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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la membrane polimerice
contindnd enzime imobilizate covalent, pe polimeri
imprentati molecular, si la procedeu de obtinere a
acestora, cu aplicatii in biosenzori enzimatici pentru
poluanti din ape. Produsul conform inventiei este
reprezentat de membranele polimerice care contin
enzime imobilizate covalent, caracterizate de o
sensibilitate si selectivitate crescute. Procedeul conform
inventiei consta in prepararea unei solutii cu concen-
tratie de 8...12% polimer si 8...10% pesticid, prin dizol-
varea alcoolului polivinilictimp de 3...4 h1a 70...80°C, in
dimetilsulfoxid, din care se obtin membrane prin tragere
pe o placé de sticla, care sunt fie uscate la 105...115°C,
timp de 45...60 min, la 20...30 mm col Hg, fie imersate
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rapid in baie de coagulare continand alcool izopropilic
si dimetilsulfoxid la 105..115°C, urmand tratarea
termica a membranelortimp de 5...10 min, acetalizarea
timp de 15..30 min la 145...155°C, intr-o baie de
acetalizare, spalarea cu apa demineralizatéd pana la
neutralizare, uscarea, extragerea in metanol sau cloro-
form timp de 30...60 min, spalarea, apoi membranele
sunt folosite ca suport pentru imobilizarea covalenta a
enzimelor, prin tratarea cu o solutie de acetil-
colinesteraza sau tirozinaza n tampon fosfat, timp de
90...150 min, la 4...22°C.
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Prezenta inventie se refera la membrane polimerice contindnd enzime imobilizate
covalent pe polimeri imprentati molecular cu pesticide, cu aplicatii in biosenzori enzimatici
pentru poluanti din ape si la un procedeu de obtinere a acestor membrane.

Unul din materialele cunoscute pentru obtinerea biosenzorilor enzimatici il reprezinta
membranele polimerice continand enzime imobilizate covalent. Astfel, US 5624537 se refera
la o proba de biosenzor regenerabil adaptat pentru pozitionare intr-un bioreactor care
cuprinde, printre altele, o membrana de interfata permeabila selectiv, care poate fi utilizata
intr-un sistem biosenzor pentru separare biochimica, optica sau alte procese, dintr-o matrice
de analit care cuprinde o plasa suport, un polimer de acid perfluorosulfonic impregnat cu
substrat si un film omogen de polimer de acid perfluorosulfonic. De asemenea, se refera si
la o metoda de preparare a acestei membrane de interfatd, care cuprinde stabilirea unui
substrat pe o plasa suport pentru a forma o membrana substrat, peste care se adauga acid
perfluorosulfonic si polimer cu reticularea produsului astfel format.

Documentul Enzyme sensors for environmental analysis, J. Mol. Cat. B Enzymatic,
2000, 10 (1-3), 177-181 |. Karube, Y. Nomura prezinta biosenzori utilizati, ocazional, pentru
urmarirea poluantilor intr-un mediu acvatic cum ar fi in radu sau in ape pentru baut.
Imobilizarea biomaterialelor, cum ar fi a enzimelor, este foarte importanta in fabricarea de
biosenzori pentru verificarea mediului. Recent s-a verificat introducerea anumitor materiale
de imobilizare si senzori pentru verificarea mediului, de exemplu a senzorilor fosfat.

Principiul care sta la baza biosenzorilor enzimatici il reprezinta faptul ca enzimele
catalizeaza sau inhiba anumite reactii ale moleculelor de analit urmarit, producand semnale
electrice, optice etc., care pot fi masurate. Pentru aceasta este nevoie ca enzima sa se afle
intr-o microvecinatate care sa favorizeze adoptarea unei conformatii optime a centrului activ
si ca analitul sa fie in concentratie suficienta in apropierea enzimei. Ultima cerinta face
dificila detectarea unor poluanti, aflati in concentratii foarte mici.

Metodele cuprinse in documentele prezentate mai sus prezintd dezavantajul ca nu
asigura o sensibilitate si selectivitate suficiente pentru detectarea unor poluanti din ape care
sunt foarte periculosi, chiar in concentratii foarte mici, precum anumite pesticide.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in aceea ca imobilizarea enzimei
se face pe membrane polimerice hidrofile imprentate molecular chiar cu analitul tinta, pentru
a mari concentratia acestuia in vecinatatea enzimei si in acelasi timp s& asigure o
conformatie optima centrului activ al membranei, si ca in acest scop se prepara o solutie de
polimer hidrofil, care este imprentat molecular prin inversie de faze cu poluantul urmarit,
obtindndu-se o membrana, care ulterior este folosita ca suport pentru imobilizarea covalenta
a unei enzime care catalizeaza sau inhiba o reactie a moleculei analitului, fiind totodata
stabiliti parametrii diverselor faze tehnologice de obtinere a noului tip de membrane
polimerice imprentate molecular si contindnd enzime imobilizate covalent.

