологию позволяет наметить новые подходы к
созданию интегрированных систем [50]. Прежде всего следует отметить
возможность получения предельно тонких композиционных мембран,
которые могли бы использоваться для создания высокопроизводитель-
ных МБР. Высокая упорядоченность расположения молекул в моно-
слое позволяет проводить химические превращения в особых условиях,
в которых могут проявляться тонкие специфические эффекты. Последо-
вательное нанесение различных монослоев обеспечивает создание сме-
шанных структур, свойства которых можно контролировать на молеку-
лярном уровне, достигая максимальной интеграции. Введение в тонко-
слойные системы подходящих функциональных компонентов делает их
чувствительными к химическим, электрическим или оптическим сиг-
налам, которые можно использовать для управления свойствами нане-
сенной пленки. В таких системах может осуществляться не только
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материальный перенос, но и передача информации. Таким образом,
рассмотрение интегрированных мембранных систем требует расшире-
ния традиционных представлений о мембране как о пассивной избира-
тельно проницаемой перегородке, поскольку в такого рода системах она
может играть роль активного элемента, воздействуя на химическое со-
стояние вещества (мембранные реакторы) или участвуя в формирова-
нии и преобразовании сигналов (мембранные сенсоры).

Остановимся кратко на некоторых примерах использования тонко-
слойных мембранных систем. Предложен способ создания тонкослойной
мембраны из фрагментов клеточных стенок некоторых бактерий [51].
Иммобилизация гликопротеиновых фрагментов, имеющих однородные
по размеру поры диаметром 2—6 нм, на поверхности пористой синтети-
ческой подложки позволяет использовать полученную мембрану для
ультрафильтрации в интервале рН от 1 до 13.

Исследования процессов фотоинициированного внутримолекулярно-
го переноса электронов в упорядоченных системах донор — сенсибили-
затор — акцептор, сформированных методом Лспгмюра — Блоджет, по-
казали, что возможна реализация состояния с разделенными зарядами
в наносекундном масштабе времени [50]. Система, функционирующая
как фотодиод, получена путем нанесения на золотой электрод мономо-
лекулярных пленок, содержащих связанные остатки виологена, пирена
и ферроцена [52].

Широкое применение находят тонкослойные мембраны в качестве
чувствительных элементов химических датчиков для биомедицинских
исследований и контроля процессов в биореакторах in situ [53]. Одно
из направлений создания сенсорных устройств состоит в использовании
структуры полупроводникового полевого транзистора в качестве
основы для нанесения мембраны, обладающей специфической химиче-
ской чувствительностью [53—55]. Обычно применяют планарные крем-
ниевые транзисторы с оксидной или нитридной диэлектрической плен-
кой, на область затвора которых нанесен иммобилизованный фермент.
Изменение электрического потенциала на затворе вследствие химиче-
ского взаимодействия с субстратом модулирует состояние проводящего
канала, которое регистрируют электрическими методами. Этот прин-
цип использован для создания биодатчиков, чувствительных к глюкозе,
АТФ, глутаминовой кислоте, мочевине и другим органическим соедине-
ниям [53—55]. Биосенсоры этого типа обладают рядом несомненных
достоинств: они миниатюрны, хорошо «интегрируются» в технологиче-
ские схемы, создают возможность объединения в одном полупроводни-
ковом кристалле различных датчиков, имеют хорошие метрологические
характеристики и высоко технологичны в изготовлении. Использование
ферментов в биодатчиках обеспечивает возможность регистрации широ-
кого спектра веществ с огромной чувствительностью (концентрация об-
наруживаемых веществ может достигать 10~13 М) [56]. Применение
тонкослойных мембран в сенсорных устройствах оправдано тем, что вре-
мя отклика датчика обратно пропорционально квадрату толщины вос-
принимающей мембраны и может составлять несколько секунд [54].

Мембраны на основе бислойных и мультислойных молекулярных
структур успешно используют для высокоселективного определения
анионов и катионов электрохимическими [57, 58] и спектроскопически-
ми [59] методами. Моиомолекулярный липидный слой на границе раз-
дела вода/воздух исследован в качестве модели обонятельной мембра-
ны [60]. Адсорбция газообразного компонента (диэтилового эфира)
или его встраивание в липидный монослой приводила к резкому увели-
чению проницаемости пленки для паров воды.

