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IMMOBILIZACJA ENZYMU NA MODYFIKOWANYCH PLAZMA
MEMBRANACH POLIMEROWYCH

Streszczenie. Polisulfonowe membrany zelowe modyfikowano plazmg amoniaku
lub amoniaku z argonem. Po modyfikacji zaobserwowano wyrazny wzrost skfadowej
polarnej napiecia powierzchniowego, a FTIR-ATR wykazuje obecno$¢ rozmaitych
ugrupowan funkcyjnych na powierzchni. Aktywno$¢ immobilizowanej izomerazy
glukozowej na modyfikowanych membranach osiagneta wartosci od 9 do 20 U.

IMMOBILIZATION OF ENZYME ON THE PLASMA MODIFIED
POLYMER MEMBRANES

Summary. Polysulfone gel membranes were modified with ammonium or ammo-
nium/argon plasma. Dramatic increase of polar component of surface tension was ob-
served. FTIR-ATR also proves the presence of new functional groups. Glucose iso-
merase was succcesfuly immobilized on plasma-treated surfaces and its activity was
in the range 9-20 U.

1. Wprowadzenie

Obrébka réznych materiatéw plazma zmienia w znacznym stopniu ich wiasciwosci po-
wierzchniowe. Technika ta jest efektywniejsza i bardziej uzyteczna niz wigkszo$¢ metod
chemicznych, mechanicznych czy termicznych i jest znacznie bardziej ,,przyjazna” dla $ro-
dowiska. Co wiecej, z pojedynczego materiatu, poprzez zmiane medium plazmy czyjej pa-

rametréw, mozemy otrzymaé catg game powierzchni o réznych wiasciwosciach. Te technike
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autorzy stosowali do modyfikacji membran polisulfonowych, uzyskujac polepszenie wskazni-
kéw filtracji, zmniejszenie podatnosci na blokowanie i efektywniejszg ich regeneracje [1-5].
Na powierzchni polisulfonu wykrywano obecno$¢ nowych grup funkcyjnych, np. hydroksy-
lowych, aminowych, karboksylowych, a ich rodzaj zalezat od stosowanego medium plazmy.

W literaturze najnowszej pojawiaja sie doniesienia o skutecznym wykorzystaniu techniki
plazmowej do immobilizacji rozmaitych bioczasteczek, np. insuliny i heparyny [6], kwasu
hialuronowego [7] czy kolagenu [8], gtéwnie w celu polepszenia kompatybilnosci z krwig,
adhezji i wzrostu komoérek $rédnablonkowych. lzomeraze glukozowg immobilizowano na
powierzchni polisulfonu modyfikowanego plazma alkoholu allilowego [9],

W obecnej pracy podjeto probe wykorzystania plazmy amoniaku do immaobilizacji izome-
razy glukozowej na zelowej membranie polisulfonowej. 1zomerazy glukozowe sg wewnatrz-
komoérkowymi enzymami, ktore katalizujg odwracalng, stereospecyficzng konwersje D-
ksylozy do D-ksylulozy. Z praktycznego punktu widzenia najwieksze znaczenie ma izomery-
zacja D-glukozy do D-fruktozy wykorzystywana w produkcji syropu o duzej zawartosci
fruktozy [10, 11],

2. Cze$¢ eksperymentalna

2.1. Materialy

Polisulfon (PSU) Udel P-1700 (Amoco Co.) byt dostarczony przez Aldrich
Chem.Co.Ltd., amoniak i argon - przez Linde Gas, Poland. 1zomeraza glukozowa (Maxazym
Gl, K8587A) o aktywnosci wiasciwej 3.3 U/mg byta darem firmy Gist-Brocades. Dijodome-
tan, aldehyd glutarowy, zestaw do oznaczer biatka metodg Lawry'ego, tryptamina pochodzity
z firmy Sigma Chemical Co., fruktoza i glukoza z firmy Merck. Chloroform i pozostate od-
czynniki zakupiono w POCH, Polska.