Membrana polimerica, conform inventiei, inlaturd dezavantajele de mai sus, prin
aceea ca este constituita din alcool polivinilic cu grad de polimerizare de 900-1700 si grad
de hidroliza de 98,0-99,8%, contine enzime imobilizate covalent si este imprentata molecular
cu pesticide.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele procedelor mentionate anterior
prin aceea ca se dizolva alcoolul polivinilic cu grad de polimerizare de 900..1700 si grad de
hidroliza de 98,0...99,8% in dimetilsulfoxid timp de 3...4 h, 1a 70...80°C, pentru a se prepara
o solutie cu concentratia de 8...12% polimer gi continand 8...10% pesticid, care se transforma
in membrane care sunt ulterior tratate termic la temperatura de 145..155°C, timp de
5...10 min, dupa care sunt acetalizate prin tratare la temperatura de 70...80°C, timp de
15...30 min intr-o baie de acetalizare continand 100...200 g/l sulfat de sodiu decahidrat,
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18...25 g/l acid sulfuric concentrat si 80...120 g/l glutardialdehida, raportul de flota intre
cantitatea de membrana si baia de acetalizare fiind de 1:150...1:250, membranele sunt apoi
spalate cu apa demineralizata pana la pH neutru, uscate timp de 10...15 min la temperatura
de 105...115°C, extrase intr-un solvent al pesticidului timp de 30...60 min, fie prin cufundare
in lichid la temperatura de 20...40°C, fie prin extractie la fierbere in aparat Soxhlet, dupa care
membranele se spala intens cu apa demineralizata si in unele cazuri se usuca la tempe-
ratura camerei, membranele imprentate molecular cu pesticid fiind apoi folosite ca suport
pentru imobilizarea covalenta a enzimelor, prin tratarea cu o solutie 0,1 g/l de enzima in
tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, timp de 90-150 min la temperatura de 4-22°C, raportul de flota
intre membrana si solutia de enzima fiind de 1:100...1:200.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:

- utilizeazad materii prime care se produc industrial, ceea ce asigura costuri de
fabricatie reduse;

- permite obtinerea de biosenzori pentru decelarea poluantilor aflati in cantitati foarte
mici;

- permite decelarea selectiva a poluantilor, datorita selectivitatii polimerilor imprentati
molecular;

- permite o functionare optima a biosenzorului, datorita faptului ca se utilizeaza un
polimer hidrofil, ceea ce asigurd un microenvironment favorabil pentru centrul activ al
enzimei.

Se dau in continuare 12 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. intr-un balon de 250 ml, cu doué gaturi, se introduc 62,2 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 70°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
8,56 g APV cu gradul de polimerizare 900 si gradul de hidrolizd 98,0%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 2 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,8 ml solutie 10% atrazina in DMSO, si se continua
agitareainca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 10% polimer
si contindnd 10% atrazina fatd de polimer. Se scoate balonul cu solutia i se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 200 um, pentru
a forma o peliculd continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce intr-o etuva de
vid avand temperatura de 115°C, unde se lasa timp de 45 min, la o presiune remanenta de
20 mm col. Hg, pentru formarea prin evaporarea solventului a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 145°C, unde
se lasatimp de 10 min, pentru stabilizarea structurii. Placa cu membrana este apoi introdusa
intr-o baie de acetalizare continand 100 g/L sulfat de sodiu decahidrat, 18 g/L acid sulfuric
concentrat si 120 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre cantitatea de membrana si baia
de acetalizare fiind de 1:150, unde se lasa timp de 15 min la temperatura de 80°C,
membrana este apoi spalatad cu apa demineralizatd, pana la pH neutru, uscata timp de
15 min la temperatura de 105°C, extrasa in metanol, timp de 60 min, prin cufundare in lichid
la temperatura de 40°C, dupd care membrana se spald intens cu apa demineralizata.
Membrana se lasa sa se scurga putin si apoi in stare umeda este introdusa intr-o solutie
0,1 g/L de acetilcolinesteraza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de
90 min la temperatura de 22°C, raportul de flotd intre membrana si solutia de enzima fiind
de 1:100. Membrana obtinuta contine 11, 81% enzima. Masurand activitatea enzimei
imobilizate, fata de enzima liberd, prin metoda spectrofotometrica cu DTNB (ditiobisnitro-
benzoat) la412 nm (A biochemical Assay for Acetylcholinesterase Activity in PC12 Cell, Sci.
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STKE, 2007, 394, p. tr2P. J. Schwartz, J. A. Blundon, E. M. Adler) s-a constatat ca activi-
tatea enzimei imobilizate reprezinta 28,2% din cea a enzimei libere si ca dupa 3 incubari
succesive activitatea enzimei imobilizate scade la 82,6% din cea din prima incubare, ceea
ce dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.

