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Prezenta inventie se refera la obtinerea unor membrane acrilice bicomponente
multifunctionale, cu functie de micro sau ultrafiltrare si cu bune proprietati mecanice, pe care
suntimobilizate covalent enzime, cu aplicatii in filtrarea apelor uzate si in biotehnologie, precum
si la procedeul de obtinere a acestora.

Pentru obtinerea de membrane polimerice de ultra si microfiltrare contindnd enzime
imobilizate covalent, se pot utiliza membrane pe baza de poliacrilonitril sau pe baza de
copolimeri ai acrilonitrilului.

Se cunosc mai multe metode de obtinere a suporturilor pe baza de poliacrilonitril sau
copolimeri ai acrilonitrilului pentru imobilizarea covalenta a enzimelor.

O posibilitate de obtinere de suporturi pe baza de poliacrilonitril pentru imobilizarea
covalenta a enzimelor o reprezintd modificarea grupelor cian de pe suprafata polimerica la
grupari amidice sau de tip clorura acida si a fost aplicata pe granule de homopolimer sau de
copolimeri de acrilonitril. Metoda are dezavantajul ca nu este indicata a se aplica pentru
obtinerea membranelor, deoarece poate afecta structura acestora, cu efecte negative asupra
proprietatilor membranelor. Metoda este dificil de controlat si nu permite evitarea efectului
negativ al microvecinitatii enzimei cu suprafata polimerului [EP 0397119B1].

O metoda pentru obtinerea de membrane de micro si ultrafiltrare contindnd enzime
imobilizate covalent este reprezentata de activarea suprafetei membranei de poliacrilonitril in
vederea formarii de grupe functionale de tip amina de care sa se lege covalent enzima prin
intermediul unei carbodiimide [P. R. S. Leiridao, L. J. P. Fonseca, M. A. Taipa, J. M. S. Cabral,
si M. Mateus, “Horseradish Peroxidase Immobilized Through Its Carboxylic Groups onto
a Polyacrylonitrile Membrane. Comparison of Enzyme Performances with Inorganic
Beaded Supports”, Applied Biochemistry and Biotechnology 1 Vol. 110, 2003, pp. 1-10].
Metoda are dezavantajul ca aminarea membranei este greu de realizat $i o mare parte din
grupele active sunt cuprinse n interiorul membranei, asadar enzima, care este voluminoasa,
Nnu are acces spre acestea, pentru a reactiona. n plus, se utilizeaza ca activator o carbodiimida,
care este un produs scump.

O altd metoda cunoscutad pentru obtinerea de membrane de ultrafiltrare contindnd
enzime imobilizate covalent consta in utilizarea unui copolimer al acrilonitrilului cu glicidil
metacrilat, urmata de tratarea membranei cu amoniac gazos sau solutie de amoniac, in vederea
transformarii grupelor epoxi ale glicidil metacrilatului in grupari aminice [US 6159370]. Metoda
are dezavantajul ca necesita utilizarea unui comonomer de mic tonaj, scump (glicidil meta-
crilatul), iar enzima legata ulterior de gruparile aminice se afla prea aproape de suprafata
hidrofoba a membranei si, prin urmare, nu-si poate adopta conformatia optima a centrului activ.

O altéd metoda de obtinere a membranelor contindnd enzime imobilizate covalent se
bazeaza pe utilizarea unei membrane comerciale de poliacrilonitril, pe care se depune un strat
de alcool polivinilic care este partial acetalizat cu glutardialdehida, prin cataliza cu acid clorhidric
[Stoyko Petrov, Todora Ivanova, Darinka Christova si Sijka Ivanova, “Modification of
polyacrylonitrile membranes with temperature sensitive poly(vinylalcohol-co-
vinylacetal)”, Journal of Membrane Science 261, 2005, pp. 1-6]. Metoda are dezavantajul
ca depunerea stratului de alcool polivinilic obtureaza porii membranei suport de poliacrilonitril,
schimband necontrolat caracteristicile de curgere prin membrana si ca se ridica probleme de
aderenta intre cele 2 straturi de polimeri.

