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Розроблення нового методу iммобiлiзацiї лiпази

на целюлозних мембранах

(Представлено членом-кореспондентом НАН України М.Т. Картелем)

Розроблено метод iммобiлiзацiї лiпази на целюлозних ультрафiльтрацiйних мембра-
нах, модифiкованих полiетиленiмiном та прищепленими тiольними групами. Пiдiбрано
оптимальнi умови iммобiлiзацiї лiпази за даним способом: pH 7,5, концентрацiя розчи-
ну модифiкування 1 мг/см3. Отриманi мембрани характеризуються великою кiлькiстю
iммобiлiзованого ферменту (0,307 мг/см2), високим ступенем збереження активностi
(57%) та здатнiстю до регенерацiї.

Створення мембран з бiокаталiтичними властивостями на основi синтетичних полiмерних
мембран є новим напрямом розвитку мембранних технологiй. Бiокаталiтичнi мембрани
створюють шляхом iммобiлiзацiї рiзних ферментiв (амiлази, лiпази, протеази, целюлази,
пектинази тощо) на синтетичних мембранах [1].

Велика рiзноманiтнiсть реакцiй та висока хемо-, регiо- й енантiоспецифiчнiсть лiпаз ста-
новлять їх в один з важливiших класiв ферментiв, широко застосованих у багатьох галузях
промисловостi, зокрема харчовiй, фармацевтичнiй, текстильнiй, паперовiй, у виробництвi
детергентiв, косметичних засобiв, бiодизеля, а також при органiчному синтезi тощо [2–4].
Переважна бiльшiсть реакцiй, якi каталiзує лiпаза, вiдбувається на межi подiлу фаз олiя —
вода. Активнiсть ферменту в такому випадку залежить не вiд концентрацiї субстрату, а вiд
площi поверхнi подiлу фаз [5]. Ферментативнi процеси з використанням вiльної лiпази про-
водять в емульсiйних реакторах з додаванням емульгаторiв, якi забруднюють продукти
реакцiї. Iммобiлiзацiя лiпази на мембранi дозволяє забезпечити велику питому площу по-
верхнi, роздiлення продуктiв реакцiї, можливiсть повторного використання ферменту i не-
перервнiсть процесу [4, 6].

Авторами цього повiдомлення розроблено новий метод iммобiлiзацiї лiпази на целюлоз-
них мембранах, модифiкованих полiетиленiмiном (ПЕI) та прищепленими тiольними гру-
пами, а також дослiджено властивостi створених бiокаталiтичних мембран та їх здатнiсть
до регенерацiї.

Висока, в порiвняннi з бiльш популярними синтетичними полiмерними матерiалами,
реакцiйна здатнiсть регенерованої целюлози дозволяє легко проводити хiмiчне модифiку-
вання мембран з цього матерiалу та робить їх придатною основою для створення бiоката-
лiтичних мембран.

ПЕI є зручним полiкатiоном для iммобiлiзацiї бiомолекул на рiзноманiтних зарядже-
них поверхнях методом Layer by Layer, наприклад гепарину на мембранах для гемодiалiзу
для покращення їх бiосумiсностi [7], а також ферментiв на рiзних мембранах [8]. ПЕI ви-
користовують для ковалентної iммобiлiзацiї ферментiв завдяки наявностi в його структурi
амiногрупи [9]. Застосування тiольних груп для iммобiлiзацiї ферментiв на рiзноманiтних
носiях вiдомо давно [10]. Такий метод ковалентної iммобiлiзацiї є привабливим, оскiльки
вiн є зворотним, тобто дозволяє проводити регенерацiю мембран, а отже, ефективнiше ви-
користовувати мембраннi матерiали.
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Як носiй для iммобiлiзацiї ферменту брали целюлознi ультрафiльтрацiйнi мембрани
марки С005F виробництва Microdyn-Nadir (Нiмеччина), модифiкування яких вiдбувалося
за такою схемою:

