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Streszczenie

Termoczute usieciowane polimery zawierajace grupy funkcyjne
otrzymano podczas polimeryzacji suspensyjnej N-izopropyloakryloamidu
(NIPAAm - monomeru odpowiedzialnego za wrazliwo$¢ na temperaturg)
1 monomerdéw funkcjonalnych. Zsyntetyzowano seri¢ jonitéw — kopolimerow
NIPAAm i  2-metakryloilooksyetylofosforanu ~ (MEP)  usieciowanych
dimetakrylanem glikolu etylenowego (EGDMA), dimetakrylanem glikolu
trietylenowego (TEGDMA) 1 trimetakrylanem 2-etylo-2-hydroksymetylo-1,3-
propanodiolu (TMPMA) ze $rednia wydajnoscia 83% oraz seri¢ nosnikéw do
immobilizacji enzymoéw ze $rednia wydajnoscia 80%. Nosniki to kopolimery
NIPAAm 1 metakrylanu 2-hydroksyetylu (HEMA), metakrylanu glicydylu
(GMA), metakrylanu 2-aminoetylu (AEMA) lub kwasu metakrylowego (MA),
usieciowane w wigkszos$ci przypadkow EGDMA.

Usieciowane termoczute polimery reaguja skokowa zmiana objgtosci na
zmiany temperatury otoczenia. Maksymalng zmiang objetosci obserwuje si¢
w temperaturze objgtosciowej przemiany fazowej (VPTT). Zakres temperatury
VPTT dla jonitow wynosit 42-46°C, a dla nosnikéw do immobilizacji 31-46°C.

Na jonitach sorbowano nastepujace jony metali: Eu(IIl), Cu(Il) 1 K(I).
Zbadano wplyw temperatury oraz pH roztworu na sorpcj¢ wyzej wymienionych
pierwiastkoéw, a takze wplyw struktury uzytego srodka sieciujacego. Stwierdzono,
7Ze na sorpcje trojwartoSciowego europu istotny wplyw ma struktura jonitu.
W temperaturze powyzej VPTT, gdy jonit byl skurczony, zaobserwowano
zwigkszenie sorpcji europu, szczegdlnie dla jonitu usieciowanego EGDMA.
Wartosci logarytmu wspoétczynnika podzialu oznaczone podczas sorpcji
z roztworu o pH 3 w temperaturach 5, 23 1 47°C wynosity odpowiednio: 3,68,
4,14 1 5,03. Odlegltos¢ pomigdzy sasiednimi grupami fosforanowymi
w skurczonym polimerze jest mniejsza w pordéwnaniu z odlegloscia
w temperaturze ponizej VPTT, w ktorej jonit jest rozkurczony. W przypadku
jonitu usieciowanego TMPMA nie zaobserwowano zwigkszenia sorpcji europu
powyzej VPTT. Wartosci logarytmu wspodtczynnika podzialu oznaczone podczas
sorpcji z roztworu o pH 3 w temperaturach 5, 23 1 47°C wynosity odpowiednio:
3,73, 3,80 1 3,58. TMPMA usztywnia struktur¢ jonitu, przez co jest on mniej

wrazliwy na zmiany temperatury i powyzej VPTT nie zmniejsza gwattownie
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swojej objetosci. Uzyskane wartosci sorpcji z roztworéw o pH 2 byty nieco
mniejsze w poréwnaniu z wartosciami uzyskanymi dla roztworéw o pH 3 1 4.
Grupy fosforanowe jonitow w pH 2 nie sa zdysocjowane i europ jest
koordynowany przez fosforylowy atom tlenu. W pH 3 cz¢$¢ grup fosforanowych
jest zdysocjowana 1 oprocz koordynacji metalu mamy do czynienia z wymiana
jonowa. Dla jondw miedzi 1 potasu nie zaobserwowano zwigkszenia sorpcji
powyzej VPTT. Ponadto wartosci sorpcji z roztworéw o pH 2 byly niewielkie dla
miedzi, a potas praktycznie nie byl sorbowany. Rodzaj uzytego $rodka
sieciujacego nie mial wplywu na sorpcje¢ miedzi. Na podstawie wynikow
uzyskanych dla potasu, stwierdzono, ze jonity z grupami fosforanowymi maja
niewielkie powinowactwo do tego metalu.

Na termoczutych no$nikach immobilizowano: glukoamylaze, inwertazg,
trypsyne i lakkazg. Enzymy byty unieruchamiane metoda ,,ssania”, opracowana
w ramach pracy doktorskiej 1 wykorzystujaca gwattowne zmiany objgtosci
no$nikow w temperaturze VPTT lub kowalencyjnie. Enzym immobilizowany
metoda ,,ssania” byt zamknigty wewnatrz sieci polimerowej. Czg$¢ preparatow
sieciowano dodatkowo za pomoca aldehydu glutarowego. W przypadku no$nikow
posiadajacych grupy aminowe podczas sieciowania aldehyd glutarowy moglh
reagowa¢ z grupami aminowymi dwoch czasteczek enzymu lub grupa aminowa
enzymu i grupa aminowa nosnika lub dwiema grupami aminowymi nos$nika.
W wyniku tych reakcji otrzymano uktady przenikajacych si¢ sieci. Aktywnos$¢
otrzymanych preparatéw zalezala migdzy innymi od st¢zenia aldehydu
glutarowego 1 z reguty byta wigksza dla wigkszych stgzen czynnika sieciujacego.
Najlepsze wyniki uzyskano dla immobilizowanej trypsyny. Aktywnos¢ niektorych
preparatobw wynosita ponad 5,50 [U/cm’]. Polimery termoczule z grupami
aminowymi, hydroksylowymi, karboksylowymi i epoksydowymi po aktywacji
wykorzystano do kowalencyjnej immobilizacji glukoamylazy, inwertazy
1 trypsyny. W przypadku trypsyny uzyskane preparaty charakteryzowaty si¢ duza
aktywnoscia, ktorej wartosé dla najlepszego preparatu wynosita 37,91 [U/cm’].
Aktywno$¢ preparatow z immobilizowana inwertaza byta bardzo mata i nie
przekroczyta wartos$ci 1,0 [Ulem’], natomiast nos$niki

z immobilizowana glukoamylaza byly praktycznie nieaktywne.
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Wykaz skrotow

Zwiqzki chemiczne

AEMA
BAPNA

DVB
EGDMA
GMA
HEMA
MA

MBA
MEP
NIPAAmM
TEGDMA
TMPMA

Metakrylan 2-aminoetylu

Chlorowodorek  p-nitroanilidu ~ Na-benzoilo-DL-
argininy

Diwinylobenzen

Dimetakrylan glikolu etylenowego

Metakrylan glicydylu

Metakrylan 2-hydroksyetylu

Kwas metakrylowy

N,N’-metylenobisakryloamid
2-metakryloilo(oksyetylo) fosforan
N-izopropyloakryloamid

Dimetakrylan glikolu trietylenowego

Trimetakrylan 2-etylo-2-hydroksymetylo-1,3-

propanodiolu

Nazwy otrzymanych polimerow

TP8
TP12
TPT*
TPT
TP3F
THS
THN
TG8

T8

TMA
TAEMA
THS8-NH,
TG8-NH;

NIPAAmM/MEP/EGDMA (5,9% molowych)
NIPAAm/MEP/EGDMA (8,0% molowych)
NIPAAmM/MEP/TEGDMA (4,0% molowych)
NIPAAmM/MEP/TEGDMA (5,9% molowych)
NIPAAmM/MEP/TMPMA (5,9% molowych)
NIPAAm/HEMA/EGDMA
NIPAAm/HEMA/TEGDMA
NIPAAm/GMA/EGDMA
NIPAAm/EGDMA

NIPAAm/MA/EGDMA
NIPAAm/AEMA/EGDMA

THS8 — zmodyfikowany etylenodiaming

TG8 — zmodyfikowany etylenodiaminag
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Skréty

LCST
VPTT
\W%

7N

Zp
Zcr

Z

Sa

Ka

log K
S

log S
V max

Aktywnos¢

Aktywnos¢ specyficzna

Wydajnos¢ immobilizacji
(biatko)

Wydajnos¢ immobilizacji
(aktywos$¢)

Stabilnos¢

Dolna krytyczna temperatura rozpuszczalnosci
Temperatura objetosciowe] przemiany fazowe;j
Chtonnos¢ wody [g/g]

Zawarto$¢ azotu [mmol/g suchego polimeru)

Zawarto$¢ fosforu [mmol/ g suchego polimeru]

Zawartos¢ grup funkcyjnych [mmol/ g suchego polimeru]
Pojemno$¢ kwasowa [mmol/ g suchego polimeru]

Wartos¢ sorpcji jonu na polimerze
[mmol/ g suchego polimeru]

Wspoétczynnik podzialu jonu pomigdzy polimer a
roztwor

Logarytm wspotczynnika podziatu

Wspotczynnik selektywnosci wobec pary jonow
Logarytm wspodiczynnika selektywnosci
Maksymalna zmiana objetosci polimeru
w temperaturze powyzej VPTT [cm3/ € suchego polimeru]
Aktywno$¢ enzymu natywnego [U]

Aktywno$¢ enzymu immobilizowanego na jednostke
objetosci nosnika [U/em’]

Aktywno$¢ enzymu natywnego na jednostkg masy
biatka [U/mg]

Aktywno$¢ enzymu immobilizowanego na jednostke
masy zwigzanego biatka [U/mg]

Stosunek stezenia biatka zwiazanego do stgzenia
biatka wyjsciowego [%]

Stosunek aktywnosci immobilizowanego biatka do
aktywnosci oczekiwanej dla danego nosnika [%]
Stosunek aktywnos$ci preparatu po immobilizacji do
aktywnoS$ci preparatu po miesiacu przechowywania

[70]
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1. PRZEGLAD LITERATURY

1.1 Polimery usieciowane

Polimery — makroczasteczki zbudowane z jednostek zwanych merami,
powstaja w reakcji polimeryzacji, polikondensacji lub poliaddycji. W wyniku
reakcji monomeréw dwufunkcyjnych powstaja liniowe polimery, natomiast
podczas reakcji troj- 1 wielofunkcyjnych monomeroéw powstaja polimery
przestrzennie usieciowane. Polimery bgdace przedmiotem pracy to usieciowane
polimery winylowo-diwinylowe otrzymywane w reakcji kopolimeryzacji
wolnorodnikowej z sieciowaniem. Sieci polimerowe wykazuja zwykle duze
odchylenia od wlasciwosci sieci idealnych. Odchylenia te moga by¢
spowodowane niepetnym przereagowaniem grup funkcyjnych, tworzeniem petli
wewnatrzczasteczkowych 1 trwalymi splataniami tancuchéw polimeru. Ponadto
rozklad wiazan sieciujacych moze by¢ niejednorodny ze wzgledu na rdzna
reaktywnos¢ grup funkcyjnych komonomeréw. Po wyczerpaniu si¢
reaktywniejszego monomeru lub znajdujacego si¢ w uktadzie polimeryzujacym
w matych ilo$ciach, pozostate monomery tworza liniowe tancuchy. Do najczgsciej
stosowanych monomerdéw sieciujacych zaliczamy: diwinylobenzen (DVB)
i N,N’-metylenobisakryloamid (MBA). Inne monomery sieciujace to na przyktad:
dimetakrylan  glikolu  etylenowego (EGDMA), dimetakrylan glikolu
trietylenowego (TEGDMA) czy trimetakrylan 2-etylo-2-hydroksymetylo-1,3-
propanodiolu (TMPMA). Wyrdézniamy dwa typy usieciowanych kopolimerdw:
zelowe 1 porowate. Kopolimery o strukturze zelowej sa syntetyzowane
z mieszaniny monomeréw w nieobecnosci dodatkowych rozpuszczalnikow. Ich
wlasciwosci sa funkcja stezenia monomeru sieciujacego w  kopolimerze.
Kopolimery = porowate powstaja  podczas polimeryzacji ~monomerdéw
rozcienczonych roéznymi ilo§ciami obojgtnych rozpuszczalnikow. Jezeli sa to
termodynamicznie dobre rozpuszczalniki i1 stopien usieciowania jest maty, nie
wywoluja one porowatosci, ale zwigkszaja przenikalno$¢ ziaren kopolimerow.
Takie kopolimery nazwano ekspandowanymi.

Rozpuszczalniki stosowane podczas polimeryzacji mozna podzieli¢ na

cztery grupy. Pierwsza grupa to rozpuszczalniki o duzej zdolno$ci solwatacji
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powstajacego kopolimeru, do drugiej grupy zalicza si¢ rozpuszczalniki o matej
zdolno$ci solwatacyjnej w stosunku do tworzacego si¢ polimeru. Trzecia grupg
stanowia polimery liniowe, a czwarta — mieszaniny rozpuszczalnikow pierwszej
i drugiej grupy lub rozpuszczalnikow i polimeru. Porowato$¢ kopolimeréw jest
rOwniez usystematyzowana i wyrdznia si¢ jej nastepujace rodzaje:

- porowato$¢ zelu, ktora istnieje w spgcznionych kopolimerach zelowych
i ekspandowanych, wynikajaca z istnienia przestrzeni migdzytancuchowych
o $rednim promieniu poréw ponizej 5 nanometrow,

- mikroporowato$¢, ktéora obejmuje pory migdzy mikrozelami
o wymiarach 5-15 nanometrow 1 pory przejSciowe o0 promieniu
20-50 nanometréw,

- makroporowato$¢, ktéora wynika z obecno$ci poréw pomigdzy
makrozelami 1 aglomeratami o wymiarach powyzej 50 nanometrow [1].

Opisane rodzaje porowatosci przedstawiono schematycznie na rysunku 1.

Makropory
50-1000 nm

Mikropory
5-15 nm

P Mikrozele
ory 10-30 nm
przejsciowe

20-50 nm Agregaty

Rysunek 1 Schemat struktury porowatej kopolimerow [1]

Podsumowanie prac na temat syntezy makroporowatych polimerow
winylowo-diwinylowych zamieszczono w [2].
Polimery usieciowane sa nierozpuszczalne i maja zwigkszona odpornos¢

chemiczng i termiczng w poréwnaniu z odpowiednimi polimerami liniowymi.
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Polimeryzacja suspensyjna [1,3,4] przebiega w kroplach monomeru
zdyspergowanego w nie mieszajacej si¢ z nim cieczy. W wyniku polimeryzacji
krople monomeru staja si¢ statymi czastkami polimeru, zwanymi granulkami lub
peretkami. Aby zdyspergowany monomer i powstajaca dyspersja polimeru byty
stabilne, niezbgdne jest energiczne mieszanie uktadu reakcyjnego oraz stosowanie
stabilizatorow utrudniajacych taczenie sig¢ kropel i powstajacych z nich czastek.

Faza rozpraszajaca to najczesciej woda, a stabilizatorami sg rozpuszczalne
w niej polimery, np. poli(alkohol winylowy), skrobia, zelatyna, pochodne
celulozy, sole poli(kwasu akrylowego) 1 poli(kwasu metakrylowego).
Stabilizatory tworza cienkie btonki wokot kropel 1 reagujacych czastek.
Stabilizatory zawierajace fragmenty hydrofilowe i hydrofobowe (np. niektore
gatunki poli(alkoholu winylowego), zawierajace bloki nie zhydrolizowanego
poli(octanu winylu) lub blokowe kopolimery tlenku etylenu i tlenku propylenu) sa
najbardziej korzystne, poniewaz moga szybko i trwale wiaza¢ si¢ z czastkami
organicznymi. Stabilizatory stanowia na ogot nie wigcej niz 1% masowy
mieszaniny reakcyjnej. Dla zmniejszenia rozpuszczalnosci monomerdéw
hydrofilowych w wodzie, do fazy wodnej dodawane sa sole nieorganiczne
(np.: chlorek wapnia, chlorek sodu).

Srednica kropel: po rozpoczeciu procesu syntezy $rednice kropel znacznie
si¢ zmieniaja i dopiero po uptywie pewnego czasu ich §redni wymiar ustala sig.
Im bardziej intensywne mieszanie, tym bardziej rozdrobniona i jednolita staje si¢
powstajaca dyspersja. Na wymiary kropel istotny wpltyw maja:

e napigcie powierzchniowe na granicy faz,
e gestosce srodowiska,
e objctos¢ fazy rozpraszajacej,

e geometryczne parametry charakteryzujace reaktor i mieszadlo.

Po =zainicjowaniu polimeryzacji krople monomeru przeksztalcaja sig
w czastki polimerowo-monomerowe. Powstaje polimer, dzigki ktéremu uktad nie
ma juz wlasciwosci cieczy. Na poczatku czastki takie moga taczy¢ si¢ lub ulegac
rozdrobnieniu. Wraz ze wzrostem stopnia konwersji i1 lepko$ci mieszaniny
reakcyjnej wymiana masy migdzy czastkami jest coraz trudniejsza, a gdy

konwersja monomeru osiaga poziom okolo 60-70% staje si¢ catkowicie
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niemozliwa. W tym momencie zostaje osiagni¢te stadium krytyczne, ktore
ostatecznie okresla ksztalt i rozktad wymiaréw czastek dyspersji polimerowe;.
W koncowym etapie syntezy polimeryzacja przebiega wewnatrz uksztaltowanych

czastek, z wykorzystaniem zawartego tam monomeru [4-6].

Metoda polimeryzacji suspensyjnej syntetyzowano migdzy innymi zywice
poli(diwinylobenzenowe) o rdznej porowato$ci wynikajacej z obecnosci
mieszanin réznych rozpuszczalnikow podczas polimeryzacji. Zastosowano
mieszaniny toluenu i nastepujacych oligomeréw: glikolu polipropylenowego 1000
1 4000 oraz polidimetylosiloksanu [7]. Otrzymano polimery charakteryzujace si¢
r6zna porowatoscia, co wynikato z obecnosci oligomerycznych i polimerowych
srodkow porotworczych. W obecnosci toluenu otrzymano zywice mikroporowate
o duzej powierzchni wlasciwej wynoszacej okoto 650 [m?%g], natomiast
w obecnosci oligomerycznych i polimerowych porogendow otrzymano zywice
makroporowate o matej powierzchni wiasciwej wynoszacej okoto 15-50 [m?/g].
Wplyw rozpuszczalnikow na porowatos$¢ opisano takze w [8,9]. Badano wplyw
mieszaniny heptanu i toluenu w réznych stosunkach molowych na porowato$¢
kopolimeru styrenu 1 metakryloamidu usieciowanego diwinylobenzenem [8] oraz
wplyw mieszanin: toluen — 2-butanon, n-heptan — 2-butanon w rdéznych
stosunkach molowych na porowato$¢ kopolimeréw styrenu i metakryloamidu,
styrenu i kwasu metakrylowego oraz styrenu i akrylonitrylu usieciowanych
diwinylobenzenem [9]. W literaturze opisano roOwniez syntez¢ rozgal¢zionych
zelowych 1 porowatych kopolimerow styrenu i1 diwinylobenzenu o rdznej
zawarto$ci srodka sieciujacego (rysunek 2), jako czynnika przenoszacego tancuch
uzyto dodekanotiolu [10]. Rozgal¢zione zywice zelowe syntetyzowano
w obecnosci 1-10% diwinylobenzenu i1 odpowiednio 1-15% dodekanotiolu.
Chtonnos¢ zywicy polimeryzowanej w obecnosci 10% diwinylobenzenu 1 15%
dodekanotiolu wynosita 8,5 ml toluenu na gram suchego polimeru, warto$¢ ta
byta dwukrotnie wigksza w poréwnaniu z chlonnoscia nierozgatgzionego
kopolimeru styrenu i diwinylobenzenu o stopniu usieciowania 2% 1 okoto
sze$ciokrotnie wigksza w poréwnaniu z chlonno$cia nierozgatezionego
kopolimeru styrenu i diwinylobenzenu o stopniu usieciowania 10%. W przypadku
syntezy porowatych kopolimeréw w obecnosci dodekanotiolu otrzymano zywice

0 znacznie mniejszej powierzchni wlasciwej. Powierzchnia wilasciwa polimeru
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zawierajacego 60% diwinylobenzenu zmniejszyta si¢ z okoto 550 [m?/g] do

ponizej 5 [m*/g] przy zawartosci dodekanotiolu powyzej 5%.

A
Gl (S8

C D

Rysunek 2 Schemat budowy Zywicy Zelowej (A), Zelowej — rozgalezionej (B), porowatej (C) i
porowatej — rozgalezionej (D) [10]

Inne polimery suspensyjne to na przyklad kopolimer styrenu
i dimetakrylanu  glicerolu [11], kopolimer metakrylanu glicydylu
zmodyfikowanego ligandem zawierajacym pirazol i1 dimetakrylanu glikolu
etylenowego [12]. Z kolei Frechet 1 wspotpracownicy syntetyzowali hydrofilowe
kopolimery suspensyjne metakrylanu glikolu polietylenowego i dimetakrylanu
glikolu etylenowego [13], metakrylanu tert-butylu i1 dimetakrylanu glikolu
etylenowego [14] czy metakrylanu hydroksyetylu i dimetakrylanu glikolu
etylenowego [14]. Metoda polimeryzacji suspensyjnej mozna rdéwniez
otrzymywac¢ polimery z odciskami molekularnymi. W tym celu do mieszaniny
reakcyjnej dodaje si¢ zwiazek stanowiacy matryce odcisku, ktory po skonczonej
reakcji polimeryzacji jest wymywany z produktu. Zhang i wspotpracownicy
opisali synteze kopolimeru 2-winylopirydyny 1 kwasu
2-akryloamido-2-metylosulfonowego usieciowanego trimetakrylanem

trimetylolopropanu z odciskiem molekularnym tyrozyny, ktéry byl stosowany
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jako selektywny sorbent [15]. Lai i wspotpracownicy syntetyzowali kopolimery
kwasu akrylowego wusieciowanego dimetakrylanem glikolu etylenowego
z odciskami 4-aminopirydyny [16].