Exemplul 2. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 62,2 mL DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
8,56 g APV cu gradul de polimerizare 1700 si gradul de hidroliza 99,2%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,8 ml solutie 10% atrazina in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 10% polimer
si contindnd 10% atrazina fatd de polimer. Se scoate balonul cu solutia i se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placéa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 200 um, pentru
aforma o pelicula continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce rapid intr-o baie
de coagulare continand 60% alcool izopropilic si 40% DMSO, la temperatura camerei, unde
se lasa timp de 45 min pentru formarea prin inversie de faza a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 105°C, unde
se lasa timp de 15 min, pentru uscare si apoi membrana se introduce in altd etuva cu
circulatie de aer, avand temperatura de 155°C, timp de 5 min pentru stabilizarea structurii.
Membrana este apoi introdusa intr-o baie de acetalizare continand 200 g/l sulfat de sodiu
decahidrat, 25 g/L acid sulfuric concentrat si 80 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre
cantitatea de membrana si baia de acetalizare fiind de 1:250, unde se lasa timp de 30 min
la temperatura de 70°C, membrana fiind apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH
neutru, uscata timp de 10 min la temperatura de 115°C, extrasa in metanol, timp de 30 min
in aparat Soxhlet, la fierbere, dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizata.
Membrana se lasa sa se usuce la temperatura camerei si apoi este introdusa intr-o solutie
0,1 g/L de acetilcolinesteraza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de
150 min la temperatura de 4°C (in frigider), raportul de flotd intre membrana si solutia de
enzima fiind de 1:200. Membrana obtinuta contine 11,26% enzima. Masurand activitatea
enzimei imobilizate, fatd de enzima liberd, prin metoda spectrofotometrica cu DTNB
(ditiobisnitrobenzoat) la 412 nm, s-a constatat ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta
32,7% din cea aenzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activitatea enzimeiimobilizate
scade la 84,3% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al
imobilizarii.

Exemplul 3. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 64,9 mL DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
6,80 g APV cu gradul de polimerizare 1500 si gradul de hidroliza 98,8%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 2,5 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 6,2 ml solutie 10% atrazina in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 8% polimer
si contindnd 10% atrazina fatd de polimer. Se scoate balonul cu solutia i se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 300 um, pentru
a forma o pelicula continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce intr-o etuva de
vid avand temperatura de 105°C, unde se lasa timp de 60 min, la o presiune remanenta de
30 mm col. Hg, pentru formarea prin evaporarea solventului a unei membrane, dupa care
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membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 150°C, unde
se lasa timp de 8 min, pentru stabilizarea structurii. Placa cu membrana este apoi introdusa
intr-o baie de acetalizare continand 150g/L sulfat de sodiu decahidrat, 22 g/L acid sulfuric
concentrat si 100 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre cantitatea de membrana si baia
de acetalizare fiind de 1:250, unde se lasa timp de 30 min la temperatura de 70°C,
membrana este apoi spalatad cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp de
15 min la temperatura de 105°C, extrasa in cloroform, timp de 60 min in la 20°C, dupa care
membrana se spala intens cu apa demineralizatd. Membrana se lasa se se scurga putin Si
apoi in stare umeda este introdusa intr-o solutie 0,1 g/L de acetilcolinesteraza in tampon
fosfat 0,1 M cu pH 7, timp de 90 min la temperatura de 22°C, raportul de flotd intre
membrana si solutia de enzima fiind de 1:150. Membrana obtinuta contine 10,86% enzima.
Masurand activitatea enzimei imobilizate, fatd de enzima libera, prin metoda spectro-
fotometrica cu DTNB (ditiobisnitrobenzoat) la 412 nm, s-a constatat ca activitatea enzimei
imobilizate reprezinta 30,7% din cea a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activi-
tatea enzimei imobilizate scade la 87,4% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste
caracterul covalent al imobilizarii.

