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Optimiranje pogojev za imobilizacijo tripsina
na povrsino membrane iz celuloznega acetata

Optimization of Terms for the Immobilization of Trypsin
on the Surface of Cellulosic Acetate Membrane

Bezjak A C. Stropnik, Tehniska fakulteta, Oddelek za kemijsko tehnologijo,
Univerza v Mariboru

V prispevku opisana metoda imobilizacije tripsina temelji na nastanku kovalentne vezi
med lripsinom in celulozno acetatno membrano, ki je povrsinsko aktivirana. Podrobno
fe raziskana aktivacija membrane $ triklortriazinom, ki je odlocilna za uspesnost
imobilizacije.

Kliucne besede: aktivacija, imobilizacifa, tripsin, aktivnost
In the paper described method of trypsin immobilization is based on the formation of

the covalent bond between the trypsin and the cellulosic acetate membrane which is
activated on the surface. The activation of the membrane with trichlorotriazine which is

decisive for efficiency of the immobilization has been investigated in details.
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1. Uvod

Kovalentna imobilizacija encimov na trdne nosilce'” je
cksperimentalno ena izmed zahtevnejsih imobilizacijskih metod,
sij poteka v ved stopnjuh. Nosilec moramo za vezavo encima ak-
tivirati, za Kar uporabljamo aktivirajoce reagente. ki morajo biti
sposobni reagirati s funkcionalnimi skupinami nosilca in enci-
ma. Izbira aktivirajoCega reagenta in potek aklivacije nosilca za
vezavo encima je korak, ki odlo¢ilno vpliva na uspesnost imo-
bilizacije. Kovalentna vezava encima na aktivirani nosilec pote-
Ka preko funkcionalnih skupin encima popolnoma nakljucno;
med imobilizacijskim postopkom zato pogosto pride do deakti-
vacije encima, Ki je posledica poikodbe aktivnega mesta ali
spremembe terciarne (kvarteme) strukture encima. Optimiranje
chsperimentalnih pogojev vseh stopenj imobilizacijskega po-
stopka omogoca znizanje deaktivacije encima.

2. Teoretiéni del

Celoten posiopek imobilizacije tripsina na povriine mem-
brane celulozne v acetata (CA) poteka v treh stopnjah. kot je
prikazano na shiki |
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Slika 1: Imobilizacija tnpsina na povesine membrane 1z CA:
a) hidroliza povrSine membrane 1z CA,
b aktivacija povrsine membrane s inklortriazinom (TCT),
<) kovalentna imobilizacija encima na povisino membrane.
Figure 1: Immobilization of Trypsin on the surface of CA membrane:
a) hydrolysis of the surface of CA membrane,
by activation of the membrane surface by trichlorotriazine (TCT),
¢ covalent immobilization of enzyme on the membrane surface
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Membrano iz CA je potrebno povrSinsko hidrolizirati z
NaOH (slika 1.a): produkt reakcije so hidroksilne skupine celu-
loze na povrsini membrane. Ki so sposobne reagirati 2 aktivira-
jocim reagentom. Kot aktivirajodi reagent uporabimo triklortri-
azin® (TCT), ki je zaradi ugodnega polozaja treh duSikovih
atomov v s-triazinskem obro¢u mocno reaktiven. Dusikovi ato-
mi povzroajo zaradi svoje elektronegativnosti pomanjkange
elektronov na ogljikovih atomih tnazinskega obroca, dodatno
pomanjkanje elektronov pa je posledica prisotnosti klorovih ato-
mov, ki polarizirajo C-CI vez, Primanklja) clektronov na ogliji-
kovih atomih omogoca nukleofilna aromatsko substitucijo
Klorovih atomov s skoraj vsemi nukleofili. Velina substitucij-
skih reakcij poteka stopenjsko, kar omogoda izolacijo mono-, di-
ali tri- substituiranih produktov. kot prikazuje slika 2.
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Slika 2: Nukleofilna aromatska substitucija TCT-ja
Figure 2: Nucleophilic aromatic substitution of TCT

Znano je', da potele reakcija med hidroksilnimi skupinami
na celulozi in enim Klorovim atomom na triazinskem obrocu (sli-
ka 1b) v nekaj minutah pri sobni temperaturi. Le mocnejsi nu-
klcofili. kot npr. -NH, skupine proteinov. lahko nato reagirajo 2
drugim klorovim atomom (slika Ic) v vodni raztopini pri sobni
temperaturi; pri nekoliko visjih temperaturah potede reakcija
tudi s tretjim klorovim atomom.