Kolejna grupa polimeréw mozliwych do otrzymania metoda polimeryzacji
suspensyjnej sa polimery termoczute. Na temat syntezy w suspensji takich
termoczulych polimerdw usieciowanych znaleziono tylko trzy prace [17-19],
wszystkie dotycza syntezy metoda odwroconej polimeryzacji suspensyjnej, co
oznacza, zeé monomery i inicjator znajdowaty si¢ w fazie wodnej rozproszonej
w fazie organicznej stanowiacej fazg ciagta. W pracy [17] opisano syntez¢
poliNIPAAm usieciowanego N,N’-metylenobisakryloamidem oraz kopolimeru
NIPAAm z metakryloamidem usieciowanego rowniez MBA. Jako stabilizatora
suspensji  uzyto kopolimeru blokowego ABA, gdzie A to kwas
poli(hydroksystearynowy), a B to poli(tlenek etylenu). Faze ciagla stanowit
heptan, inicjatorem reakcji byt nadsiarczan potasu, ktory dodano do fazy wodne;j
zawierajacej monomery. Polimeryzacj¢ prowadzono przez 12 godzin
w temperaturze 70°C, otrzymany produkt oczyszczono przez odwirowanie
heptanu i przemycie woda. Ni i wspdlpracownicy [18] syntetyzowali kopolimer
NIPAAm 1 metakrylanu 2-hydroksyetylu usieciowany
N’N’-metylenobisakryloamidem. Stabilizatorami suspensji byly span 40 i1 span
80, fazg ciagla stanowil cykloheksan. Reakcja byla inicjowana w fazie wodnej za
pomoca nadsiarczanu amonu i N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaminy. Przez
pierwsza godzing polimeryzacji stopniowo zwigkszano temperaturg z 22 do 72°C,
a nastgpnie reakcje prowadzono przez 6 godzin w temperaturze 72°C. Otrzymany
produkt oczyszczono acetonem 1 woda. Praca [19] dotyczy syntezy
magnetycznych nanoczastek o skladzie: NIPAAm, Igepal CO-520, MBA,
ferrofluid. Stabilizatorem suspensji byt span 60. Reakcje polimeryzacji
zainicjowana przez nadsiarczan amonu i N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiaming
prowadzono przez 22 minuty, przy czym tylko przez pierwsze 2 minuty uktad

mieszano. Produkt oczyszczano acetonem, metanolem i woda.

1.1.1 Zastosowanie polimerow usieciowanych — polimery specjalne

Polimery specjalne to polimery maltotonazowe o specjalnych

wlasciwosciach znajdujace zastosowanie w rdéznych dziedzinach techniki.
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Szczegblna grupa tych polimeréw sa polimery usieciowane. W zastosowaniach
przemystowych, w ochronie §rodowiska czy w analizie chemicznej istotng ich
cecha jest mozliwos¢  wielokrotnego uzycia, wynikajaca z ich
nierozpuszczalnosci.

Polimery usieciowane stosuje si¢ jako sorbenty. Zastgpuje one wegle
aktywne 1 maja nad nimi t¢ przewagg, ze tatwo ulegaja regeneracji za pomoca
organicznych rozpuszczalnikow. Odzyskuja wtedy pierwotne wlasciwosci
sorpcyjne i nie wymagaja dodatkowej aktywacji. Do niespecyficznych sorbentow
polimerowych zalicza si¢ kopolimery styrenu i diwinylobenzenu. Najbardziej
znane to Amberlite XAD (Rohm & Haas Co.). Sorbenty specyficzne to
kopolimery EGDMA 1 estrow akrylowych. Polimerowe sorbenty stosuje si¢ przy
zatgzaniu zwiazkOdw organicznych, znajdujacych si¢ w $ladowych ilosciach
w wodzie, dla ich odzyskiwania lub analizy [20]. Stosuje si¢ je réwniez do
rozdzialu zwiazkéw organicznych, np. kwasoéw, fenoli 1 ich pochodnych [21].
W przemysle shuza migdzy innymi do oczyszczania wod $ciekowych [22],
roztworé6w cukrow od barwnych zanieczyszczen. Sorbenty stosuje sig¢ takze jako
wypetnienia kolumn chromatograficznych [3].

Polimery usieciowane stosuje si¢ takze jako wymieniacze jonowe.
Wymiana jondéw jest odwracalna i stechiometryczna, ale procesowi temu
towarzysza reakcje uboczne, przewaznie niestechiometryczne, a caly proces
nazywany jest sorpcja [3,23].

Podstawowe reakcje wymiany jonowej:
e Wymiana kationéw

RX™ +nAY > R(XA),+nY

e Wymiana anion6w

RX ™ + mBY " R(XY)n + mB

gdzie: R — sie¢ polimerowa, X — trwale zwiqzane z sieciq grupy jonoczynne, A/B —
ruchliwe kationy, tzw. przeciwjony grup jonoczynnych kationitu lub wspotjony
grup jonoczynnych anionitu, Y - ruchliwe aniony, n/m — odpowiednie

wartosciowosci kationitu i anionitu.

Polimer, w ktorym integralng czg$¢ sieci stanowia wbudowane

elektroujemne grupy jonoczynne i ktory ma zdolno$¢ wiazania ruchliwych
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przeciwjonéw — kationdbw z roztworu jest kationitem. Sie¢ polimerowa jest
wowczas anionem. W przypadku anionitow mamy do czynienia z odwrotng
sytuacja. Najwazniejsze kationity majace znaczenie uzytkowe to:

e stabo kwasowe z grupami: -OH (fenolowa), -COOH, -SH,

e silnie kwasowe z grupami: -SO3;H, -PO(OH)s.
Najwazniejsze anionity:

e stabo zasadowe z grupami: -NH, (aromatyczne i alifatyczne),

e $rednio zasadowe z grupami: =NH, -NR,

e silnie zasadowe z grupami: -N(R); OH'.

Najwazniejsze wlasciwosci jonitow zelowych to:
e stgzenie  grup  jonowymiennych  (tzw.  zdolno§¢  wymienna)
[mmol/g suchego polimeru] lub [mmol/ml spgcznionego jonitu],

e pegcznienie.

W przypadku jonitow o strukturze porowatej ich wiasciwosci opisuja ponadto
parametry charakterystyczne dla sorbentdéw:

e porowatosc,

e objctos¢ porow,

e powierzchnia wlasciwa.
Jonity o strukturze porowatej maja mniejsza pojemno$¢ wymienna i pgcznienie,
ale lepsza kinetyke sorpcji. Dla wszystkich jonitow charakterystyczna
wlasciwoscia jest rodzaj 1 stopien dysocjacji grup jonoczynnych [3].

Jonity maja zastosowanie przemystowe migdzy innymi do uzdatniania
wody [24], do odsalania sokéw cukrowniczych i ich odbarwiania [25], do
stabilizacji i odkwaszania win [26], odzyskiwania kwasu winowego, wydzielania
kwasu cytrynowego i mlekowego [3]. W literaturze opisano wiele polimeréow
z ligandami fosfonowymi [27-34], fosfinowymi [35-38], karboksylowymi [34],
sulfonowymi [27,28,30,33,35].

Jonity kompleksujace charakteryzuja si¢ wybiorcza zdolnoscia sorpcji
jednego jonu lub grupy jonéw wobec innych. Tworza one kompleksy (chelaty)
z metalami przez ligandy wbudowane do sieci polimerowej, a stgzenie

skompleksowanego metalu mozna oszacowa¢ na podstawie intensywnosci
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zabarwienia, jezeli kompleks absorbuje $wiatlo w zakresie widzialnym [3,39].
Ligandy moga by¢ wprowadzane na drodze kopolimeryzacji monomerow
funkcjonalnych ~ (monomery  winyloaromatyczne jak:  winyloimidazole,
winylopirazole 1 winylopirydyny, monomery winyloalifatyczne jak: dialliloaminy,
winyloaminy oraz monomery akrylowe i metakrylowe oraz ich pochodne),
modyfikowania kopolimeréw majacych grupy reaktywne, polimeryzacji
monomerdéw zawierajacych ligandy w sieci kopolimeréw (interpolimeryzacja,
kopolimeryzacja szczepiona chemicznie lub radiacyjnie) lub immobilizacji
hydrofobowych chelatujacych ekstrahentow podczas polimeryzacji lub po
polimeryzacji. Najwazniejsza metoda otrzymywania kompleksujacych jonitow
jest modyfikowanie kopolimeréw styrenu i diwinylobenzenu lub metakrylanu
glicydylu i dimetakrylanu glikolu etylenowego. Jonity kompleksujace stosuje si¢
w analityce 1 odzyskiwaniu cennych metali z rud, szlaméw i wdéd morskich oraz
sciekowych [3,40].

Jonity sa réwniez stosowane jako katalizatory kwasowe 1 zasadowe,
najnowoczesniejsze  katalizatory polimerowe posiadaja immobilizowane
kompleksy metali [41].

Polimery specjalne sa réwniez powszechnie stosowane jako nos$niki
substancji biologicznie czynnych. Do przylaczania bialek wykorzystuje si¢
wlasciwos$ci adsorpcyjne nosnika, wiazania jonowe i kowalencyjne z grupami
reaktywnymi nos$nikow. Najczesciej sa to kopolimery akrylowe usieciowane
dimetakrylanem glikolu etylenowego. Nosniki substancji biologicznie czynnych
zostang omowione w rozdziale o immobilizacji enzymow.

Nosniki polimerowe znalazty takze zastosowanie w chromatografii
powinowactwa, w ktérej wykorzystywane jest specyficzne oddziatywanie
zachodzace pomigdzy substancja  biologicznie czynna a ligandem
unieruchomionym na nos$niku [42,43].

Hydrozele, czyli materialy charakteryzujace si¢ bardzo duzym
pecznieniem w wodzie, otrzymywane z monomeréw hydrofilowych (akryloamid
1 jego pochodne, kwas akrylowy) i usieciowane hydrofilowym §rodkiem — N,N’-
metylenobisakryloamidem znalazly zastosowanie jako materialy powszechnego
uzytkowania i specjalne. Do pierwszej grupy zaliczamy mi¢dzy innymi materialy
higieny osobistej, ,,superabsorbenty” do uszczelniania w goérnictwie, wierceniach

geologicznych, budownictwie, fortyfikacjach gruntow przy pracach ziemnych,
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a takze preparaty do granulacji materiatow pylistych 1 pasz, gaszenia ognia
1 transportu palnych plyndow. Specjalne hydrozele to opatrunki przy leczeniu
oparzen 1 uszkodzen skory, szkta kontaktowe, nos$niki do kontrolowanego
uwalniania lekéw, immobilizacji enzymow, materialty chromatograficzne oraz

membrany do r6znych zastosowan [3,44].
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1.2 Termoczule polimery

Zele polimerowe reagujace skokowymi zmianami na niewielkie bodZce ze
srodowiska zewngtrznego nazywane sa czasem ‘inteligentnymi polimerami’
[45-49]. Polimery takie odpowiadaja na niewielkie zmiany temperatury, pola
elektrycznego, pH roztworu itd. Na poziomie mikrostruktury zmiany te powoduja
zmiang charakteru powierzchni z hydrofilowej na hydrofobowa i na odwrdt,
natomiast zmiany makroskopowe to wytracenie z roztworu w przypadku
liniowych kopolimeréw, gwattowna zmiana objgtosci w przypadku kopolimerow
usieciowanych, a takze zmiany zawarto$ci wody w przypadku hydrozeli [47].
Wrazliwo$¢ na bodzce jest powszechna cecha biopolimeréw znajdujacych si¢ w
organizmach zywych. Na podstawie obserwacji tych oddziatywan powstata idea
stworzenia syntetycznych analogow biopolimeroéw, ktorych wrazliwo$¢ mozna by
kontrolowa¢ [49]. Wrazliwe polimery ,rozpoznaja” bodziec jako sygnal do
gwalttownej zmiany swoich wlasciwosci fizycznych lub chemicznych, a ponadto
odpowiedz na dany bodziec jest proporcjonalna do jego intensywnosci. Wsrod
bodzcow stymulujacych polimery wyrdézniamy czynniki fizyczne takie jak:
temperatura, pole elektryczne i magnetyczne, oddzialywania mechaniczne oraz
czynniki chemiczne takie jak: pH, sita jonowa, oddziatywanie z czasteczkami
zwiazkow chemicznych. Polimery moga by¢ wrazliwe na jeden lub kilka
bodzcow jednoczesnie. Do najczescie] wykorzystywanych polimerow wrazliwych
naleza polimery termoczule, ze wzgledu na stosunkowo tatwy sposob
kontrolowania bodzca, jak 1 mozliwo$¢ stosowania ich w testach in vitro 1 in vivo.
Najczgsciej wykorzystywane formy polimerow to usieciowane lub odwracalne
hydrozele, micele lub zmodyfikowane powierzchnie [49].

Polimery termoczute charakteryzuja si¢ krytyczna temperatura
rozpuszczalnosci (critical solution temperature — CST), to jest temperatura,
w ktorej uktad polimer-rozpuszczalnik ulega przemianie fazowej. Jezeli ponizej
temperatury CST uklad polimer-rozpuszczalnik jest jednofazowy, natomiast
powyzej dochodzi do separacji faz, wowczas mamy do czynienia z ukladem,
ktory charakteryzuje si¢ dolng krytyczna temperatura rozpuszczalnosci (lower
critical solution temperature — LCST). W sytuacji odwrotnej uktad charakteryzuje

si¢ goérng krytyczna temperatura rozpuszczalno$ci (upper critical solution
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temperature — UCST). W wigkszo$ci zastosowan wykorzystuje si¢ polimery
rozpuszczalne w wodzie 1 posiadajace dolna krytyczna temperaturg
rozpuszczalnosci, do grupy tej zaliczamy migdzy innymi poli(N-podstawione
akryloamidy), przy czym podstawnikami moga by¢ na przyktad grupy
izopropylowe (rysunek 3a) [50], dietylowe (rysunek 3b) [51] czy
2-karboksyizopropylowe (rysunek 3c) [52], poli(N-akryloilo-N’-alkilopiperazyng)
(rysunek 3e) [53,54], poli(N-winyloizobutyloamid) [55] czy poli(winylometylo
eter) [56]. Polimerem wrazliwym na temperatur¢ oraz aktywnym optycznie jest

poli(N-(L)-(1-hydroksymetylo)propylometakryloamid (rysunek 3d) [57].
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Rysunek 3 Polimery charakteryzujqce si¢ dolnq krytyczng temperaturq rozpuszczalnosci
(LCST) [49]

Amfifilowe kopolimery blokowe charakteryzuja si¢ wrazliwa na
temperatur¢ micelizacja oraz tworza hydrozele powyzej krytycznej temperatury
zelowania [58]. Kopolimer blokowy poli(tlenku etylenu) i poli(tlenku propylenu)
(PEO-PPO-PEO) w temperaturze okoto 36°C przechodzi z zolu w Zel, natomiast
w temperaturze okolo 50°C z zelu w zol [59]. Wsérdd naturalnych polimerow

wrazliwo$¢ na temperatur¢ wykazuja na przyktad zelatyna [60] czy agaroza [61].
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Polimery te zeluja w roztworach wodnych podczas obnizania temperatury,
tancuchy tworza struktury helikalne, ktore oddziatywujac migdzy soba powoduja
fizyczne sieciowanie polimerow.

N-izopropyloakryloamid (NIPAAm) jest najczgsciej wykorzystywanym
monomerem do syntezy termoczutych polimerow. Jego historia sigga lat
pig¢édziesiatych ubiegltego wieku, kiedy Sprecht wraz z wspotpracownikami
uzyskali patenty: amerykanski 1 brytyjski [62-64]. Wlasciwosci roztworow
poli(N-izopropyloakryloamidu) oznaczanego w skrocie jako poli(NIPAAm),
zostaly opisane migdzy innymi w 1968 roku przez Heskins’a i Guillet’a [65].
W 1986 roku Pelton opublikowal raport na temat syntezy poli(NIPAAm) [45].
W 1992 roku Schild opracowal przeglad literatury dotyczacej syntezy
i zastosowania poli(NIPAAm) w latach 1956-1991 [50]. Od tej pory liczba
publikacji dotyczacych syntezy, charakterystyki i zastosowan termoczutych
hydrozeli opartych na NIPAAm sukcesywnie rosta.

Konformacja makroczasteczki w roztworze jest wynikiem oddzialywan
polimer-rozpuszczalnik i polimer-polimer. W dobrym rozpuszczalniku dominuja
oddziatywania polimer-rozpuszczalnik, czasteczki rozpuszczalnika solwatuja
fancuchy, a oddzialywania pomigdzy segmentami polimeru sa bardzo stabe.
W zlym rozpuszczalniku nastgpuje agregacja segmentéw polimeru, w wyniku
ktoérej tancuchy zblizaja si¢ do siebie silnie ze soba oddzialujac i tworza zwarty
kiebek [66].

Poli(N-izopropyloakryloamid), dla ktérego LCST wynosi okoto 30-33°C,
jest polimerem o stosunkowo prostej budowie opartej na hydrofobowym
szkielecie z silnie hydrofilowymi grupami amidowymi (-CONH;) podstawionymi
hydrofobowymi grupami izopropylowymi. Wrazliwo$¢ na temperatur¢ zwigzana
jest z  rownowaga  hydrofobowo-hydrofilowa  tancuchéw  polimeru.
W temperaturze ponizej LCST dominuja oddzialywania hydrofilowe, pomigdzy
grupami amidowymi i czasteczkami wody tworza si¢ wigzania wodorowe
(rysunek 4), liniowe polimery sa rozpuszczalne w wodzie, natomiast powyzej tej
temperatury nastepuje zwigkszenie oddziatywan hydrofobowych, zerwanie
wiazan wodorowych 1 wykluczenie wody z kigbkow polimerowych, co
w konsekwencji powoduje nierozpuszczalno$¢ polimeru w roztworach wodnych

[50,66].
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Rysunek 4 Schematyczne przedstawienie oddzialywan polimeru z czqstectkami wody na
przykladzie  kopolimeru N-izopropyloakryloamidu i metakryloilo(oksyetylo) fosforanu
usieciowanego dimetakrylanem glikolu etylenowego

Usieciowane polimery NIPAAm reaguja zmiang objgtoSci na zmiany
temperatury otoczenia, kurcza si¢ lub pecznieja odpowiednio powyzej 1 ponizej
temperatury, zwanej w tym przypadku objgtoSciowa temperatura przemiany
fazowej (volume phase transition temperature - VPTT). Zjawiska zachodzace
podczas zmian temperatury sa intensywnie badane i opisywane np. w [67-74].
W pracy [67] opisano metode konfokalnej mikroskopii skaningowej (laser
scanning confocal microscopy — LSCM) pozwalajace na bezposrednia obserwacje
wewngtrznej struktury zeli poliNIPAAm na przyktadzie NIPAAm usieciowanego
metylenobisakryloamidem. Techniki PMR [68] i NMR [69] wykorzystano do
oberwacji liniowego poli(NIPAAm) w temperaturze LCST. Ni i Zhua na
przyktadzie terpolimeru NIPAAm, N-tert-butyloamidu (NTBA) i1 akrylanu sodu
(SA) o réznym sktadzie, usieciowanym diakrylanem glikolu tetraetylenowego
badali chionno$¢ wody w zalezno$ci od temperatury [73]. Wyniki dla
kopolimeréw roznigcych si¢ zawartoscia monomeru NTBA przedstawiono na
rysunku 5. Im wigksza zawarto$¢ hydrofobowego NTBA tym mniejsza chtonno$¢

wody w temperaturze ponizej VPTT.
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Rysunek 5 Zaleinosé chlonnosci od temperatury dla hydrozeli o roinej zawartosci NTBA [73]

Wprowadzenie do polimeru grup hydrofilowych lub kopolimeryzacja

termoczutego monomeru z hydrofilowymi monomerami powoduje, ze zmniejsza

si¢ 1lo$¢ grup hydrofobowych 1 jednoczesnie polimer jest bardziej hydrofilowy.

W konsekwencji naladowane grupy na powierzchni polimeru silniej oddziatywuja

z czasteczkami wody, co prowadzi do podwyzszenia temperatury LCST

[70, 75,76]. Komonomery hydrofobowe obnizaja temperatur¢ LCST (rysunek 6)

[73].
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Rysunek 6 Wplyw ilosci NTBA na LCST Zelu [73]

Na kurczenie hydrozeli maja wplyw migdzy innymi sole. W przypadku
polielektrolitéw zmiana stgzenia soli w roztworze wpltywa glownie na
oddziatywania jonowe stabilizujace makroczasteczke. Proces ten jest zwiazany ze
zmiana sity jonowej roztworu. Jezeli mamy do czynienia z zelem niejonowym,
wowczas zwigkszenie st¢zenia soli wpltywa na miedzy- 1 wewnatrzczasteczkowe
wigzania wodorowe, oddzialywania polarne oraz hydrofobowe. Pomimo
przeprowadzonych ~ wielu  badan, mechanizm  wywolujacy  zmiany
hydrodynamicznych wtasciwosci pozostaje nieznany. Jest to spowodowane
faktem, ze w kazdym przypadku oddzialywania polimer — s61 mamy do czynienia
réwniez z woda, jako rozpuszczalnikiem. Taki uktad dazy do zminimalizowania
energii swobodnej zaréwno poprzez dynamiczne zmiany konformacji polimeru,
jak 1 zmiany struktury wody przy okreslonych st¢zeniach soli [77]. Niewielkie
ilosci soli powoduja obnizenie temperatury LCST (VPTT). Oproécz stezenia

istotne znaczenie maja rOwniez typ soli oraz warto§ciowos$¢ anionu. W pracy [78]
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opisano wplyw roznych soli na LCST poli(NIPAAm), wyniki przedstawiono na
ponizszych rysunkach 7 i 8.

— ——t—— __ Nal

HCI
Ki

KBr

NaF NaCl
KCI

CHCOONa
12 T T T T T 1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Salt concentration (mol/l)

Rysunek 7 Wplyw jednowartosciowych soli na LCST poli(N-izopropyloakryloamidu) [78]
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Rysunek 8 Wplyw wielowartosciowych soli na LCST poli(N-izopropyloakryloamidu) [78]
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Najwigkszy wplyw na poli(NIPAAm) wywiera fosforan sodu. St¢zenie
soli 0,2M powoduje obnizenie temperatury LCST o blisko 10°C. Sole metali dwu-
1 trojwarto§ciowych wywieraja wigkszy wpltyw na LCST w poréwnaniu z solami
metali jednowarto$ciowych. Efekt wysalania mozna tlumaczy¢ zmianami
w strukturze wody w otoczce hydratacyjnej polimeru oraz zmianami
w oddziatywaniach pomig¢dzy polimerem a rozpuszczalnikiem w obecnosci soli.
Elektrolit moze zaburzy¢ wysoce uporzadkowana strukturg¢ czasteczek wody
otaczajacych polimer. Powoduje to wzrost hydrofobowosci tancuchéw polimeru,

co w rezultacie powoduje obnizenie LCST [66,78].