Exemplul 4. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 60,6 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
10,2 g APV cu gradul de polimerizare 1200 si gradul de hidroliza 99,8%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,4 ml solutie 10% atrazina in DMSO, si se continua
agitareainca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 12% polimer
si continand 8% atrazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 150 um, pentru
aforma o peliculd continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce rapid intr-o baie
de coagulare continand 100% alcool izopropilic, la temperatura camerei, unde se lasa timp
de 30 min pentru formarea prin inversie de faza a unei membrane, dupa care membrana se
introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 115°C, unde se lasa timp
de 10 min, pentru uscare si apoi membrana se introduce in altd etuva cu circulatie de aer,
avand temperatura de 145°C, timp de 10 min pentru stabilizarea structurii. Membrana este
apoi introdusa intr-o baie de acetalizare continand 100 g/L sulfat de sodiu decahidrat, 18 g/L
acid sulfuric concentrat si 120 g/L glutardialdehida, raportul de flotd intre cantitatea de
membrana si baia de acetalizare fiind de 1:250, unde se lasa timp de 15 min la temperatura
de 80°C, membrana fiind apoi spalata cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp
de 15 min la temperatura de 105°C, extrasa in cloroform, timp de 30 min in aparat Soxhlet
la fierbere, dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizata. Membrana se lasa
s& se scurga de excesul de apa, la temperatura camerei, $i apoi este introdusa, umeda,
intr-o solutie 0,1 g/L de acetilcolinesteraza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este |&sata
timp de 90 min la temperatura de 22°C, raportul de flota intre membrana si solutia de enzima
fiind de 1:100. Membrana obtinuté contine 10,67% enzima. Masurand activitatea enzimei
imobilizate, fata de enzima liberd, prin metoda spectrofotometrica cu DTNB (ditiobisnitro-
benzoat) la412 nm, s-a constatat ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta 25,6% dincea
a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activitatea enzimei imobilizate scade la
85,7% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.
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Exemplul 5. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 60,6 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
10,2 g APV cu gradul de polimerizare 900 si gradul de hidroliza 98,0%. La géatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,4 ml solutie 10% atrazina in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 12% polimer
si continand 8% atrazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 250 um, pentru
a forma o peliculd continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce intr-o etuva de
vid avand temperatura de 105°C, unde se lasa timp de 60 min, la o presiune remanenta de
20 mm col. Hg, pentru formarea prin evaporarea solventului a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 155°C, unde
se lasa timp de 5 min, pentru stabilizarea structurii. Placa cu membrana este apoi introdusa
intr-o baie de acetalizare continand 200 g/L sulfat de sodiu decahidrat, 25 g/L acid sulfuric
concentrat si 80 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre cantitatea de membrana si baia
de acetalizare fiind de 1:250, unde se lasa timp de 30 min la temperatura de 70°C,
membrana este apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp de
10 min la temperatura de 115°C, extrasa in cloroform, timp de 60 min prin cufundare in lichid
la temperatura de 20°C, dupd care membrana se spald intens cu apa demineralizata.
Membrana se usuca la temperatura camerei, dupa care este introdusa intr-o solutie 0,1 g/L
de tirozinaza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de 120 min la tempe-
ratura de 4°C, raportul de flotd intre membrana si solutia de enzima fiind de 1:200.
Membrana obtinuta contine 12,23% enzima. Masurand activitatea enzimei imobilizate, fata
de enzima libera, prin metoda spectrofotometrica cu catecol la 410 nm (Characterization of
tyrosinase from the cap flash of Portabella mushrooms, J. Agric. Food Chem. 47, 374-378,
X.Zhang, J. van Leeuwen, H. J. Wichers, W. H. Flurkey) s-a constatat ca activitatea enzimei
imobilizate reprezinta 27,4% din cea a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activi-
tatea enzimei imobilizate scade la 87,8% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste
caracterul covalent al imobilizarii.