Целюлознi мембрани попередньо замочували в дистильованiй водi впродовж 1 год. Мемб-
рани окиснювали до дiальдегiдцелюлози 0,1 моль/л розчином перйодату натрiю протягом
1 год при температурi 55 ◦С. Окисненi мембрани витримували в 1% водному розчинi ПЕI
при кiмнатнiй температурi 24 год. Модифiкованi мембрани промивали дистильованою во-
дою впродовж 1 доби, пiсля чого витримували в розчинi 2,2′-дипiридилдисульфiду (2-ПДС)
у 0,1 моль/л Na2CO3. Прищеплення тiольних груп проводили ацилюванням амiногруп 2%
розчином тiоглiколевої кислоти (ТГК) з додаванням 0,05 г 1-етил-3-(3-диметиламiнопро-
пiл)-карбодиiмiду (ЕДАК). Тiольнi групи мембрани утворюють дисульфiднi мiстки з пi-
ридиновими залишками молекул 2-ПДС. Для прищеплення ферменту отриманi мембрани
витримували у водному розчинi лiпази з Candida rugosa (Sigma-Aldrich, активнiсть — 819
од./мг) 24 год при кiмнатнiй температурi з подальшою промивкою в дистильованiй водi
протягом 1 год. Концентрацiю розчину лiпази змiнювали вiд 0,1 до 1,0 мг/мл.

Для деiммобiлiзацiї ферменту мембрани з iммобiлiзованою лiпазою занурювали в роз-
чин (2S,3S)-1,4-димеркаптобутан-2,3-дiолу (DTT) сильного вiдновника та витримували при
кiмнатнiй температурi 24 год.

Для визначення транспортних характеристик модифiкованих мембран використовували
стандартну цилiндричну комiрку непроточного типу Amicon 8200 виробництва Millipore
(США). Робочий тиск — 0,2 МПа.

Концентрацiю прищеплених тiольних груп до модифiкованої ПЕI мембрани визначали
йодометричним титруванням. Подрiбнену мембрану занурювали в 10 мл дистильованої води
при pH 3 та витримували 1 добу. Iндикатором слугував свiжоприготовлений 1% розчин
крохмалю, за титрант брали 1 ммоль/л розчин йоду.

Активнiсть i концентрацiю розчину лiпази оцiнювали за швидкiстю гiдролiзу n-нiтро-
фенiлпальмiтату (p-NPP). Для цього до 30 мг p-NPP додавали при перемiшуваннi 10 мл
iзопропанолу та 0,1 мл поверхнево-активної речовини Triton X-100 та отримували розчин
№ 1. У 100 мл фосфатного буфера (pH 7,4) розчиняли 200 мг дезоксихолату натрiю та
отримували розчин № 2. Розчин субстрату було отримано при змiшуваннi розчинiв № 1
й № 2 в отриманих кiлькостях. До 1,8 мл розчину субстрату додавали 2 мл фосфатного
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буфера (pH 7,4) та нагрiвали в термостатi до 37 ◦С. Далi додавали дослiджуваний розчин
лiпази (0,1 мл) або дослiджувану мембрану з рiзною площею (3,45 або 0,43 см2). Отриману
сумiш iнкубували при 37 ◦С протягом 15 хв, пiсля чого негайно додавали 4 мл етанолу для
зупинення реакцiї. Оптичну густину визначали на СФ-46 при довжинi хвилi λ = 410 нм та
товщинi кювети l = 1 см проти контрольного розчину субстрату. Концентрацiю ферменту
оцiнювали за калiбрувальним графiком залежностi оптичної густини вiд концентрацiї роз-
чину ферменту, кiлькiсть iммобiлiзованої на мембранi лiпази — за рiзницею концентрацiй
розчину лiпази до i пiсля модифiкування.

Щоб оцiнити збереження активностi лiпази пiсля iммобiлiзацiї, мембрани розрiзали та
визначали активнiсть кожної частини за методикою, зазначеною вище. Частина мембрани,
яку занурювали в розчин субстрату, вiдповiдає 0,1 мл розчину лiпази.

