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l/ prispevku je opisana metoda kovaientne imobilizacije tripsina na površino 
asimetrične porozne membrane iz celuloznega acetata. Določene so pretočne 
lastnosti in debeline membrane pred imobilizacijo encima in po njej, aktivnost 
tripsina v raztopini in lastnosti tripsina v območju pH od 2 do 12. Potek hidrolize 
površine membrane smo potrdili s primerjavo ATR spektrov pred hidrolizo in po njej. 
Aktivnost imobiliziranega tripsina smo določili z Anson-ovo metodo in jo primerjali z 
aktivnostjo tripsina v raztopini. 
Ključne besede: imobilizacija, membrana, tripsin, aktivnost 

In this paper the method for covalent immobilization of Trypsin on the surface of 
asymmetric porous membrane from cellulosic acetate is described. Flux properties 
and thickness of the membranes before and after immobilization have been 
determined. Activ/ty of the Trypsin in the solution and the properties of the Trypsin in 
pH range from 2 to 12 have been estimated. Hydrolysis of the surface of membrane 
has been confirmed by comparison the ATR spectrum before and after hydrolysis. 
The activity of immobilized Trypsin has been determined by using Anson procedure 
and it has been compared vvith the activity of Trypsin in the solution. 
Key vvords: immobilization, membrane, Trypsin, activity 

1 Uvod 

Imob i l i z ac i j a j e loka l izac i ja moleku l enc ima v procesu 
katal ize . P o z n a n a j e vrs ta imobi l i zac i j sk ih metod 1 , 2 , med 
katerimi j e kovalentna vezava eksper imenta lno najzahtevnejša . 

Imob i l i zac i j a t r ips ina na pov r š ino m e m b r a n e iz celu-
loznega acetata (CA) po teka v več s topnjah 3 . Na jp re j m e m -
brano površ insko hidrol iz i ramo z N a O H (s l ika l . a ) , pri tem 
nasta ja jo hidroksi lne skupine celuloze, ki so sposobne reagirati 

z akt ivirajočim reagentom. Kot aktivirajoči reagent upo rab imo 
t r ik lor t r iaz in (TCT) . N u k l e o f i l n a a roma t ska subs t i tuc i j a 
h id roks i l ne s k u p i n e z e n i m k l o r o v i m a t o m o m t r i az inskega 
obroča poteče v neka j minu tah pri sobni t empera tu r i (slika 
l .b) . Z a m e n j a v a d r u g e g a k lo rovega a toma p o t e č e le z 
m o č n e j š i m i nuk leo f i l i , kot j e npr. -NH2 s kup ina p ro te inov 
(slika l . c ) . 
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Slika 1: Imobilizacija tripsina na površino membrane iz CA: 
a) hidroliza površine membrane iz CA 
b) aktivacija površine membrane s TCT 
c) kovalentna imobilizacija encima 

Figure 1: Immobilization of Trypsin on the surface of CA membrane: 
a) hydrolysis of the surface of CA membrane 
b) activation of the membrane surface by TCT 
c) covalent immobilization of the enzyme 
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Imobilizacija tripsina na površino celulozno acetatne 
membrane 

A s i m e t r i č n o p o r o z n o m e m b r a n o iz ce lu loznega ace ta ta 
(CA) smo pripravi l i z m o k r i m p rocesom f a z n e inverz i je 4 iz 
r az top ine C A ( 1 4 , 8 % C A , 6 3 % ace tona , 2 , 3 % Mg(C10 4 )2 , 
19,9% H2O). Debel ina nanosa j e bila 0 ,25 m m , kot netopi lo 
smo uporabil i deioniz i rano vodo pri sobni temperatur i . 

Površ ino m e m b r a n e s m o 30 minut hidrol iz i ra l i z 0,1 M 
N a O H in j o spirali s 1000 ml deionizi rane vode eno uro pri 
sobni temperaturi . Uspešnost hidrol ize smo ugotovil i s pr imer-
j avo ATR spektrov površ ine m e m b r a n e pred hidrol izo in po 
n je j (Perk in-Elmer , mode l 1600 FT-IR). Na to smo površ ino 
membrane kondicioniral i s topili pada joče polarnost i ; uporabi l i 
smo metanol (50 ml, 20 min), butanol (50 ml, 20 min) in ben-
zen (50 ml, 20 min). 

Za ak t ivac i jo pov r š ine m e m b r a n e smo uporab i l i 50 ml 
nasičene raztopine s-tr iklortr iazina v benzenu. Akt ivaci ja j e po-



teka la eno uro pri sobni t e m p e r a t u r i , nato smo m e m b r a n o 
ponovno spirali z de ioniz i rano vodo (1000 ml, 120 min, T = 
0°C) . 

Na pov r š ino m e m b r a n e smo ob mešan ju nalili 50 ml 
raztopine tr ipsina (0 ,118 g/ 250 ml) v 0,001 M HC1. Reakci jo 
imobi l izaci je smo vodili eno uro, nato smo membrano spirali z 
de ion iz i rano vodo dve uri (1000 ml) in z 0 ,09% NaCl (6 x 
1000 ml) šest dni. 

Določitev pretokov in debelin membran 

Pretočne lastnosti m e m b r a n e brez imobi l iz i ranega encima, 
membrane po hidrolizi z N a O H in m e m b r a n e po imobilizacij i 
t r ips ina s m o izmer i l i v u l t ra f i l t rac i j sk i celici ( A m i c o n ) z 
v o l u m n o m 350 ml pri t laku 2 bar. 