2.2. Formowanie membran

Zelowe membrany polisulfonowe byty wylewane z 20% chloroformowego roztworu na
ptytki szklane i suszone 6 h w temp. 120°C. Z folii byly wycinane krazki o $rednicy 78 mm.

2.3. Obrébka plazma

Plazma wytwarzana byta za pomocg mikrofalowego generatora (Plazmatronika, Polska) o
czestotliwosci 2.45 GHz, w rurze kwarcowej bedacej gérng czescig szklanego reaktora. Sto-
sowano plazme pulsacyjna o czestotliwosci 125 Hz przy czasie trwania pulsu 2 ms i okresie 8
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sek. Cisnienie poczatkowe w reaktorze - 5 x 10°3 hPa, kohcowe 1 hPa, czas trwania - 180 sek.

Pozostate parametry plazmy podano ponizej:

Parametr Medium plazmy
nh3 NH3/ Ar
Przeptyw argonu, cm3min - 10
Cisnienie argonu, hPa . 0.3
Moc plazmy, W 120 60

Zmiennym parametrem byta odlegto$¢ prébki od krawedzi plazmy - 10,5; 45 lub 65 mm.

2.4. Charakterystyka powierzchni

2.4.1. Pomiar katow zwilzania

Katy zwilzania wody i dijodometanu oznaczono metodg stojacej kropli za pomocg urza-
dzenia TM 50 (Technicome SA, Francja) wyposazonego w kamere Panasonic GL 350. Wy-
niki sg srednig z 20 pomiaréw. Z nich obliczano wielko$¢ napiecia powierzchniowego y oraz
jego sktadowych - polarnej ypi dyspersyjnej wg pracy [12]. Sktadowe polarne i dyspersyj-

ne napiecia powierzchniowego wybranych cieczy przyjeto za pracgKuznietsowa [13],

2.4.2. Spektroskopia wpodczerwieni

Widma FTIR wykonano na aparacie Perkin Elmer System 2000 stosujac przystawke ATR

firmy Spectra-Tech z krysztatem germanu (45°). Zbierano 64 skany z rozdzielczoscig 4 cm'l

2.5. Immobilizacja izomerazy glukozowej

2.5.1. Etap aktywacji

Jako aktywator grup aminowych stosowano aldehyd glutarowy. Dwa modyfikowane i po-
ciete krazki membrany umieszczano w 0,1 M buforze fosforanowym (pH=7). Dodawano
20 cm3 roztworu aldehydu glutarowego w buforze (5% obj.). Po 2 godz. aktywacji odmywano

nad-miar aktywatora wodg destylowang i buforem fosforanowym.

2.5.2. Etap immobilizacji

Aktywowane membrany umieszczono w 25 cm3 roztworu enzymu (3 mg na 1 cm3 buforu
fosforanowego) i mieszano przez 2 godz. Nadmiar biatka odmywano kolejno roztworami:
0,1 M buforem fosforanowym (pH=7), 0,5 M NaCl w 0,1 M buforze fosforanowym (pH=7),

0,1 M buforem octanowym (pH=5) i wodg destylowang. Celem zablokowania nieprzereago-
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wanych grup aktywatora, membrany przetrzymywano 24 h w 0,5 M buforze tris-HCI (pH=8)
w temp. 4°C.

2.5.3. Oznaczanie aktywnosci enzymu

Prowadzano standardowg reakcje katalityczng uzywajac jako substratu glukozy. 0,01 M
bufor magnezowy doprowadzano do pH réwnego 8 przez dodatek 0,01 M kwasu siarkowego.
Po okreslonym czasie inkubacji (5, 10...25 min) w 60°C pobierano 100 jil prébki celem po-
miaru ilosci wyprodukowanej fruktozy. Stezenie fruktozy oznaczono spektrofotometrycznie
wg metody Taylora [14]. Probke dodawano do 3 cm3 stezonego HC1, zawierajgcego 100 pi
0,01 M roztworu tryptaminy w 0,1 M HC1. Po 15 min termostatowania w 60°C i 40 min w
25°C okres$lano absorbancje przy dtugosci fali 518 nm. Stezenie fruktozy okreslono z wyko-
nanej wczesniej krzywej standardowej. Jednostka aktywnosci izomerazy glukozowej U jest
definiowana jako ilo$¢ enzymu, ktéra w warunkach poczatkowej szybkosci reakcji wytwarza

1 mg (1 pmol) fruktozy w czasie 1 min.