Фото- или хемочувствителыюсть мембран может быть использова-
на не только для создания регистрирующих систем, но и для активного
регулирования функциональных свойств мембран в интегрированных
системах. Возможность управляющего воздействия на компоненты
сложных мембранных систем значительно увеличивает число независи-
мых операционных переменных, позволяет реализовать новые режимы
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работы и увеличить гибкость таких систем, например мембранных био-
реакторов.

Одним из биологических объектов, обладающих широким набором
функциональных свойств, которые могут найти техническое применение,
является мембранный белковый комплекс бактериородопсин. Ниже рас-
смотрены основные свойства бактериородопсина и возможности его ис-
пользования в мембранных системах.

III. ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА БАКТЕРИОРОДОПСИНА
В ИСКУССТВЕННЫХ СИСТЕМАХ

1. Пурпурные мембраны, содержащие бактериородопсин

Хорошо известно, что липидные мембраны играют ключевую роль в j
процессах преобразования энергии живыми клетками. В высокоспециа-
лизированных биологических мембранах, осуществляющих такие фун-
даментальные процессы как дыхание или фотосинтез, связанные с
мембраной мультиферментпые комплексы катализируют целую цепь I
сопряженных реакций переноса электронов и протонов, в ходе которых }
происходит запасание химической энергии [61]. |

В последнее время большое внимание исследователей привлекают |
так называемые пурпурные мембраны (ПМ), синтезируемые бактерия- j
ми Halobacterium halobium. В этих сравнительно простых, но высоко-
специализированных мембранах под действием света осуществляется
векторный трансмембранный перенос Н+ [62].

Пурпурные мембраны из //. halobium на ~75% состоят из един-
ственного белка — бактериородопсина (Бр) [62], остальные 25% со-
ставляют кислые липиды [63]. Бактериородопсин представляет собой
одноцепочечный белок, состоящий из 248 аминокислотных остатков [64,
65] и имеющий молекулярную массу около 26,5 кДа. Хромофорной
группой белка является альдимин ретиналя, который ковалентно свя-
зан с ε-аминогруппой лизина, образуя основание Шиффа [62].

Методы малоуглового рассеяния и дифракции рентгеновских лучей
[66], а также эксперименты по ограниченному протеолизу и иммунохи-
мическому связыванию с моноклональными антителами [67] показали,
что полипептидная цепь молекулы Бр образует семь α-спиральных
трансмембранных тяжей, соединенных участками белка, экспонирован-
ными в водную фазу на поверхностях мембраны. Согласно данным
электронной микроскопии, молекулы Бр в плоскости мембраны форми-
руют плотную гексагональную квазикристаллическую решетку [68],
основным структурным элементом которой являются тримеры Бр
(рис. 8).

Бактериородопсин в мембране может находиться в двух устойчивых
формах — темноадаптированной и светоадаптированной, между ко-
торыми возможны переходы. В светоадаптированном Бр ретиналь на-
ходится в полностью транс-конформации, а темноадаптированный Бр
представляет собой эквимолярную смесь 13-цис- и полностью транс-
изомеров [69]. Как 13-цис-Ър, так и полностью транс-Бр обладают фо-
тохимической активностью и характеризуются циклами фотохимических
превращений.

Фотохимический цикл светоадаптированного, полностью транс-Ър
изучен достаточно подробно, начиная с первичных субпикосекундных ста-
дий. В ходе цикла происходит депротонирование и последующее репрото-
нирование шиффова основания и изомеризация ретиналя относительно
двойной связи С(13)=С(14). В ходе фотоцикла полностью транс-Ър
проходит по крайней мере через шесть метастабильных состояний — ин-
термедиатов J, К, L, Μ, Ν и О, времена жизни которых лежат в диапа-
зоне 0,4 пс — 5—10 мс (см. обзоры [70, 71]).

Гораздо меньше известно о фотоцикле \3-цис-Ър, для которого по-
стулируется наличие трех интермедиатов: *С, "С и 610С (610 нм — мак-
симум оптического поглощения интермедиата). В состоянии УС фото-
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Рис. 8. Структура пурпурных мембран, содержащих бактсриоро-
допсип [68]: а) фрагмент пурпурной мембраны, точками обозна-
чены молекулы бактериородопсина, образующие квазикристал-
лическую структуру; б) тример бактериородопсина; в) хромофор-
ная группа бактериородопсина - ретиналь, связанный шиффо-
вым основанием с Lys-216 полипептидной цепи бактериородоп-

сина

цикл разветвляется и существует вероятность перехода Бр в полностью
транс-форму [72].