Tot in documentele existente in stadiul tehnicii se cunoaste obtinerea unei membrane
polimerice ultrafiltranta ce contine enzime imobilizate [GB 1474594, iar in brevetul RO 123276
B1 se dezvaluie membrane polimerice contindnd enzime imobilizate covalent, pe polimeri
imprentati molecular cu aplicatii in biosenzori enzimatici pentru poluantii din ape.
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Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unor membrane de
micro si ultrafiltrare bicomponente, cu bune proprietati mecanice si cu activitate enzimatica,
preparate din amestec de copolimeri acrilonitril-co-acetat de vinil cu alcool polivinilic, dintr-o
solutie intr-un solvent comun al celor 2 polimeri, prin coagulare intr-o baie de inversie de faza
formata din doi componeti, ambii nesolventi pentru copolimerul acrilic, dar unul solvent pentru
alcoolul polivinilic, urmata de activarea gruparilor OH ale alcoolului polivinilic prin reactie polimer
analoaga cu glutardialdehida, astfel incat, pe de o parte, sa se realizeze stabilizarea structurii
membranei prin reticularea alcoolului polivinilic, iar pe de alta parte, sa raméana grupari
aldehidice nereactionate care sa poata lega covalent gruparile aminice ale enzimelor, fazele
tehnologice si parametrii de lucru fiind astfel alesi incat se obtin caracteristicile compozitionale
si structurale dorite, corespunzatoare domeniilor de utilizare ale membranelor acrilice de micro
si ultrafiltrare bicomponente, contindnd enzime legate covalent.

Membrana acrilicd bicomponenta multifunctionala, cu enzime imobilizate covalent,
conform inventiei, este formata din 75...90% copolimer acrilic, 10...25% alcool polivinilic, si se
utilizeaza ca suport pentru imobilizarea covalenta de 0,3...1% enzime, procentele fiind
exprimate gravimetric.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele procedeelor mentionate anterior prin
aceea ca se obtine membrana acrilica bicomponentd de micro si ultrafiltrare pe baza de
amestec de copolimeri acrilonitril-co-acetat de vinil si alcool polivinilic, contindnd enzime
imobilizate covalent, care se prepara pornind de la o solutie cu concentratia de 8...12%
gravimetric amestec de polimeri in dimetilsulfoxid, amestecul de polimeri fiind format din
75...90% gravimetric copolimer statistic binar cu raportul masic 70...90 acrilonitril : 30...10 acetat
de vinil, restul de 10...25% gravimetric din amestecul de polimeri fiind format din alcool polivinilic
cu gradul de polimerizare de 1000...1500 si gradul de hidroliza de 99%, dizolvarea avand loc
la o temperaturd de 80...95°C, timp de 2...10 h, pana la dizolvarea completad a polimerilor,
solutia polimerica astfel obtinuta fiind turnata pe o placa de sticla si trasa cu un cutit cu fanta
de 200...300 pm, astfel incat sa se formeze un film continuu de lichid, placa cu filmul de lichid
find imediat imersata intr-o baie de inversie de faza formata din amestec de 50...70%
volumetric alcool izopropilic si restul apa distilata, unde se lasa timp de 1...2 h, la temperatura
camerei, dupa care membrana obtinuta se desprinde de pe placa de sticla, se clateste cu apa
distilatéa timp de 1...2 min si se introduce intr-un balon, in care se afld o solutie apoasa
continand 10...20% volumetric solutie apoasa de glutardialdehida 50% gravimetric si 1...2%
volumetric H,SO, concentrat 98%, raportul intre membrana si solutia baii de functionalizare fiind
de 1:100...1:200 masa:volum, solutia de functionalizare avand o temperatura de 70...80°C,
membrana mentinandu-se in solutia de functionalizare, sub o agitare lenta, timp de 20...40 min,
dupa care balonul cu membrana si solutia de functionalizare se laséa sa se raceasca in aer liber
timp de 10...15 min si apoi se scoate membrana din balon, se spala in 3 reprize cu apa
demineralizata, fiecare repriza avand o cantitate de apa aproximativ egala cu cantitatea de baie
de functionalizare, apoi membrana obtinuta este introdusa intr-o baie de imobilizare formata din
solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, continand 0,3...1,0% o enzima aleasa dintre lipaza,
tirozinaza sau peroxidaza hreanului, unde se mentine la o temperatura de 20°C, sub agitare,
timp de 1...2 h, raportul intre membrana si baia de imobilizare fiind de 1:50...1:70 masa:volum,
dupa care membrana se spala cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare repriza utilizadnd o
cantitate de apa egala cu cantitatea de solutie tampon folositéa la prepararea baii de imobilizare,
membrana spalata fiind apoi trecuta intr-o punga de plastic, care se videaza si se sigileaza, si
care este mentinuta in frigider, la o temperatura de +4...+8°C, pana la utilizare.
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Inventia prezintd urmatoarele avantaje:

