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Prezenta inventie se refera la un procedeu de preparare a granulelor de polipirol
contindnd enzime imobilizate covalent, cu aplicatii in producerea de biosenzori si in
biotehnologie.

Pentru obtinerea de biosenzori enzimatici, se recomanda imobilizarea enzimelor pe
polimeri electroconductivi, cum ar fi polipirolul. Pe de altd parte, granulele de polimeri
contindnd enzime imobilizate au multiple aplicatii in biocataliza proceselor din biotehnologie.

Se cunosc mai multe metode de imobilizare a enzimelor pe polipirol.

Din brevetul US 4886625 se cunoaste imobilizarea covalentd a enzimelor pe derivati
de polipirol de tipul 2,5 ditienilpirol 3 substituit. Metoda are dezavantajul ca foloseste monomeri
speciali, iar activarea cu glutaraldehida se face in solutie tampon, ceea ce complica mult
procedeul si mareste considerabil pretul produselor.

Imobilizarea covalentd a enzimelor pe granule de polipirol, prin activare cu
glutaraldehida in cataliza cu acid sulfuric la 70°C, este redatd de Teodor Sandu, Emilia
Ocnaru, Melania-Liliana Arsenie, Mihaela Badea-Doni, Andrei Sarbu, in Imobilizarea
polifenoloxidazei pe polipirol activat in scopul obtinerii de biosenzori enzimatici,
Simpozionul "Prioritatile chimiei pentru o dezvoltare dinamica - PRIOCHEM", Editia
aVl-a, 28-29 octombrie 2010, in rezumatele lucrarilor. Metoda are dezavantajul ca foloseste
o temperatura de activare prea mica, ceea ce mareste nejustificat timpul de activare. in plus,
in aceasta referintd nu se dau detalii privind parametrii procesului de preparare a granulelor
de polipirol continand enzime imobilizate covalent.

De asemenea, din publicatiile documentelor de brevet US 7175746 si, respectiv, a
cererii de brevet US 0228738, 2006, precum si din articolele Jianjun Wang, Nosang V.
Myung, Minhee Yun, Harold G. Monbouquette “Glucose oxidase entrapped in
polypyrrole on high-surface-area Pt electrodes: a model platform for sensitive
electroenzymatic biosensors”, Journal of Electroanalytical Chemistry 575 (2005) 139-146
si S. Tirkes L. Toppare, S. Alkan, U. Bakir, A. Onen, Y. Yagci, “Immobilization of glucose
oxidasein polypyrrole/polytetrahydrofuran graft copolymers” International Journal of
Biological Macromolecules 30 (2002) 81-87, este cunoscuta imobilizarea enzimelor prin
inglobare in filmul de polipirol sau de copolimeri grefati ai acestuia, in timpul
electropolimerizarii. Metoda are dezavantajul ca o mare parte din enzima este cuprinsa in
interiorul filmului si, deci, nu are acces la substratul cu care trebuie s reactioneze. In plus,
chiar si enzima aflatéd pe suprafata are o activitate catalitica redusa, deoarece suprafata
hidrofoba a polimerului nu permite aranjarea centrului activ al enzimei in pozitia optima.