Природа первичного интермедиата фотоцикла привлекает присталь-
ное внимание исследователей в связи с тем, что именно в нем запасает-
ся энергия, которая в дальнейшем используется для трансмембранного
переноса Н+.

С помощью импульсной лазерной абсорбционной и флуоресцентной
спектроскопии с субпикосекундным временным разрешением было ус-
тановлено, что после поглощения кванта света светоадаптированный
Бр переходит в синглетное возбужденное состояние, время жизни кото-
рого τ=0,4—0,7 пс [73]. Скорость релаксации возбужденного состояния
совпадает со скоростью образования интермедиата /, спектр поглоще-
ния которого сдвинут по отношению к спектру Бр в длинноволновую
область на —30 им. Интермедиат / за τ = 5 пс в свою очередь переходит
в интермедиат К, спектр поглощения которого сдвинут по отношению
к спектру Бр в длинноволновую область на 20 нм [73, 74]. Время жиз-
ни интермедиата К составляет 1—2 мке и совпадает со временем обра-
зования интермедиата фотоцикла, имеющего максимум поглощения
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вблизи 550 им (L55U). На этой и предшествующих стадиях альдимин ре-
тиналя в Бр находится в протонированном состоянии.

Следующий этап цикла фотохимических превращений Бр — переход
от интермедиата L550 к одной из важнейших в функциональном отноше-
нии форме М412, которая отвечает депротонированному состоянию шиф-
фова основания ретиналя. Интермедиат М412 образуется приблизитель-
но через 40 мкс после поглощения фотона. Образование фотопродукта
М412 можно регистрировать методом низкотемпературной или импульс-
ной абсорбционной спектроскопии в полосе поглощения около 410 нм, а
также по появлению полосы 1570 см"1 валентных колебаний С = С в ки-
нетических спектрах резонансного комбинационного рассеяния (КР).

Процесс образования формы М412 является одним из ключевых эта-
пов функционирования Бр, как светозависимого протонного насоса. На
стадиях образования и распада интермедиата М412 регистрируют наи-
более существенные изменения ионного состояния ряда ароматических
аминокислотных остатков и карбоксильных групп белка. Установлено,
что на этом этапе происходит отщепление протона от шиффова основа-
ния и перенос Н+ через мембрану.

Через —10 мс после образования интермедиата М412 наблюдается
регенерация исходной формы Бр5 7 0. Как правило, этот переход описы-
вается следующей последовательностью фотореакций: M4i2™>(Nr,20)->-
-*-06,1(1~>Бр57о (интермедиат Ν52ο помещен в скобки, поскольку многие
авторы не подтверждают его существование).

Применение импульсной спектроскопии комбинационного рассеяния
с ггикосекундным временным разрешением позволило изучить динамику
конформационных изменений ретиналя. В области 1100—1400 см~'
спектры КР 13-цис-Бр и полностью транс-Ър существенно различают-
ся. Спектр КР, зарегистрированный через несколько пикосекунд после
действия лазерной вспышки на светоадаптированный (полностью транс-
Бр) образец, чрезвычайно напоминает спектр \3-цис-Ьр. При замене
среды с Н2О на среду с D2O наблюдается аналогичное спектральное со-
ответствие между «пикосекундным интермедиатом» и \3-цис-Ър, но в
несколько другом диапазоне длин волн (950—1050 см~'). Полоса, соот-
ветствующая связи —C = NH шиффова основания (1646 см""1) в пикосе-
кундном временном интервале подвергается уширению и сдвигу, что мо-
жет указывать на изменение электронной структуры и непосредственного
окружения групп — C=NH [75, 76].

Квантовохимический анализ колебательных спектров с дейтериро-
ванным или модифицированным 13С в положении С (15) ретиналем,
зарегистрированных методом ИК-спектроскопии с Фурье-преобразова-
нием, а также спектров резонансного комбинационного рассеяния ана-
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логичных препаратов Бр с биосинтетически модифицированным 13С ре-
тиналем показывает, что в фотохимическом цикле происходят следую-
щие изменения структуры хромофора: Бр57о (полностью транс)-*-
-HK(13,H-s-i{iic)->-L(13,14-s-i{iic)->-М(13-чис) ->- О (полностью транс)
[77, 78].