1.2.1 Zastosowanie termoczulych polimerow

Zmiany zachodzace pod wplywem temperatury w obregbie fazy
polimerowej moga by¢ wykorzystane w wielu dziedzinach wspotczesnej chemii
1 technologii, czego przyktadem sa zastosowania takich polimerow w medycynie,
np. kontrolowane uwalnianie lekow [51,79-90] czy no$niki biatek i peptydow
[58,91,92]. W wigkszosci przypadkéw sa to termoczule hydrozele usieciowane
gléwnie N’N’-metylenobisakryloamidem [79-84], a takze
dihydroksyetylenobisakryloamidem [85] i dimetakrylanem glikolu etylenowego
[86] lub liniowe polimery poli(NIPAAm) [87-89]. Innym przyktadem jest
szczepienie liniowego poli(NIPAAm) na powierzchni kapsutek 1 sterowanie
uwalnianiem leku za pomoca otwierania/zamykania porow membrany kapsutki
dzigki rozklebieniu/ski¢bieniu liniowego poli(NIPAAm) ze zmianami temperatury
[89]. ,Inteligentne polimery” sa wykorzystywane ponadto w procesach
separacyjnych, np. odwadnianie roztworow biatek 1 innych

wielkoczasteczkowych substancji biologicznie czynnych [51,81,93].
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Rysunek 9 Odwadnianie roztworow bialek [93]

Na rysunku 9 przedstawiono dwa schematy odwadniania roztwordw biatek
zaproponowane przez dwie grupy badaczy. Na schemacie ,,a” przedstawiono
metode opracowana w grupie kierowanej przez Cusslera [93]. Roztwor biatka
wylewa sig¢ na nie spgczniony zel, ktory w efekcie pgcznieje absorbujac wode
1 matoczasteczkowe zwiazki. Nastepnie taki zel jest izolowany i regenerowany
przez zwigkszenie temperatury, co powoduje jego skurczenie i1 uwolnienie
maloczasteczkowych zwiazkow 1 wody. Po regeneracji zel moze by¢ uzyty

ponownie.
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Schemat ,b” przedstawia metode opracowana pod kierownictwem
Prausnitz’a. Ogolna zasada jest taka sama jak opisana w metodzie powyzej.
Roéznica polega na tym, ze oprocz odwadniania roztworu istotne jest rowniez
odzyskanie konkretnych substancji. Wiaze si¢ to z uzyciem zelu, ktéry jest
selektywny w stosunku do interesujacej nas substancji [93].

Fakt  zmiany  hydrofobowosci  polimeréw  bazujacych  na
N-izopropyloakryloamidzie =~ wykorzystano do rdéznicowania oddziatywan
zwiazkow organicznych takich jak steroidy i peptydy i powierzchni polimerdéw
w funkcji temperatury. Pozwolilo to na stworzenie nowej metody
chromatograficznej — thermal responsive chromatography (TRC), w ktore]
eluentem jest woda. Podsumowanie prac w tej dziedzinie ukazato si¢ niedawno
w [94]. Podczas rozdziatu peptydow, bialek i innych bioczasteczek unika si¢
stosowania rozpuszczalnikow organicznych ze wzgledu na ich denaturujace
wlasciwosci. Fazy stacjonarne zmodyfikowane poliNIPAAm maja wihasciwosci
hydrofilowe w nizszych temperaturach i hydrofobowe powyzej temperatury
LCST. Oddziatywanie eluowanych czasteczek z materialem wypelniajacym
kolumne chromatograficzna moze by¢ zmieniane za pomoca zmian temperatury,
zmniejszajac  lub  zwigkszajac temperatur¢ obserwuje si¢ odpowiednio
zwigkszenie lub zmniejszenie hydrofilowosci powierzchni fazy stacjonarne;.
W ten sposob prowadzono na przyktad rozdzial kwaséw organicznych [95],
steroidow 1 niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NSAIDs) - ibuprofenu,
ketoprofenu 1 naproksenu [96]. Rozdzial przeprowadzano na kolumnie
z wypehieniem krzemionkowym modyfikowanym kopolimerem
N-izopropyloakryloamidu, metakrylanu butylu i N,N-dimetyloaminopropylo-
akryloamidu. Powierzchnia fazy stacjonarnej byla wrazliwa na zmiany
temperatury (hydrofilowa/hydrofobowa) 1 pH (natadowana/nienatadowana).
Ponadto grupy jonoczynne byly obecne na powierzchni lub schowane pomigdzy
tancuchami, zaleznie od temperatury kolumny. Selektywno$¢ separacji i czas
retencji byly kontrolowane jedynie niewielkimi zmianami temperatury kolumny
chromatograficznej. Na rysunku 10 przedstawiono schematycznie oddziatywania
pomigdzy faza stacjonarng kolumny chromatograficznej a zdysocjowanym
1 niezdysocjowanym zwiazkiem. W tym przypadku przeprowadzano rozdziat
NSAIDs. Podczas elucji roztworem o pH 3.0 (ponizej pK, NSAIDs) wzrost

retencji obserwowano w temperaturze powyzej LCST 1 byl on wynikiem
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oddziatywan hydrofobowych pomigedzy czasteczkami NSAIDs a hydrofobowa
faza stacjonarng. Natomiast podczas elucji roztworem o pH 6.0 (powyzej pK,
NSAIDs) retencja zwigkszata si¢ ponizej LCST 1 byla wynikiem oddzialywan
elektrostatycznych ~ pomigdzy  zdysocjowanymi  czasteczkami ~ NSAIDs

1 hydrofilowa powierzchnia fazy stacjonarne;.

Undissociated samples (pH 3.0)

LCST>T LCST<T

s A

=

e T -

N
(a) Hydrophobic interaction
Dissociated samples (pH 6.0)
LCST>T LCST<T
O
% Flow
N

(b) Electrostatic interaction

Rysunek 10 Schemat oddzialywan pomiedzy fazq stacjonarnq a retentatem [96]

1.2.2 Termoczule jonity

Polimery z grupami zdolnymi do wymiany jonowej lub do chelatowania
metali sa stosowane do oczyszczania wody i §ciekdw, w analizie metali oraz w ich
wstgpnym zatgzaniu (np. metale przejsciowe, lantanowce, uran i tor). Niektore sa
wykorzystywane w procesach separacji metaloenzyméw lub jako nosniki dla
jonéw metali w katalizie.

W przeciwienstwie do opisanych w rozdziale 1.1.1 polimerowych

sorbentéw uzyskanie nowego rodzaju polimerowych jonitdéw/zywic chelatujacych
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o wilasciwos$ciach zaleznych od temperatury jest nowym zagadnieniem w chemii
polimeréw. W literaturze znaleziono nastgpujace przyklady syntezy takich
polimerow 1 badan ich  wlasciwosci, wszystkie prace pochodza
z ostatnich kilku lat [36-38,97-107]. Czg$¢ prac dotyczy liniowych kopolimerow
NIPAAm zawierajacych grupy fosfinowe [36-38], winyloimidazolowe [97],
kwasu akrylowego [97] czy iminodioctowego [97]. Na kopolimerach z grupami
fosfinowymi sorbowano La(Ill), Nd(III), Sm(III), Cu(Il), Ni(Il) i Co(Il) [36]
w zakresie pH od 3 do 6, przy czym stgzenie zaabsorbowanego metalu zwigkszyto
si¢ wraz ze zwigkszeniem pH i na przyktad dla lantanu wynosito 0,4-0,8 mmol/g
suchego kopolimeru, a dla miedzi 0,2-0,6 mmol/g suchego kopolimeru.
Kopolimery opisane w pracach [37,38] byty wykorzystane do flokulacji bakterii.
Z kolei na kopolimerach opisanych w [97] sorbowano Cu(II), Ni(II), Co(Il),
Pb(II) i Cd(ID).

W  pozostatych zaledwie kilku pracach prezentowane sa wyniki
doswiadczen prowadzonych z zastosowaniem usieciowanych
N’N’-metylenobisakryloamidem zywic, o wlasciwosciach zaleznych od
temperatury, zawierajacych w swoim skladzie mery jonoczynne takie jak
np. kwasu metakrylowego [98], akrylowego [103], 2-akrylamido-2-
metylo(propanosulfonowego) [103], 2-acetamido-sulfonowego [103] czy
z pierscieniem cyklamowym (1-akryloilo-1,4,8,11-tetraazacyklodekan) [104].
Na zywicach otrzymanych przez Lehto i wspolpracownikow badano sorpcje
Zn(Il), Ni(II) 1 Cr(Ill) w roznych warunkach pH 1 temperatury. Nie
zaobserwowano wplywu zmian struktury zywic spowodowanych zmianami
temperatury na sorpcj¢ metali [103]. Z kolei Kuckling badal wptyw nastepujacych
metali Cu(I), Ni(Il), Mn(II), Zn(II), Fe(IIl) i Na(I) na zachowanie si¢ polimeru z
zakresie temperatury od 10 do 75°C. Zaadsorbowane kationy miedzi i niklu
obnizaly temperatur¢ VPTT z 48°C (temperatura jonitu) do 36°C [104]. S tez
prace dotyczace syntezy i wlasciwosci zywic amfoterycznych [99], na ktorych
badano sorpcje AI(II) i zywic anionowych [105] oraz zywic z odciskiem
molekularnym metalu — z grupami kwasu metakrylowego z odciskiem
zawierajacym  otow(Il) [98,101] 1 wapn(ll) [98] oraz z grupami
N-(4-winylobenzylo)etylenodiaminy z odciskiem zawierajacym miedz(II) [106].
Zywice z odciskiem molekularnym wapnia wykorzystano do sorpcji Ca(Il).

Powinowactwo jondéw wapnia do jonitu bylo wigksze w wyzszych
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temperaturach [98]. Na jonicie z odciskiem molekularnym miedzi sorbowano
Cu(Il). W temperaturze 10°C sorpcja wynosita 0,008 mmol/g suchego
kopolimeru, a w 34°C 0,012 mmol/g suchego kopolimeru. Po sorpcji w 34°C
obnizono temperatur¢ do 10°C, stezenie zdesorbowanego metalu wynosito
0,004 mmol/g suchego kopolimeru [106]. Jedynie dwie prace dotycza
wlasciwosci  ekstrakcyjnych termoczulych polimeréow =z resztami kwasu
fosforowego [102,107]. Takeshita 1 Nakano [102] badali sorpcje lantanu (III)
i samaru (III) na kopolimerze NIPAAm—co-2-metakryloilo(oksyetylo) fosforan
(MEP) usieciowanym N,N’-metylenobisakryloamidem w zakresie temperatur
5-50°C i zaobserwowali wyrazne zwigkszenie logarytmu wspoétczynnika podziatu.
Dla lantanu logarytm wspodtczynnika podzialu w temperaturze 5°C wynosit
1,7, a w temperaturze 50°C 2,3. Grupa pod kierownictwem Tokuyamy [107]
badala sorpcj¢ miedzi (II) na kopolimerze NIPAAm-co-MEP usieciowanym
N,N’-metylenobisakryloamidem oraz na linlowym kopolimerze
NIPAAM-co-MEP. Sorpcj¢ miedzi na termoczutym Zelu prowadzono w trzech
cyklach, w temperaturze 30°C i 40°C. Srednie stgzenie jonéw miedzi
w temperaturze 30°C wynosito 0,016 mmol/g suchego kopolimeru, natomiast
w temperaturze 40°C 0,020 mmol/g suchego polimeru. Na podstawie tych
wynikow stwierdzono, ze adsorpcja miedzi moze by¢ sterowana temperatura.
Liniowy kopolimer NIPAAm-co-MEP postuzyl do oznaczenia pK grup
fosforanowych, uzyskane wartosci (pK;=6,92; pK,=10,80) poréwnano
z warto$ciami pK dla monomeru MEP (pK;=2,15; pK,=6,80) (rysunek 11).
Wykresy miareczkowania liniowego kopolimeru NIPAAm-co-MEP i monomeru

MEP przedstawiono na rysunku 12.
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Rysunek 11 Stosunki molowe zdysocjowanych grup fosforanowych w kopolimerze NIPAAm-co-
MEP (POLY) i w monomerze MEP (MEP monomer) w funkcji pH w temperaturze 25°C [107]
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Rysunek 12 Krzywe miareczkowania pH-metrycznego wodnych roztworow NIPAAm-co-MEP
(POLY) i monomeru MEP (MEP monomer) roztworem NaOH w temperaturze 25°C [107]
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Reszty  kwasow  fosforowego 1  fosfonowego (—OP(O)(OH),
1—PO(OH),) wydaja si¢ mie¢, jako kwasy wielozasadowe, posiadajace dodatkowo
zdolno$¢ koordynowania wielu jondw za pomoca tlenu fosforylowego,
najkorzystniejsze wlasciwosci do wykorzystania w polimerach skokowo
zmieniajacych objeto$¢ ze zmiang temperatury. Te whasciwosci to zachowywanie
zdolno$ci do wymiany jonowej w roztworach o umiarkowanej kwasowosci 1 duza
selektywno$¢ w stosunku do jondéw wielowartosciowych w tym lantanowcow
1 aktynowcow. Grupa fosforanowa, jak juz wspomniano powyzej, moze tworzy¢
silniejsze kompleksy w roztworach kwasowych niz grupy karboksylowe. Wynika
to z obecnosci trzeciego donorowego atomu tlenu oraz z polarnej natury wiazania
P=0, dzigki ktéremu mozliwa jest koordynacja metalu [31].

Istotna cecha termoczutego jonitu jest zmniejszona, na skutek oddziatywan
hydrofobowych, chtonno$¢ wody i objeto$¢ polimeru w temperaturze powyzej
okoto 34°C. Pozwala to na jednoczesne oddzialywanie (wymiane jonowa i/lub
koordynacje) pomigdzy sasiednimi grupami fosforanowymi
a wielowartosciowymi jonami, znajdujacymi si¢ w roztworze zewngtrznym.
Ponizej tej temperatury oddzialywania hydrofobowe sa slabsze i umozliwiaja
znaczne pgcznienie materialu w roztworach wodnych. Pgcznienie to powoduje
oddalenie si¢ grup jonowymiennych/koordynujacych od siebie i uniemozliwienie,
ze wzgledoéw sterycznych, wymiany jonowej i tworzenia komplekséw z jonami
wielowarto§ciowymi.

Rysunek 13 przedstawia wplyw temperatury na potozenie grup
jonoczynnych w zelu. Podczas ogrzewania nastepuje skurczenie i tym samym
odlegtos¢ pomigdzy grupami fosforanowymi ulega zmniejszeniu ulatwiajac

sorpcje metali [102].
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temperatura > LCST temperatura < LCST

Rysunek 13 Schematyczne przedstawienie polimeru o wlasciwosciach zaleznych od temperatury
[102]

Jony lantanowcow (III) jako twarde kwasy wykazuja duze powinowactwo
do tlenu 1 ligandow zawierajacych tlen 1 dlatego tez ulegaja hydratacji,
a w kompleksach w fazie statej czgsto w wewngtrznej sferze koordynacyjnej
zwiazane sa czasteczki wody poprzez pary elektronowe atoméw tlenu.

Liczba koordynacyjna Ln*" moze przyjmowaé rozne wartoéci, co jest
uzaleznione od wielkosci ligandu. Bardzo czgsto dla jondw lantanowcow lekkich
o wigkszym promieniu jonowym liczba koordynacyjna przyjmuje wartos$¢ 9, a dla
jondw lantanowcow cigzkich o mniejszym promieniu jonowym — warto$¢ 8.

Ze wzgledu na duza warto$¢ liczby koordynacyjnej, czgsto oprocz réoznych
ligandéw organicznych lub nieorganicznych, w sferze koordynacyjnej znajduja
si¢ czasteczki wody (woda koordynacyjna wewnatrzsferowa).

W silnie uwodnionych kompleksach lantanowcéw czasteczki wody moga
znajdowac sig zardbwno w sferze koordynacyjnej, jak i poza sfera koordynacyjna
(woda zewnatrzsferowa). Woda zewnatrzsferowa jest zwiazana wiazaniem

wodorowym z ligandami (takze z czasteczkami wody wewnatrzsferowej).
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W  roztworach wodnych mamy do czynienia z nieznana liczba
koordynowanych czasteczek wody 1 silng konkurencja wody z ligandami
[108,109].

Lantanowce wystepuja w poszczegdlnych mineratach w niewielkich
ilosciach, z reguly w postaci mieszanin, czgsto izomorficznych, dlatego ich
wydobycie 1 rozdzielenie jest trudne. W ciagu kilku ostatnich lat ukazato si¢ kilka
publikacji tyczacych rozdziatu lantanowcow i1 aktynowcoéw za pomoca wymiany
jonowej lub chelatowania na zywicach z ligandami fosfonowymi [27-29,110,111]
i fosfinowymi [112,113]. Badano rozdzial aktynowcow z roztworéw kwasu
azotowego 1 solnego [27, 111] oraz europu [28,29] i metali przejsciowych [28].
Na jonicie z grupami fosfinowymi [112,113] rozdzielano lantanowce. Rozdziat
lantanu(IIT) i europu(Ill) badano na zywicach polikondensacyjnych zawierajacych
katechol, rezorcyng i ich mieszaniny z 8-hydroksychinoling [114], a neodymu(III)
1 lantanu(Ill) na zywicach z grupami fosfonowymi, w ktorych zwigkszono
selektywno$¢ metoda wdrukowywania, w tym przypadku zastosowano odciski

molekularne neodymu [115].
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1.3 Immobilizacja enzymow

Immobilizacja polega na zwigzaniu biatkowego katalizatora ze statym
nierozpuszczalnym podlozem zwanym no$nikiem w taki sposob, aby enzym nie
stracit swojej aktywnosci katalitycznej. Oznacza to wlaczenie enzymu
w wyodrgbniona faze, oddzielona od fazy swobodnego roztworu, z zachowaniem
mozliwo$ci wymiany znajdujacych si¢ w obu fazach czasteczek substratu.
Immobilizacja stanowi wiaczenie enzymu w $rodowisko, w ktorym dostgp do
niego ma tylko pewna cz¢s¢ ogolnej objetosci roztworu. Enzymy immobilizuje si¢
metodami fizycznymi i chemicznymi. Metody fizycznej immobilizacji mozemy
podzieli¢ na cztery grupy [116-119]:

e adsorpcja na nierozpuszczalnych no$nikach,

e zamknigcie w zelu,

e przestrzenne oddzielenie enzymu potprzepuszczalna przegroda
(membrana) od mieszaniny reakcyjnej,

e wlaczenie rozpuszczalnego enzymu w dwufazowe Srodowisko

reakcyjne, w ktorym znajduje si¢ on tylko w jednej z faz.

Charakterystyczna cecha chemicznych metod immobilizacji jest powstanie
nowych wiazan kowalencyjnych, zwlaszcza migdzy biatkiem i nos$nikiem. Takie
polaczenie enzymu z nosnikiem zapewnia duza trwato$¢ preparatu. Ponadto
zmiany pH 1 temperatury w do$¢ szerokich granicach nie powoduja desorpcji
enzymu z no$nika i tym samym nie nast¢puje zanieczyszczenie koncowych
produktéw katalizowanej reakcji. Chemiczna modyfikacja enzyméw moze
prowadzi¢ do znacznych zmian witasciwosci, takich jak: swoisto§¢ substratowa,
aktywno$¢ katalityczna i trwatos¢ [116-120]. Wsréd metod kowalencyjnej
immobilizacji wyrézniamy:

e bezposrednie przytaczenie do nosnika,
e posrednie przylaczenie do nos$nika poprzez czynik sprzegajacy bedacy
zwigzkiem dwu- lub wielofunkcyjnym,

e sieciowanie.
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Bezposrednie przytaczenie do nos$nika zachodzi, gdy na powierzchni
no$nika sa obecne grupy funkcyjne zdolne do wstgpowania w reakcje chemiczne
z grupami funkcyjnymi enzymu z utworzeniem wiazan kowalencyjnych.

Posrednie przytaczenie do nosnika poprzez czynnik sprze¢gajacy powoduje
oddalenie czasteczki immobilizowanego enzymu od powierzchni nos$nika. Sposob
ten jest pozadany w sytuacji, w ktorej Scisly kontakt biatka
z nosnikiem moze spowodowaé niekorzystne zmiany mikrosrodowiska enzymu
oraz ograniczenia steryczne i dyfuzyjne. Dobor dlugosci czynnika sprzegajacego
(lub optymalnej mieszaniny czynnikow sprzggajacych o roznej dlugosci) moze
prowadzi¢ do zmiany cech katalitycznych immobilizowanego enzymu.

Wiele réznych mozliwosci kowalencyjnej immobilizacji enzymdw istnieje
roéwniez wowczas, gdy stosuje si¢ jedynie enzym i czynnik sieciujacy, a nosnik
jako ciato stale powstaje dopiero w procesie immobilizacji albo sam enzym staje
si¢ rownoczesnie nosnikiem. W  tych przypadkach mozna mowié
o kowalencyjnym ,,wszywaniu” czasteczki enzymu w rdzne typy sieci. Po
wprowadzeniu do roztworu enzymu dwufunkcyjnego czynnika sieciujacego,
poszczegolne czasteczki enzymu lacza si¢ migdzy soba tworzac mniej lub bardziej
zlozone agregaty o strukturze sieci, w ktorej jako wezly wystgpuja same

czasteczki enzymu [116-119].

Enzymy immobilizowane wykazuja wiele zalet takich jak mozliwo$¢
wielokrotnego uzycia lub wykorzystania w procesach ciaglych czy tatwos¢
wydzielania produktu 1 biokatalizatora z mieszaniny poreakcyjne;j.
Immobilizowane preparaty charakteryzuja si¢ przedtuzona stabilnoscia
katalityczng.  Stosowanie  immobilizowanych enzymoéw w  procesach
technologicznych jest bardziej ekonomiczne w poréwnaniu z kosztami proceséw
technologicznych wykorzystujacych natywne enzymy [116,117,121,122].