De asemenea, din R. K.Kaneto, “A new tyrosinase biosensor based on covalent
immobilization of enzyme on N-(3-aminopropyl) pyrrole polymerfilm”, Current Applied
Physics 5 (2005) 178-183, este cunoscutad imobilizarea covalenta a enzimelor pe filme de
poli N-3 aminopropil pirol obtinute prin electropolimerizare. Metoda are dezavantajul ca
necesita prepararea unui monomer special: N-3 aminopropil pirolul, ceea ce complica mult
procesul tehnologic si mareste mult pretul produselor; o mare parte din grupéarile aminice se
afla in interiorul filmului si, deci, nu pot fi folosite la imobilizarea enzimei, iar activitatea
enzimatica a enzimei imobilizate este redusa din cauza apropierii prea mari de suprafata
polimerului.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in imobilizarea covalentd a
enzimelor pe granule de polipirol, prin modificarea suprafetei granulelor prin reactia polimer
analoaga a grupelor NH din polipirol cu grupele CHO din glutardialdehida, urmata de
imobilizarea covalenta a enzimelor prin reactia grupelor COOH si NH, ale proteinei enzimatice
cu grupele CHO, ramase libere, ale dialdehidei legate pe suprafata polimerului, fazele
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tehnologice si parametrii de lucru fiind astfel alesi incat sa se obtina caracteristicile compozi-
tionale si structurale dorite ale granulelor polimerice continand enzime, corespunzatoare
domeniului de utilizare.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele procedeelor mentionate anterior
prin aceea ca granulele de polipirol se introduc intr-o baie de functionalizare formata dintr-o
solutie apoasa continand 10...20% (volumetric) solutie apoasa de glutardialdehida 50%
(gravimetric) si 1...2% (volumetric) H,SO, concentrat 98%, raportul intre granulele de polipirol
si solutia baii de functionalizare fiind de 1:100...1:200 (masa:volum), baia de functionalizare
avand temperatura de 72...80°C, si granulele se mentin in baie, sub o agitare lent3, timp de
20...40 min, dupa care suspensia de granule se lasa sa se raceasca in aer liber timp de
10...15 min si se filtreaza, turta se spala pe filtru cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare
reprizad avand o cantitate de apa aproximativ egald cu cantitatea de apa folosita la prepa-
rarea baii de functionalizare, apoi granulele functionalizate obtinute suntintroduse intr-o baie
de imobilizare formatéa din solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, continand 0,3...1,0% una
dintre enzimele: tirozinaza, peroxidaza hreanului sau xilanazd, unde se mentin la
temperatura camerei (20°C), sub agitare, timp 1...3 h, raportul intre granule si baia de
imobilizare fiind de 1:20...1:50 (masa:volum), dupa care suspensia obtinuta sefiltreaza, turta
se spala cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare repriza utilizand o cantitate de apa egala
cu de aproximativ cinci ori cantitatea de solutie tampon folosita la prepararea baii de
imobilizare, turta spalata fiind apoi trecuta intr-o cantitate de solutie tampon fosfat 0,1 M cu
pH 7, astfel incat raportul solid:lichid sa fie de 1:20...1:30, si suspensia obtinutd este
mentinuta intr-un vas bine inchis, la temperatura de +4...+8°C.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- asigura o imobilizare a enzimelor in afara structurii polimerului, ceea ce face ca
eficienta utilizarii enzimelor s& fie foarte mare;

- enzima imobilizata se afla la o distanta destul de mare de suprafata polimerului,
ceea ce permite enzimei sa-si aranjeze optim centrul activ si s& aiba o activitate enzimatica
ridicata;

- utilizeaza pentru functionalizare o substanta de uz industrial, relativ ieftind, precum
solutia apoaséa 50% de glutardialdehida;

- permite dirijarea activitatii enzimatice a granulelor de polipirol, in functie de gradul
de functionalizare al suprafetei granulelor si in functie de conditiile de lucru din etapa de
imobilizare covalenta;

- asigura, prin legaturile covalente, o imobilizare permanentad a enzimei pe polimer,
ceea ce evita elutia enzimei in mediul de reactie.

Se dau in continuare 8 exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare, formata din 8,9 ml apa demineralizata, 1 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,1 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de apa, cu temperatura mentinuta constanta la 80°C (prin recirculare dintr-o alta baie
de ap3, ultratermostatatad). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic, si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta timp
de 40 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtrata. Turta este spalata in 3
reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20°C). in fiecare reprizd de
spalare se utilizeaza cate 9 ml de ap3, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
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ramase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
2 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 20 mg tirozinaz& (mushroom) s$i un corp mag-
netic teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic si se porneste agitarea.
Se mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C) pana se dizolva toata enzima.
Apoi sereduce viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate, rezultata dupa
filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 ml. Se lasa totul sub agitare
lentd timp de 2 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este filtrata. Turta
obtinutd este spalata in 3 reprize cu cate 10 ml apa distilata (folosita in prealabil si la
antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupé aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare,
de 10 ml, si se adauga 2 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu
dop si cu membrana) si se mentine la temperatura de +4... +8°C. Determinarea prin FTIR
a intensitatii benzii peptidice de la circa 1650 cm™ a permis estimarea unui continut de
tirozinaza de circa 8%, care scade la circa 7% dupa 3 spalari cu cate 20 ml solutie tampon
fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 2

intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formata din 15,6 ml apa demineralizata, 4 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,4 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de apa, cu temperatura mentinuta constanta la 72°C (prin recirculare dintr-o alta baie
de ap3, ultratermostatatd). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta, timp
de 20 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtratd. Turta este spalata in
3 reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20°C). in fiecare repriza de
spalare se utilizeaza cate 16 ml de apa, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
5 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 25 mg tirozinazd (mushroom), si un corp
magnetic teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic, si se porneste
agitarea. Se mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C), pana se dizolva
toatd enzima. Apoi se reduce viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate,
rezultata dupa filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 ml. Se lasa
totul sub agitare lenta timp de 1 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este
filtrata. Turta obtinuta este spalaté in 3 reprize cu cate 25 ml apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea, turta de granule
contindnd enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat,
de stocare, de 10 ml si se adauga 3 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans
vasul (cu dop si cu membrand) si se mentine la temperatura de +4...+8°C. Determinarea prin
FTIR a intensitatii benzii peptidice de la circa 1650 cm™ a permis estimarea unui continut de
tirozinaza de circa 7%, care scade la circa 6% dupa 3 spalari cu cate 20 ml solutie tampon
fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 3

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formaté din 8,35 ml apa demineralizata, 1,50 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,15 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de apa, cu temperatura mentinuta constanta la 75°C (prin recirculare dintr-o alta baie
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de ap3, ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta timp
de 30 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtratd. Turta este spalata in
3 reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20°C). in fiecare repriza de
spalare se utilizeaza cate 8,5 ml de ap3, folosita in prealabil i pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
3,35 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 10 mg tirozinaz& (mushroom), si un corp
magnetic teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic si se porneste agitarea.
Se mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C) pana se dizolva toatd enzima.
Apoi se reduce viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultata dupa
filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior, in balonul de 30 ml. Se lasa totul sub agitare
lentd timp de 3 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este filtratd. Turta
obtinutd este spalata in 3 reprize cu cate 17 ml apa distilata (folosita in prealabil si la
antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare,
de 10 ml, si se adauga 2,5 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul
(cu dop si cu membrana) si se mentine la temperatura de +4...+8°C. Determinarea prin FTIR
a intensitatii benzii peptidice de la circa 1650 cm™ a permis estimarea unui continut de
tirozinaza de circa 8%, care scade la circa 7,5% dupa 3 spalari cu cate 20 ml solutie tampon
fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 4

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formata din 8,9 ml apa demineralizatd, 1ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,1 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol i un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o baie
de apa, cu temperatura mentinuta constantala 80°C (prin recirculare dintr-o alta baie de ap3,
ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator magnetic,
si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta, timp de 40 min.
Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasé 10...15 min pentru a se raci la temperatura
camerei, dupa care suspensia din balon este filtrata. Turta este spalata in 3 reprize cu apa
demineralizata avand temperatura camerei (20°C). in fiecare repriza de spalare se utilizeaza
cate 9 ml de ap4, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor rdmase in balon. intr-un
alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc 2 ml solutie tampon fosfat
0,1 M cu pH 7, si 20 mg peroxidaza hreanului (horse-radish), si un corp magnetic teflonat.
Se agaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic, si se porneste agitarea. Se mentine
balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C) pana se dizolva toata enzima. Apoi se
reduce viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultata dupa filtrarea
si spalarea granulelor obtinute anterior, in balonul de 30 ml. Se lasa totul sub agitare lenta
timp de 2 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este filtrata. Turta obtinuta
este spalata in 3 reprize cu cate 10 ml apa distilata (folosita in prealabil si la antrenarea
granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea, turta de granule continand enzime
imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de
10 ml, si se adauga 2 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etang vasul (cu dop
si cu membrand) si se mentine la temperatura de +4...+8°C. Determinarea prin FTIR a
intensitatii benzii peptidice de la circa 1650 cm™ a permis estimarea unui continut de
peroxidaza de circa 9%, care scade la circa 8% dupa 3 spalari cu cate 20 ml solutie tampon
fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.
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Exemplul 5

