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Poznana je vrsta metod imobilizacije encimov na trdne nosilce. Opisana metoda temelji na 
kovalentni vezavi tripsina na površino porozne membrane iz celuloznega acetata. Izvedena je 
korelacija med pretočnim lastnostmi in debelino membran brez mobiliziranega encima in 
membran, na katere smo imobilizirali encim. Količino vezanega encima kot beljakovine smo 
določili z Lowry-jevo metodo, z uporabo Anson-ove metode pa smo poskušali določiti aktivnost 
mobiliziranega encima. 
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Many methods of the enzyme immobilization have been reported. In this paper described method 
is based on the formation of covalent linkage between the trypsin and the surface of cellulosic 
acetate porous membrane. Corelation between the flux properties and thickness of the membranes 
before and after immobilization of the trypsin was made. For determination of the quantity of the 
immobilized trypsin Lowry procedure was used; we tried to determine the activity of the immobi-
lized trypsin by using the Anson procedure. 
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1 U v o d 

Imobi l i zac i ja j e l o k a l i z a c i j a m o l e k u l e n c i m a v č a s u k o n -
t i n u i m e g a procesa katalize1-2 . U p o r a b a i m o b i l i z i r a n i h en-
c i m o v k a ž e v r s t o prednos t i pred u p o r a b o v v o d i t o p n i h 
enc imov: 

1) l a h k o j lh brez p o n o v n e g a č i š č e n ja večkrat u p o r a b i m o 
2) ne o n e s n a ž u j e j o p r o d u k t o v b ioreakc i j 
3) k a ž e j o v e č j o o b s t o j n o s t v š i r š e m o b m o č j u temperature 

in p H 
4) o b i č a j n o s o m a n j o b č u t l j i v i na d e l o v a n j e akt iva tor jev 

in inh ib i tor jev . 

P o z n a m o v e l i k o raz l i čn ih m e t o d i m o b i l i z a c i j e e n c i m o v , 
ki jih v s p l o š n e m k l a s i f i c i r a m o na f i z i k a l n e in k e m i j s k e . 

2 E k s p e r i m e n t a l n i d e l 

Pripravi l i s m o h o m o g e n o r a z t o p i n o iz 1 4 , 8 g c e l u l o z n e g a 
acetata ( C A ) ( A l d r i c h - C h e m i e , d e k l a r i r a n a v s e b n o s t 
acet i ln ih s k u p m j e 3 9 , 8 % ) v 6 3 , 0 g ace tona (F luka) , p o 
o s m i h urah m e š a n j a pa s m o d o d a l i r a z t o p i n o 2 , 3 g 
M g ( C 1 0 4 ) 2 ( K e m i k a ) v 1 9 , 9 m l v o d e . M e m b r a n o s m o 
izdelal i s p r o c e s o m f a z n e inverzi je . 

M e m b r a n i i z C A s m o izmeri l i pretok d e i o m z i r a n e 
v o d e in d e b e l i n o : J v = 2 8 , 9 l /m 2 h, d = 7 8 , 8 um. 

f a k o pr iprav l jeno m e m b r a n o s m o na p o v r š i n i h idro l iz ira l i 
z u p o r a b o N a O H raz l i čn ih koncentraci j ( 0 , 1 ; 0 , 5 in 1 ,0 
m o l / l ) . 
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Shema 1: Bazično katalizirana hidroliza celuloznega acetata 

Scheme 1: Basic catalysed hydrolysis of cellulose acetate. 

H i d r o l i z a m e m b r a n e j e p o v z r o č i l a p o v e č a n j e p r e t o k o v de -
ion iz irane v o d e in tanj šanje d e b e l i n e m e m b r a n e , kar potrju-
j e , da N a O H d e l n o raztapl ja m e m b r a n o . 

Za a k t i v a c i j o p o v r š i n s k o h idro l iz irane m e m b r a n e iz C A 
s m o uporabi l i T C T 2 - 3 (1 ,3 ,5 - tr ik lor tr iaz in , Merck) , k i j e p o -
g o s t o uporab l j en reagent . N a h idro l i z i rano m e m b r a n o s m o 
na l i l i n a s i č e n o r a z t o p i n o f C T v benzenu , k i o n e m o g o č a 
h i d r o l i z o T C T . Pri tej n u k l e o f i l n i a r o m a t s k i subs t i tuc i j i j e 
potek la z a m e n j a v a e n e g a k l o r o v e g a a t o m a t r iaz inskega o b -
roča s h i d r o k s i l n o s k u p m o na ce lu loz i . R e a k c i j a a k t i v a c i j e 
m e m b r a n e j e poteka la 1 m m , n a t o s m o ( p o sp iranju z 
b e n z e n o m ) imobi l i z i ra l i tr ips in ( D i f c o ) : 2 0 m l v o d n e raz-
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Slika J: Odvisnost pretokov deionizirane vode in debelin membrane 
od časa hidrolize, C(NaOH)= 0.1 mol/l. 

Figure 1: The deionised water f!uxes and thicknesses of the 
membrane as a function of hydrolysis tirne. C(Na()lI)= 0,1 mol/I. 

Slika 2: Primerjava debeline membran po hidrolizi in po 
imobilizaciji. 

Figure 2: Comparison of the membranes thickness after the 
hydrolysis and after the immobilization. 

t o p i n e tr ips ina ( 2 , 5 g / 1 0 0 m l ) s m o na l i l i na m e m b r a n o . 
R e a k c i j a j e p o t e k a l a 10 m i n , n a t o s m o m e m b r a n o spiral i z 
d e i o n i z i r a n o v o d o . N a s h e m i 2 preds tav l ja E - N H 2 tr ips in z 
a k t i v n o a m i n o s k u p i n o na p r o t e i n s k e m d e l u e n c i m a (E) , 
p r e k o katere l a h k o poteka imob i l i zac i ja . 
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Shema 2: Reakcija aktivacije membrane in imobilizacije tripsina. 