I zmer i l i s m o tudi d e b e l i n e m e m b r a n e po posamezn ih 
s topnjah reakci je z mer i ln ikom nemagnetn ih prevlek na fero-
magnetn ih podlagah (Seltron H D 1). 

Določitev pH odvisnosti aktivnosti topnega tripsina 

Za določi tev aktivnosti topnega tr ipsina v odvisnosti od pH 
raztopine (Anson-ova metoda 5 ) smo uporabi l i naravni substrat 
kaze in . Tr ips in r azg ra ju j e kazein na produkte , ki so topni v 
tr iklorocetni kislini in absorbi ra jo svet lobo pri 280 nm. 

I g kaze ina s m o raztopi l i v 100 ml pu fe rne raz topine in 
segrevali na vreli vodni kopeli 15 minut . Za vrednosti pH od 
1,98 do 5 ,02 smo uporabil i pufe r Brit ton in Robinson, za vred-
nosti pH od 6 do 10 Cla rk-Lubs-ov in za pH 11 in 12 Kol thoff -
ov pufer 6 . K 1 ml raztopine kaze ina smo dodali 1 ml raztopine 
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tr ipsina v 0,001 M HC1 (c = 0 ,225 mg/ml) in inkubiral i 20 mi-
nut pri temperaturi 35°C. Reakc i jo smo prekinil i z d o d a t k o m 3 
ml 5% vodne raztopine t r iklorocetne kisline. Nasta lo obor ino 
nerazgrajenega kazeina smo po tridesetih minutah odstranil i s 
cent r i fugi ran jem (20 min, 1300 obratov/min) . Bistri raztopini 
smo izmerili absorbanco pri 280 nm (Perkin-Elmer , mode l 552 
UV-VIS) . 

Določitev aktivnosti topnega tripsina pri optimalni vrednosti 
pH 

Za določitev aktivnosti topnega tripsina pri opt imalni vred-
nosti pH smo uporabi l i Anson-ovo metodo 5 , op i sano zgora j , le 
da smo raztopino kazeina pripravili v fo s f a tnem puf ru s pH = 
7,6 in da smo k 1 ml raztopine kazeina dodal i 1 ml raz topine 
tripsina različnih koncentraci j . 

Določitev aktivnosti imobiliziranega tripsina 

Aktivnost imob i l i z i r anega e n c i m a s m o določi l i z de lno 
mod i f i c i r ano A n s o n - o v o me todo . K 5 ml raz top ine kaze ina 
smo dodali 5 cm 2 m e m b r a n e z imobi l iz i ranim tr ipsinom. Reak-
ci ja j e tekla dva dni pri 35°C. Pred n j e n o p rek in i tv i jo smo 
m e m b r a n o z vezanim e n c i m o m odstranili iz reakc i j ske zmesi . 

3 Rezultat i in d iskus i ja 

Hidroliza površine m e m b r a n e j e prva s topnja imobi l izaci je 
tripsina, zato j e p o m e m b n o , da poteče v z a d o s t n e m obsegu . 
Reakci jo smo potrdili s p r imer javo ATR spektrov površ ine C A 
membrane pred hidrolizo in po nje j , pr ikazanih na sliki 2. 

Pojavl janje karakter is t ičnega traku - O H skupine pri 3371 .6 
cm"1 j e dokaz, da j e hidrol iza potekla. 

P r imer java p re točn ih las tnost i in debe l in nemod i f i c i r ane 
membrane , m e m b r a n e po hidrol iz i in m e m b r a n e po imobil i -
zaciji j e podana v tabeli 1. 

Tabela 1: Primerjava pretokov in debelin membran 
Table 1: Companson of the flux and thickness of the membranes 

membrana debel ina ( l /m2h) debel ina (p.m) 
nemodif ic i rana 28,9 78,8 
po hidrolizi 100,0 53,0 
po imobil izacij i 95 ,2 65,7 

Slika 2: ATR spektri: a) nemodificirana membrana b) membrana po 
hidrolizi 

Figure 2: ATR spectra: a) unmodified membrane b) membrane after 
hydrolysis 

Hidroliza površ ine membrane z N a O H povzroči povečan je 
pretokov skozi m e m b r a n o in n j eno s tanjšanje , sa j N a O H de lno 
raztapl ja CA. Proces imobi l izaci je tripsina n ima večjega vpliva 
na pretočne lastnosti in debel ino membrane , zato lahko pre toke 
skozi membrano z m a n j š a m o s skra j šan jem časa hidrol ize. 

Rezultati določi tve pH odvisnost i aktivnosti tr ipsina so pri-
kazani na sliki 3. 

Ugotovil i smo, da leži pH op t imum delovanja tr ipsina med 
7 in 8, kar se u j e m a s podatki iz li terature7 . Pri opt imalni vred-
nost i pH smo določi l i ak t ivnos t t r ips ina v raz top in i iz 
umeri tvene krivulje, pr ikazane na sliki 4, z eks t rapolac i jo vred-
nosti na začetno hitrost reakci je . 

Iz slike 4 i z računamo, da 1 mg tripsina vsebuje 0 ,4 TU C a s 

aktivnostnih enot. 
Iz mer i tev ak t ivnos t i i m o b i l i z i r a n e g a t r ips ina s m o ugo-

tovili, d a j e tripsin, imobil iziran na 5 cm 2 površ ine m e m b r a n e 
iz CA, enako aktiven kot 0,56 | im tripsina v raz topim. 
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Slika 3: Aktivnost tripsina v odvisnosti od pH 
Figure 3: Activity of the Trypsin as a function of pH 

Slika 4: Umeritvena krivulja za določitev aktivnosti tripsina 
Figure 4: Calibration curve for activity determination of Trypsin 
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