- membranele multifunctionale prezinta, in acelasi timp, proprietati de micro sau ultra-
filtrare si proprietati mecanice si de catalizd enzimatica superioare, datoritd compozitiei
copolimerului acrilic si datorita amestecului acestuia cu alcoolul polivinilic;

- utilizeaza un copolimer acrilic format din doi comonomeri de mare tonaj, ceea ce
asigura un pret de cost redus al copolimerului acrilic si, implicit, al membranei, introducerea
drept comonomer a acetatului de vinil avand ca efect cresterea modulului de elasticitate al
membranei;

- obtinerea membranei dintr-o solutie a doi polimeri: copolimerul acrilic gi alcoolul
polivinilic asigura o mai buna omogenitate compozitionala decat membranele dublu strat, fara
ca alcoolul polivinilic sa infunde porii membranei;

- membrana prezinta o hidrofilie marita, datoritad continutului de alcool polivinilic, ceea
ce asigura o mai buna compatibilitate intre enzima si membrana;

- functionalizarea membranei se realizeaza foarte usor, prin reactia componentei de
alcool polivinilic cu glutardialdehida, care asigura concomitent si stabilizarea morfologiei
membranei, prin reticulare;

- utilizeaza o baie de inversie de faze bicomponenta, ceea ce asigura posibilitatea
dirijarii porozitatii membranei;

- prin varierea compozitiei unitatilor structurale de acrilonitril si acetat de vinil ale
copolimerulului si a cantitatii de alcool polivinilic, se pot dirija atat proprietatile de curgere ale
membranelor de micro sau ultrafiltrare, cat si cantitatea de enzima imobilizata;

- deoarece imobilizarea se realizeaza pe gruparile aldehidice nereactionate ale
glutardialdehidei, enzima imobilizata se afla la o distanta destul de mare de suprafata
polimerului, ceea ce permite enzimei sa-si aranjeze optim centrul activ si sa aiba o activitate
enzimatica ridicata;