Scheme 2: Activation of the membrane surface and trypsin 
immobilization. 
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Imobilizacija encima povzroči povečanje debeline membrane. 

D o l o č i t e v k o l i č i n e v e z a n e g a e n c i m a k o t b e l j a k o v i n e : 
U p o r a b i l i s m o L o w i y - j e v o m e t o d o 4-5, p o kateri k o l i č i n o 
p r o t e m a d o l o č i m o spektro fo tometr i čno . M e t o d a t e m e l j i na 
d o l o č a n j u k o l i č i n e a m i n o k i s l i n , sa j dajeta L- tr ip to fan in L-
t i roz in s F o l i n - C i o c a l t e u - o v i m f e n o l n i m r e a g e n t o m ( K e m i -
k a ) m o d r o o b a r v a n e k o m p l e k s e . A b s o r b a n c o s m o mer i l i na 
aparatu S p e c o l 10 pri 6 0 0 nm. K o l i č i n o v e z a n e g a e n c i m a kot 
b e l j a k o v i n e s m o v o d v i s n o s t i o d časa h i d r o l i z e d o l o č i l i i z 
u m e r i t v e n e kr ivul je . 

D o l o č i t e v a k t i v n o s t i i m o b i l i z i r a n e g a tr ipsina: 
Za d o l o č i t e v a k t i v n o s t i i m o b i l i z i r a n e g a tr ips ina s m o upora-
bi l i A n s o n - o v o metodo 6 - 7 . Tr ips in ra zgraj uj e ka ze in ( M e r c k ) 
na produkte , ki s o t o p n i v tr iklorocetni k i s l i n i in a b s o r b i r a j o 
s v e t l o b o pri 2 8 0 nm. U m e r i t v e n o k r i v u l j o s m o pripravi l i 
tako , d a j e reakci ja m e d k a z e i n o m (1 g k a z e i n a / 1 0 0 m l 
f o s f a t n e g a pufra , p H = 7 , 6 ) in v o d n o r a z t o p i n o tr ipsina 

Slika 3: Odstotek vezanega encima kot beljakovine v odvisnosti 
od časa hidrolize. 

Figure 3: Per cent of immobilized protein as a function of 
hydrolysis time. 

(razl ične koncentrac i je ) p o t e k a l a 2 0 m i n u t pri temperaturi 
3 5 ° C in s m o j o prekini l i z d o d a t k o m tr iklorocetne k i s l i n e 
S centr i fug iranjem s m o ods tran i l i nerazgrajen kaze in , 
raztopin i pa izmeri l i a b s o r b a n c o pri 2 8 0 n m ; ker s o bi le 
vrednos t i a b s o r b a n c e za s l e p i v z o r e c v i š j e k o t za vzorec , 
s m o p o s n e l i U V - V I S spekter. 

P o s k u š a l i s m o d o l o č i t i a k t i v n o s t i m o b i l i z i r a n e g a en-
c ima. Pri reakcij i m e d k a z e i n o m m na p o v r š i n o C A 
m e m b r a n e i m o b i l i z i r a n i m tr ips inom, k i s m o j o v o d i l i 2 0 
min , s o ime le i zmerjene v r e d n o s t i a b s o r b a n c e n i ž j o vred-
n o s t o d s l epega vzorca . S p o d a l j š a n j e m č a s a reakcije na 
1 3 0 m i n s o se i zmerjene v r e d n o s t i a b s o r b a n c e p o v i š a l e , 
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Slika 4: Umeritvena krivulja za določitev aktivnosti tripsina, 
imobiliziranega na površino membrane. 

Figure 4: The calibration curve for determination the activity of on 
the membrane surface immobilized trvpsin. 

Slika 6: Vpliv podaljšanja časa inkubacije. 

F'igure 6: Influence o f t h e incubating time extension. 
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Slika 5: UV-VIS spekter v triklorocetni kislini topnih produktov 
reakcije med kazeinom in tripsinom. 

Figure 5: UV-VIS spectra in trichloracetic acid soluble products 
of reaction between casein and trypsin. 

l i z iranega e n c i m a n i s m o m o g l i do loč i t i , za to p r e d p o s t a v -
l jamo, da o p i s a n a m e t o d a za naš primer ni d o v o l j občut i j iva. 
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3 Z a k l j u č k i 

U g o t o v i l i s m o , d a j e p r o c e s i m o b i l i z a c i j e v s topnj i h id-
ro l ize p o v z r o č i l t a n j š a n j e m e m b r a n e in s t e m z m a n j š a n j e 
njene m e h a n s k e o d p o r n o s t i , kar o m e j u j e uporabnos t m e m -
brane. G l e d e na d o l o č i t e v k o l i č i n e v e z a n e g a e n c i m a kot 
b e l j a k o v i n e s m o u g o t o v i l i , da je o p t i m a l n i čas h i d r o l i z e 
pri u p o r a b i 0 , 1 M N a O H 3 0 d o 4 5 m m , 0 , 5 M N a O H 3 
m m m pri 1 ,0 M N a O H 1,5 m i n . Iz U V - V I S spektra ( s l i k a 
5 ) j e r a z v i d n o , da j e raz l ika v a b s o r b a n c i pri 2 8 0 n m (ki 
j e v sredini m e d v r e d n o s t j o nič in m a k s i m a l n o v r e d n o s t pri 
2 5 0 n m ) m e d s l e p i m v z o r c e m in v z o r c e m z e l o m a j h n a . T a 
razl ika p o p o l n o m a i z g m e pri 2 5 0 n m . A k t i v n o s t i i m o b i -