Цикл фотохимических превращений светоадаптированного БР и
структурные перестройки ретиналя вблизи шиффова основания показа-
ны на схеме.

2. Фотоэлектрические процессы

В ходе фотохимических превращений Бр происходит перенос прото-
нов из внутриклеточного объема через мембрану во внешнюю среду, что
приводит к созданию градиента электрохимического потенциала ионов
водорода на клеточной мембране. Энергия, запасенная в виде разности
электрохимических потенциалов, используется для синтеза АТФ, мем-
бранного транспорта, движения бактериальной клетки, процессов ме-
таболизма и др. Точный механизм активного протонного транспорта в
Бр не установлен. В литературе обсуждаются энергетические, струк-
турные и кинетические аспекты функционирования протонного канала
[79,80].

Прямое экспериментальное измерение фотоэлектрической активности
Бр [81, 82] основано на сохранении функциональных свойств Бр при
встраивании его в искусственные фосфолипидные мембраны, липосомы
или пропитанные фосфолипидом мембранные фильтры, разделяющие
растворы электролита. Действие света вызывает перенос Н + между
разделенными мембраной отсеками и создает разность электрических
потенциалов, которая может быть измерена с помощью обратимых
электродов или потенциал-чувствительных зондов.

Использование малоинерционной системы регистрации, а также им- '
пульсного лазерного фотовозбуждения позволяет увеличить временное
разрешение метода измерения фотопотенциала до микро- [83] и пико-
секупд [84, 85]. Процессы нарастания и спада фотопотенциала, генери-
руемого Бр, имеют несколько фаз, коррелирующих в первом приближе-
нии с образованием и распадом интермедиатов К, L и Μ фотоцикла Бр
[83]. Предполагают, что генерация фотопотенциала в таких системах
связана с внутримембранным смещением заряженных групп (токи сме-
щения) и трансмембранным переносом Н+.

Модельные системы, содержащие Бр в составе искусственных липид-
ных мембран, могут представлять собой липосомы или плоские макро-
скопические мембраны. С помощью потенциал-чувствительных красите-
лей показано, что в искусственных липидных везикулах в стационарных
условиях па мембране возникает фотопотенциал до 200 мВ [86]. В ли-
посомах направление протонного транспорта может совпадать с на-
правлением переноса в клетках или быть противоположным ему [87]
в зависимости от метода приготовления липосом, типа использованных
липидов и рН среды [88, 89].

В состав липосом Бр может быть встроен как единственный белковый
компонент, либо в сочетании с другими мембранными белками, такими
как ЛТФаза, цитохромоксидаза и другие ферменты дыхательной цепи
[87, 90—93]. В последнем случае мембранный электрохимический по-
тенциал, генерируемый Бр при освещении, может обеспечивать энергией
процессы фосфорилирования, а также оказывать регуляторное действие
на активность ферментов. Организованные молекулярные ансамбли, по-
лучаемые при встраивании Бр и других ферментов в бислойные липид-
ные мембраны, позволяют реализовать функциональное сопряжение
между белками, причем мономерный Бр служит более эффективным
источником энергии, чем нативные ПМ в силу более плотной упаковки
мономера в липосоме [94].

Бактериородопсии способен сорбироваться на поверхности раздела
фаз октан/вода и в условиях освещения в присутствии акцептора элект-
ронов в октановой фазе генерирует разность потенциалов между фазами
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величиной до 0,5 В [95]. При введении АТФазы в такую систему в ней
может протекать фотофосфорилирование.

Фотоэлектрическая активность Бр в составе плоских бислойных
(«черных») липидных мембран впервые показана в работах [96, 97].
Установлено, что фотопотенциал величиной 100—180 мВ, возникающий
при облучении светом с длиной волны около 560 нм (максимум погло-
щения Бр), уменьшается до нуля под действием синего света, поглоща-
емого интермедиатом Μ и обращающего фотоцикл. Аналогичное управ-
ление фотоэлектрическими свойствами Бр под действием света различ-
ного спектрального состава имеет место и в других модельных систе-
мах.

Основным недостатком плоских бислойных липидных мембран явля-
ется их малая стабильность. Добавление наполнителей к растворам,
из которых формируются мембраны, позволяет в несколько раз увели-
чить время жизни мембраны и величину пробойного напряжения [98].
Еще более стабильные системы получают при сорбировании Бр на
пропитанные липидом пористые фильтры или коллодиевые мембраны
[99].