2.5.4. Aktywno$¢ immobilizowanego enzymu

Membrany z immobilizowanym enzymem umieszczano w 25 cm3 buforu, do ktérego do-
dawano 25 cm3 roztworu substratu i cato$¢ termostatowano w 60°C. Po okreslonym czasie
(1,2,...30 min) mieszania pobierano 100 pl prébki i natychmiast oznaczano zawarto$¢ fruk-

tozy. Aktywnos¢ obliczano z poczatkowego (<5% konwersji) zakresu Krzywej.

3. Rezultaty i dyskusja

3.1. Wybér medium plazmy

Celem etapu modyfikacji plazmowej w obecnej pracy byto wprowadzenie na powierzch-
nie polisulfonu grup aminowych. Amoniak wydawat sie dobrym medium plazmy dla osia-
gniecia tego celu. Uprzednio [4] wykazano, ze obecno$¢ argonu w gazie utatwia zapalenie sie
plazmy i zapewnia jej wieksza stabilnos¢; zmienia jednak nieco jej charakter; zwieksza ilo$¢
azotu, ale tez i tlenu na powierzchni polisulfonu. Azot wystepuje w postaci grup amidowych,
imidowych, nitrylowych i aminowych, jednakze ich iloSciowe rozréznienie jest trudne nawet
metodg spektroskopii fotoelektronowej (XPS) [4], Z tego powodu wiec przebadano dziatanie

plazmy zaréwno samego amoniaku, jak i jego mieszaniny z argonem.
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3.2. Wiasciwosci powierzchniowe modyfikowanych membran
3.2.1. Napiecie powierzchniowe

Rezultaty obliczen napiecia powierzchniowego modyfikowanych prébek w opartych na
oznaczeniach katow zwilzania wody i dijodometanu podano w tabeli 1.
Tabela 1

Napiecie powierzchniowe membrany polisulfonowej modyfikowanej plazma amo-
niaku i amoniaku z argonem w zaleznosci od potozenia prébki w reaktorze

Odlegtosc
Medium plazmy probki od Napiecie powierzchniowe, mN/m
plazmy
mm Yp... YJ Y
65 22,2 26,4 48,6
Amoniak 46 22,9 27,0 49,9
10,5 23,0 26,4 49,4
65 25,5 29,5 55,1
Amoniak + argon 46 26,6 29,3 55,9
10,5 26,9 29,4 56,3

Polisulfon jest polimerem hydrofobowym, jego napiecie powierzchniowe ma warto$¢ 45,9
mN/m, w tym udziat sktadowej polarnej tylko 0,9 mN/m, co stanowi niespetna 2%. Obrobka
plazmg amoniaku (tab.l) nie wpltywa znacznie na wartos¢ catkowitego napiecia po-
wierzchniowego, natomiast dramatycznie zmienia wzajemny stosunek obu sktadowych.
Udziat sktadowej polarnej stanowi tutaj ok. 46% napiecia catkowitego. Dodatek argonu po-
woduje nieco wieksze zmiany (wzrosty o 0k.10 mN/m), przy czym udziat sktadowej polarnej
jest podobny (46,2 - 47,8%). Zaskakujaco maty jest wptyw odlegtosci probki od plazmy. Cat-
kowite napigecie powierzchniowe i skfadowa polarna zdajg sie nieco zwiekszaé wraz ze
zmniejszeniem odlegtosci, ale zmiany te sg minimalne.

3.2.2. Spektroskopia wpodczerwieni

IR-ATRjest rutynowa technika badania powierzchni. Gteboko$¢ penetracji promienia jest
jednak dwa rzedy wieksza niz grubos¢ modyfikowanej plazmowo warstwy, stad intensywnos$¢
pasm pochodzgcych od nowo powstatych ugrupowan jest mata.