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

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

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

Se dau, in continuare, exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1

Intr-un balon de sticld cu 3 gaturi, cu capacitatea de 100 ml, se introduce cantitatea de
41,8 ml (circa 46 g) dimetil sulfoxid si cantitatea de 1 g de alcool polivinilic (APV), avand gradul
de polimerizare 1500 si gradul de hidroliza 99,00%. Balonul se introduce intr-o calota electrica
cu incalzire reglabila. La gatul central al balonului se monteaza un agitator de sticla tip elice,
la unul din gaturile laterale se introduce un termometru, iar la celalalt gat lateral se introduce un
dop. Se porneste agitarea si incalzirea, astfel incat in balon sa se mentina temperatura de 95°C,
urmé&rind momentul in care toaté cantitatea de alcool polivinilic s-a dizolvat. in acel moment, se
scoate dopul rodat si prin gatul lateral respectiv al balonului se introduce cantitatea de 3 g
copolimer acrilonitril(AN) : acetat de vinil(AV) cu raportul masic AN:AV 90:10 si cu viscozitatea
relativa (in solutie 0,3% in dimetilformamida la 25°C) de 1,74. Se continua agitarea pana la
dizolvarea completa a copolimerului acrilic, durata totala de dizolvare fiind de circa 6 h. Se
obtine astfel o solutie cu concentratia totald de polimer de circa 8% (gravimetric) si cu
compozitia amestecului de polimeri de 75% (gravimetric) copolimer acrilic i 25% (gravimetric)
APV.
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Circa 5 ml din solutia proaspat preparata se toarna calda pe o placa de sticla cu
dimensiunile: 400 x 500 x 4 mm si se intinde rapid cu un cutit de tragere cu lungimea de
300 mm si fanta de 300 um. Placa de sticla cu filmul de lichid se imerseaza rapid intr-o baie de
inversie de faza, avand temperatura camerei (circa +20°C), formata din 70% (volumetric) alcool
izopropilic gi restul apa distilata si continuta intr-o caditd de material plastic. Placa se lasa in
baia din cadita timp de 2 h. Apoi, membrana, cantarind circa 0,4 g, se desprinde de pe placa
de sticla, se clateste timp de 1 min cu un jet de apa distilata si se introduce intr-un balon cu fund
plat de 200 ml, cu 2 gaturi, amplasat intr-o calota cu incalzire electrica reglabila, in care se afla
80 ml solutie de functionalizare, preparata prin adaugarea in apa distilata a 8 ml solutie apoasa
50% de glutardialdehida si a 0,8 ml acid sulfuric 98% si baia de functionalizare avand
temperatura de 70°C, indicata de termometrul amplasat pe gatul lateral al balonului. Raportul
dintre membrana si baia de functionalizare este de circa 1:200 (masa:volum). La gatul central
se monteaza un agitator de sticla, tip elice, si se porneste o agitare lenta, astfel incat sa nu fie
distrusd membrana. Se mentine agitarea si incalzirea la temperatura de 70°C timp de 40 min.
La finalul functionalizarii, se scoate balonul de functionalizare din calota de incalzire si se lasa
sa se raceasca in aer timp de 10 min. Apoi, membrana se scoate din balonul de functionalizare
si se trece intr-un pahar Berzelius cu capacitatea de 200 ml, in care este spalata cu 3 portii de
apa demineralizata, fiecare portie avand cantitatea de 40 ml. Membrana spalata este introdusa
intr-un alt pahar Berzelius cu capacitatea de 200 ml gi care contine 20 ml solutie 0,3% de lipaza
in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde se mentine la temperatura camerei (20°C), sub agitare
orbitala lenta, timp de 2 h, raportul intre membrana si baia de imobilizare fiind de 1:50
(masa:volum), dupa care membrana se spala viguros cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare
repriza utilizand o cantitate de apa de cate 20 ml. Membrana spalata este apoi trecuta intr-o
punga de plastic, care se videaza si se sigileaza, si care este mentinuta in frigider, la
temperatura de +4...+8°C, pana la utilizare. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor
de 276 nm, un modul de elasticitate de 352 MPa si un continut de lipaza de 7,6% si care scade
la 7,2% dupa 3 spalari cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a
enzimei.

Exemplul 2

Intr-un balon de sticld cu 3 gaturi, cu capacitatea de 100 ml, se introduce cantitatea de
40,0 ml (cca 44 g) dimetil sulfoxid si cantitatea de 0,6 g de alcool polivinilic, avand gradul de
polimerizare 1000 si gradul de hidroliza 99,30%. Balonul se introduce intr-o calota electrica cu
incalzire reglabila. La gatul central al balonului se monteaza un agitator de sticla tip elice, in
unul din gaturile laterale se introduce un termometru, iar la celalalt gat lateral se introduce un
dop. Se porneste agitarea si incalzirea, astfel incat in balon sa se mentina temperatura de 80°C,
urmé&rind momentul in care toat& cantitatea de alcool polivinilic s-a dizolvat. in acel moment, se
scoate dopul rodat si prin gatul lateral respectiv al balonului se introduce cantitatea de 5,4 g
copolimer acrilonitril : acetat de vinil cu raportul masic AN:AV 70:30 si cu viscozitatea relativa
(in solutie 0,3% in dimetilformamida la 25°C) de 1,50. Se continua agitarea pana la dizolvarea
completa a copolimerului acrilic, durata totala de dizolvare fiind de circa 2 h. Se obtine astfel o
solutie cu concentratia totala de polimer de circa 12% (gravimetric) si cu compozitia amestecului
de polimeri de 90% (gravimetric) copolimer acrilic si 10% (gravimetric) APV.