В ряде работ зарегистрирована фотоэлектрическая активность Бр,
иммобилизованного в полиакриламидном геле [100, 101]. Кинетические
характеристики фотоэлектрических сигналов указывают на сохранение
интактности Бр при полимеризации геля.

Бактериородопсин или пурпурные мембраны могут быть иммобили-
зованы в других полимерных матрицах (поливиниловый спирт, желати-
на). Такие сухие мембраны с добавками, модифицирующими спектраль-
ные и кинетические свойства Бр, получили название пленок «Биохром».
Они представляют собой перспективный фотохромный материал для ре-
версивной оптической записи информации [102].

Иммобилизация Бр увеличивает и без того высокую стабильность
этого белка, уникальную для биологических систем. Так, Бр сохраняет
фотохимическую активность в широком интервале температур (от ге-
лиевых до —370 К), рН (3—10) и ионной силы раствора (от дистилиро-
ванной воды до насыщенного раствора NaCl) и обладает повышенной
устойчивостью к действию протеолитических ферментов [67, 103], не-
которых органических растворителей и детергентов [104]. Пленки
«Биохром» или сухие пленки, приготовленные из ПМ, сохраняют функ-
циональную активность в течение многих месяцев и даже лет и выдер-
живают без потери активности до 107 циклов переключения «свет — тем-
нота». Для некоторых областей применения наиболее перспективными
представляются именно такие «твердотельные» системы, получаемые пу-
тем иммобилизации и высушивания Бр на твердых подложках. Функ-
ционирование Бр в сухих мембранах имеет ряд особенностей по срав-
нению с его функционированием в целой клетке или в водной суспен-
зии ПМ.

3. Особенности фотохимических реакций
бактериородопсина в сухих мембранах

Бактериородопсин сохраняет способность к обратимым фотохимиче-
ским превращениям в условиях частичного обезвоживания, причем в до-
статочно влажных пленках G?60%) цикл превращений практически та-
кой же, как в водной суспензии [105, 106]. Образование и распад ин-
термедиата М, т. е. депротонирование и протонирование хромофорной
группы Бр в отсутствие воды как жидкой фазы, указывают на то, что
эти процессы в клетке, по-видимому, протекают с участием эндогенных
доноров и акцепторов протона, которыми являются, вероятно, амино-
кислоты Туг и Asp, локализованные вблизи шиффова основания [80,
105].

Наряду со сходством фотохимических процессов, протекающих в.
суспензии и в сухих препаратах ПМ, между ними наблюдаются и неко-
торые существенные различия. 1) При малой влажности положение-
максимума в спектре поглощения многослойных пленок ПМ сдвинуто
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на 5—10 нм в коротковолновую область по сравнению с максимумом в
суспензии [107]. 2) Темновая и световая адаптация в мультислойных
пленках ПМ при относительной влажности <100% отличается от адап-
тации в суспензии ПМ [107, 108]. В пленках, находящихся в свсто-
адаптировашюм состоянии, соотношение между изомерами Бр с 13-цис-
ретиналем и с полностью гранс-ретиналем зависит от длины волны воз-
буждающего света и от влажности. 3) Наряду с фотохимическими пре-
вращениями полностью гранс-Бр в сухих препаратах ПМ наблюдаются
фотопревращения 13-цыс-Бр, в фотоцикле которого отсутствует депро-
тонированный интермедиат М. 4) Фотохимический цикл полностью
транс-Бр в сухих мембранах редуцирован по сравнению с фотоциклом
в водной суспензии — в нем отсутствуют интсрмсдиаты L и О [106, 109,
110], а в более влажных мембранах цикл Бр приближается по харак-
теристикам к фотоциклу в клетках [111].

При глубоком обезвоживании ПМ происходит сдвиг максимума по-
глощения Бр от 570 к 530 нм [112]. В новом состоянии, по данным
спектроскопии комбинационного рассеяния, альдимин находится в де-
протонированной форме, а ретиналь — преимущественно в 13-г;ыс-кон-
фигурации. При освещении обезвоженной Бр5 3 0 претерпевает цикл фо-
тохимических превращений со следующими стадиями: образование ба-
тоинтермедиата со спектральным максимумом при 630 нм, образование
интермедиата с максимумом при 412 нм (время образования τ=2,5 мс)
и релаксация последнего за время τ = 2 с в исходную форму Бр.,30.