W poréwnaniu z natywnymi, immobilizowane enzymy sa bardziej
odporne na dziatanie podwyzszonej temperatury, inhibitorow i rozpuszczalnikow
organicznych. Immobilizacja powoduje, ze nie wystgpuja niektore
wielkoczasteczkowe procesy inaktywacji, takie jak agregacja 1 autoliza.
Unieruchomienie biokatalizatora na powierzchni lub wewnatrz nosnika powoduje
na ogot powstawanie wokot czasteczek enzymu ograniczen sterycznych, ktore

moga stanowi¢ ostong przed niekorzystnym oddziatywaniem czasteczek
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z zewngtrznego roztworu [119]. Immobilizacja moze spowodowaé rowniez
niekorzystne zmiany, takie jak zmniejszenie aktywno$ci, czy ograniczenie dyfuz;ji
substratow 1 produktow [123,124]. Przejawem tych zmian jest zwigkszenie statej
Michaelisa i zmniejszenie maksymalnej szybkosci reakcji enzymatycznej [127].
Zmniejszenie szybko$ci reakcji enzymatycznej spowodowane jest utrudnieniem
dostgpu do centrum aktywnego, powolnym transportem dyfuzyjnym substratu do

centrum aktywnego, a takze zmianami lokalnego pH [125,126].

Nosniki do immobilizacji enzymdéw powinny charakteryzowaé si¢ duza
trwalo$cia chemiczna 1 biologiczna, duza odpornoscia mechaniczna (przede
wszystkim na $cieranie), dostateczna przenikalno$cia dla enzymu i substratow,
duza powierzchnia wlasciwa, pojemno$cia i porowatoscia. Posta¢ fizyczna
no$nika  powinna gwarantowac mozliwo$é otrzymywania form
immobilizowanego enzymu dogodnych z technologicznego punktu widzenia
(np.: granulki, membrany). Ponadto no$niki powinny by¢ podatne na aktywacj¢
oraz wysoce hydrofilowe, aby reakcja immobilizacji mogla przebiegac
w $§rodowisku wodnym. Enzymy immobilizuje si¢ zardbwno na nieorganicznych
nos$nikach (szkto, materialty ceramiczne, tlenki metali, jak 1 na organicznych:
naturalnych polimerach (polisacharydy, bialtka, lipidy) lub syntetycznych
no$nikach (polimery styrenowe, akrylowe, poliamidowe, na bazie poli(alkoholu

winylowego), poliuretany) [120,127,128].

1.3.1 Adsorpcja

Immobilizacja nastgpuje w wyniku kontaktu wodnego roztworu enzymu
z nosnikiem. Po odmyciu nie zaadsorbowanego enzymu, preparat
immobilizowanego biokatalizatora jest gotowy do uzycia. Enzym mozna
immobilizowaé w sposéb statyczny. Nosnik wprowadza si¢ do wodnego roztworu
enzymu 1 pozostawia na pewien czas bez mieszania. Immobilizacja nastepuje
dzigki samorzutnej dyfuzji enzymu do powierzchni nosnika, a potem adsorpcji.
Bardziej wydajny proces zapewniajacy réwnomierne zapehlienie powierzchni
no$nika zaadsorbowanym enzymem to adsorpcja z mieszaniem. Nos$nik zawiesza
si¢ w roztworze enzymu i poddaje ciagtemu mieszaniu za pomoca mieszadia albo

na  wytrzasarce. Innym  sposobem  jest elektroosadzanie = enzymu
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na nos$niku — w roztworze enzymu zanurza si¢ dwie elektrody, a na powierzchni
jednej z nich umieszcza si¢ warstwg nosnika. Po wlaczeniu pradu czasteczki
enzymu o odpowiednim ladunku przemieszczaja si¢ w roztworze, w kierunku
elektrody z no$nikiem i osadzaja si¢ na jego powierzchni. W przypadku
preparatdow wykorzystywanych przemystowo enzym adsorbuje si¢ metoda
nanoszenia na kolumnie. Przez kolumng wypelniona nos$nikiem tworzacym
upakowane ztoze, przy uzyciu pompy w kierunku z géry w dot przepuszcza si¢
roztwor enzymu w warunkach ciagtej cyrkulacji. Sposob ten ma tg zaletg, Ze
umozliwia nanoszenie enzymu, przemywanie preparatu, a nast¢pnie prowadzenie
procesu enzymatycznego w tej samej kolumnie bez dodatkowych manipulacji
[116-119].

Metoda adsorpcji immobilizowano migdzy innymi trypsyn¢ na
kopolimerze styrenu i metakrylanu 2-hydroksyetylu [129]. Inwertazg
1 glukoamylaze immobilizowano wewnatrz alginianu sodu, przy czym inwertaza
byta zamykana w kapsutkach [130], a glukoamylaza we widknach [131].

Utrzymywanie zaadsorbowanej czasteczki enzymu na powierzchni
no$nika zapewniaja niespecyficzne oddziatywania van der Waalsa, oddzialywania
elektrostatyczne, wiazania wodorowe 1 oddziatywania hydrofobowe migdzy
nos$nikiem a grupami na powierzchni biatka. Oddziatywania moga by¢ na tyle
silne, ze adsorpcji towarzyszy¢ bedzie zniszczenie struktury biokatalizatora.

Przebieg procesu adsorpcji i trwato$¢ pofaczenia enzymu z no$nikiem
w znacznym stopniu sa zalezne od warunkow przeprowadzenia immobilizacji.
Adsorpcje enzymu warunkuja gtéwnie:

e powierzchnia wlasciwa i porowato$¢ nosnika,

e wartos$¢ pH,

e sila jonowa roztworu,

e stezenie enzymu w roztworze,

e temperatura prowadzenia procesu.

Pojemno$¢ adsorpcyjna nosnika jest proporcjonalna do jego powierzchni
wlasciwej. W odniesieniu do enzymdéw o prawidlowosci tej mozna mowi¢ tylko
w tym przypadku, gdy nosnik jest nieporowaty lub $rednica poréw jest o wiele

wigksza niz wymiary czasteczek biatka. Jezeli jednak pory nosnika sa mate, tak ze
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czasteczki enzymu nie moga si¢ w nich zmiesci¢, wowczas dla biatka dostgpna
jest tylko cze$¢ powierzchni, a wigc pojemno$¢ adsorpcyjna no$nika wzgledem
enzymu jest niewielka.

Duzy wplyw na wydajno$¢ adsorpcji enzymu na powierzchni nos$nika
wywiera odczyn §rodowiska, zwlaszcza jezeli adsorpcja zachodzi glownie dzigki
oddziatywaniom elektrostatycznym. Na no$nikach nie bgdacych wymieniaczami
jonowymi, maksymalna adsorpcje osiaga si¢ zwykle w punkcie izoelektrycznym
biatka.

Wartos¢ sity jonowej wplywa na trwatos$¢ potaczenia enzymu z no$nikiem.
Przy duzym st¢zeniu soli, obecne w roztworze jony wypieraja z powierzchni
no$nika czasteczki biatka przytaczone dzigki oddzialywaniom elektrostatycznym.
Zwigkszenie sily jonowej powoduje desorpcje enzymu.

Zwigkszanie stezenia enzymu w roztworze, z ktérego nastepuje adsorpcja,
powoduje, ze zwigksza si¢ i1los¢ enzymu zaadsorbowanego na nos$niku 1 wzrasta
katalityczna aktywno$¢ wiasciwa immobilizowanego preparatu. Liczba miejsc
przytaczania enzymu na powierzchni nosnika jest jednak ograniczona, a ponadto
miejsca te wykazuja niejednakowe powinowactwo wzgledem bialka.
Nastepstwem dalszego zwigkszania stezenia enzymu w roztworze moze by¢ to, ze
na pierwszej warstwie zaadsorbowanego enzymu moga si¢ tworzy¢ druga i dalsze
warstwy. Najwigksza aktywnos$¢ katalityczna beda wykazywaé zewngtrzne
warstwy zaadsorbowanego enzymu, w ktorych dyfuzja substratu w najmniejszym
stopniu bedzie ogranicza¢ szybko$¢ reakcji. ,,Przetadowanie” no$nika enzymem
powoduje, ze glebiej umieszczone warstwy zaadsorbowanego biokatalizatora sa
wyeliminowane ze strefy reakcji i w rezultacie ogo6lna efektywnos$¢ dziatania
preparatu zmniejsza sig.

Podwyzszenie temperatury wywiera dwojaki wptyw na proces adsorpcji
enzymow na no$niku. Silne ogrzewanie prowadzi do utraty aktywno$ci enzymu w
wyniku termicznej denaturacji czasteczki biatka, ale z drugiej strony proces
adsorpcji ulega przyspieszeniu, poniewaz zwigksza si¢ szybkos¢ dyfuzji
czasteczek enzymu do porow nosnika. Warto$¢ optymalnej temperatury zalezy od

charakteru adsorbowanego enzymu 1 powierzchni nosnika [119].

Istnieje kilka sposobow zwigkszenia efektywnos$ci taczenia si¢ enzymu

z nos$nikiem. Jednym z nich jest immobilizacja na nos$nikach wstepnie
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modyfikowanych. Wstepna modyfikacja nosnika powoduje w wielu przypadkach
znaczne zwigkszenie trwalo$ci przylaczenia enzymu, a takze niekiedy poprawe
wiasciwosci  katalitycznych biatka dzigki utworzeniu bardziej korzystnego
mikrosrodowiska. Nosnik mozna zmodyfikowaé poprzez traktowanie jonami
metali (np. Ti, Sn, Zr, V, Fe), traktowanie substancjami, ktorych czasteczki
zawieraja duza liczbe grup funkcyjnych, zdolnych do oddzialywania
z grupami na powierzchni czasteczki enzymu dzigki wigzaniom
elektrostatycznym i1 wodorowym, traktowanie substancjami hydrofobowymi,
zaadsorbowanie pojedynczej warstwy lipidu lub kowalencyjne przytaczenie do
powierzchni  nosnika  czasteczek  bedacych  specyficznymi  ligandami
immobilizowanego enzymu (adsorpcja afinitywna). Innym sposobem zwigkszenia
efektywnos$ci taczenia si¢ enzymu z nosnikiem jest immobilizacja wstgpnie
modyfikowanych enzymow [122].

Enzymy immobilizowane metoda adsorpcji sa podatne na wymywanie
z nos$nika podczas wielokrotnego uzycia. Jednym ze sposoboéw zapobiegajacych
wymywaniu jest sieciowanie warstwy zaadsorbowanego enzymu odczynnikiem
dwufunkcyjnym. W rezultacie na powierzchni no$nika powstaje jednolita btonka
zlozona z usieciowanych wzajemnie czasteczek enzymu. Jako czynnik sieciujacy
stosuje si¢ najcz¢sciej aldehyd glutarowy [132-134]. Aldehyd glutarowy reaguje
gwaltownie z grupami aminowymi w $rodowisku oboj¢tnym, przy czym w reakcji
uczestnicza grupy g-aminowe reszt lizylowych biatka. Wigkszo$¢ biatek zawiera
w swoim skladzie wiele reszt lizylowych, sa one umieszczone na powierzchni
1 nie uczestnicza w procesach katalizy. Z tego wzgledu sieciowanie biatek
aldehydem glutarowym nie niszczy konformacji biokatalizatora i w rezultacie nie
powinno obniza¢ jego aktywnosci katalitycznej [135]. W $rodowisku kwasowym
1 obojetnym aldehyd glutarowy jest mieszaning liniowego zwiazku, cyklicznego
hemiacetalu i cyklicznego oligomeru (rysunek 14). Kazda z tych form moze

reagowac z grupami g-aminowymi reszt lizylowych biatka.
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Rysunek 14 Reakcje aldehydu glutarowego 7 biatkami w srodowisku kwasowym i zasadowym
[135]

Sieciowanie aldehydem glutarowym w tagodnych  warunkach,
w temperaturze pokojowej i w pH 7 pozwala na aktywacj¢ pierwszorzgdowych
grup aminowych zaréwno nosnika, jak i biatka za pomoca tylko jednej czasteczki
aldehydu glutarowego [136].

Adsorpcja enzymow na no$nikach jest powszechnie stosowana metoda ze
wzgledu na dostgpnos¢ i stosunkowo niska ceng adsorbentow oraz na prostote
uzywanych procedur unieruchamiania. Adsorpcja czesto wiaze  si¢
z jednoczesnym oczyszczaniem enzymu, poniewaz laczenie si¢ Dbiatka
z nos$nikiem jest w wielu przypadkach dos¢ specyficzne. Otrzymywane preparaty
charakteryzuja si¢ jednak mata trwatoscia, ze wzglegdu wymywanie

biokatalizatora z preparatu [116-119].
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1.3.2 Immobilizacja kowalencyjna

Immobilizacja kowalencyjna polega na zwiazaniu biatkowego katalizatora
z nos$nikiem za pomoca wiazan chemicznych. W zalezno$ci od typu nosnika
mamy do czynienia z bezposrednia immobilizacja enzymu lub immobilizacja
poprzedzona aktywacja podtoza. Wsrdd nosnikow stosowanych bezposrednio do
immobilizacji wyr6ézniamy syntetyczne polimery z reaktywnymi grupami
epoksydowymi. Jednym z nich jest produkowany na skal¢ przemystowa
Eupergit® C — kopolimer metakryloamidu i metakrylanu glicydylu usieciowany
N,N’-metylenobisakryloamidem, na ktéorym immobilizowano migdzy innymi
lakkaze [137]. Niewatpliwa zaleta immobilizacji na no$niku tego typu jest prosta
procedura unieruchamiania enzymu. Schemat reakcji grup epoksydowych

z enzymem przedstawiono na rysunku 15.

‘O-CH2 _CH-CH, + H,N —@
o~

NOSNIK ENZYM

‘O-CHQ-CH(OH)-CHTNH @

NOSNIK Z IMMOBILIZOWANYM ENZYMEM

Rysunek 15 Schematyczne przedstawienie immobilizacji enzymu na nosniku z grupami
epoksydowymi [119]

Inne no$niki z grupami epoksydowymi pochodzacymi od metakrylanu
glicydylu to na przyktad kopolimery wymienionego monomeru z dimetakrylanem
1,3-butanodiolu [138] lub kwasem metakrylowym [139]. Na takich nos$nikach
immobilizowano migdzy innymi trypsyng [138] i glukoamylazg [139]. Nosnik
z grupami epoksydowymi mozna réwniez otrzyma¢ na drodze modyfikacji
polimeru posiadajacego grupy hydroksylowe za pomoca epichlorohydryny. Na

takim polimerze immobilizowano glukoamylazg [140].
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Nosniki posiadajace grupy aminowe, hydroksylowe czy karboksylowe
wymagaja aktywacji zanim zostana uzyte do immobilizacji biatek. Do aktywacji
grup aminowych wykorzystuje si¢ aldehyd glutarowy. Schemat aktywacji

1 immobilizacji przedstawiono na rysunku 16.

‘NH2 + CHO-(CH,);-CHO+ H,N- @

. ALDEHYD GLUTAROWY
NOSNIK ENZYM

‘N:CH-(CH2)3-CH:N@

NOSNIK Z IMMOBILIZOWANYM ENZYMEM

Rysunek 16 Schematyczne przedstawienie aktywacji i immobilizacji enzymu na nosniku
z grupami aminowymi [117]

Immobilizacja poprzez grupy aminowe z wykorzystaniem aldehydu
glutarowego jako czynnika sprzggajacego jest popularnym sposobem
unieruchamiania. W ten sposob byly immobilizowane migdzy innymi lakkaza
[141], trypsyna [142], glukoamylaza [143], a- i B-amylaza [143] czy ureaza [144].

Do aktywacji grup hydroksylowych czgsto wykorzystuje si¢ metode
Peppera [145], w ktorej czynnikiem sprz¢gajacym nos$nik 1 enzym jest
diwinylosulfon. W ten sposob immobilizowano migdzy innymi lakkaz¢ na
no$nikach celulozowych [141], glukoamylazg oraz o- i f-amylaze na nosnikach
akrylowych [143]. Schematycznie reakcje aktywacji 1 immobilizacji

przedstawiono na rysunku 17.
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‘OH + CH,=CH-SO,-CH=CH,+ H,N- @

DIWINYLOSULFON
NOSNIK l ENZYM

‘O'(CHz)z-Soz-(CHz)z-NH @

NOSNIK Z IMMOBILIZOWANYM ENZYMEM

Rysunek 17 Schematyczne przedstawienie aktywacji i immobilizacji enzymu na nosniku
z grupami hydroksylowymi [119]

Z kolei grupy karboksylowe mozna aktywowac¢ mig¢dzy innymi za pomoca

karbodiimidu, co schematycznie przedstawiono na rysunku 18.

‘COOH 4+ R;-N=C=N-R,+ H,N @

. KARBODIIMID
NOSNIK ENZYM

|
® &

NOSNIK Z IMMOBILIZOWANYM ENZYMEM

Rysunek 18 Schematyczne przedstawienie aktywacji i immobilizacji enzymu na nosniku
z grupami hydroksylowymi [146]

Metoda ta immobilizowano na polimerach akrylowych migdzy innymi
lakkazg [141], glukoamylazg¢ oraz a- i f-amylazeg [143].
Enzymy immobilizowane kowalencyjnie charakteryzuja si¢ duza

trwalo$cia, a zlozono$¢ 1 elastycznos¢ metod umozliwia otrzymywanie
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immobilizowanych enzyméw o S$cisle okreslonych 1 kontrolowanych
wiasciwos$ciach. Preparaty enzyméw immobilizowanych metodami chemicznymi
sa mniej przydatne przemystowo z uwagi na zlozonos$¢ i wysokie koszty

otrzymywania [116-119].

Jedynym lub gléwnym sktadnikiem kazdego enzymu jest biatko. Sktadniki
niebiatkowe to grupy prostetyczne o charakterze nieorganicznym lub
organicznym, lipidy (w lipoproteinach) i weglowodany (w glikoproteinach).
Chemiczne metody immobilizacji sa ukierunkowane na modyfikacj¢ biatkowej
czesci czasteczki enzymu. Czg$¢ ta zbudowana jest z aminokwasoéw potaczonych
wiazaniami peptydowymi. Zawarto$¢ roznych reszt aminokwasowych w réznych
biatkach jest bardzo podobna. Prawie polowg stanowia aminokwasy
z niepolarnymi lub stabo polarnymi grupami bocznymi. W rezultacie, dzigki
oddziatywaniom  hydrofobowym tancuchy polipeptydowe zwijaja  si¢
w globularne struktury, ktérych rdzen stanowia niepolarne fragmenty tancuchow
polipeptydowych, a warstwg zewngtrzna tworza czlony z grupami polarnymi
zdolnymi do dysocjacji, takimi jak: -SH, -OH, -COOH, -NH,. Pewna ilo$¢
ugrupowan hydrofobowych moze takze wystgpowa¢ na powierzchni, stanowia
one miejsca kontaktowe dla przylaczania substratow i (lub) miejsca wzajemnych
oddziatywan pomigdzy podjednostkami enzymu.

W immobilizacji kowalencyjnej powinny uczestniczy¢ tylko te grupy
funkcyjne, ktére nie odgrywaja istotnej roli dla katalitycznego dziatania enzymu,
tzw. grupy tarczowe. Grupy te powinny by¢ wysoce reaktywne, aby w miarg
mozliwosci zapewni¢ wybiorczos¢ reakcji modyfikacji, a takze jej przebieg
w tagodnych warunkach, nie powodujacych denaturacji. Ponadto grup tarczowych
powinno by¢ dostatecznie duzo, aby zapewni¢ mozliwo$¢ wprowadzenia nowych
wiazan chemicznych do czasteczki biatka, regulacji ich liczby i lokalizacji oraz
obnizenia w ten sposob prawdopodobienstwa modyfikacji aktywnych centréw
enzymow.

Najbardziej reaktywnymi grupami biatek sa grupy —SH cysteiny.
Znaczenie grup tiolowych biatka jako grup tarczowych w kowalencyjnej
immobilizacji nie jest jednak duze. Wynika to przede wszystkim z faktu, ze

zawarto$¢ cysteiny w biatkach jest na og6t niewielka. Bardzo czgsto w biatkach
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w ogole nie wystepuja wolne grupy tiolowe, poniewaz uczestnicza one
w tworzeniu mostkow disiarczkowych stabilizujacych strukturg enzymow.

Najczeséciej do immobilizacji kowalencyjnej wykorzystuje si¢ grupy
aminowe biatka. Grup tych jest w biatku do$¢ duzo i1 sa one wysoce reaktywne.
Wigkszos¢ grup aminowych odgrywa drugorz¢dna rolg w utrzymywaniu struktury
1 petnieniu katalitycznej funkcji enzymoéw. Wazna wlasciwoscia grup aminowych
jest zdolno$¢ do protonizacji (pK 9-10), zapewniajaca w warunkach
fizjologicznych wystgpowanie na powierzchni biatek fadunkéw dodatnich, ktore
oddziatywuja z jonami o przeciwnym tadunku, znajdujacymi si¢ w roztworze lub
z ujemnie natadowanymi grupami karboksylowymi biatka.

W  kowalencyjnej immobilizacji moga ponadto uczestniczy¢ grupy
imidazolowe histydyny, guanidynowe argininy, wodorotlenowe seryny, tyrozyny
1 treoniny, a takze niebiatkowe sktadniki enzymu lub uktadu reakcyjnego,
zwlaszcza woda. Reaktywno$¢ danych grup biatka w duzym stopniu zalezy od
warunkow, takich jak: charakter rozpuszczalnika, pH $rodowiska, temperatura.
Struktury bialkowe sa na og6t bardzo labilne i ogromna liczba czynnikow, w tym
chemicznych, powoduje denaturacjeg i inaktywacj¢ enzymow [119].

Immobilizacja wywoluje niebezpieczenstwo przytaczenia do nos$nika
biatka o konformacji rézniacej si¢ od natywnej. Aktywnos$¢ katalityczna enzymu
moze si¢ wowczas istotnie zmieni¢ lub w ogole zaniknaé. Stosujac fizyczne
metody badan, takie jak: spektrofotometria, fluorescencja czy MRI mozna bada¢
struktury immobilizowanych enzyméw. Na og6t przestrzenna struktura enzymu
pozostaje niezmieniona w wyniku immobilizacji. Jezeli jednak wystgpuja roéznice
konformacji enzymu natywnego 1 immobilizowanego, woOwczas sa one
spowodowane przez jedna z trzech przyczyn:

e chemiczna modyfikacj¢ grup funkcyjnych biatka, warunkujacych
strukture, ale nie bioracych udzialu w samej immobilizacji,

e nieswoistymi oddziatywaniami (elektrostatyczne, hydrofobowe, wigzania
wodorowe) migdzy enzymem i nosnikiem, prowadzacymi do denaturacji,

e duza liczba wiazan migdzy enzymem 1 no$nikiem.