Circa 5 ml din solutia proaspat preparata se toarna calda pe o placa de sticla cu dimensi-
unile: 400 x 500 x 4 mm si se intinde rapid cu un cutit de tragere cu lungimea de 300 mm i
fanta de 200 ym. Placa de sticla cu filmul de lichid se imerseaza rapid intr-o baie de inversie de
faza, avand temperatura camerei, formata din 50% (volumetric) alcool izopropilic si restul apa
distilata, si continuta intr-o caditd de material plastic. Placa se lasa in baia din cadita timp de
1 h. Apoi, membrana, cantarind circa 0,4 g, se desprinde de pe placa de sticla, se clateste timp
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de 2 min cu un jet de apa distilata si se introduce intr-un balon cu fund plat de 200 ml, cu
2 gaturi, amplasat intr-o calota cu incalzire electrica reglabila, in care se afla 40 ml solutie de
functionalizare, preparata prin adaugarea in apa distilata a 8 ml solutie apoasa 50% de
glutardialdehida si a 0,4 ml acid sulfuric 98%), baia de functionalizare avand temperatura de
80°C, indicata de termometrul amplasat pe gatul lateral al balonului. Raportul intre membrana
si baia de functionalizare este de circa 1:100 (masa:volum). La gatul central se monteaza un
agitator de sticla, tip elice, si se porneste o agitare lenta, astfel incat sa nu fie distrusa
membrana. Se mentine agitarea si incalzirea la temperatura de 80°C timp de 20 min. La finalul
functionalizarii se scoate balonul de functionalizare din calota de incalzire si se lasa sa se
raceasca in aer timp de 15 min. Apoi, membrana se scoate din balonul de functionalizare si se
trece intr-un pahar Berzelius cu capacitatea de 200 ml, in care este spalata cu 3 portii de apa
demineralizata, fiecare portie avand cantitatea de 80 ml. Membrana spalata este introdusa intr-
un alt pahar Berzelius cu capacitatea de 200 ml si care contine 28 ml solutie 1,0% de lipaza in
tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde se mentine la temperatura camerei (20°C), sub agitare orbi-
tala lenta, timp de 1 h, raportul intre membrana si baia de imobilizare fiind de 1:70
(masa:volum), dupa care membrana se spala viguros cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare
repriza utilizdnd o cantitate de apa de cate 28 ml. Membrana spalata este apoi trecuta intr-o
punga de plastic, care se videaza si se sigileaza, si care este mentinuta in frigider, la
temperatura de +4...+8°C, pana la utilizare. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor
de 98 nm, un modul de elasticitate de 366 MPa si un continut de lipaza de 4,8% si care scade
la 4,4% dupa 3 spalari cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a
enzimei.

Exemplul 3

Intr-un balon de sticla cu 3 gaturi, cu capacitatea de 100 ml, se introduce cantitatea de
40,9 ml (circa 45 g) dimetil sulfoxid si cantitatea de 0,75 g de alcool polivinilic, avand gradul de
polimerizare 1200 si gradul de hidroliza 99,40%. Balonul se introduce intr-o calota electrica cu
incalzire reglabila. La gatul central al balonului se monteaza un agitator de sticla tip elice, la unul
din gaturile laterale se introduce un termometru, iar la celalalt gat lateral se introduce un dop.
Se porneste agitarea si incalzirea, astfel incat in balon sd se mentind temperatura de 85°C,
urmarind momentul in care toata cantitatea de alcool polivinilic s-a dizolvat. in acel moment, se
scoate dopul rodat si prin gatul lateral respectiv al balonului se introduce cantitatea de 4,25 g
copolimer acrilonitril : acetat de vinil cu raportul masic AN:AV 80:20 si cu viscozitatea relativa
(in solutie 0,3% in dimetilformamida la 25°C) de 2,20. Se continua agitarea pana la dizolvarea
completa a copolimerului acrilic, durata totala de dizolvare fiind de circa 10 h. Se obtine astfel
o solutie cu concentratia totala de polimer de circa 10% (gravimetric) si cu compozitia ames-
tecului de polimeri de 85% (gravimetric) copolimer acrilic si 15% (gravimetric) APV.