Exemplul 6. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 64,9 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
6,80 g APV cu gradul de polimerizare 1500 si gradul de hidroliza 98,8%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 2,5 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 6,2 ml solutie 10% atrazina in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 8% polimer
si contindnd 10% atrazina fatd de polimer. Se scoate balonul cu solutia i se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 300 um, pentru
aforma o pelicula continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce rapid intr-o baie
de coagulare continand 100% alcool izopropilic, la temperatura camerei, unde se lasa timp
de 30 min pentru formarea prin inversie de faza a unei membrane, dupa care membrana se
introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 145°C, unde se lasa timp
de 10 min, pentru stabilizarea structurii. Placa cu membrana este apoi introdusa intr-o baie
de acetalizare continand 100 g/L sulfat de sodiu decahidrat, 18 g/L acid sulfuric concentrat
si 120 g/L glutardialdehida, raportul de flotd intre cantitatea de membrana si baia de
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acetalizare fiind de 1:150, unde se lasa timp de 15 min la temperatura de 80°C, membrana
este apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp de 15 min la
temperatura de 105°C, extrasa in cloroform, timp de 30 min in aparat Soxhlet la fierbere,
dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizatd. Membrana se lasa se se scurga
de excesul de lichid si apoi in stare umeda este introdusa intr-o solutie 0,1 g/L de tirozinaza
in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, timp de 90 min la temperatura de 22°C, raportul de flota intre
membrana si solutia de enzima fiind de 1:150. Membrana obtinuta contine 11,83% enzima.
Masurand activitatea enzimei imobilizate, fatd de enzima liberd, prin metoda spectro-
fotometrica cu catecol la 410 nm (Characterization of tyrosinase from the cap flash of
Portabella mushrooms, J. Agric. Food Chem. 47, 374-378, X. Zhang, J. van Leeuwen, H.J.
Wichers, W. H. Flurkey), s-a constatat ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta 30,6%
din cea a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activitatea enzimei imobilizate scade
la 83,4% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.
Exemplul 7. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 60,6 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
10,2 g APV cu gradul de polimerizare 1200 si gradul de hidroliza 99,3%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,4 ml solutie 10% simazina in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 12% polimer
si contindnd 8% simazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 150 um, pentru
aforma o pelicula continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce rapid intr-o baie
de coagulare contindnd 60% alcool izopropilic $i 40% DMSO, la temperatura camerei, unde
se lasa timp de 45 min pentru formarea prin inversie de faza a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 115°C, unde
se lasa timp de 10 min, pentru uscare si apoi membrana se introduce in alta etuva cu
circulatie de aer, avand temperatura de 145°C, timp de 10 min pentru stabilizarea structurii.
Membrana este apoi introdusa intr-o baie de acetalizare contindnd 200 g/L sulfat de sodiu
decahidrat, 18 g/L acid sulfuric concentrat si 120 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre
cantitatea de membrana si baia de acetalizare fiind de 1:150, unde se lasa timp de 15 min
la temperatura de 80°C, membrana fiind apoi spalatd cu apa demineralizatd, pana la pH
neutru, uscata timp de 15 min la temperatura de 105°C, extrasa in cloroform, timp de 30 min
in aparat Soxhlet la fierbere, dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizata.
Membrana se lasa sa se usuce la temperatura camerei si apoi este introdusa intr-o solutie
0,1 g/L de acetilcolinesteraza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de 150
min la temperatura de 4°C (in frigider), raportul de flota intre membrana si solutia de enzima
fiind de 1:200. Membrana obtinuté contine 11,43% enzima. Masurand activitatea enzimei
imobilizate, fatd de enzima libera, prin metoda spectrofotometrica cu DTNB (ditiobisnitro-
benzoat) la412 nm, s-a constatat ca activitatea enzimeiimobilizate reprezinta 29,8% dincea
a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activitatea enzimei imobilizate scade la
83,9% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.
Exemplul 8. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 64,9 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 70°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
6,80 g APV cu gradul de polimerizare 1700 si gradul de hidroliza 99,2%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 2,5 h de dizolvare
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se introduc in balon prin gatul lateral 6,2 ml solutie 10% simazin& in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 8% polimer
si contindnd 10% simazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 250 um, pentru
a forma o peliculd continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce intr-o etuva de
vid avand temperatura de 105°C, unde se lasa timp de 60 min, la o presiune remanenta de
20 mm col. Hg, pentru formarea prin evaporarea solventului a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 155°C, unde
se lasatimp de 5 min, pentru stabilizarea structurii. Membrana este apoi introdusa intr-o baie
de acetalizare continand 200 g/L sulfat de sodiu decahidrat, 25 g/L acid sulfuric concentrat
si 80 g/L glutardialdehida, raportul de flotd intre cantitatea de membrana si baia de
acetalizare fiind de 1:250, unde se lasa timp de 30 min la temperatura de 80°C, membrana
fiind apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp de 10 min la
temperatura de 115°C, extrasa in cloroform, timp de 60 min, prin cufundare in lichid, la40°C,
dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizatd. Membrana se lasa sa se scurga
de excesul de apa la temperatura camerei si apoi este introdusa intr-o solutie 0,1 g/L de
acetilcolinesteraza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de 90 min la
temperatura de 22°C, raportul de flota intre membrana si solutia de enzima fiind de 1:100.
Membrana obtinuta contine 10,49% enzima. Masurand activitatea enzimei imobilizate, fata
de enzimal libera, prin metoda spectrofotometrica cu DTNB (ditiobisnitrobenzoat) la 412 nm,
s-a constatat ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta 29,8% din cea a enzimei libere si
ca dupa 3 incubari succesive, activitatea enzimei imobilizate scade la 88,3% din cea din
prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.