Chemicznej modyfikacji grup funkcyjnych biatka mozna zapobiec poprzez
dobor odpowiedniej metody immobilizacji, zachowujacej wyzej wymienione

grupy funkcyjne biatka w stanie niezmienionym lub dodanie substratu lub
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wprowadzenie innego swoistego ligandu, co czg¢sto powoduje ochrong enzymu
przed inaktywacja w stadium immobilizacji.

W celu zmniejszenia nieswoistych oddziatywan pomigdzy enzymem
i nos$nikiem mozna zastapi¢ dany nos$nik innym, nieczynnym wzgledem
immobilizowanego  biatka  (np.  nosnikiem  polisacharydowym  lub
poliakryloamidowym) lub oddali¢ czasteczki biatka od powierzchni no$nika przez
zastosowanie czynnika sprze¢gajacego podczas immobilizacji.

W wyniku immobilizacji moze powsta¢ rowniez taka sytuacja, ze
konformacja enzymu praktycznie nie zmienia sig, ale zostaje naruszona dynamika
zmian konformacyjnych biatka spowodowana duza liczba wiazan migdzy
enzymem 1 no$nikiem. W przypadku biatek zwiazanych z no$nikiem zmiany
konformacyjne niezbgdne dla procesu katalizy moga ulec spowolnieniu, moze
zmniejszy¢ si¢ liczba stadidow konformacyjnych i intensywnos$¢ ich przebiegu.
W takim wypadku konieczne jest przeprowadzenie immobilizacji enzymu na
nieczynnym no$niku [119].

Jezeli czasteczka enzymu znajduje si¢ na powierzchni lub wewnatrz
czastki nosnika, wowczas dla przebiegu reakcji enzymatycznej konieczne jest,
aby:

e czasteczka substratu zblizyla si¢ do czastki no$nika,

e czasteczka substratu przedyfundowata do czastki nosnika.

Zaleznie od stosunku szybkos$ci dyfuzji do szybkosci reakcji katalizowane;j
przez enzym mamy do czynienia z nast¢pujacymi przypadkami kontrolowania
procesu katalizy:

e kontrola przez dyfuzj¢ zewngtrzna,
e kontrola przez dyfuzj¢ wewngtrzna,

e kataliza kontrolowana kinetycznie.

W przypadku katalizy kontrolowanej przez dyfuzje zewngtrzna reakcja
enzymatyczna w powierzchniowych warstwach czastki nos$nika przebiega
szybciej niz substrat z roztworu dochodzi do powierzchni, w wyniku tego
w krotkim czasie wokot czastki no$nika powstaje strefa zubozona w substrat.

W rezultacie, obserwowana szybko$¢ reakcji enzymatycznej immobilizowanego
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preparatu bedzie zalezna od szybko$ci przenoszenia masy substratu do czastki
no$nika.

W katalizie kontrolowanej przez dyfuzje wewngtrzng przenoszenie masy
substratu zachodzi szybciej niz reakcja enzymatyczna na powierzchni czastki
nos$nika. Gdy rozmiary czastek nosnika sa duze, a enzym bardzo aktywny (lub
jego zaggszczenie wewnatrz czastki nos$nika jest bardzo duze), woéwczas
praktycznie caly substrat zostaje zuzyty juz w warstwach zblizonych do
powierzchni no$nika, a obszary glgbiej polozone beda zubozone
W substrat.

W przypadku katalizy kontrolowanej kinetycznie dyfuzja substratu
zarbwno do warstwy zewngtrznej, jak i do wewngtrznych obszaréw czastki
nos$nika przebiega z dostateczna szybkoscia. W tej sytuacji ogdlna szybkosé

przemiany substratu zalezy bezposrednio od szybkosci reakcji enzymatyczne;j.

Przestrzenna sie¢ no$nika, w ktorej znajduje si¢ immobilizowany enzym,
moze stanowi¢ przeszkod¢ w przemieszczaniu si¢ czasteczek substratu, na
przyktad czysto mechaniczna. W rezultacie aktywne centra czgsci czasteczek
enzymu sa niedostepne dla substratu. Powoduje to, ze ilo§¢ enzymu dostgpna dla
substratu jest mniejsza niz jego rzeczywista ilos§¢ w preparacie i prowadzi do
zmniejszenia obserwowanej szybkosci reakcji enzymatycznej. Takie zmniejszenie
aktywnosci katalitycznej immobilizowanego enzymu przejawia si¢ zwlaszcza

w przypadku substratow wielkoczasteczkowych [119].

Od enzymoéw wymaga sig, aby dzialaly w podwyzszonych temperaturach,
w skrajnych warto$ciach pH, w obecnosci duzych stgzen rozpuszczalnikow
organicznych lub substancji powierzchniowo czynnych. Natywne enzymy
odznaczaja si¢ jednak bardzo mata stabilno$cia. Standardowa energia swobodna
natywnej konformacji w normalnych warunkach (temperatura pokojowa,
fizjologiczne warto$ci pH, normalne cis$nienie, okreslony sktad srodowiska) jest
na ogo6t tylko o 20-60 kJ/mol mniejsza od energii swobodnej fazy zdenaturowane;.
Odpowiada to energii zaledwie kilku wigzan wodorowych i z tego wzgledu, nawet
niewielkie odchylenia warunkéw zewngtrznych od tych, w jakich enzym dziata
w mikrosrodowisku komorki, moga by¢ wystarczajace dla naruszenia jego

struktury 1 funkcji, to jest do inaktywacji.
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Oddziatywania fizyczne to =zmiana temperatury, promieniowanie
(y lub rentgenowskie), ultradzwigki, adsorpcja na powierzchni granicznej faz.
Inaktywacja chemiczna moze by¢ spowodowana np. przez tugi lub kwasy,
substancje powierzchniowo czynne, rozpuszczalniki organiczne, mocznik
i chlorek guanidyny, niektdre czynniki utleniajace (np. tlen, nadtlenek wodoru)
i redukujace (np. tiole, jony metali), a takze przez niektore enzymy

(np. proteazy, kinazy biatkowe) [116-119].

Wsréd molekularnych mechanizmow inaktywacji enzymoéw wyrdzniamy:
e agregacje,
e zmiang struktury pierwszorzgdowe;j,
e desorpcje kofaktora z aktywnego centrum enzymu,
e dysocjacj¢ oligomerycznych biatek na podjednostki,
e adsorpcje biatka na Sciankach naczynia reakcyjnego,
e inaktywacj¢ w strumieniu cieczy,

¢ nieodwracalne zmiany konformacji (nieodwracalna denaturacja).

Agregacja jest czesto wynikiem dtugotrwalej inkubacji roztworu enzymu
w podwyzszonej temperaturze, skrajnych warto$ciach pH, w obecnos$ci
chemicznych czynnikow denaturujacych. Decydujace znaczenie ma jednak
stezenie biatka. Zwigkszenie stezenia biatka prowadzi do zwigkszenia szybkosci
agregacji 1 wielkoSci powstajacych agregatow, a takze przyspieszenia inaktywacji
w ogole. Agregaty biatlkowe na ogdt tworza si¢ w wyniku stabych oddzialtywan,
takich jak oddzialywania hydrofobowe i wiazania wodorowe. Zmiany wielkosci
i ksztattu agregatow prowadza az do utworzenia odrgbnej fazy - osadow biatka.
Zmiana  struktury pierwszorzegdowej moze by¢ spowodowana
nastepujacymi czynnikami:
— hydroliza wiazan peptydowych, proteoliza i autoliza,
— utlenianiem grup funkcyjnych enzymu,
— rozktadem wiazan disiarczkowych w biatkach,
— chemiczna modyfikacja grup tiolowych enzymow, uczestniczacych
w katalizie,

— fosforylacja biatek in vivo,
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»samobojcza” inaktywacja,
— radiacyjng inaktywacja enzymow,
— recemizacja aminokwasow w biatkach.

W sklad aktywnych centréw wielu enzyméw wchodza atomy metali,
klastry metalosiarkowe i inne niekowalencyjnie przylaczone grupy prostetyczne
(kofaktory). Ogrzewanie, dziatanie niektorych odczynnikow chemicznych
(np. chelatujacych), dializa i inne procedury, ktére zmieniaja rownowage migdzy
kofaktorem zwiazanym z biatkiem i forma niezwiazana, moga powodowac, ze
kofaktory dysocjuja z centréw aktywnych enzyméw do roztworu. W takim
przypadku moze nastapi¢ samorzutna reaktywacja enzymu po dodaniu nadmiaru
kofaktora, ale tylko w przypadku, jesli usuni¢ciu kofaktora nie towarzyszyly
znaczne zmiany konformacji biatka. W przeciwnym wypadku inaktywacja
enzymu jest nieodwracalna.

Dysocjacj¢ oligomerycznych biatek na podjednostki powoduje wiele
czynnikow denaturujacych (np. mocznik, detergenty, kwasy, ogrzewanie). Ten
rodzaj inaktywacji jest w zasadzie odwracalny.

W wyniku adsorpcji biatka na §ciankach naczyniach reakcyjnego nastgpuje
zmniejszenie stgzenia biatka w roztworze reakcyjnym. Powierzchnia naczynia
reakcyjnego nie jest catkowicie oboj¢tna wzgledem biatka. Na powierzchni szkta
na przyktad, znajduja si¢ grupy obdarzone tadunkiem oraz potencjalne donory
1 akceptory wiazan wodorowych, dlatego tez na takiej powierzchni mozliwa jest
adsorpcja  enzymoé6w  dzigki  wystepowaniu  stabych  oddzialywan
niekowalencyjnych.

Inaktywacja w strumieniu cieczy dotyczy procesOw enzymatycznych
prowadzonych w reaktorach przeptywowych. Prawdopodobnie w strumieniu
cieczy nastepuje mechaniczna deformacja czasteczek biatka.

Nieodwracalne zmiany konformacji sa wynikiem dzialania czynnikow
denaturujacych. Wiazania niekowalencyjne utrzymujace natywna strukturg biatka
ulegaja  rozerwaniu, powstaja takze inne, ,nienatywne”  wiazania
niekowalencyjne. Po obnizeniu temperatury zmniejsza si¢ ruchliwo$¢ konformacji
czasteczki biatka 1 w rezultacie ,,nienatywne” wigzania niekowalencyjne zostaja
zachowane. Bialko zostaje ,zamrozone” w stanie nieodwracalnie

zdenaturowanym [119].
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Stabilizacja enzymoéw po immobilizacji wynika 2z nastepujacych
powodow:
e zmiany konformacji immobilizowanego enzymu w pordwnaniu ze
struktura enzymu natywnego,
e zmiany mikrosrodowiska wokot czasteczki enzymu,

e usztywnienia natywnej konformacji czasteczki biatka.

Immobilizacja na (lub w) no$niku powoduje na ogdt powstawanie wokot
czasteczek enzymu ograniczen sterycznych, ktore stanowia ostong przed
oddziatywaniem czasteczek z zewngtrznego roztworu. Immobilizowane biatka sa
bardziej odporne niz natywne na inaktywacje¢ w strumieniu cieczy.
Nos$nik mechanicznie chroni czasteczki enzymow przed deformacja w strumieniu,
speliajac rolg swego rodzaju amortyzatora.

Wielopunktowe niekowalencyjne oddziatywanie enzymu
z nosnikiem — czasteczki biatka moga taczy¢ si¢ z no$nikami, na powierzchni
ktérych wystepuja grupy natadowane, hydrofobowe i polarne, dzigki stosunkowo
stabym oddziatywaniom elektrostatycznym i hydrofobowym oraz wiazaniom
wodorowym. Dodatkowym warunkiem jest uzycie stezonych zeli polimerowych
jako no$nika, poniewaz tancuchy takiego zelu beda otacza¢ ze wszystkich stron
czasteczke biatka. Uktad ten nie jest jednak pozbawiony wad. Czastki zelu maja
sklonno§¢ do pecznienia w wodzie, co prowadzi do obnizenia st¢zenia
polimerowych tancuchéw w zelu. W rezultacie efekt stabilizacji zamknigtego
W nim enzymu moze si¢ zmniejszac¢, a nawet zanikac.

Wielopunktowe kowalencyjne przylaczanie enzymu do powierzchni
nos$nika — immobilizacja na no$niku poprzez utworzenie duzej liczby wiazan
kowalencyjnych.

Wewnatrzczasteczkowe sieciowanie enzymu odczynnikami
dwufunkcyjnymi — taka modyfikacja enzymu powinna prowadzi¢ do natozenia
wewnatrzczasteczkowych wiazan poprzecznych na globularng czasteczke biatka

[116,117,119].
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1.3.3 Immobilizacja enzymow na termoczulych polimerach

Immobilizacja enzyméw w termoczulych zelach powoduje, ze zmiany
konformacji polimeru wywotane zmianami temperatury otoczenia moga miec
wpltyw na aktywno$¢ enzymu oraz na dostgpno$¢ enzymu dla substratu.
W przypadku nos$nikow do immobilizacji enzymoéw istotne sa zmiany objgtosci
poréw otrzymanych polimerow spowodowane zmiang temperatury. Przewiduje
sig, ze proces ten moze mie¢ wplyw na specyficzno$¢ substratowa preparatu,
tzn. w temperaturze powyzej VPTT, gdy nosnik jest skurczony i1 pory sa male,
preferowany bedzie substrat matoczasteczkowy, substrat wielkoczasteczkowy
moze mie¢ trudnoSci w dotarciu do centrum aktywnego enzymu
immobilizowanego na nos$niku. W temperaturze ponizej VPTT, no$nik jest
rozkurczony 1 pory sa duze, centrum aktywne enzymu bedzie zatem dostepne dla

substratu wielkoczasteczkowego [147,148].

Pierwszy raport dotyczacy oddzialywania bioczasteczek z zelem
poli(NIPAAm) opublikowat Kawaguchi na poczatku lat dziewigcédziesiatych
ubiegltego wieku [149]. Zespot badat sorpcje i desorpcje ludzkiej gamma-
globuliny w réznych temperaturach. Wiazanie si¢ bioczasteczek z zelem byto
wynikiem oddzialywan hydrofobowych pomigdzy biatkiem a grupami
izopropylowymi polimeru i zachodzilo w temperaturze 40°C, powyzej VPTT
zelu.

Par¢ lat pozniej, Shiroya i1 wspolpracownicy przeprowadzili serig
doswiadczen, w ktorych szczepili trypsyng i peroksydaze¢ na zelu poli(NIPAAm).
Aktywno$¢ enzymu zmniejszata si¢, kiedy temperatura rosta powyzej VPTT.
Skurczenie zelu powodowato utrudniony dostgp substratu do enzymu, ktéry
dodatkowo byl zamykany przez zblizajace si¢ do siebie polimerowe tancuchy
(rysunek 19). Aktywno$¢ enzymu przytaczonego do nosnika z wbudowaniem
,ramienia przestrzennego”, ktorego role petnit glikol polietylenowy, nie zalezata

od temperatury (rysunek 20) [150].
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Rysunek 19 Powierzchnia mikrosfery poli(tNIPAAm) [150]

Rysunek 20 Powierzchnia mikrosfery poliitNIPAAm) 7 wbudowanym ,,ramieniem
przestrzennym” PEG [150]

W 1997 roku Yasui opisal kolejne badania dotyczace aktywnosci
enzymatycznej sterowanej temperatura. Trypsyng przyczepiona do koncéw
tancuchow poli(NIPAAm) immobilizowano na powierzchni no$nika, do ktorego
przyczepione byly réwniez tancuchy poli(NIPAAm) bez enzymu. Uktad
charakteryzowat si¢ dwiema temperaturami VPTT. Lancuchy poli(NIPAAm) bez
enzymu miaty nizsza temperatur¢ VPTT niz tancuchy zakonczone trypsyna.
Aktywno$¢ enzymu wzrastata, kiedy ,,puste” tancuchy poli(NIPAAm) byty
skurczone. W temperaturze ponizej VPTT ,pustych” tancuchéw enzym byt

otoczony poli N-izopropyloakryloamidem, co utrudnialo transport substratu

(rysunek 21) [151].
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30°C <T<38C

ICLT

Rysunek 21 Powierzchnia polimeru w roZnej temperaturze [151]

Trypsyna byla rowniez immobilizowana kowalencyjnie na magnetycznym
termoczulym kopolimerze N-izopropyloakryloamidu i kwasu akrylowego,
usieciowanym N,N’-metylenobisakryloamidem [152]. Wydajnos¢ immobilizacji
dla biatka byta duza, a zwiazany enzym byl aktywny.

Inny enzym immobilizowany na magnetycznym termoczulym zelu to
inwertaza [153]. W pracy opisano immobilizacj¢ enzymu i y—Fe;Os; na
kopolimerze N-izopropyloakryloamidu i akryloamidu. Aktywno$¢ otrzymanego
preparatu badano na kolumnie poddawanej oddzialywaniom pola magnetycznego.
Temperatur¢ kolumny zwigkszano w zakresie 24-56°C. Wpltyw pola
magnetycznego powodowal poczatkowo zwigkszenie stgzenia cukrow
redukujacych (produktow hydrolizy) w roztworze odbieranym z kolumny,
a nastgpnie obserwowano zmniejszenie stezenia produktu, poniewaz w wyniku
ogrzewania zel kurczyt si¢. Poczatkowe zwigkszenie stezenia produktu mogto by¢
spowodowane przyspieszeniem reakcji enzymatycznej w podwyzszonej

temperaturze oraz ,,wypychaniem” produktu z kurczacego sig zelu.
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Glukoamylaza rowniez byta immobilizowana na termoczulych
polimerach. Japonscy naukowcy pod kierownictwem Ohtani’ego zbadali wptyw
rozmiar6w poréw zelu poli(NIPAAm) na hydroliz¢ skrobi. Enzym zostat
zaimmobilizowany podczas polimeryzacji NIPAAm i MBA. Skrobia jest
substratem zbudowanym z amylopektyny, amylozy 1 glukozy. Amylopektyna
1 amyloza sa zwiazkami wielkoczasteczkowymi, przy czym czasteczki
amylopektyny  sa  wigksze. = Natomiast  glukoza  jest  zwiazkiem
maloczasteczkowym. Reakcj¢ hydrolizy prowadzono w dwoch temperaturach:
20 1 30°C. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze szybko$¢
hydrolizy amylopektyny byta wigksza w temperaturze 20°C niz 30°C.
W przypadku amylozy zaobserwowano odwrotng zalezno$¢. Wymiar poréw zelu
poli(NIPAAm) jest mniejszy w wyzszych temperaturach i wigkszy w nizszych
temperaturach, wptywa to na dostgpnos¢ enzymu dla substratu [147].

W podobny sposob glukoamylaza byla immobilizowana przez zespot
Kato. W trakcie kopolimeryzacji NIPAAm 1 akryloamidu sieciowanego MBA
enzym byl unieruchamiany w Zelu. Nastgpnie badano wpltyw temperatury na
zachowanie si¢ zelu i aktywno$¢ glukoamylazy [148]. Badano reakcje odwrotnej
hydrolizy, tzn. glukoamylaza katalizowala reakcje syntezy izomaltozy z glukozy.
W temperaturze 50°C 1 przy wigkszych stgzeniach substratu uzyskane stgzenie
bylo wigksze.

Enzymy immobilizowano rowniez na nieusieciowanych termoczutych
polimerach NIPAAm. Zesp6t Liu przeprowadzil syntez¢ kopolimeru NIPAAm
1 N-akryloiloimidu kwasu bursztynowego i zbadal zastosowanie otrzymanego
polimeru do immobilizacji kowalencyjnej termolizyny. Termoczute wtasciwosci
zostaty wykorzystane podczas oddzielania enzymu ze srodowiska reakcji — enzym
wytracano z roztworu zwigkszajac temperatur¢ powyzej LCST polimeru [154].
Chen 1 Hoffman [155] zsyntetyzowali Zel poli(N-izopropyloakryloamidowy),
ktérego tancuchy zakonczone byly grupami karboksylowymi, a nastgpnie
immobilizowali ~ kowalencyjnie  glukozydazg. = Otrzymali  termoczuly,
rozpuszczalny w wodzie zel z enzymem immobilizowanym na koncu kazdego
fancucha. Reakcje z substratem prowadzono w zakresie temperatur 25-60°C,
temperatura LCST polimeru wynosita 33°C. Powyzej temperatury LCST reakcja
enzymatyczna przebiegata w ukladzie heterogenicznym, poniewaz polimer byt

wytracony z roztworu. Maksymalna aktywno$¢ zaobserwowano w temperaturze
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50°C. Syntezg poli(N-izopropyloakryloamidu), ktérego tancuchy zakonczone byty
grupami karboksylowymi opisano réwniez w [156]. Tak otrzymany polimer
wykorzystano do immobilizacji trypsyny, ktéra przylaczano do koncoéw
poli(NIPAAm). Temperatura LCST zalezala wowczas od masy czasteczkowej
poli(NIPAAm). Aktywno$¢ enzymu malata powyzej temperatury LCST, co byto
spowodowane ograniczeniem dyfuzji substratu w wyniku kurczenia tancuchow
poli(NIPAAm).

Nie znaleziono publikacji tyczacych immobilizacji lakkazy na

termoczutych no$nikach.

Podsumowujac przeglad literatury stwierdzono, ze w cytowanych pracach
dotyczacych termoczutych polimerow usieciowanych opisano polimery
syntetyzowane metoda polimeryzacji rodnikowej w masie [98-107,147,148,153]
1 polimeryzacji w roztworze z wytraceniem polimeru [150,152]. Reakcje
polimeryzacji w masie najczgéciej przeprowadzano w szklanych cylindrach
[103-105,147,148,153], otrzymany zel byt wykorzystywany do badan w formie
dyskow lub w cylindrycznych mikropipetkach [99,101]. Tylko trzy prace tyczyty
syntezy usieciowanych kopolimeréw NIPAAm metoda polimeryzacji
suspensyjnej, a doktadnie metoda odwrotnej polimeryzacji suspensyjnej [17-19].
W dostgpnej literaturze nie znaleziono przyktadow syntezy usieciowanych
kopolimerow NIPAAm metoda polimeryzacji suspensyjnej, w ktorej faze ciagla
stanowita woda.