Circa 5 ml din solutia proaspat preparata se toarna calda pe o placa de sticla cu
dimensiunile 400 x 500 x 4 mm si se intinde rapid cu un cutit de tragere cu lungimea de 300 mm
si fanta de 250 um. Placa de sticla cu filmul de lichid se imerseaza rapid intr-o baie de inversie
de faza, avand temperatura camerei (circa +20°C), formata din 60% (volumetric) alcool
izopropilic gi restul apa distilata si continuta intr-o cadita de material plastic. Placa se lasa in
baia din cadita timp de 1,5 h. Apoi, membrana, cantarind circa 0,35 g, se desprinde de pe placa
de sticla, se clateste timp de 1 min cu un jet de apa distilata si se introduce intr-un balon cu fund
plat, de 200 ml, cu 2 gaturi, amplasat intr-o calota cu incalzire electrica reglabila, in care se afla
60 ml solutie de functionalizare, preparata prin adaugarea in apa distilatd a 9 ml solutie apoasa
50% de glutardialdehida si a 0,9 ml acid sulfuric 98% si baia de functionalizare avand tempe-
ratura de 75°C, indicatd de termometrul amplasat pe gatul lateral al balonului. Raportul intre
membrana gi baia de functionalizare este de circa 1:171 (masa:volum). La gatul central se
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monteaza un agitator de sticla, tip elice, si se porneste o agitare lenta, astfel incat sa nu fie
distrusd membrana. Se mentine agitarea si incélzirea la temperatura de 75°C timp de 30 min.
La finalul functionalizarii se scoate balonul de functionalizare din calota de incalzire si se lasa
sa se raceasca in aer timp de 12 min. Apoi, membrana se scoate din balonul de functionalizare
si se trece intr-un pahar Berzelius cu capacitatea de 200 ml, in care este spalata cu 3 portii de
apa demineralizata, fiecare portie avand cantiatea de 60 ml. Membrana spalata este introdusa
intr-un alt pahar Berzelius cu capacitatea de 200 ml si care contine 21 ml solutie 0,5% de lipaza
in tampon fosfat 0,1 M cu pH 7, unde se mentine la temperatura camerei (20°C), sub agitare
orbitala lenta, timp de 1,5 h, raportul intre membrana si baia de imobilizare fiind de 1:60
(masa:volum), dupa care membrana se spala viguros cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare
repriza utilizand o cantitate de apa de cate 21 ml. Membrana spalata este apoi trecuta intr-o
punga de plastic, care se videaza si se sigileaza, si care este mentinuta in frigider, la
temperatura de +4...+8°C, pana la utilizare. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor
de 325 nm, un modul de elasticitate de 358 MPa si un continut de lipaza de 6,4% si care scade
la 5,9% dupa 3 spalari cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a
enzimei.

Exemplul 4

Se procedeaza ca in exemplul 1, cu exceptia faptului ca in loc de lipaza se foloseste
tirozinaza. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor de 288 nm, un modul de
elasticitate de 347 MPa si un continut de tirozinaza de 6,8%, care scade la 6,5% dupa 3 spalari
cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 5

Se procedeaza ca in exemplul 2, cu exceptia faptului ca in loc de lipaza se foloseste
tirozinaza. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor de 88 nm, un modul de
elasticitate de 377 MPa si un continut de tirozinaza de 5,8%, care scade la 5,5% dupa 3 spalari
cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 6

Se procedeaza ca in exemplul 3, cu exceptia faptului ca in loc de lipaza se foloseste
tirozinaza. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor de 318 nm, un modul de
elasticitate de 357 MPa si un continut de tirozinaza de 7,0%, care scade la 6,6% dupa 3 spalari
cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 7

Se procedeaza ca in exemplul 1, cu exceptia faptului ca in loc de lipaza se foloseste
peroxidaza hreanului. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor de 263 nm, un modul
de elasticitate de 355 MPa gi un continut de peroxidaza de 4,8%, care scade la 4,5 % dupa
3 spalari cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 8

Se procedeaza ca in exemplul 2, cu exceptia faptului ca in loc de lipaza se foloseste
peroxidaza hreanului. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor de 92 nm, un modul
de elasticitate de 362 MPa si un continut de peroxidaza de 6,5%, care scade la 6,2% dupa 3
spalari cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.