3. Eksperimentalni del

3.1. Dolocitev aktivnosti tripsina v raztopini

Za dolotitev proteolitske aktivnost tripsina smo uporabili
naravni substrat kazein, Metoda® temelji na dejstvu, da tripsin
razgrajuje kazein na produkte, Ki so topni v triklorocetni kislini
in absorbirajo svetlobo valovne dolzine 280 nm.
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Priprava raztopine substrata: | g Kazeina (Merck, Casein
ace, 10 Hammuarsten) smo raztopili v 100 ml fosfatnega putra
(0.157 ¢ KH.PO, in 1.575 g Na.HPO, x2H.O rztopimo v
100 m! bidestilirane vode, pH=7.6) in segrevali na vreli vodni
kopeli priblizno 15 minut, dokler ni bil Kazein popolnoma riz-
topljen.

K 1 ml substrata smo dodali 1 ml raztopine tripsina (Serva.
M=238(0 g/mol) razli¢nih koncentraci) v (L0OTM HCI in inku-
biralt 20 minut pr temperaturi 35°C, Reakeijo smo prekinili z
dodatkom 3 ml 5% vodne raztopine triklorocetne Kisline.
Nastalo oborino nerazgrajenega Kazeina smo po tridesetih mi-
nutah odstranili s centrifugiranjem (=20 min. 13000 obra-
tov/min). Bistr raztopini smo izmerili absorbanco pri 280 nm,

3.2, Optimiranje pogojev imobilizacije tripsina na povrsino
membrane iz celuloznega acetata (CA)

Asimetricno porozno membrano iz raztopine CA (14.8 ¢
CA. 63,0 g acetona, 2.3 g Mg(ClO,)2, 19.9 ml vode) smo
pripravili s procesom fazne inverzije (debelina nanosa (.25 mm,
netopilo Gista delonizirana voda),

Za dolocitev optimalnih pogojev imobilizacije smo izvedli
stiri razlicne imobilizacijske postopke.

Postopek I povrsine membran iz CA smo hidrolizirali 5, 135
in 30 minut z 0.1M NaOH. Spirali smo jih eno uro z deionizira-
no vodo (1000 ml) i 2 benzenom (500 ml). Za aktivacijo mem-
bran smo uporabili 50 ml nasi¢ene raztopine triklortriazina
(TCT) v benzenu. Aktivacija je potekala eno uro pri sobni tem-
peraturt: nato smo membrane ponovno spirali deset ur 2 ben-
zenom (500 ml) in eno uro z deionizirano vodo (1000 ml) pri
(FC. 0188 ¢ trpsina smo raztopili v 250 mi 0.001M HCI, reak-
chjo imobilizacije (slika 1¢) pa smo vodili s 50 ml raztopine
tripsina eno uro. Po imobilizaciji smo membrane spirali z de-
ionizirano vodo dve un (1000 ml) in z 0.09% raztopino NaCl
(6 1000 ml) Sest dni, s Simer smo odstranili na povrSino mem-
brane adsorbiran tripsin.

Reakcije hidrolize., aktivacije in imobilizacije smo vodili na
membranah iz CA, Ki so bile napete preko dna odprtega ste-
klenega valja: spiranje membran smo izvajali v Kristalizirkah z
volumnom 1000 ml.

Postopek 2 membrane z imobiliziranim encimom smo
pripravili tako kot v postopku 1. le da smo reakcije izvajali pri
tlaku 4 bar v ultrafiltracijski celici ob moénem mesanju.

Postopek 3: delali smo enako kot pri postopku 1, le da smo
membrane pred aktivacijo s TCT spirali s topili padajoce po-
lamosti (prehod iz vodnega na nevodni medij) v vrstnem redu
metanol (50 ml, 20 min), butanol (50 ml, 20 ml), benzen (50 ml,
20 min). Po aktivaciji smo spirali poveSine membran s topili
narascajoce polamost v vrstnem redu butanol, metanol, voda.
Izbrana topila se med seboj mesajo.