Помимо указанных выше особенностей фотоцикла в сухих пленках
можно отметить также увеличение времени жизни интермедиата М,
которое при комнатной температуре составляет несколько секунд и да-
же десятков секунд [109, ПО, 113] по сравнению с несколькими милли-
секундами в водной суспензии. Время жизни состояния Μ увеличива-
ется также при добавлении глицерина к водным растворам ПМ
[114, 115].

Для углубленного исследования и более полного использования мо-
лекулярных фотохромных и фотоэлектрических свойств Бр были раз-
работаны способы получения ориентированных пленок или мембран, со-
держащих в качестве рабочего элемента ПМ.

4. Методы получения ориентированных пленок пурпурных мембран
и фотоэлектрические свойства таких пленок

Описаны различные способы ориентации пурпурных мембран: мето-
дом центрифугирования [116], на межфазной границе воздух/вода вслед-
ствие гидрофобных взаимодействий [117], в магнитном поле вследствие
анизотропии диамагнитной восприимчивости белковых сегментов [118],
на заряженных поверхностях, модифицированных полилизином [119],
в электрическом поле воздушного конденсатора [ 105], в электрическом
поле, приложенном непосредственно к суспензии [120]. Для ориентиро-
вания пурпурных мембран и для стабилизации полученной структуры
использовали также химическую сшивку [121].

Ориентирование ПМ в магнитном поле [118] основывается на диа-
магнитных свойствах α-спиральной структуры белка, в которую пре-
имущественно организованы молекулы Бр. При действии магнитного
поля на суспензию ПМ в последней возникает некоторая упорядочен-
ность, которая может быть зафиксирована высушиванием.

Ориентированные пленки ПМ были получены путем осаждения на
подложку монослоев, сформированных методом Ленгмюра — Блоджет
[117, 122]. Исследование состояния монослоев ПМ и смеси ПМ с жир-
ными кислотами на границе раздела воздух/вода позволило определить
их динамические характеристики и подтвердило возможность формирова-
ния мультислоев по методике Ленгмюра — Блоджет [123]. Мембранные
системы, состоящие из ориентированных молекулярных слоев ПМ, полу-
ченных методом Ленгмюра — Блоджет и нанесенных на тонкую тефлоно-
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вую подложку или другой нейтральный носитель, рассматриваются
некоторыми авторами как прототипы молекулярных вычислительных эле-
ментов [ 124, 125]. Эта система достаточно доступна и стабильна для про-
ведения строгих количественных измерений, и в то же время молекуляр-
ная организация ПМ достаточно сложна, что создает основу для моди-
фикации структуры с целью управления фотосигналом.

Методами центрифугирования и седиментации [116] можно получить
многослойные пленки, внутри которых ПМ расположены строго парал-
лельно плоскости подложки. Однако при таком способе формирования
пленки ПМ с равной вероятностью могут ориентироваться в сторону
подложки как цито-, так и периплазматической поверхностью. Получае-
мые препараты отличаются высокой степенью упорядоченности упаковки
ПМ, однако направление фотоиндуцированного переноса Н+ в каждой
из мембран выбирается случайно из двух возможных.

Подобные упорядоченные пленки можно получить путем высушивания
суспензии ПМ на стеклянной, майларовой или слюдяной пластине. В этом
случае ПМ самопроизвольно «укладываются» на плоскость подложки в
силу значительного превышения диаметра ПМ над их толщиной (около
300 и 5 нм соответственно). Однако при такой самопроизвольной се-
диментации может наблюдаться изгибание дисков ПМ и другие искаже-
ния их структуры.

Значительный интерес представляют способы ориентирования ПМ,
основанные на различиях в свойствах цито- и периплазматической по-
верхностей. Пурпурные мембраны обладают значительным постоянным
дипольным моментом, обусловленным различной плотностью поверхност-
ных зарядов на противоположных сторонах мембраны. Величина этого
дипольного момента при рН 7 составляет — 140 Д [126]. Замораживание
суспензии ПМ во внешнем электрическом поле позволяет создать и за-
фиксировать преимущественную ориентацию ПМ по отношению к векто-
ру приложенного электрического поля [127].