Exemplul 9

Se procedeaza ca in exemplul 3, cu exceptia faptului ca in loc de lipaza se foloseste
peroxidaza hreanului. Membrana a prezentat un diametru mediu al porilor de 296 nm, un modul
de elasticitate de 369 MPa si un continut de peroxidaza de 6,7%, care scade la 6,2% dupa
3 spalari cu cate 40 ml tampon fosfat 0,1 M, dovedind imobilizarea covalenta a enzimei.
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Revendicari

1. Membrana acrilica bicomponenta multifunctionala, cu enzime imobilizate covalent,
caracterizata prin aceea ca este formata din 75...90% copolimer acrilic, 10...25% alcool
polivinilic, si se utilizeaza ca suport pentru imobilizarea covalenta de 0,3...1% enzime, pro-
centele fiind exprimate gravimetric.

2. Membrana conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca respectivul copoli-
merul acrilic este un copolimer statistic binar acrilonitril : acetat de vinil cu raportul masic de
70:30...90:10 si viscozitatea relativa, in solutie 0,3% in dimetilformamida la o temperatura de
25°C, de 1,50...2,20, iar alcoolul polivinilic are gradul de polimerizare de 1000...1500 si gradul
de hidroliza de peste 99%.

3. Membrana conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca enzimele imobilizate
covalent sunt alese dintre lipaza, tirozinaza si peroxidaza hreanului.

4. Procedeu de obtinere a membranei acrilice bicomponenta multifunctionala, continand
enzime imobilizate covalent, definita in revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca se prepara
pornind de la o solutie cu concentratia gravimetrica de 8...12% amestec de polimeri Tn
dimetilsulfoxid, amestecul de polimeri fiind format din 75...90% gravimetric copolimer statistic
binar cu raportul masic de 70...90 acrilonitril : 30...10 acetat de vinil, restul de 10...25% gravi-
metrice din amestecul de polimeri fiind format din alcool polivinilic cu gradul de polimerizare
1000...1500 si gradul de hidroliza de peste 99%, dizolvarea avand loc la o temperatura de
80...95°C, timp de 2...10 h, pana la dizolvarea completa a polimerilor, solutia polimerica astfel
obtinuta fiind turnata pe o placa de sticla si trasa cu un cutit cu fanta de 200...300 um, astfel
incat sa se formeze un film continuu de lichid, placa cu filmul de lichid fiind imediat imersata intr-
o baie de inversie de faza formata din amestec volumetric de 50...70% alcool izopropilic si restul
apa distilata, unde se lasa timp de 1...2 h, la temperatura camerei, dupa care membrana
obtinuta se desprinde de pe placa de sticla, se clateste cu apa distilata timp de 1...2 min si se
introduce intr-un balon, in care se afla 10...20% volumetric solutie apoasa de glutardialdehida
50% gravimetrice si 1...2% volumetrice H,SO, concentrat 98%, raportul masa:volum intre
membrana si solutia baii de functionalizare fiind de 1:100...1:200, solutia de functionalizare
avand o temperatura de 70...80°C, membrana se mentine, in solutia de functionalizare, sub o
agitare lenta, timp de 20...40 min, dupa care balonul cu membrana si solutia de functionalizare
se lasa sa se raceasca in aer liber timp de 10...15 min, apoi se scoate membrana din balon, se
spala in 3 reprize cu apa demineralizata, fiecare repriza avand o cantitate de apa egala cu
cantitatea de baie de functionalizare, apoi membrana obtinuta este introdusa intr-o baie de
imobilizare formaté din solutie tampon fosfat 0,1 M cu pH 7 continédnd 0,3...1,0% o enzima
aleasa dintre lipaza, tirozinaza sau peroxidaza hreanului unde se mentine la o temperatura de
20°C, sub agitare, timp de 1...2 h, raportul masa:volum intre membrana si baia de imobilizare
fiind de 1:50...1:70, dupa care membrana se spala cu apa demineralizata in 3 reprize, fiecare
repriza utilizand o cantitate de apa egala cu cantitatea de solutie tampon folosita la prepararea
baii de imobilizare, membrana spalata fiind apoi trecuta intr-o punga de plastic, care se videaza
si se sigileaza si care este mentinuta in frigider, in intervalul de temperatura de +4°C...+8°C,
pana la utilizare.
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