Postopek 4. je enak postopku 3. le da membran po aktivaci-
jinismo spirali z alkoholi. temvet takoj z deionizirano vodo dve
uri pri 0°C.,

Aktivnost imobiliziranega tripsina smo dolocili z zgoraj
opisano metodo. Reakeiju med substratom in imobiliziranim
tmpsinom je potekala na fazm meji tekoce-trdno, zato smo
povecali koli¢mo substrata (5 ml) in podaljSali &as inkubacije
(ena ury, dva dni),

4. Rezultati in diskusija

Slika 3 prikazuje meritve absorbance v odvisnosti od kon-
centracije trpsing v raztopini,
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Slika 3: Odvisnost absorbance (2=280 nm) od koncentraciye tnpsina
Figure 3: Absorbance (A=28(00 nm) as a function of Trypsin
concentrtion

1z slike 3 je razvidno, da med absorbanco in Koncentracijo
tripsina ni lineame zveze, zato moramo za izracun aktivnost
tripsina vrednosti ekstrapolirati na za¢etno hitrost reakcije.

Ena tnpsinska enota’ (TU'™) je definirana kot Koli¢ina tri-
psina, ki pod opisanimi pogoji (€as reaketje je 20 min, T=35"C,
V=2 ml) razkroji toliko kazeina, da naraste absorbanca pn
280 nm v eni minuti na vrednost 1000,

1z slike 3 izracunamo;
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| mg trgovskega tripsina vsebuje 0.4 TU™ aktivnostnih
enot.

Encim. imobiliziran po postopku 1 in 3, ne KaZe aktivnost,
pri encimu, imobiliziranem po postopku 2, zasledimo aktivnost.
ki je zelo nizka in je lahko v okviru cksperimentalne napake.
Visoko aktivnost tripsina zasledimo le v primery, ¢¢ imobi-
lizacijo 1zvedemo po postopku 4. Slika 4 prikazuje odvisnost
absorbance pri 280 nm od Casa hidrolize za postopek 4.
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Stika 4: Odvisnost absorbance (A=2%0 nm) od &asa hdrolize
membring
Figure 4: Absorbance (=280 nm) as a function of hydrolysis time
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Domnevameo, da daljSi cas hidrohize CA povzrodi veljo
poroznost povesine membrane in da s¢ v tem pameru tnpsin
imobilizira tudi v pore membrane. Z daliSanjem kontakinega
Casa med tripsinom in- kKazeinom lahko pri reakeiji sodeluje tudi
tapsin, Ki je imobiliziran v porah membrane (slika 4).

Iz primerjave rezultatov in postopkov  imobilizacije je
razvidno. da je za uspesnost imobilizacije Kljuénega pomena
reakcija aktivacije membrane s TCT. Spiranje membran s topili
padajoce polarnosti do benzena (postopek 4) povzroci omocitey
povisine membrane z benzenom in s tem lazji dostop TCT do
povrsine membrane, Koncentracija TCT-na ob povrSini mem-
brane je bila pri postopku | zelo nizka zaradi slabe topnost
TCT-ja v vodi, V vodnem filmu lahko potece tudi hidroliza TCT-
ja, Kar Se dodano zmiza njegovo reaktivnost za reakcijo s
hidroksilnimi skupinami na membrani. Uporaba thaka in moéne-
ga mesanja v postopku 2 je povzrotila tanjSanje vodnega filma
ob povrSini membrane, zato smo pri tem postopku zasledili ak-
tivnost tripsina, ki pa je bila zelo mzka. Spiranje Ze aktivirane
membrane 2 alkoholi (postopek 3) je povzrocilo alkoholizo
TCT-ja in zato reakeijn vezuve encima ni mogla potedi,
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5. Zakljucki

Na povriino membrane iz CA smo kovalenino imobilizirals
tripsin. TCT je Kot aktivirajodi reagent zelo reaktiven z nu-
kleofili. zato je imobilizacijo potrebno izvesti twkoj po vezavi
TCT-ja na membrano. Kondicioniranje membrane z alkoholi pri
prehodu nazaj na vodni medij povzrodi alkoholizo vezanega
TCT-ja. U¢inkovito je e spiranje z ledeno mrzlo vodo.
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