Для встановлення оптимальних умов iммобiлiзацiї ферменту, мембрани модифiкува-
ли ПЕI з рiзною молекулярною масою — 25 та 750 кДа. Результати дослiджень свiдчать,
що прищеплення ПЕI до поверхнi мембран призводить до значного зниження водопроник-
ностi мембрани (табл. 1). У мембран марки С005F, модифiкованих високомолекулярним
ПЕI, вiдзначалася менша водопроникнiсть i дещо бiльша концентрацiя тiольних груп, нiж
у мембран, модифiкованих низькомолекулярним ПЕI (див. табл. 1). Отже, можна просте-
жити обернено пропорцiйну залежнiсть мiж водопроникнiстю мембран, модифiкованих ПЕI
з рiзною молекулярною масою i концентрацiєю тiольних груп пiсля реакцiї з ТГК. Тобто
концентрацiя тiольних груп безпосередньо залежить вiд розмiру молекул ПЕI, iммобiлiзо-
ваного на мембранах. ТГК є низькомолекулярною речовиною i тому не чинить жодного
впливу на водопроникнiсть модифiкованих мембран.

Кiлькiсть iммобiлiзованого ферменту залежить вiд концентрацiї його модифiкуючого
розчину, оскiльки для повного покриття поверхнi мембрани лiпазою в розчинi повинна
мiститися достатня кiлькiсть молекул бiлка. Як видно з рис. 1, при збiльшеннi концентрацiї
розчину ферменту вiд 0,1 до 0,8 мг/мл, кiлькiсть iммобiлiзованого на мембранi ферменту
збiльшується вiд 0,06 до 0,3 мг/см2.

При подальшому зростаннi концентрацiї модифiкуючого розчину спостерiгаються не-
значнi змiни кiлькостi закрiпленого на мембранi ферменту вiд 0,31 до 0,314 мг/см2. Це
означає, що при збiльшеннi концентрацiї понад 1 мг/мл на мембранi iммобiлiзується одна-
кова кiлькiсть ферменту. Отже, за оптимальну концентрацiю розчину лiпази брали 1 мг/мл.

Iзоелектрична точка лiпази з Candida rugosa дорiвнює 4,6 [11]. Максимальна кiлькiсть
ферменту iммобiлiзується на мембранi при pH модифiкуючого розчину 5,5, тобто у точ-
цi, найближчiй з дослiджуваних до iзоелектричної точки ферменту. Отриманi результати
можна пояснити тим, що при iзоелектричному значеннi pH молекули ферменту приймають
конформацiю статистичного клубка, тодi як при iнших значеннях pH конформацiя бiльш
розгорнута. Отже, при iзоелектричному pH молекула займає найменшу площу на поверхнi
мембрани, тобто на поверхнi може розмiститися бiльше молекул.

Таблиця 1. Залежнiсть водопроникностi модифiкованих мембран С005F i кiлькостi iммобiлiзованих тiоль-
них груп вiд молекулярної маси ПЕI

Мембрана Jv, л/(м2
· год) C SH-груп, мкмоль/см2

Немодифiкована 28,51 Не вияв.
Модифiкована ПЕI 25000 5,84 0,201
Модифiкована ПЕI 750000 2,38 0,233
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Рис. 1. Залежнiсть кiлькостi iммобiлiзованої на мембранi лiпази вiд концентрацiї модифiкуючого розчину

Рис. 2. Залежнiсть кiлькостi iммобiлiзованого ферменту (1 ) i збереження ним активностi Z (2 ) вiд pH
модифiкуючого розчину

Максимальна активнiсть вiльної лiпази спостерiгається при pH 7,7 [11]. При iммобiлiза-
цiї ферменту при pH 7,6 зберiгається максимально активна конформацiя молекул, i фермент
зберiгає найвищу активнiсть — 57% (рис. 2). При pH 5,5 фермент зберiгає мiнiмум актив-
ностi, що також може бути пояснено змiною конформацiї молекул ферменту. На пiдставi
проведених дослiджень можна зробити висновок, що при згорнутiй конформацiї актив-
нiсть молекул ферменту мiнiмальна i становить 31% вiд активностi вiльного ферменту. При
подальшому зменшеннi pH спостерiгається пiдвищення збереженої активностi, оскiльки мо-
лекули ферменту знову розгортаються, i їх конформацiя наближається до оптимальної.