Na temat usieciowanych kopolimeréw poli(NIPAAm) mozna znalezé
stosunkowo duzo publikacji. Tycza one jednak glownie hydrozeli i1 ich
wlasciwos$ci oraz zastosowania do kontrolowanego uwalniania substancji
biologicznie czynnych [79-86]. Termoczule, usieciowane jonity opisano
w [98-107], termoczute kopolimery NIPAAm i MEP bedace przedmiotem tej
pracy doktorskiej zaprezentowano jedynie w [102,107] przy czym wilasciwosci
sorpcyjne badano w obecnosci La(Ill) i Sm(II) [102] Iub Cu(Il) [107].
Termoczute, usieciowane no$niki do immobilizacji opisano w [147-150,152,153]
1 tylko w kilku przypadkach immobilizowano glukoamylazg [147,148], inwertaz¢
[153] lub trypsyng [150-152] — enzymy, ktére immobilizowano w ramach pracy
doktorskiej. Nie znaleziono publikacji tyczacych immobilizacji lakkazy na

termoczutych no$nikach.
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W cytowanych pracach brakuje badania wplywu s$rodka sieciujacego na

wlasciwosci  otrzymywanych  termoczutych  materiatow, w  wigkszo$ci

przypadkéw stosowany jest N,N’-metylenobisakryloamid [79-84,98-107,147-

150,152,153].
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest otrzymanie termoczulych polimerdw zawierajacych
grupy funkcyjne. Obecno$¢ tych grup pozwoli na zastosowanie polimerow jako
jonitéw chelatujacych do sorpcji metali i zbadanie wpltywu temperatury na
procesy wymiany jonowej i/lub chelatowania wybranych jonéw metali oraz

otrzymanie termoczutych no$nikéw do immobilizacji enzymow.

Cecha charakterystyczna syntetyzowanych polimerdéw jest zastosowanie
N-izopropyloakryloamidu (NIPAAm) jako komonomeru wymuszajacego zmiany
objetosci usieciowanych polimerow w funkcji temperatury.

Poznanie zaleznos$ci objgtosci otrzymanych polimerow od temperatury
umozliwi uzyskanie nastgpujacych efektow:

e sterowania za  pomoca  temperatury ~ powinowactwem  Zywicy

jonowymiennej/chelatujacej w stosunku do jondw wielowartosciowych,
e immobilizacji enzymow podczas rozkurczania no$nika.

Zostanie zbadany rowniez wplyw mato- 1 wielkoczasteczkowych

substratow na aktywno$¢ otrzymanych preparatow enzymatycznych.

Materialty o powyzszych cechach bgda mogly znalezé zastosowanie
w specyficznych procesach wymiany jonowej, a takze jako nowe materiaty
w chromatografii jonowej. Ponadto mozna je wykorzysta¢ jako nosniki do
immobilizacji enzyméw, nosniki lekow lub w chromatografii powinowactwa

1 zelowej oraz w procesach bioseparacji.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Materialy uzyte podczas syntezy polimerdow i badania ich
wlasciwosci

W tabeli 1 zebrano monomery, $rodki sieciujace i inne odczynniki uzyte
do syntezy jonitow i no$nikéw do immobilizacji enzymow.

Tabela 1 Odczynniki uzyte podczas syntezy jonitow.

Nazwa Producent
N-izopropyloakryloamid (NIPAAm) )
Aldrich
H,C=CH-C(O)-NH-CH-(CHj3),
2-metakryloilooksyetylofosforan (MEP) )
Aldrich
H,C=C(CH3)C(0O)O-CH,-CH,-O-P(O)(OH),
metakrylan 2-hydroksyetylu (HEMA) Serva
H,C=C(CH3)C(0)O-CH,-CH,-OH
metakrylan glicydylu (GMA) Aldrich
H,C=C(CH3)C(0)O-CH, \ (v
kwas metakrylowy (MA) Aldrich
H,C=C(CH3)C(O)OH
metakrylan 2-aminoetylu (AEMA) Aldrich
HzC=C(CH3)C(O)O-CH2-CH2-NH2
Nadtlenek benzoilu (CcHsCO),0, Benzyl, Skarzysko
Kamienna
AIBN (CH3),C(CN)N=NC(CHj3),CN Aldrich
Toluen C¢HsCHj3 POCh
Polialkohol winylowy GH-23 Tokyo, Osaka, Japan
Chlorek wapnia CaCl, POCh
Etylenodiamina H,N-(CH;),-NH; Aldrich
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W tabeli 2 zebrano no$niki 1 odczynniki uzyte podczas sorpcji metali

termoczutych zywicach.

Tabela 2 Spis jonitow i odczynnikéw wykorzystanych podczas oznaczania zdolnoSci

jonowymiennych
Nazwa Producent
Nosnik TP8 Synteza w ramach pracy doktorskie;j
Nosnik TP12 Synteza w ramach pracy doktorskiej
Nos$nik TPT* Synteza w ramach pracy doktorskiej
Nosnik TPT Synteza w ramach pracy doktorskiej
Nosnik TP12 Synteza w ramach pracy doktorskiej
Kwas azotowy HNOj3 POCh
Azotan potasu KNO; POCh
Azotan miedzi Cu(NOs3),x3H,0 POCh
Azotan europu Eu(NOs3)3;x5H,0 Aldrich
Chlorek potasu KCl POCh
Azotan lantanu La(NO;);x6H,0 Aldrich

Nos$niki, enzymy i odczynniki uzyte do immobilizacji 1 oznaczania

aktywno$ci uzyskanych preparatow enzymatycznych zebrano w tabeli 3.

Tabela 3 Spis no$nikéw i innych materialéw wykorzystanych podczas immobilizacji

enzymow
Nazwa Producent
Nosnik THS Synteza w ramach pracy doktorskiej
Nos$nik THN Synteza w ramach pracy doktorskiej
Nosnik TGS Synteza w ramach pracy doktorskiej
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Nosnik T8

Synteza w ramach pracy doktorskiej

Nosnik TH8-NH,

Modyfikacja w ramach pracy doktorskiej

Nos$nik TG8-NH,

Modyfikacja w ramach pracy doktorskiej

Nosnik TMA Synteza w ramach pracy doktorskiej
Nosnik TAEMA Synteza w ramach pracy doktorskiej
Inwertaza, proszek V090004 Novo Nordisk
EC3.2.1.26
Glukoamylaza, ciecz EC 3.2.1.3 Novo Nordisk

Trypsyna EC 3.4.21.4

Przygotowano wedtug metody

Wilimowskiej [157]

Trihydroksymetyloaminometan (Tris) Sigma
Aldehyd glutarowy (CH;);(CHO), Sigma
Diwinylosulfon (CH,=CH,),SO; Aldrich
1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) Aldrich
karobodiimid CgH;7Nj3
Zestaw do oznaczania st¢zenia biatka Sigma
metoda Lowry’ego (P 5656)
Zestaw do oznaczania st¢zenia POCh
glukozy (Glukoza EO)
Skrobia rozpuszczalna Aldrich
Maltoza C,H»,01; Aldrich
Sacharoza C,H2,01; Aldrich
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Chlorowodorek p-nitroanilidu No- Sigma
benzoilo-pL-argininy (BAPNA)
C19H22N604 - HCl
Kazeina Park (UK)
DMSO (CH3),SO Aldrich
Kwas octowy CH;COOH POCh
Octan sodu CH;COONa POCh
Kwas solny HCI POCh
Chlorek wapnia CaCl, POCh
Fosforan potasu jednozasadowy POCh
KH,PO4
Fosforan sodu dwuzasadowy POCh
Na,HPO4
Kwas borowy H;BO; POCh
Czteroboran sodu Na,B40O4 POCh
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3.2 Polimeryzacja suspensyjna

3.2.1 Synteza jonitow

Wszystkie jonity zsyntetyzowano metoda polimeryzacji suspensyjnej
w termostatowanym reaktorze szklanym o pojemnosci 1,5 dm’ zaopatrzonym
w mieszadlo z tyrystorowa regulacja obrotéw. Reakcj¢ prowadzono przez
6 godzin, przy czym w pierwszej godzinie reakcja przebiegata w 60°C, w drugiej
godzinie — w 70°C, a nastgpnie temperatur¢ zwigkszono do 85°C i pozostawiono
bez zmian do konca reakcji. W sktad fazy wodnej wchodzily: 700 ml wody
destylowanej, 35 g chlorku wapnia (5% fazy wodnej) oraz stabilizator suspensji —
poli(alkohol winylowy) w ilosci 0,6 g (1% fazy organicznej). Sklady faz
organicznych zebrano w tabeli 4. Fazg organiczna wlewano do ogrzanej do
temperatury 60°C fazy wodnej i utrzymywano obroty w granicach 180-240 na

minute.

Tabela 4 Sklady faz organicznych

Nazwa Sktad

TP8 NIPAAmM/MEP/EGDMA
28,65 g/26,60 g/ 4,8 ¢

TP12 NIPAAm /MEP/EGDMA
28,65 g/ 26,60 g/ 6,63 g

TPT* NIPAAm /MEP/TEGDMA
28,65 g/ 26,62 g/ 4,42 g

TPT NIPAAm /MEP/TEGDMA
27,06 g/ 25,22 ¢/ 7,15 ¢g

TP3F NIPAAm /MEP/TMPMA
28,06 g/ 26,06 g/ 5,35 g

Stosunek molowy komonomerow: (NIPAAm:komonomer odpowiedzialny
za wymiang jonowa) wynosit 2:1 dla wszystkich jonitow. Jako inicjatora uzyto

nadtlenku benzoilu w ilosci 0,5% wag. fazy organicznej, a jako rozpuszczalnika —
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toluenu, w ilosci 20% wag. fazy organicznej. Otrzymany produkt oczyszczano

woda 1 acetonem, a po wysuszeniu ekstrahowano toluenem.

3.2.2 Struktury uzytych Srodkow sieciujacych

Na rysunku 22 przedstawiono struktury dimetakrylanu glikolu
etylenowego (EGDMA), dimetakrylanu glikolu trietylenowego (TEGDMA)
1 trimetakrylanu 2-etylo-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiolu (TMPMA).

N

(0]

e A AR

%
§
O:>\ O— (0]
EGDMA >\ TEGDMA = TMPMA

Rysunek 22 Struktury srodkow sieciujgcych

3.2.3 Synteza nos$nikow do immobilizacji enzymow

Wszystkie no$niki zsyntetyzowano metoda polimeryzacji suspensyjnej
w termostatowanym reaktorze szklanym o pojemnosci 1,5 dm’ zaopatrzonym
w mieszadlo z tyrystorowa regulacja obrotéw. Reakcj¢ prowadzono przez
6 godzin, przy czym w pierwszej godzinie reakcja przebiegata w 60°C, w drugiej
godzinie — w 70°C, a nastgpnie temperaturg zwigkszono do 85°C i pozostawiono
bez zmian do konca reakcji. W przypadku nosnikéw TH8, THN, TGS, T8 w sktad
fazy wodnej wchodzilty: 700 ml wody destylowanej, 35 g chlorku wapnia
(5% fazy wodnej) oraz stabilizator suspensji — poli(alkohol winylowy) w ilo$ci
0,6 g (1% fazy organicznej). W przypadku no$nikéw TMA 1 TAEMA skiad fazy
wodnej ulegt zmianie — zawarto$¢ chlorku wapnia stanowila 50% jej masy.
W przypadku no$nika TAEMA zwigkszono dodatkowo ilo$¢ stabilizatora
suspensji do 2% fazy organicznej. Sktady faz organicznych dla poszczegoélnych
no$nikow zostaty zebrane w tabeli 5. Faz¢ organiczna wlewano do ogrzanej do

temperatury 60°C fazy wodnej i utrzymywano obroty w granicach 180-260 na
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minute dla no$nikéw THE8, THN, TGS8 i T8 oraz 360-500 obrotow na minute dla
no$nikow TMA 1 TAEMA.

Tabela S Sklady faz organicznych

Nazwa Sktad
THS NIPAAm /HEMA/EGDMA
34,82 g/ 20,02 g/4,8 g
THN NIPAAm /HEMA/TEGDMA

34,93 ¢/20,12g/48 ¢

TGS NIPAAm /GMA/EGDMA
34,79 ¢/21,89 g/ 48 g

T8 NIPAAm /EGDMA
46,0g/4,0¢g
TMA NIPAAm /MA/EGDMA

39,61 ¢/15,07 g/ 4.8 ¢

TAEMA NIPAAm /AEMA/EGDMA
48,66 g/ 11,92 g/ 4,85 g

Stosunek molowy NIPAAm:komonomer z grupa funkcyjna wynosit 2:1
dla nastgpujacych nosnikow: TH8, THN, TGS, T8 i TMA. Dla no$nika TAEMA
stosunek molowy NIPAAm:komonomer z grupa funkcyjna wynosit 6:1. Jako
inicjatora uzyto nadtlenku benzoilu w ilosci 0,5% wag. fazy organicznej dla
nosnikow TH8, THN, TGS i T8. Dla nosnika TAEMA 1ilo$¢ nadtlenku benzoilu
wynosita 3% wag. fazy organicznej, natomiast podczas syntezy TMA inicjatorem
byt AIBN w ilosci 1% wag. fazy organicznej. Jako rozpuszczalnika uzyto toluenu,
w ilosci 20% wag. fazy organicznej. Otrzymany produkt oczyszczano woda

i acetonem, a po wysuszeniu ekstrahowano toluenem.

66




MATERIALY | METODY

3.2.4 Modyfikacja etylenodiaming

Kopolimery TH8 i TGS zostaly poddane aminolizie w celu wprowadzenia
grup aminowych 1 uzyskania w rezultacie bardziej hydrofilowej powierzchni, co
powinno zwigkszy¢ wydajno$¢ immobilizacji 1 aktywno$¢ preparatow
enzymatycznych. TH8 byl modyfikowany etylenodiaming w temperaturze
wrzenia przez 4 godziny. Natomiast modyfikacja TG8 trwata 7 dni

i przebiegala w temperaturze pokojowej. Rysunek 23 przedstawia schemat

modyfikacji.
o| HN"T"\_NH, o|
OH —_— NH
TH8 THS8-NH;

E\O“\ HNT NN Ol
O/W —> \ko/\'/\NH/\/NHz

OH
TG8 TG8-NH,

Rysunek 23 Schemat modyfikacji etylenodiaming nosnikow do immobilizacji enzymow
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3.3 Charakterystyka otrzymanych polimerow

3.3.1 Oznaczanie azotu — metoda Kjeldahla

Okoto 0,2 g polimeru, odwazonego z doktadnoscia 0,0001 g umieszczono
w probdéwce, dodano 0,3 — 0,4 g siarczanu miedzi, okoto 0,8 — 1,0 g siarczanu
potasu i 20 cm’ stezonego kwasu siarkowego (96-98%). Kolbe zamykano
1 ogrzewano do utlenienia polimeru, nastgpnie ochtodzono. Po ochtodzeniu do
kolby dodano 40 cm® wody destylowanej i w matych ilosciach 35% NaOH do
momentu zabarwienia si¢ roztworu na kolor brunatny. Destylowano z para wodna
(destylatorka Biichi K-314), proces destylacji trwal ok. 4 minut. W tym czasie
nastgpowalo pochtonigcie wydzielajacego si¢ amoniaku przez kwas borowy
(okolo 60 cm’) umieszczony w kolbie stozkowej (odbieralnik). Nastgpnie
otrzymany w kolbie stozkowej roztwor miareczkowano 0,1M HCI do momentu
zmiany barwy wskaznika z zielonej na brunatno-szara — roztwor zieleni
bromokrezolowej i czerwieni metylowej w 2% kwasie borowym. Zawarto$¢ azotu
obliczano ze wzoru:

Zx [mmol/g suchego polimeru] = [(Vo- Vx) * Nol / M gucha

gdzie: Vy, Vx — objetos¢ roztworu kwasu solnego zuzytego na zmiareczkowanie
odpowiednio slepej préby i badanego roztworu [em’], Ny —  miano  roztworu
kwasu solnego [ mol/dm3], Mgucha — masa suchego jonitu [g].

3.3.2 Oznaczanie fosforu

Okoto 0,02 g polimeru, odwazonego z doktadnoscia 0,0001 g umieszczono
w probowce i dodano 15 cm’ stezonego kwasu siarkowego (96-98%). Kolbe
zamykano 1 ogrzewano do utlenienia polimeru. Po ochlodzeniu przenoszono jej
zawarto$¢ ilosciowo do kolby 100 cm’. Nastepnie pobrano 5 cm’ roztworu

i dodano 3,5 cm’ kwasu nadchlorowego, 4,5 cm’

S§wiezo przygotowanego
roztworu amidolowego oraz 3,5 cm’ 0,45M molibdenianu amonu, uzupeiniono
woda do 50 cm’. Po 30 minutach probki oznaczono spektrofotometrycznie przy
dhlugosci fali A=700 nm. Ste¢zenie fosforu w probce (Zp) obliczono korzystajac

z rdwnania krzywej standardowej przedstawionej na rysunku 24.
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Krzywa standardowa do oznaczania stgzenia fosforu

y=0,0108x - 0,0043

absorbancja

O T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

stezenie fosforu [mg/1]

Rysunek 24 Krzywa standarowa do oznaczania steZenia fosforu

3.3.3 Grupy epoksydowe

Ok. 0,5 g suchego polimeru zalano 10 cm® 48% roztworu bromowodoru
1 zostawiono na 24 godziny. Nastgpnie odmyto no$nik woda destylowana
1 wysuszono. Kolejnym etapem bylo spalenie probek (20-30 mg) w tlenie:
zapakowane w bibutki i owinigte drutem platynowym probki spalono w tlenie
w kolbach z 3% H,0O; 1 zostawiono na 30 minut w celu pochlonigcia par.
Nastgpnie dodano 5 cm® 2M HNO3;, 10 cm’ AgNO; 1 miareczkowano
0,1M NH4SCN w obecnosci wskaznika FeNH4(SO4),.

3.3.4 Chlonnos¢

Oznaczanie chtonno$ci wykonano metoda wirowkowa [158]. Probke
polimeru w ilosci okoto 0,5 g speczniano przez 24h w wodzie. Speczniony
polimer przenoszono do nuczki szkalnej i wirowano przez 5 minut przy czgstosci
3000 obrotow/minutg w wiréwce laboratoryjnej typu MPW-360 dla usunigcia

rozpuszczalnika z przestrzeni migdzy ziarnami.
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Po zakonczeniu wirowania zawarto$§¢ nuczek szklanych przenoszono do
uprzednio zwazonych naczynek wagowych (+0,0001 g). Wazono i suszono na
powietrzu do stalej masy. Chtonno$¢ wody wyznaczano z zalezno$ci:

w [g HZO/ £ suchego polimeru] = (ms - md) / my

gdzie: my — masa specznionego polimeru [g], mq— masa suchego polimeru [g].

3.3.5 Objetos¢ wlasciwa polimeru i zawartos$¢ polimeru w zelu

Speczniony polimer o znanej objgtosci odwirowano (5 minut,
3000 obrotéw/minutg), zwazono w naczynku wagowym, wysuszono i ponownie
zwazono. Na podstawie uzyskanej wartosci suchej masy obliczono z proporcji
obje¢tos¢ 1 g suchego polimeru.
Zawarto$¢ polimeru w Zelu obliczono ze wzoru:
% polimeru w speeznionym zelu = (Mg / mg) * 100%

gdzie: my— masa specznionego polimeru [g], my— masa suchego polimeru [g].

Maksymalng zmiang objgtosci wlasciwej w temperaturze powyzej VPTT
obliczono ze wzoru:
Vimax [6M°/€ suchego potimeru] = Vo — Vi
Zmiana objetosci wiasciwej [%] = [(Vo - Vx) / Vo] * 100

gdzie: Vy— objetos¢ witasciwa polimeru w temperaturze pokojowej (ponizej VPTT)
[em’/g], Vi — objetosé¢ wlasciwa polimeru w temperaturze powyzej VPTT [em’/g].

3.3.6 Pojemno$¢ kwasowa

Okoto 0,5 g suchego polimeru zalano 50 cm’® 0,1M NaOH, zostawiono na
dwie doby, a nastgpnie nadmiar wodorotlenku sodu odmiareczkowano 0,1M HCI
wobec fenoloftaleiny. Pojemno$¢ kwasowa obliczono ze wzoru:

Z [mmol/g suchego polimeru] = (C,Vz — CikVi) / (Mg * % polimeru w specznionym zelu)

gdzie: C, — stezenie zasady [mmol/ cm’], V. — objetos¢ zasady [ cm’], Cy — stezenie
kwasu [mmol/ crn3], Vi - objetos¢ kwasu [cm’], my — masa specznionego polimeru

[g].

3.3.7 Oznaczanie grup aminowych

Zastosowano zmodyfikowana metode Heckera [159,160]. No$nik po
aminolizie i cyklowaniu przemyto 1M HCI, nastgpnie odmywano go 0,001M HCI
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az do uzyskania pH 3. Wyznaczono chtonno$¢ nosnika w 0,001M HCI. Nastgpnie
probke polimeru o znanej masie przeniesiono do kolumny i1 odmywano
5% roztworem Na,SO; w stgzonym amoniaku. Przesacz zbierano do kolby
miarowej o pojemno$ci 500 cm’. Nastepnie oznaczono zawarto$é chlorkow
metoda Volharda.
(50 cm® przesaczu + 5 cm® 2N HNOs + 10 cm® 0,1M AgNOs + 2 cm’l wskaznika
FeNH4(SO4), miareczkowano 0,1M NH4SCN do zmiany barwy na koniakowa)
Stezenie grup aminowych obliczono ze wzoru:

Z xw2 [MmOl/g suchego polimera] = [(10 - V) * 0,1 * 500 / 50] / mq

gdzie: Vi — objeto$¢ rodanku amonu [em’], mq— masa suchego polimeru [g].