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formata din 15,6 ml apa demineralizata, 4 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,4 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de ap3, cu temperatura mentinuta constanta la 72°C (prin recirculare dintr-o alta baie
de ap3, ultratermostatatd). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta, timp
de 20 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min, pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtrata. Turta este spalata in
3 reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20°C). in fiecare repriza de
spalare se utilizeaza cate 16 ml de apa, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticl& cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
5 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 25 mg peroxidaza hreanului (horse-radish), si
un corp magnetic teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic, si se porneste
agitarea. Se mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C) pana se dizolva
toatd enzima. Apoi se reduce viteza de agitare $i se adauga turta de granule functionalizate
rezultata dupa filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior, in balonul de 30 ml. Se lasa
totul sub agitare lenta timp de 1 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este
filtrata. Turta obtinuta este spalata in 3 reprize cu cate 25 ml apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea, turta de granule
contindnd enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat,
de stocare, de 10 ml, si se adauga 3 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide
etans vasul (cu dop si cu membrand) si se mentine la temperatura de +4...+8°C. Determi-
narea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la circa 1650 cm™ a permis estimarea unui
continut de peroxidaza de circa 8%, care scade la circa 7% dupa 3 spalari cu cate 20 ml
solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 6

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formaté din 8,35 ml apa demineralizata, 1,50 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,15 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de apa, cu temperatura mentinuta constanta la 75°C (prin recirculare dintr-o alta baie
de ap3, ultratermostatatd). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic, si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta, timp
de 30 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min, pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtratd. Turta este spalata in
3 reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20°C). in fiecare repriza de
spalare se utilizeaza cate 8,5 ml de ap3, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticl& cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
3,35 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 10 mg peroxidaza hreanului (horse-radish),
si un corp magnetic teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic, si se
porneste agitarea. Se mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C), pana se
dizolva toatd enzima. Apoi se reduce viteza de agitare si se adauga turta de granule
functionalizate rezultata dupa filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior, in balonul de
30 ml. Se lasa totul sub agitare lenta timp de 3 h la temperatura camerei (20°C), dupa care
suspensia este filtratd. Turta obtinuta este spalata in 3 reprize cu cate 17 ml apa distilata
(folosita in prealabil si la antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea,
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turta de granule contindnd enzime imobilizate covalent este transferatd intr-un vas
Erlenmayer cu dop rodat, de stocare, de 10 ml, si se adauga 2,5 ml solutie tampon fosfat
0,1 Mcu pH 7, se inchide etang vasul (cu dop si cu membrand) si se mentine latemperatura
de +4...+8°C. Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii peptidice de la circa 1650 cm™ a
permis estimarea unui continut de peroxidaza de circa 7%, care scade la circa 6% dupa
3 spalari cu cate 20 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta
a enzimei.

Exemplul 7

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formata din 15,6 ml ap& demineralizata, 4 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,4 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de ap3, cu temperatura mentinuta constanta la 72°C (prin recirculare dintr-o alta baie
de ap3, ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic, si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta, timp
de 20 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtratd. Turta este spalatd in 3
reprize cu apa demineralizatd avand temperatura camerei (20°C). in fiecare reprizd de
spalare se utilizeaza cate 16 ml de apa, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
5 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 25 mg xilanaza (pulpzyme), si un corp magnetic
teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic, si se porneste agitarea. Se
mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C) pana se dizolva toata enzima.
Apoi se reduce viteza de agitare si se adauga turta de granule functionalizate rezultata dupa
filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 ml. Se lasa totul sub agitare
lenta timp de 1 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este filtratd. Turta
obtinutd este spélaté in 3 reprize cu cate 25 ml apa distilata (folosita in prealabil si la
antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea, turta de granule continand
enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat, de stocare,
de 10 ml, si se adauga 2 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide etans vasul (cu
dop si cu membrana) si se mentine la temperatura de +4...+8°C. Determinarea prin FTIR a
intensitatii benzii de la circa 1550 cm™ a permis estimarea unui continut de xilanaza de circa
6%, care scade la circa 5,5% dupa 3 spalari cu cate 20 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH
7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 8