Exemplul 9. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 60,6 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
10,2 g APV cu gradul de polimerizare 900 si gradul de hidroliza 98,0%. La géatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,4 ml solutie 10% simazina in DMSO, si se continua
agitareainca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 12% polimer
si contindnd 8% simazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 150 um, pentru
aforma o pelicula continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce rapid intr-o baie
de coagulare contindnd 60% alcool izopropilic si 40% DMSO, la temperatura camerei, unde
se lasa timp de 45 min pentru formarea prin inversie de faza a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 115°C, unde
se lasa timp de 10 min, pentru uscare $i apoi membrana se introduce in altd etuva cu
circulatie de aer, avand temperatura de 145°C, timp de 10 min pentru stabilizarea structurii.
Membrana este apoi introdusa intr-o baie de acetalizare contindnd 200 g/L sulfat de sodiu
decahidrat, 18 g/L acid sulfuric concentrat si 120 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre
cantitatea de membrana si baia de acetalizare fiind de 1:150, unde se lasa timp de 15 min
la temperatura de 80°C, membrana fiind apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH
neutru, uscata timp de 15 min la temperatura de 105°C, extrasa in metanol, timp de 60 min
in aparat Soxhlet la fierbere, dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizata.
Membrana se lasa sa se usuce la temperatura camerei si apoi este introdusa intr-o solutie
0,1 g/L de acetilcolinesteraza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de
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150 min la temperatura de 4°C (in frigider), raportul de flotd intre membrana si solutia de
enzima fiind de 1:200. Membrana obtinuta contine 10,73% enzima. Masurand activitatea
enzimei imobilizate, fatd de enzima liberd, prin metoda spectrofotometrica cu DTNB
(ditiobisnitrobenzoat) la 412 nm, s-a constatat ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta
28,8% din cea aenzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive activitatea enzimei imobilizate
scade la 86,2% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al
imobilizarii.

Exemplul 10. intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 64,9 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 70°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
6,80 g APV cu gradul de polimerizare 1700 si gradul de hidroliza 99,2%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 2,5 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 6,2 ml solutie 10% simazin& in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 8% polimer
si continand 10% simazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 250 um, pentru
a forma o peliculd continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce intr-o etuva de
vid avand temperatura de 115°C, unde se lasa timp de 30 min, la o presiune remanenta de
20 mm col. Hg, pentru formarea prin evaporarea solventului a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 155°C, unde
se lasatimp de 5 min, pentru stabilizarea structurii. Membrana este apoi introdusa intr-o baie
de acetalizare continand 200 g/L sulfat de sodiu decahidrat, 25 g/L acid sulfuric concentrat
si 80 g/L glutardialdehida, raportul de flotd intre cantitatea de membrana si baia de
acetalizare fiind de 1:250, unde se lasa timp de 30 min la temperatura de 80°C, membrana
fiind apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp de 10 min la
temperatura de 115°C, extrasa in metanol, timp de 60 min, prin cufundare in lichid, la 20°C,
dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizatd. Membrana se lasa sa se scurga
de excesul de apa la temperatura camerei $i apoi este introdusa intr-o solutie 0,1 g/L de
tirozinaza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de 90 min la temperatura
de 22°C, raportul de flota intre membrana si solutia de enzima fiind de 1:100. Membrana
obtinuta contine 10,49% enzima. Masurand activitatea enzimei imobilizate, fatd de enzima
libera, prin metoda spectrofotometrica cu catecol la 410 nm, s-a constatat ca activitatea
enzimei imobilizate reprezinta 31,6% din cea a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive
activitatea enzimei imobilizate scade la 82,7% din cea din prima incubare, ceea ce
dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.