Важливою характеристикою методу iммобiлiзацiї ферменту на мембранах є можливiсть
їх регенерацiї, що дозволяє значно подовжити термiн використання мембран. Процес реге-
нерацiї полягає в деiммобiлiзацiї ферменту з мембрани, який з часом втрачає активнiсть,
та в подальшiй iммобiлiзацiї нового ферменту.
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Рис. 3. Регенерацiя мембран з iммобiлiзованою лiпазою

Деiммобiлiзацiя ферменту з мембран з лiпазою, iммобiлiзованою через тiольнi гру-
пи, заснована на механiзмi вiдновлення тiольних груп за допомогою сильного вiдновника
DTT [12]:

За даними експериментiв, при використаннi цього методу з мембрани видаляється 98,4%
ферменту. Пiсля 1-го циклу регенерацiї кiлькiсть повторно iммобiлiзованого ферменту збiль-
шується порiвняно з кiлькiстю ферменту, iммобiлiзованого в перший раз, i становить 117%
(рис. 3).

Вiрогiдно, збiльшення кiлькостi iммобiлiзованого ферменту вiдбувається внаслiдок того,
що при регенерацiї вивiльняються тiольнi групи, якi ранiше були зв’язанi з iншими тiоль-
ними групами на мембранi. Отже, збiльшується ферментна ємнiсть мембрани. На 10-му
циклi кiлькiсть такого ферменту стабiлiзується на рiвнi 105% вiдносно кiлькостi ферменту,
iммобiлiзованого в перший раз (див. рис. 3).

Таким чином, нами розроблено метод iммобiлiзацiї лiпази на целюлозних мембранах
через прищепленi тiольнi групи та вивчено транспортнi властивостi мембран на рiзних ста-
дiях процесу модифiкування. Встановлено, що максимальний вплив на водопроникнiсть
мембран справляє iммобiлiзацiя ПЕI, яка спричиняє зниження водопроникностi приблизно
в 10 разiв. Дослiджено вплив молекулярної маси ПЕI на кiлькiсть iммобiлiзованих тiольних
груп. Визначено, що найбiльше тiольних груп (0,233 мкмоль/см2) iммобiлiзується на ПЕI
з молекулярною масою 750 кДа.
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Дослiджено залежнiсть кiлькостi iммобiлiзованої на мембранi лiпази вiд концентрацiї
та pH модифiкуючого розчину. Оптимальною концентрацiєю модифiкуючого розчину фер-
менту є 1 мг/мл, при якiй кiлькiсть iммобiлiзованого ферменту дорiвнює 0,307 мг/см2.
Оптимальне значення pH — 7,5, при якому фермент зберiгає максимальну активнiсть —
57% активностi вiльного ферменту.

Регенерацiя отриманих бiокаталiтичних мембран проходить дуже ефективно та приво-
дить до покращення властивостей мембрани: пiсля 10-ти циклiв регенерацiї на мембранi
iммобiлiзується 105% ферменту вiд початкової кiлькостi.
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Development of a new method of lipase immobilization on cellulose

membranes

A method of lipase immobilization on cellulose ultrafiltration membranes is developed. Optimal
conditions of immobilization are determined: pH and enzyme solution concentration are 7.5 and
1 mg/ml, respectively. The obtained biocatalytic membranes are characterized by a large amount
of immobilized enzyme (0.307 mg/cm2), high rate of activity yield (57%), and good regeneration
ability.
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