Intr-un balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 30 ml, se prepara o solutie de
baie de functionalizare formaté din 8,35 ml apa demineralizata, 1,50 ml solutie apoasa 50%
(gravimetric) de glutardialdehida si 0,15 ml H,SO, concentrat 98%. Peste aceasta solutie se
adauga 0,1 g granule de polipirol si un corp magnetic teflonat. Balonul se introduce intr-o
baie de apa, cu temperatura mentinuta constanta la 80°C (prin recirculare dintr-o alta baie
de ap3, ultratermostatata). Baia de apa cu balonul de 30 ml este amplasata pe un agitator
magnetic, si se porneste o agitare lentd. Se mentine balonul in baie, sub agitare lenta timp
de 30 min. Apoi balonul se scoate din baia de apa si se lasa 10...15 min, pentru a se raci la
temperatura camerei, dupa care suspensia din balon este filtratd. Turta este spalata in
3reprize cu apa demineralizata avand temperatura camerei (20°C). in fiecare repriza de spa-
lare se utilizeaza cate 8,5 ml de ap3, folosita in prealabil si pentru antrenarea granulelor
ramase in balon. Intr-un alt balon de sticla cu fund plat, cu capacitatea de 10 ml, se introduc
3,35 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, si 10 mg xilanaza (pulpzyme), si un corp
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magnetic teflonat. Se asaza paharul de 10 ml pe un agitator magnetic si se porneste
agitarea. Se mentine balonul sub agitare la temperatura camerei (20°C) pana se dizolva
toatd enzima. Apoi se reduce viteza de agitare $i se adauga turta de granule functionalizate
rezultata dupa filtrarea si spalarea granulelor obtinute anterior in balonul de 30 ml. Se lasa
totul sub agitare lenta timp de 3 h la temperatura camerei (20°C), dupa care suspensia este
filtrata. Turta obtinuta este spalata in 3 reprize cu cate 17 ml apa distilata (folosita in prealabil
si la antrenarea granulelor ramase in balonul de 10 ml). Dupa aceea, turta de granule
contindnd enzime imobilizate covalent este transferata intr-un vas Erlenmayer cu dop rodat,
de stocare, de 10 ml, si se adauga 3 ml solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, se inchide
etans vasul (cu dop si cu membrand) si se mentine la temperatura de +4...+8°C.
Determinarea prin FTIR a intensitatii benzii de la circa 1550 cm™ a permis estimarea unui
continut de xilanaza de circa 5%, care scade la circa 4,5% dupa 3 spalari cu cate 20 ml
solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a granulelor de polipirol continand enzime imobilizate covalent,
in care functionalizarea se realizeaza cu glutardialdehida prin cataliza cu acid sulfuric,
caracterizat prin aceea ca granulele de polipirol se introduc intr-o baie de functionalizare
formatd dintr-o solutie apoasa contindnd 10...20% volumetric solutie apoasa de
glutardialdehida 50% gravimetric, si 1...2% volumetric H,SO, concentrat 98%, raportul intre
granulele de polipirol si solutia baii de functionalizare fiind de 1:100...1:200 masa:volum, baia
de functionalizare avand temperatura de 72...80°C, si granulele se mentin in baie, sub o
agitare lenta, timp de 20...40 min, dupa care suspensia de granule se lasa sa se raceasca
in aer liber timp de 10...15 min si se filtreaza, turta se spala pe filtru cu apa demineralizata
in 3 reprize, fiecare repriza avand o cantitate de apa aproximativ egala cu cantitatea de apa
folosita la prepararea baii de functionalizare, apoi granulele functionalizate obtinute sunt
introduse intr-o baie de imobilizare formata din solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, conti-
nand 0,3...1,0% una dintre enzimele: tirozinaza, peroxidaza hreanului sau xilanaza, unde se
mentin la temperatura de 20°C, sub agitare, timp 1...3 h, raportul intre granule si baia de
imobilizare fiind de 1:20...1:50 masa:volum, dupa care suspensia obtinuta se filtreaza, turta
se spala cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare repriza utilizand o cantitate de apa egala
cu de aproximativ cinci ori cantitatea de solutie tampon folosita la prepararea baii de
imobilizare, turta spalata fiind apoi trecuta intr-o cantitate de solutie tampon fosfat 0,1 M cu
pH 7, astfel incat raportul solid:lichid s& fie de 1:20...1:30, si suspensia obtinutéd este
mentinuta la temperatura de +4...+8°C.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
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sub comanda nr. 100/2016
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