Exemplul 11. Intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 60,6 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
10,2 g APV cu gradul de polimerizare 900 si gradul de hidroliza 98,0%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,4 ml solutie 10% simazina in DMSQO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 12% polimer
si contindnd 8% simazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasd sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 150 um, pentru
aforma o peliculd continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce rapid intr-o baie
de coagulare contindnd 60% alcool izopropilic i 40% DMSO, la temperatura camerei, unde
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se lasa timp de 45 min pentru formarea prin inversie de faza a unei membrane, dupa care
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 115°C, unde
se lasa timp de 10 min, pentru uscare $i apoi membrana se introduce in altd etuva cu
circulatie de aer, avand temperatura de 145°C, timp de 10 min pentru stabilizarea structurii.
Membrana este apoi introdusa intr-o baie de acetalizare contindnd 200 g/L sulfat de sodiu
decahidrat, 18 g/L acid sulfuric concentrat si 120 g/L glutardialdehida, raportul de flota intre
cantitatea de membrana si baia de acetalizare fiind de 1:150, unde se lasa timp de 15 min
la temperatura de 80°C, membrana fiind apoi spalatd cu apa demineralizata, pana la pH
neutru, uscata timp de 15 min la temperatura de 105°C, extrasa in cloroform, timp de 30 min
in aparat Soxhlet la fierbere, dupa care membrana se spala intens cu apa demineralizata.
Membrana se lasa sa se usuce la temperatura camerei si apoi este introdusa intr-o solutie
0,1 g/L de tirozinaza in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde este |asata timp de 150 min la
temperatura de 4°C (in frigider), raportul de flota intre membrana si solutia de enzima fiind
de 1:200. Membrana obtinutd contine 10,95% enzima. Masurand activitatea enzimei
imobilizate, fatda de enzima liberd, prin metoda spectrofotometrica cu catecol la 410 nm
(Characterization of tyrosinase from the cap flash of Portabella mushrooms, J. Agric. Food
Chem. 47, 374-378, X. Zhang, J. van Leeuwen, H. J. Wichers, W. H. Flurkey), s-a constatat
ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta 34,2% din cea a enzimei libere si ca dupa 3
incubdri succesive, activitatea enzimei imobilizate scade la 85,9% din cea din prima
incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al imobilizarii.

Exemplul 12. Intr-un balon de 250 ml, cu doua gaturi, se introduc 60,6 ml DMSO si
balonul se introduce intr-o baie de apa termostatata, cu temperatura de 80°C. Dupa circa
5 min, timp suficient pentru ca lichidul sa ajunga la temperatura baii, se introduc in balon
10,2 g APV cu gradul de polimerizare 900 si gradul de hidroliza 98,0%. La gatul central al
balonului se monteaza un agitator cu palete si se porneste agitarea. Dupa 3 h de dizolvare
se introduc in balon prin gatul lateral 7,4 ml solutie 10% simazina in DMSO, si se continua
agitarea inca 1 h. Se obtine astfel o solutie de APV in DMSO cu concentratia de 12% polimer
si contindnd 8% simazina fata de polimer. Se scoate balonul cu solutia si se lasa sa se
raceasca in aer pana la temperatura camerei. Se toarna putina solutie pe o placa de sticla
cu dimensiunile: 200x200x4 mm si solutia se intinde cu un cutit cu fanta de 150 um, pentru
a forma o pelicula continua de lichid. Placa cu pelicula de lichid se introduce intr-o etuva de
vid avand temperatura de 115°C, unde se lasa timp de 30 min, la o presiune remanenta de
20 mm col. Hg, pentru formarea prin evaporarea solventului a unei membrane $i apoi
membrana se introduce intr-o etuva cu circulatie de aer, avand temperatura de 145°C, timp
de 10 min pentru stabilizarea structurii. Membrana este apoi introdusa intr-o baie de
acetalizare contindnd 200 g/l sulfat de sodiu decahidrat, 18 g/l acid sulfuric concentrat gi
120 g/l glutardialdehida, raportul de flota intre cantitatea de membrana si baia de acetalizare
fiind de 1:150, unde se lasa timp de 15 min la temperatura de 80°C, membrana fiind apoi
spalata cu apa demineralizata, pana la pH neutru, uscata timp de 15 min la temperatura de
105°C, extrasa in cloroform, timp de 30 min, prin cufundare in lichid, la 40°C, dupa care
membrana se spald intens cu apa demineralizatd. Membrana se lasa sa se usuce la
temperatura camerei si apoi este introdusa intr-o solutie 0,1 g/l de tirozinaza in tampon fosfat
0,1 M cu pH 7, unde este lasata timp de 150 min la temperatura de 4°C (in frigider), raportul
de flotd intre membrana si solutia de enzima fiind de 1:200. Membrana obtinuté contine
10,90% enzima. Masurand activitatea enzimei imobilizate, fatd de enzimal libera, prin metoda
spectrofotometrica cu catecol la 410 nm (Characterization of tyrosinase from the cap flash
of Portabella mushrooms, J. Agric. Food Chem. 47, 374-378, X. Zhang, J. van Leeuwen, H.
J. Wichers, W. H. Flurkey), s-a constatat ca activitatea enzimei imobilizate reprezinta 31,1%
din cea a enzimei libere si ca dupa 3 incubari succesive, activitatea enzimei imobilizate
scade la 87,0% din cea din prima incubare, ceea ce dovedeste caracterul covalent al
imobilizarii.
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Revendicari