3.3.8 JakoSciowe oznaczanie grup aminowych

Oznaczenie polega na reakcji z aldehydem glutarowym. Uzyto roztworu
o stezeniu 2,5%, w buforze fosforanowym pH 7,0. Bezbarwny no$nik z grupami
aminowymi (fotografia 1) pod wplywem reakcji tych grup z aldehydem
glutarowym zmienia barwg na zolta, przy czym intensywno$¢ zabarwienia jest
proporcjonalna do ilo$ci grup aminowych i przy duzej zawartos$ci tych grup

no$nik moze zabarwia¢ si¢ na pomaranczowo (fotografia 2).

Fotografia 1 TG8-NH, przed reakcjq 7 aldehydem (A. Hamerska-Dudra)

Fotografia 2 TG8-NH, po reakcji 7 aldehydem (A. Hamerska-Dudra)
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3.3.9 Wyznaczenie temperatury objetosciowej przemiany fazowej (VPTT)

e w wodzie
0,4 g suchego kopolimeru spgczniono w temperaturze pokojowej woda
destylowana w cylindrze miarowym o objgtosci 10 cm’ przez 24 godziny.
Nastgpnie probke wstawiono do cieplarki 1 co 2 godziny podwyzszano
temperaturg¢ o 1,0 lub 2,0°C, a zmiang objgtosci notowano i przeliczano wedtug
wzoru:

Vwhasciwa [Cm3/ g] =Vy danej temperaturze [Cm3] / masa polimeru [g]

e w roztworach kwasu azotowego
0,4 g suchego kopolimeru spgczniono w temperaturze pokojowej woda
destylowana w cylindrze miarowym o objetosci 10 ecm’ przez 24 godziny. Po
spgcznieniu 1 zanotowaniu uzyskanej objgtosci zastgpowano wodg odpowiednim
roztworem kwasu azotowego i zostawiano probke na 30 minut. Nastgpnie probke
wstawiono do cieplarki i co 2 godziny podwyzszano temperatur¢ o 1,0 lub 2,0°C,
a zmiang objgtos$ci notowano i przeliczano wedlug wzoru:

Vw’tas'ciwa [Cl’l’l3/ g] =\/w danej temperaturze [Cl’l’l3] / masa pOlimel"u [g]

e w buforze fosforanowym 0,1M 1 0,5M o pH 7,0
Probki no$nikéw do immobilizacji speczniano najpierw w wodzie destylowane;j
w temperaturze pokojowej w cylindrach miarowych o objetosci 10 cm’® przez
24 godziny, nastgpnie wod¢ w odpowiednich probkach zastgpowano buforem
fosforanowym 0,1M lub 0,5M. Po okoto 30 minutach odczytywano objgtosci,
a nastgpnie wszystkie probki wstawiano do cieplarki i co 2 godziny podwyzszano

temperaturg o 1,0 lub 2,0°C, a zmiany objgtosci notowano.

3.3.10 Miareczkowanie pH-metryczne

5,0046 g specznionego polimeru TP8 zalano 25 cm’ roztworu KCI i co
45 minut dodawano po 50 pl 0,1M NaOH. Wartosci pH odczytywano co 15

minut. Pomiar prowadzono w temperaturze 25°C.
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3.4 Sorpcja metali na jonitach

3.4.1 Sorpcja europu

Przygotowano roztwdr jonéw metali: 10*M azotan europu w roztworze
HNO:;s (pH 2, 3 1 4). Odwazono spgcznione no$niki tak, aby byl 10-krotny nadmiar
grup fosforanowych w stosunku do sorbowanych metali. Prébki polimeru
zalewano 20 cm’ roztworu i zostawiano w odpowiednich temperaturach na
24 godziny. Nastepnie pobierano po 5 cm® probek do analizy metoda atomowe;
spektroskopii absorpcyjnej (ASA). Do kazdej probki dodano 75 pl 8M KCl, ktory
zapobiega jonizacji europu. Pomiar wykonywano na spektrofotometrze
Perkin-Elmer AAnalyst przy dilugosci fali A=459,4 nm. Jako odno$nika uzyto

roztworu kwasu azotowego o odpowiednim pH.

3.4.2 Sorpcja miedzi

Przygotowano roztwér jonéw metali: 10*M azotan miedzi w roztworze
HNO; (pH 2, 3 i 4). Odwazono specznione no$niki tak, aby byt 10-krotny nadmiar
grup fosforanowych w stosunku do sorbowanych metali. Probki polimeru
zalewano 20 cm’ roztworu i zostawiano w odpowiednich temperaturach na
24 godziny. Nastgpnie pobierano po 5 cm’ probek do analizy metoda ASA.
Pomiar wykonywano przy dlugosci fali A=327,4 nm. Jako odno$nika uzyto

roztworu kwasu azotowego o odpowiednim pH.

3.4.3 Sorpcja potasu

Przygotowano roztwér jonow metali: 10*M azotan potasu w roztworze
HNO:s (pH 2, 3 14). Odwazono spgcznione no$niki tak, aby byl 10-krotny nadmiar
grup fosforanowych w stosunku do sorbowanych metali. Prébki polimeru
zalewano 20 cm’ roztworu i zostawiano w odpowiednich temperaturach na
24 godziny. Nastgpnie pobierano po 5 cm’ probek do analizy metoda ASA. Do
kazdej probki dodano 100 pl 10% roztworu La(NOs);x6H,O. Pomiar
wykonywano przy diugosci fali A=766,5 nm. Jako odno$nika uzyto roztworu

kwasu azotowego o odpowiednim pH.
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3.4.4. Obliczanie parametrow sorpcji jonow
Warto$¢ sorpcji jonu na polimerze wyrazona jako ilo§¢ milimoli jonu
zasorbowanego na jednostk¢ masy polimeru oblicza si¢ z zalezno$ci:
Sa [mmol/g] =[(Cp - Cx) * V * (W + 1)] / mg

gdzie: Sy — wartos¢ sorpcji jonu A [mmol/g], cy — stezenie poczqtkowe jonu,
[mmol/dm’], ¢, — stezenie jonu po sorpcji [mmol/dm’], V — objetos¢ roztworu
[dm3], W — chtonnos¢ rozpuszczalnika przez polimer [ ozpuszczainika/Ssuchego polimerul»
ms — masa specznionego polimeru [g].

Wspotczynnik podziatu jonu pomigdzy polimer a roztwor definiuje sig
jako stosunek ilo$ci jonu zasorbowanego przez jednostk¢ masy polimeru do ilo$ci
jonu w takiej samej jednostce masy roztworu po sorpcji:

Ka = (Sa * pr) / Cx

gdzie: K, - wspolczynnik podziatu jonu, bezwymiarowy, Sy — wartos¢ sorpcji jonu
A [mmol/g], ¢ — stezenie jonu po sorpcii [mmol/dm’], pr — gestosé
rozpuszczalnika [g/dm’].

Wspolezynnik selektywnos$ci polimeru wobec pary jondéw oblicza sig jako
stosunek wspolczynnika podziatu jednego jonu do wspodtczynnika podziatu
drugiego jonu:

S =Kai/Kaz

gdzie: S — wspotczynnik selektywnosci polimeru wobec pary jonow Al i A2,
bezwymiarowy, Ky, — wspotczynnik podziatu jonu Al, bezwymiarowy, K, —
wspotczynnik podziatu jonu A2, bezwymiarowy.

3.4.5 Wplyw rodzaju Srodka sieciujacego na sorpcje

Aby zbada¢ wpltyw rodzaju $rodka sieciujacego na sorpcj¢ metali przez
termoczuly kopolimer poréwnano ze soba wyniki uzyskane dla nast¢pujacych
jonitéw: TP8, TPT i TP3F, ktore byly usieciowane odpowiednio: dimetakrylanem
glikolu etylenowego, dimetakrylanem glikolu trietylenowego i trimetakrylanem
2-etylo-2-hydroksymetylo-1,3-propanodiolu. ~ Struktury $rodkow sieciujacych
przedstawiono w paragrafie 3.4.2. Zawartos¢ $rodka sieciujacego byta stata dla

poszczegodlnych kopolimeréw i odpowiadata 5,9% molowym grup winylowych.
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3.4.6 Wplyw ilosci Srodka sieciujacego na sorpcje

W celu zbadania wptywu ilosci uzytego srodka sieciujacego na sorpcje
wybranych jondw metali na termoczutych nos$nikach wybrano nastepujace jonity:
TP8 1 TP12 oraz TPT* 1 TPT. Jonity TP8 1 TP12 byly usieciowane
dimetakrylanem glikolu etylenowego, ktérego zawarto$¢ wynosita odpowiednio:
59 1 8,0% molowych grup winylowych, natomiast jonity TPT* 1 TPT
usieciowano dimetakrylanem glikolu trietylenowego, ktorego zawarto$¢ wynosita

4,0 1 5,9% molowych grup winylowych.

3.4.7 Kinetyka sorpcji europu i miedzi

Przygotowano roztwor jonéw metali: 10*M azotan metalu w roztworze
HNO:; (pH 2, 3 1 4). Odwazono spgcznione no$niki tak, aby byl 10-krotny nadmiar
grup fosforanowych w stosunku do sorbowanych metali. Probki polimeru zalano
150 cm® odpowiedniego roztworu. Probki (5 cm?®) pobrano po 3, 6, 9, 12, 20, 30,
60 minutach, a nastgpnie co godzing. Do kazdej probki z jonami europu dodano
75 wl 8M KCI, ktory zapobiega jonizacji metalu. Nastgpnie probki poddano
analizie metoda atomowej spektroskopii absorpcyjnej (ASA). Europ oznaczono
emisyjnie przy dtugosci fali A=459,4 nm, miedz - absorpcyjnie przy dtugosci fali

A=327,4 nm. Jako odnos$nika uzyto roztoru kwasu azotowego o odpowiednim pH.

3.4.8 Rozdzial lantanowcow

Badania dotyczace rozdzialu lantanowcow zostalty wykonane w Instytucie
Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie, we wspotpracy z dr Bozena Danko
1z dr Zbigniewem Samczynskim.

0,3 g suchego jonitu TP8 umieszczono w kolbce i dodano 14,9 cm’
0,01M roztworu HNOs, a nastgpnie 100 ul 0,01M roztworu HNO3 zawierajacego
radioaktywne pierwiastki: 41ce, 2By, 1°Tb, "Tm, “Co, #*Ba i **Cs. Kolbke
termostatowano w  temperaturze 20°C przez 6 godzin 1 pobrano
200 pl probki. Ilos¢ zaadsorbowanych metali oznaczono metoda spektrometrii
promieniowania gamma na spektrometrze TUKAN z detektorem Canberra.

Kolbke termostatowano nastgpnie kolejno w temperaturach 30, 40, 50 i 60°C

przez 6 godzin 1 wykonywano analogiczne pomiary w celu oznaczenia st¢zenia
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zaadsorbowanych metali. W kolejnym etapie eksperymentu temperatura byla
obnizana w zakresie 60-20°C, przy czym kolbkg¢ z jonitem 1 roztworem
zawierajacym radioaktywne pierwiastki w kazdej temperaturze termostatowano
przez 6 godzin, nastgnie pobierano probke do oznaczen metoda spektrometrii
promieniowania gamma. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczono
wspotczynniki  selektywnosci  oraz ~ wyznaczono  wartosci  funkcji

termodynamicznych: entropii, entalpii 1 entalpii swobodne;.
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3.5 Charakterystyka preparatow enzymatycznych

Badania dotyczace immobilizacji enzymow na termoczutych no$nikach
oraz aktywnosci otrzymanych preparatow enzymatycznych wykonano we
wspotpracy z dr hab. Jolanta Bryjak, w Zakladzie Chemii Bioorganicznej,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska.

3.5.1 Oznaczanie st¢zenia bialka metoda Lowry’ego

Metoda opiera si¢ na reakcji dwuwartosciowych jondw miedzi
z wigzaniami peptydowymi. W wyniku tej reakcji powstaja kompleksy miedzi
i biatka, nastepuje redukcja jondw miedzi Cu** do jonéw Cu’. W kolejnym etapie,
po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej odczynnika Folina-Ciocalteu (kompleksu
kwasow fosfomolibdenowego i1 fosfowolframowego) nastepuje powolna redukcja
kompleksu przez jony Cu’ oraz przez obecne w biatku reszty tyrozyny, tryptofanu
1 cysteiny, w rezultacie dochodzi do zmiany barwy roztworu na niebieska. Zmiana
barwy jest proporcjonalna do ilo$ci kompleksow miedziowo-biatkowych, a tym
samym do stgzenia bialka w badanej probce. Intensywnos$¢ barwy mierzy sig
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A=650 nm [161].

Do 1 cm’ probki w probéwce dodano 3 cm’ $wiezo przygotowanego
odczynnika Lowry’ego (CuSOs/cytrynian sodu w buforze Na,CO;/NaOH).
Po dokladnie 20 minutach do probowki dodano 0,5 c¢m® odczynnika Folina-
Ciocalteu 1 dobrze wymieszano. Probke zostawiono na 30 minut, a nastgpnie
zmierzono absorbancjg przy dlugosci fali A=650 nm.

Stezenie biatka w probkach obliczono na podstawie krzywej standardowej,

przedstawionej na rysunku 25, korzystajac z nastepujacych rownan:

C = Ags0 * 201 — 1,65 (zakres liniowy dla absorbancji 0-0,25)
C= (A650)2 * 137,53 + Agso * 148,86 (zakres nieliniowy dla absorbancji 0,25-1,0)
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3.5.2 Aktywnos$¢ inwertazy natywnej

Aktywno$¢ inwertazy oznaczano w obecnos$ci substratu — sacharozy.
Przygotowano 175 mM roztwér enzymu w 0,05M buforze octanowym, pH 4.,5.
Reakcje prowadzono przez 5 minut w temperaturze 50°C, a nast¢pnie mierzono
spektrofotometrycznie st¢zenie produktu — glukozy przy dtugosci fali A=670 nm
na spektrofotometrze Heliosa — Unicam. Na podstawie stezenia glukozy w probce
obliczono aktywnos$¢ enzymu wedlug wzoru:

Akt [U] = (mmol glukozy / czas reakcji [min]) * rozcienczenie * Viozwor [cm’]

Jednostka aktywno$ci enzymatycznej (U) — ilo$¢ enzymu powodujaca
uwolnienie 1 mM glukozy na minut¢ w warunkach reakcji.

Aktywno$¢ specyficzna biatka obliczono na podstawie wzoru:

Aktywnos¢ specyficzna [U/mg] = Akt [U] / masa enzymu [mg]

3.5.3 Oznaczanie st¢zenia glukozy

Stezenie glukozy oznaczano metoda oksydaza glukozowa — peroksydaza
(zestaw Glukoza EO). Glukoza pod wptywem oksydazy glukozowej (GOD, EC
1.1.3.4.) utlenia si¢ do kwasu glukonowego z wytworzeniem nadtlenku wodoru.

Reakcja przebiega w obecnosci peroksydazy (POD EC 1.11.1.7.) i chromogenu
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(ABTS, s0l sodowa kwasu 2,2’-azyno-di(3-etylo-benzotiazolino-6-sulfonowego)).

Natgzenie powstalego zabarwienia (zielone) jest proporcjonalne do stgzenia

glukozy w badanej probce. Odczytu dokonuje si¢ przy dtugosci fali A=670 nm.
Odczytang absorbancje przeliczono na stezenie glukozy na podstawie

absorbancji standardu glukozy o stezeniu 5 mM.

3.5.4 Aktywnos¢ glukoamylazy natywnej

Do 1 cm’ enzymu w 0,05M buforze octanowym o pH 4,5 dodano 1 cm’
2,5% zzelowanej skrobi (15 minut w 100°C, ciagle mieszanie) lub 1 cm’ 2,5%
maltozy w 0,05M buforze octanowym o pH 4,5. Po 5 minutach inkubacji w 50°C
pobrano 20 pl probki i dodano do 2,5 cm’ roztworu do oznaczania stgzenia
glukozy metoda oksydaza glukozowa — peroksydaza (zestaw Glukoza EO).
Po 30 minutach rozwijania barwy w temperaturze pokojowej zmierzono
absorbancje probki przy dlugosci fali A=670 nm. Stgzenie glukozy obliczono na
podstawie absorbancji standardu glukozy o stezeniu 5 mM, a nastgpnie
wyznaczono aktywnos$¢ enzymu korzystajac ze wzoru:

Akt [U] = (mmol glukozy / czas reakcji [min]) * rozcienczenie * Viozwor [cm3 ]

3.5.5 Aktywnos¢ trypsyny natywnej

Aktywnos$¢ trypsyny oznaczono metoda Kunitz’a [162] w obecnosci
1,0% kazeiny w 0,2M buforze Tris-HCI o pH 8,0 w temperaturze 37°C. Do 1 cm’
enzymu dodano 1 cm’ kazeiny, hydrolize¢ substratu  prowadzono
w termostatowanym reaktorze. Po 10 minutach reakcji do 2 cm’ prébki dodano
3 cm’ kwasu trichlorooctowego z octanem sodu. Po 20 minutach ekstrakcji
produktow hydrolizy probke¢ odwirowano (15 minut, 10000 obrotéw/minutg).
Absorbancj¢ produktow hydrolizy rozpuszczonych w kwasie trichlorooctowym
zmierzono spektrofotometrycznie przy diugosci fali A=280 nm wobec wody.
Rownolegle przygotowano probke kontrolng zawierajaca 1 cm® kazeiny,
1 ¢m’® buforu 0,05M Tris-HCl z ImM CaCl, o pH 8,0 1 3 cm® kwasu
trichlorooctowego z octanem sodu, ktéra poddano analogicznej procedurze jak
probke do oznaczania aktywnos$ci. Aktywnos¢ obliczono ze wzoru:

Akt [U] = [(Ass0 - kontrola) / At] * rozciehiczenie * Viguwer [cm’]
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Jedna jednostka aktywnosci proteolitycznej (U) odpowiada ilosci enzymu,
ktéra powoduje wzrost absorbancji o 0,1 w warunkach reakc;ji.

Aktywno$¢ amidazowa zostata zmierzona w obecno$ci ImM BAPNA
w 0,05M buforze Tris-HCI z I1mM CaCl, o pH 8,0 w temperaturze 25°C [163].
Do 1 cm’ dodano 50 pl substratu, po okreslonym czasie reakcje przerwano
dodajac 2 cm® 30% kwasu octowego. W wyniku reakcji powstaje p-nitroanilina
o zabarwieniu zottym (rysunek 26) [164]. Ilos¢ powstatego produktu zmierzono
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A=410 nm wobec proby Slepej
(50 pl BAPNA, 1 cm® buforu Tris-HCL, 2 cm® 30% CH;COOH). Aktywnos$é
obliczono ze wzoru:

Akt [U] = (A410/ t) * rozcienczenie * Viouwor [cm3]
Jedna jednostka aktywnos$ci odpowiada ilosci enzymu, ktéory powoduje

zmiang absorbancji o 0,1 na minut¢ w warunkach reakcji.

NH NH
OzN@—NH )—=NH," H )=NH,"
H,N H,N
O NH Trypsin, pH=8 NH + owﬂi%w2

2

O EEmm—— O
25°C
N-u-benzoyl-DL-arginine-4-nitroanilide p-nitroaniline

Rysunek 26 Hydroliza BAPNA [164]

3.5.6 Aktywnos$¢ nosnikow z immobilizowang inwertaza

1-2 cm’ nosnika zawieszonego w 0,05M buforze octanowym o pH 4,5
umieszczono w termostatowanym reaktorze w temperaturze 50°C. Nastgpnie
dodano 20 cm® substratu (sacharozy). Po okreslonym czasie pobrano probki
1 oznaczono w nich stezenie glukozy, na podstawie ktérego obliczono aktywnos¢
preparatu korzystajac ze wzoru:

Akt [U/em®] = (mmol glukozy/czas reakcji [min])*V reaktora [em®] / Viosnix [cm’]

Aktywnos$¢ specyficzng biatka immobilizowanego obliczono na podstawie
wzoru:

Aktywno$¢ specyficzna [U/mg] = Akt [U] / masa zwigzanego enzymu [mg]
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3.5.7 Aktywno$¢ nosnikow z immobilizowang glukoamylazg

1-2 cm’ nos$nika zawieszonego w 0,05M buforze octanowym o pH 4,5
umieszczono w termostatowanym reaktorze w temperaturze 50°C. Nastgpnie
dodano 10 cm’ substratu (skrobia lub maltoza). Po okreslonym czasie pobrano
probki i oznaczono w nich stezenie glukozy, na podstawie ktérego obliczono
aktywno$¢ preparatu korzystajac ze wzoru:

Akt [U/cm’] = (mmol glukozy/czas reakcji [min])*V reaktora [cm’] / Vyomik [cm’]

3.5.8 Aktywnos$¢ nosnikow z immobilizowang trypsyna

1 cm’ noénika zawieszonego w 9 cm® 0,05M buforze Tris-HCI z 1mM
CaCl; o pH 8,0 umieszczono w termostatowanym reaktorze w temperaturze 25°C
dla BAPNA lub 37°C dla kazeiny.