Mniejsza intensywno$¢ pasm pochodzgcych od polisulfonowego podtoza sugerowataby
osadzanie si¢ warstwy nowego materiatu na powierzchni membrany. Amoniak nie jest jednak
gazem polimeryzujacym w plazmie, moze wiec by¢ to warstwa wytrawionego i ponownie

osadzonego materiatu powierzchni. W widmie (rys.l) pojawia sie szerokie pasmo o matej
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intensywnosci w zakresie 3600-3100 c¢cm'1 (rys.l) z maksimum ok. 3350 cm'l Wydaje sie
niemal niezalezne od potozenia prébki w plazmie, jak i obecnosci argonu. Niestety, w tym
zakresie czestotliwosci absorbuje wiele grup funkcyjnych (np. aminy, amidy, sulfonamidy,
grupa hydroksylowa), co uniemozliwia jednoznaczne okre$lenie, czy dominuja interesujgce

nas grupy aminowe.

a b

Rys. 1. Wybrane pasma widma FTIR-ATR polisulfonu modyfikowanego plazma
amoniaku (a) i amoniaku z argonem (b); odlegtos¢ prébki od plazmy - 1- 65, 2
-47,3-10,5 mm, linia0 - PSU

Fig.l. Chosen bands of FTIR-ATR spectra of polysulfone modified with ammonia (a)
and ammonia with argon (b) plasma; line 0 - PSU, distance from plasma - line
1-65,2-47,3-10.5 mm

Przy 1668 cm'1(rys 1) pojawia sie pasmo, ktére moze pochodzi¢ od drgan grupy C=0
amidéw i innych grup wprowadzonych w wyniku reakcji generowanych w plazmie rodnikéw

Z powietrzem.

3.2.3. Immobilizacja enzymu

Immobilizacja enzymu na modyfikowanych plazma membranach, obok dalekosieznego
aspektu technologicznego, ma takze aspekt analityczny - powinna pozwoli¢ na potwierdzenie
obecnosci grup aminowych na powierzchni polisulfonu traktowanej plazmg amoniaku. Re-
zultaty oznaczenia aktywnos$ci immobilizowanego enzymu podano w tabeli 2.

Wida¢, ze aktywnos$¢ jest rézna od zera, a wiec pewna ilos¢ enzymu zostata kowalencyj-
nie zwigzana na powierzchni membrany. Wiecej enzymu ulega immobilizacji po modyfiko-

waniu plazmg amoniaku z dodatkiem argonu.
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Tabela 2

Aktywno$¢ enzymu immobilizowanego na membranach polisulfonowych mody-
fikowanych plazmowo w zaleznosci od potozenia probki w reaktorze

Odlegtosé probki Medium plazmy
od plazmy amoniak amoniak + argon
mm aktywnos¢ enzymu, U
65 8,9 13,6
46 11,3 15,7
10,5 15,2 20,1

Obserwuje sie tez wptyw potozenia préobki w reaktorze - aktywnos$¢ enzymu zwigksza sie

wraz ze zmniejszeniem odlegtosci miedzy probka a krawedzig plazmy.

4. Wnioski

Immobilizacje¢ izomerazy na membranach polisulfonowych umozliwiajg wprowadzone
przez plazme amoniaku grupy funkcyjne. Aktywnos$¢ enzymu wieksza jest w przypadku mo-
dyfikacji powierzchni membran mieszaning plazmy amoniaku i argonu.
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Abstract

Polysulfone gel membranes were modified with ammonia or ammonia/argon plasma.
Such treatment insignificantly increases total surface tension of the sample changing however
dramatically ratio between its polar and dispersive component; the former increases from 0.9
mN/m for PSU to above 20 mN/m, becoming almost equal dispersive one. Very weak in-
fluen-ce on sample distance from the plasma is observed. FTIR-ATR results prove the pres-
ence of new functional groups on the modified surface, their exact discrimination is however
im-possible. The chosen enzyme, glucose isomerase, was succesfuly immobilized on plasma
treated surfaces; its activity was in the range of 9-15 U for ammonia and 14-20 U for ammo-

nia/argon plasma and seems to increase with reduction plasma to sample distance.