Для получения препаратов ориентированных ПМ использовали так-
же высушивание в постоянном электрическом поле капли суспензии,
нанесенной на электропроводящую подложку [105]. Однако поскольку
высушивание проводили в поле воздушного конденсатора, значительное
различие диэлектрических проницаемостей воздуха и суспензии ПМ не
позволяло достичь значительной напряженности электрического поля
внутри суспензии и, кроме того, поле внутри капли было существенно
неоднородным. Поэтому высокая степень упорядоченности ПМ в препа-
ратах, получаемых указанным методом, не достигалась.

Значительно большей упорядоченности удалось добиться при исполь-
зовании электрофоретического метода осаждения пурпурных мембран на
плоском электроде [120]. В этом случае электрическое поле при-
кладывают непосредственно к деионизованной суспензии ПМ. Извест-
но, что в составе ПМ содержатся кислые липиды [63], которые в нейт-
ральной среде заряжены отрицательно. По этой причине пурпурные бляш-
ки обладают электрофоретической подвижностью и при рН около 7 про-
исходит движение ПМ в сторону анода.

Анализ перечисленных методик показывает, что электрофоретичес-
кое осаждение и последующее высушивание ПМ на электропроводной
подложке позволяет получить препараты, в которых бактериородопсино-
вые бляшки упорядочены в максимальной степени. Под действием
света такие высокоориентированные мембранные структуры генерируют
электрический потенциал до 10—11 В (при толщине образца около
10 мкм [128]). Фотоэлектрический сигнал, генерируемый Бр, состоит из
двух компонентов: тока смещения, связанного с перераспределением за-
рядов внутри мембраны, и постоянного фототока, вызванного трансмем-
бранным переносом протонов и сопряженного с электрохимическими ре-
акциями на поверхности электродов [129].

Значительная величина фотосигнала и компактность системы, спо-
собствующая уменьшению паразитных электрических емкостей, позволи-
ли зарегистрировать с помощью пикосекундной лазерной техники нара-
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стание фотоэлектрического сигнала, фронт которого оказался короче 5 пс
[84], а также создать на основе ПМ первый биологический фотодиод,
обладающий пикосекундным временным разрешением [85].

Важным свойством мембран, содержащих Бр, является зависимость
их спектральных и фотоэлектрических характеристик от приложенного
внешнего электрического поля, что создает основу для управления мем-
бранными системами [71, 130].

5. Использование бактериородопсина в мембранных реакторах

Использование внешних воздействий для регулирования режима ра-
боты МБР отражает тенденцию к организации процессов в соответствии
с принципами, реализующимися в биологических системах. Гибкие пере-
страиваемые системы, по-видимому, обладают большими потенциальны-
ми возможностями для их оптимизации. Исследование фотохимических
превращений в полимерных пленках как возможного способа регуляции
свойств мембран представляет несомненный интерес. Фоточувствитель-
ные полипептидные мембраны могут быть приготовлены из поли-/,-глу-
таминовой кислоты, содержащей хромофорные парарозанилиновые груп-
пы [131]. При облучении ультрафиолетовым светом происходит фотодис-
соцнация, сопровождаемая конформационным переходом полипептида в
сх-спиральную структуру. В темноте наблюдается релаксация структуры
к исходной, процесс носит термоактивационный характер. Поскольку
транспортные свойства мембраны зависят от конформационного состоя-
ния полинептида [132], освещение может использоваться как способ из-
менения проницаемости мембраны. Помимо фотодиссоциации известны
еще два фотохимических процесса, приводящих к существенному измене-
нию свойств молекул, образующих тонкие мембраны: цис-транс-изомери-
зация и превращения, включающие изменение гидрофильности головных
групп амфифилов. Фотореакции последнего типа изучены в мультислоях
фоточувствительных амфифильпых молекул, сформированных методом
Ленгмюра — Блоджет [133]. При освещении пленок светом ближней уль-
трафиолетовой области наблюдается уменьшение их проницаемости для
ионов, что связывают с формированием более компактной структуры
пленки. Переход мембраны в непроводящее состояние является фото-
обратимым, релаксация происходит под действием видимого света. Та-
ким образом, система ведет себя как ионный фототриггер: поглощение
небольших доз излучения вызывает довольно значительное изменение
электрического тока. Интересной особенностью рассматриваемых соеди-
нений является то, что по отношению к Бр они могут играть роль фотоин-
гибитора, поскольку область поглощения индуцированной УФ-облучени-
ем формы вещества перекрывает полосу поглощения бактериородопсина
[133].