1. Membrana polimerica continand enzime imobilizate covalent pe polimeri imprentati
molecular, caracterizata prin aceea ca este constituitd din alcool polivinilic cu grad de
polimerizare de 900...1700 si grad de hidroliza de 98,0...99,8%, contine enzime imobilizate
covalent si este imprentatd molecular cu pesticide.

2. Membrana conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea ca enzimele
imobilizate covalent sunt acetilcolinesteraza sau tirozinaza.

3. Membrana conform revendicarilor 1 $i 2, caracterizata prin aceea ca pesticidele
cu care se face imprentarea moleculara sunt atrazina sau simazina.

4. Procedeu de obtinere a membranelor polimerice continand enzime imobilizate
covalent pe polimeri imprentati molecular, caracterizat prin aceea ca se dizolva alcoolul
polivinilic cu grad de polimerizare de 900...1700 si grad de hidroliza de 98,0...99,8% si o
cantitate corespunzatoare de pesticid in dimetilsulfoxid, timp de 3...4 h, la o temperatura de
70...80°C, pentru a se prepara o solutie cu concentratia de 8...12% polimer si continand
8...10% pesticid, care se transforma in membrane, care sunt ulterior tratate termic, la
145...155°C, timp de 5...10 min, dupa care sunt acetalizate, prin tratare la 70...80°C, timp de
15...30 min, intr-o baie de acetalizare, continand 100...200 g/l sulfat de sodiu decahidrat,
18...25 g/l acid sulfuric concentrat si 80...120 g/l glutardialdehida, raportul de flota intre
cantitatea de membrana si baia de acetalizare fiind de 1:150...1:250, membranele sunt apoi
spalate cu apa demineralizata, panala pH neutru, uscate timp de 10...15min, la 105...115°C,
extrase intr-un solvent al pesticidului, timp de 30...60 min, fie prin cufundare in lichid, la
20...40°C, fie prin extractie, la fierbere, in aparat Soxhlet, dupa care membranele se spala
intens cu apa demineralizata si in unele cazuri se usuca la temperatura camerei, membra-
nele imprentate molecular cu pesticid fiind apoi folosite ca suport pentru imobilizarea
covalenta a enzimelor, prin tratarea cu o solutie 0,1 g/l de enzima, in tampon fosfat 0,1 M cu
pH 7, timp de 90...150 min, la 4...22°C, raportul de flota intre membrana si solutia de enzima
fiind de 1:100...1:200.

5. Procedeu conform revendicarii 4, caracterizat prin aceea ca obtinerea membra-
nelor se face prin tragere pe o placa de sticla si fie se face uscarea directé lade 105...115°C,
timp de 45...60 min, la 20...30 mm coloana de Hg, fie se face imersarea rapida intr-o baie
de coagulare continand 60...100% alcool izopropilic si restul dimetilsulfoxid, la temperatura
camerei, timp de 30...45 min si apoi membrana este uscatad timp de 10..15 min la
105...115°C.

6. Procedeu conform revendicarilor 4 si 5, caracterizat prin aceea ca solventul
pentru extractia moleculei de imprint este metanolul sau cloroformul.
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