Проницаемость синтетических мембран из поливинил-полипептидно-
го сополимера, образующего полипептидные микродомены, существенно
зависит от рН среды [134], определяющего конформационное состояние
полипептидных участков. При соответствующем выборе геометрии, а так-
же способа иммобилизации пигмента, по-видимому, можно использовать
протон-транспортную функцию Бр для воздействия на процессы перено-
са органических субстратов через рассматриваемые мембраны. Вероятно,
и другие ферменты, катализирующие реакции с участием Н+, можно рас-
сматривать как возможные регуляторы рН-зависимых свойств синтети-
ческих мембран. Окислительно-восстановительные процессы также влия-
ют на свойства некоторых мембран, например из поли-£-цистеина [135].

Проницаемость мультиламеллярных мембран, сформированных из
амфифилов жидкокристаллического типа, является функцией приложен-
ного к мембране электрического поля [136]. В зависимости от химическо-
го состава мембраны ее проницаемость может зависеть либо от латераль-
ного, либо от трансмембранного электрического поля. В последнем слу-
чае, по-видимому, фотоэлектрическая активность Бр может быть ис-
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пользована для регулирования проницаемости жидкокристаллических
пленок.

Величина электрического потенциала не только влияет на пассивные
процессы проникновения веществ через мембрану, но в некоторых слу-
чаях определяет также активность биокатализатора. Так, обнаружено
значительное увеличение активности алкогольдегидрогеназы, иммобили-
зованной на электропроводной мембране из полипиррола, при возраста-
нии потенциала, прикладываемого к подложке [137]. Увеличение актив-
ности фермента связывают с преодолением диффузионных ограничений
для продуктов и субстратов вследствие изменения суммарного заряда
мембранной матрицы. Можно предположить, что использование обла-
дающего электрогенными свойствами Бр в системах такого типа ока-
жется весьма эффективным, поскольку приложение к мембране потен-
циала 0,7 В более чем в 10 раз увеличивало активность фермента [137].
Фотопотенциалы такой величины сравнительно легко можно получить
при использовании ориентированных препаратов Бр. Для регулирования
фотоактивности самого Бр предложено использовать катионные амфи-
филы, которые способны к образованию бислоев в водной фазе [138].
Эти вещества образуют связи с отрицательно заряженными группами
на поверхности ПМ, что приводит к блокированию процессов захвата
бактериородопсином протонов из среды. Другой подход к регулированию
свойств Бр связан с развитием генной инженерии. Методы генной ин-
женерии позволили получить аналоги Бр, в молекулах которых отдель-
ные аминокислотные остатки заменены другими [139]. К настоящему-
времени получено 14 таких мутантов, протон-транспортная активность и
спектральные свойства которых иные, чем у нативного бактериородоп-
сина.

Таким образом, разработаны разнообразные конструктивные типы
мембранных биореакторов, пригодных для проведения большого числа
промышленно важных процессов с хорошими экономическими показате-
лями. Можно предположить, что для дальнейшего развития МБР весь-
ма полезным окажется более глубокое заимствование принципов орга-
низации процессов в биологических системах. Созданию более гибких
и эффективных интегрированных мембранных систем может способство-
вать использование регулируемых элементов, свойства которых изменя-
ются под влиянием химических веществ, света, электрического или маг- \
нитного полей, а также других видов воздействий. Представляется ин- !
тересным исследовать сильно неравновесные режимы работы МБР, при j
которых возникают пространственно-временные осцилляции концентра- ]
ций и потоков компонентов. Глубокая модуляция свойств может дости- }
гаться в гибридных системах, включающих те или иные биологические j
комплексы и функциональные полимерные мембраны. В таких системах j
можно контролировать минерализацию рабочих объемов и нормировать |
подачу субстратов за счет симпорта или антипорта компонентов, пере- j
носимых транспортными белками. Бактериородопсин, обладающий ши- |
рокими функциональными возможностями и исключительно высокой ста- j
бильностью, является удобным объектом для применения в элементах ί
регулирования. В упорядоченных молекулярных ансамблях Бр может
выполнять роль быстродействующего фотоэлектрического и фотоэлект-
рохимического преобразователя. Простота и технологичность получения
содержащих Бр мембранных систем создает предпосылки для их прак- :

тического использования. Несомненный интерес представляет также изу-
чение возможностей применения в гибридных системах помимо Бр дру-
гих энергозависимых биологических комплексов — реакционных центров
фотосинтезирующих систем, транспортных АТФаз и др.
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