Hydroliza BAPNA: 500 pul 80mM substratu w DMSO dodano do reaktora
1 po okreSlonym czasie reakcji pobrano 1050 pl prébki, do ktoérej dodano
2 em’ 30% kwasu octowego. Zmiang absorbancji zmierzono przy dlugosci fali
A=410 nm w obecnosci §lepej probki (50 pul BAPNA, 1 cm’ buforu Tris-HCI,
2 em’® 30% CH3COOH). Aktywnosé obliczono ze wzoru:

Akt [U/cm3 1= (A410/ t)*V reaktora [cm3 1/ Viosnik [cm3]

Hydroliza kazeiny: 10 cm’ 1,0% substratu dodano do reaktora. Po
okreslonym czasie pobrano 2 cm’ probki z reaktora, do ktorej dodano 3 cm’
kwasu trichlorooctowego z octanem sodu. Probki zostawiono w temperaturze
pokojowej, aby produkty hydrolizy rozpuscity si¢ w kwasie trichlorooctowym,
a nastgpnie odwirowano (15 minut, 10000 obrotéw/minutg) i1 zmierzono
absorbancje przy dtugosci fali A=280 nm wobec wody. Réwnolegle przygotowano
probke kontrolna zawierajaca 1 cm’ kazeiny, 1 cm® buforu 0,05M Tris-HC1
z ImM CaCl, o pH 8,0 i 3 cm’ kwasu trichlorooctowego z octanem sodu, ktéra
poddano analogicznej procedurze jak probke do oznaczania aktywnoSci.
Aktywnos¢ obliczono ze wzoru:

Akt [U/cm3 ] =[(Azs0 - kontrola) / At]*V reaktora [cm3 ]/ Viosnik [cm3]
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3.5.9 Aktywnos$¢ nosnikow z immobilizowang lakkaza

1 cm’ noénika zawieszonego w 0,IM buforze octanowym o pH 5,23
umieszczono w termostatowanym reaktorze w temperaturze 30°C. Reakcje
prowadzono w obecnosci syringaldazyny lub gwajakolu. Po okre§lonym czasie
mierzono zmiang absorbancji przy dtugosci fali A=525 nm. Aktywno$¢ obliczono
Ze WZoru:

Akt [U/em’] = (AAsas / At * 20) / Vioinik [cm’]

3.5.10 Stabilno$¢ preparatow enzymatycznych

Po 30 dniach przechowywania no$nikow w temperaturze 4°C
w 0,05M buforze octanowym o pH 4,5 (nos$niki z immobilizowana inwertaza
i glukoamylaza) lub w 0,001M HCI (no$niki z immobilizowana trypsyna)
mierzono ich aktywno$¢. Warto$¢ aktywnosci, ktora byta mierzona bezposrednio
po immobilizacji przyj¢to jako 100%.
Stabilno$é [%] = (Aktpo miesiaca [U/em’] / Aktoo immobitizacii [U/em’]) * 100,

gdzie:  Akt,, miesiqeu — aktywnos¢ preparatu oznaczona po miesiqcu
. 3 yr

przechowywania [U/em’], Akty, immobitizacii — aktywnos¢ preparatu oznaczona

bezposrednio po immobilizacji [U/cm’].
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3.6 Immobilizacja inwertazy

3.6.1 ,,Ssanie” na noSnikachTHS8, TH8-NH; i TG8-NH,

Przygotowano roztwor inwertazy o stezeniu 5 mg/ cm® w 0,1M buforze
fosforanowym o pH 7,0. Na 25 c¢m’ no$nika dawano po 25 cm’ roztworu enzymu.

Przed immobilizacja wszystkie nos$niki  zostaly = umieszczone
w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 50°C
(temperatura powyzej] VPTT nos$nikéw). Roztwor inwertazy inkubowano
w temperaturze 50°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
no$nikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 50°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacje prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czesci i odessano roztwor enzymu. Eluaty zostaly zebrane
w celu oznaczenia st¢zenia biatka i1 jego aktywnosci po reakcji.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 1 2,5% w 0,1M buforze fosforanowym,
pH 7,0. Nastepnie do trzech czeéci kazdego nosnika dodano odpowiednie
roztwory aldehydu, a do czwartej czesci dodano 0,1M bufor fosforanowy
o pH 7,0. Po 15 minutach reakcji wszystkie no$niki przemyto trzykrotnie 0,1M
buforem fosforanowym o pH 7,0. Aby zapobiec dalszemu sieciowaniu wszystkie
no$niki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCl o pH 8,0. Tak przygotowane
nosniki przechowywano w temperaturze 4°C.

Stgzenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywno$¢
obliczono na podstawie stgzenia i aktywnosci biatka uzytego do immobilizacji
oraz st¢zenia i aktywnosci biatka pozostatego po immobilizacji. W ten sposéb
wyznaczono bilans masy i1 aktywnoS$ci inwertazy.

Wydajnos¢ immobilizacji obliczono zarowno dla ilo$ci zwiazanego biatka, jak

1jego aktywnos$ci wedlug nastgpujacych wzorow:

Wydajn()éé [%] (bialko):(cbialko zwiazane [mg/cm3] / Chiatko wyj$ciowe [mg/cm3])*100

gdzie: Chiaiko zwiqzane — SteZenie biatka w preparacie po immobilizacji [mg/cmgj,
Chiatko wyjsciowe — SteZenie biatka danego do immobilizacji [ mg/cm3] .
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Wydajnosé [%] (aktywno$¢)=(Aktimmobilizowany enzym [U/€m’] / Aktocsekiwana [U/cm’])* 100

gdzie: Akt immobitizowany enzym — aktywnos¢ preparatu z immobilizowanym enzymem
3 ., . »
[Ulem’], Akt oezeriwana — teoretyczna aktywnos¢é preparatu z immobilizowaym
3
enzymem [U/cm’].

3.6.2 ,,Ssanie” na nos$niku T8

Przygotowano roztwor inwertazy o stezeniu 5 mg/ cm® w 0,1M buforze
fosforanowym o pH 7,0. Na 20 cm’ no$nika dawano po 20 cm® roztworu enzymu.

Przed immobilizacja  wszystkie no$niki  zostaly = umieszczone
w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 50°C
(temperatura powyzej VPTT nos$nikéw). Roztwor inwertazy inkubowano
w temperaturze 50°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
nosnikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 50°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacj¢ prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czesci 1 odessano roztwor enzymu.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 1 2,5% w 0,1M buforze fosforanowym,
pH 7,0. Nastgpnie do trzech czgéci kazdego nos$nika dodano odpowiednie
roztwory aldehydu, a do czwartej czesci dodano 0,1M bufor fosforanowy o pH
7,0. Po 15 minutach reakcji wszystkie no$niki przemyto trzykrotnie
0,IM buforem fosforanowym o pH 7,0. Aby zapobiec dalszemu sieciowaniu
wszystkie nosniki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCl o pH 8,0. Tak

przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze 4°C.

3.6.3 Immobilizacja kowalencyjna na noS$nikach z grupami aminowymi:
TAEMA, TG8-NH; i TH8-NH,

5 cm’ specznionych noénikéw przemyto woda destylowana i 0,1M
buforem fosforanowym o pH 7,0. W celu aktywacji grup aminowych no$niki
zawieszono w 10 cm’ 2,5% roztworu aldehydu glutarowego w 0,1M buforze

fosforanowym o pH 7,0 1 mieszano przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.
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Nastegpnie odmyto nadmiar aldehydu woda i 0,1M buforem fosforanowym
o pH 7,0.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
inwertazy o stezeniu 5 mg/ cm® w 0,1M buforze fosforanowym o pH 7,0. Noéniki
zawieszono w 10 cm’ roztworu enzymu i proces immobilizacji prowadzono przez
2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie przeniesiono probki do lodowki
1 zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto kolejno:
0,1M buforem fosforanowym o pH 7,0; 0,1M buforem fosforanowym o pH 7,0
z 0,5M NaCl; 0,05M buforem octanowym o pH 5,2. W celu zablokowania
nieprzereagowanych aktywnych grup funkcyjnych nos$niki zawieszono w 0,5M
buforze Tris-HCl o pH 8,0 1 wstawiono do lodowki na 24 godziny.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnosé

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.6.4 Immobilizacja kowalencyjna na no$niku z grupami hydroksylowymi:

THS

5 cm’ specznionych nosnikow przemyto woda destylowana i 1M
roztworem weglanu sodu o pH 11. Do aktywacji grup hydroksylowych
wykorzystano metode opisana w [109]. 1 cm’ diwinylosulfonu dodano kroplami
do nosnika zawieszonego w 10 cm’ IM roztworu weglanu sodu o pH 11
1 mieszano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie odmyto
nadmiar aktywatora woda i 0,1M roztworem Na,HPO4 z H;PO4 0 pH 8.,4.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
inwertazy o stezeniu 5 mg/ cm’ w 0,1M roztworze Na,HPO4 z H3PO4 o pH 8.4.
Nosniki zawieszono w 10 cm’ roztworu enzymu i proces immobilizacji
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przeniesiono
probki do lodoéwki 1 zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnosé

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.
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3.6.5 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami karboksylowymi:

TMA

5 cm’ specznionych noénikéw  przemyto woda  destylowana
1 0,05M buforem octanowym o pH 5,2. W celu aktywacji grup karboksylowych
nosniki zawieszono w 10 ¢cm’ 0,3% roztworu karbodiimidu w 0,05M buforze
octanowym o pH 5,2 i mieszano przez 20 minut w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie odmyto nadmiar karbodiimidu woda i 0,05M buforem octanowym
opH 5,2.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
inwertazy o stezeniu 5 mg/ cm® w 0,05M buforze octanowym o pH 5.,2. Nogniki
zawieszono w 10 cm’ roztworu enzymu i proces immobilizacji prowadzono przez
2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przeniesiono probki do lodowki
1 zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnos$¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.6.6 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami epoksydowymi:

TGS

5 cm’ specznionych noénikéw  przemyto woda destylowana
1 0,1M roztworem Na,HPO, z H;PO40 pH 8.4.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
inwertazy o stezeniu 5 mg/ cm’® w 0,1M roztworze Na,HPO,4 z H3PO, o pH 8.4.
Noéniki zawieszono w 10 cm’ roztworu enzymu i proces immobilizacji
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przeniesiono
probki do lodowki i zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedhug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywno$é

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.
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3.7 Immobilizacja glukoamylazy

3.7.1 ,,Ssanie” na noSnikach TH8, TH8-NH, i TG8-NH,

Przygotowano roztw6r enzymu:16 cm’® glukoamylazy (Novo 2)
dopetione do 80 cm® 0,1M buforem fosforanowym o pH 7,0. Do immobilizacji
dawano po 25 cm® roztworu enzymu na 25 cm’ no$nika.

Przed immobilizacja  wszystkie nos$niki  zostaly = umieszczone
w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 50°C
(temperatura powyzej VPTT no$nikdéw). Roztwor glukoamylazy inkubowano
w temperaturze 50°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
nos$nikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 50°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacj¢ prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czesci i odessano roztwor enzymu. Eluaty zostaty zebrane
w celu oznaczenia stgzenia biatka 1 jego aktywnosci po reake;ji.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 1 2,5% w 0,1M buforze fosforanowym,
pH 7,0. Nastepnie do trzech czesci kazdego nosnika dodano odpowiednie
roztwory aldehydu, a do czwartej czg$ci dodano 0,1M bufor fosforanowy
o pH 7,0. Po 15 minutach reakcji wszystkie nos$niki przemyto trzykrotnie
0,IM buforem fosforanowym o pH 7,0. Aby zapobiec dalszemu sieciowaniu
wszystkie nos$niki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCl o pH 8,0. Tak
przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze 4°C.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywno$é

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.7.2 ,,Ssanie” na no$Sniku THN

Przygotowano roztwor enzymu: 22 cm’ glukoamylazy (Novo 2)
dopetione do 100 cm® 0,1M buforem fosforanowym o pH 7,0. Do immobilizacji
dawano po 25 cm’ roztworu enzymu na 25 cm’ no$nika.

Przed immobilizacja  wszystkie nos$niki  zostaly = umieszczone

w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 50°C
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(temperatura powyzej VPTT nos$nikdéw). Roztwor glukoamylazy inkubowano
w temperaturze 50°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
no$nikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 50°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacje prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czgsci 1 odessano roztwor enzymu. Eluaty zostaly zebrane
w celu oznaczenia stgzenia biatka i jego aktywnosci po reakc;ji.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 1 2,5% w 0,1M buforze fosforanowym,
pH 7,0. Nastgpnie do trzech czgsci kazdego nosnika dodano odpowiednie
roztwory aldehydu, a do czwartej czgsci dodano 0,1M bufor fosforanowy
o pH 7,0. Po 15 minutach reakcji wszystkie nos$niki przemyto trzykrotnie
0,IM buforem fosforanowym o pH 7,0. Aby zapobiec dalszemu sieciowaniu
wszystkie no$niki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCI o pH 8,0. Tak

przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze 4°C.

3.7.3 ,,Ssanie” na no$niku T8

Przygotowano roztwor glukoamylazy: 11 cm’® enzymu (Novo 2)
w 39 ecm’ 0,1M buforu fosforanowego o pH 7,0. Na 20 cm’ no$nika dawano po
20 cm’ roztworu enzymu.

Przed immobilizacja wszystkie nos$niki  zostaly = umieszczone
w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 50°C
(temperatura powyzej VPTT no$nikow). Roztwor glukoamylazy inkubowano
w temperaturze 50°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
nos$nikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 50°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacje prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czesci 1 odessano roztwor enzymu.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 1 2,5% w 0,1M buforze fosforanowym,

pH 7,0. Nastgpnie do trzech czgéci kazdego nos$nika dodano odpowiednie
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roztwory aldehydu, a do czwartej czesci dodano 0,1M bufor fosforanowy
o pH 7,0. Po 15 minutach reakcji wszystkie no$niki przemyto trzykrotnie
0,IM buforem fosforanowym o pH 7,0. Aby zapobiec dalszemu sieciowaniu
wszystkie no$niki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCI o pH 8,0. Tak

przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze 4°C.

3.7.4 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami epoksydowymi —

dobor warunkow reakeji

12 probek nosnika TGS przemyto woda i nastgpujacymi roztworami
buforow: 0,1M buforem fosforanowym o pH 7,0; 1,0M buforem fosforanowym
o pH 7,0; 0,1M buforem fosforanowym o pH 8,0; 1,0M buforem fosforanowym
o pH 8,0; 0,1M buforem weglanowym o pH 9,0 i 1,0M buforem weglanowym
o pH 9,0. W celu zbadania wplywu temperatury na immobilizacjg, potowg probek
aktywowano w temperaturze 5°C, a pozostate 6 probek w temperaturze 45°C.

Przygotowano roztwory glukoamylazy: 9 cm® biatka rozpuszczono
w 27 em’ odpowiedniego buforu i inkubowano w temperaturze 5 lub 45°C.
Na 7 cm’ no$nika dawano po 15 cm’ roztworu enzymu. Proces immobilizacji
prowadzono w temperaturze 5 lub 45°C przez 2 godziny, a nastgpnie no$niki
przeniesiono z termostatowanych reaktoréw na kolumny i odmywano nadmiar
bialka. Jako pierwszego buforu uzyto 0,1M buforu o odpowiednim pH, nastgpnie
no$niki przemywano 0,IM buforem o odpowiednim pH z 0,5M NaCl. Eluaty
zostaly zebrane w celu oznaczenia stezenia biatka i jego aktywnos$ci po reakcji.
Na koniec no$niki przemyto 0,05M buforem octanowym o pH 4,5 i zawieszono
w 0,5M buforze Tris-HCI o pH 8,0 w celu zablokowania nieprzereagowanych
grup epoksydowych. Tak przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze
4°C.

3.7.5 Immobilizacja kowalencyjna na nos$nikach z grupami aminowymi:
TAEMA, TG8-NH; i TH8-NH,

Aktywacj¢ nos$nika 1 immobilizacje glukoamylazy przeprowadzono
identycznie jak to opisano w paragrafie 3.6.3.

Biatko uzyte do immobilizacji przygotowano nastepujaco: 1 cm’ roztworu

glukoamylazy rozpuszczono w 13 cm’® 0,1M buforu fosforanowego o pH 7,0.
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Nadmiar biatka, ktore nie ulegto immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.
Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnosé¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.7.6 Immobilizacja kowalencyjna na no$niku z grupami hydroksylowymi:

THS

Aktywacj¢ nos$nika 1 immobilizacje glukoamylazy przeprowadzono
identycznie jak to opisano w paragrafie 3.6.4.

Biatko uzyte do immobilizacji przygotowano nastepujaco: 1 cm® roztworu
glukoamylazy rozpuszczono w 13 cm’ 0,IM roztworu Na,HPO, z H3PO,
o pH 8.,4.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnos$¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.7.7 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami karboksylowymi:

TMA

Aktywacje nos$nika 1 immobilizacje glukoamylazy przeprowadzono
identycznie jak to opisano w paragrafie 3.6.5.

Bialko uzyte do immobilizacji przygotowano nastgpujaco: 1 cm’ roztworu
glukoamylazy rozpuszczono w 13 cm® 0,05M buforu octanowego o pH 5,2.

Nadmiar biatka, ktore nie ulegto immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnosé

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.7.8 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami epoksydowymi:

TGS

Aktywacje nos$nika 1 immobilizacje glukoamylazy przeprowadzono

identycznie jak to opisano w paragrafie 3.6.6.
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Biatko uzyte do immobilizacji przygotowano nastepujaco: 1 cm® roztworu
glukoamylazy rozpuszczono w 13 cm’ 0,IM roztworu Na,HPO, z H;PO,
opH 8,4.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.6.3.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywno$é

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.
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3.8 Immobilizacja trypsyny

3.8.1 ,,Ssanie” na noSnikach TH8, TH8-NH, i TG8-NH,

Przygotowano roztwér trypsyny: enzym liofilizowany 1 mg/ cm’

w 0,1M buforze boranowym o pH 8,0 z 80 mM CaCl. Na 25 cm’ noénika
dawano po 25 cm’ enzymu.

Przed immobilizacja  wszystkie nos$niki  zostaly = umieszczone
w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 45°C
(temperatura powyzej VPTT nos$nikdw). Roztwor trypsyny inkubowano
w temperaturze 45°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
nosnikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 45°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacj¢ prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czesci i odessano roztwor enzymu. Eluaty zostaty zebrane
w celu oznaczenia stgzenia biatka 1 jego aktywnosci po reake;ji.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 i 2,5% w 0,1M buforze boranowym,
pH 8,0 z 80 mM CaCl,. Nastepnie do trzech czgsci kazdego nos$nika dodano
odpowiednie roztwory aldehydu, a do czwartej czg$ci dodano 0,1M bufor
boranowy, pH 8,0 z 80 mM CaCl,. Po 15 minutach reakcji wszystkie no$niki
przemyto trzykrotnie 0,1M buforem boranowym, pH 8,0 z 80 mM CaCl,. Aby
zapobiec dalszemu sieciowaniu wszystkie nosniki zawieszono w 0,5M buforze
Tris-HCI o pH 8,0. Tak przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze
4°C.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnos¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.8.2 Immobilizacja kowalencyjna na noS$nikach z grupami aminowymi:

TAEMA, TG8-NH; i TH8-NH,

5 com’ specznionych no$nikéw  przemyto woda  destylowana
i 0,1M buforem fosforanowym o pH 7,0. W celu aktywacji grup aminowych

noéniki zawieszono w 10 cm’ 2,5% roztworu aldehydu glutarowego
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w 0,IM buforze fosforanowym o pH 7,0 1 mieszano przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie odmyto nadmiar aldehydu woda
1 0,1M buforem boranowym z 2 mM CaCl, o pH 7.,4.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
trypsyny o stezeniu 2,5 mg/ cm® w 0,1M buforze boranowym z 2 mM CaCl,
o pH 7,4. Noéniki zawieszono w 10 cm® roztworu enzymu i proces immobilizacji
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przeniesiono
probki do lodowki i zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto kolejno:
0,1M buforem boranowym z 2 mM CaCl, o pH 7,4; 0,1M buforem boranowym
z 2 mM CaCl, o pH 7,4 z 0,5M NaCl; 0,05M buforem octanowym z 2 mM CaCl,
o pH 5,2. W celu zablokowania nieprzereagowanych aktywnych grup
funkcyjnych nosniki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCI o pH 8,0 i wstawiono
do lodéwki na 24 godziny.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywno$¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.8.3 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami hydroksylowymi:

THS

5 cm’ specznionych nosnikéw przemyto woda destylowana i 1M
roztworem weglanu sodu o pH 11. Do aktywacji grup hydroksylowych
wykorzystano metode opisana w [109]. 1 cm’ diwinylosulfonu dodano kroplami
do no$nika zawieszonego w 10 cm3 IM roztworu weglanu sodu o pH 11
1 mieszano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastgpnie odmyto
nadmiar aktywatora woda i 0,1M buforem boranowym z 2 mM CaCl, o pH 8.,4.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
trypsyny o stezeniu 2,5 mg/ cm® w 0,1M buforze boranowym z 2 mM CaCl,
o pH 8,4. Noéniki zawieszono w 10 cm® roztworu enzymu i proces immobilizacji
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przeniesiono
probki do lodowki i zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktore nie ulegto immobilizacji odmyto wedtug schematu

opisanego w paragrafie 3.8.2.
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Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnos$¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.8.4 Immobilizacja kowalencyjna na nos$niku z grupami karboksylowymi:

TMA

5 cm’ specznionych noénikéw  przemyto woda destylowana
i 0,05M buforem octanowym o pH 5,2. W celu aktywacji grup karboksylowych
noéniki zawieszono w 10 ecm’® 0,3% roztworu karbodiimidu w 0,05M buforze
octanowym o pH 5,2 1 mieszano przez 20 minut w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie odmyto nadmiar karbodiimidu woda i 0,1M kwasem borowym z 2 mM
CaCl, o pH 5,2.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
trypsyny o stezeniu 2,5 mg/ cm® w 0,IM kwasie borowym z 2 mM CaCl,
o pH 5,2. Noéniki zawieszono w 10 cm’ roztworu enzymu i proces immobilizacji
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastgpnie przeniesiono
probki do lodowki 1 zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedtug schematu
opisanego w paragrafie 3.8.2.

Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnosé

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.

3.8.5 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku z grupami epoksydowymi:
TGS

5 c¢cm’ specznionych no$nikéw przemyto woda destylowana i 0,1M
buforem boranowym z 2 mM CaCl, o pH 8.,4.

Kolejnym etapem byla immobilizacja biatka. Przygotowano roztwor
trypsyny o stezeniu 2,5 mg/ cm® w 0,1M buforze boranowym z 2 mM CaCl,
o pH 8,4. Nosniki zawieszono w 10 cm’ roztworu enzymu i proces immobilizacji
prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nast¢pnie przeniesiono
probki do lodowki i zostawiono na 24 godziny.

Nadmiar biatka, ktére nie uleglo immobilizacji odmyto wedtug schematu

opisanego w paragrafie 3.8.2.
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Stezenie zaimmobilizowanego enzymu oraz jego teoretyczna aktywnos$¢

obliczono analogicznie jak to opisano w paragrafie 3.6.1.
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3.9 Immobilizacja lakkazy

3.9.1 ,,Ssanie” na noSnikach TH8 i T8

Do immobilizacji uzyto ekstraktu z grzybéw Cerrena unicolor
oczyszczonego na celulozowej membranie mikrofiltracyjnej (Millipore).
Na 20 cm’ noénika dawano po 19 cm’ roztworu lakkazy.

Przed immobilizacja  wszystkie nos$niki  zostaly = umieszczone
w termostatowanych reaktorach i byly inkubowane w temperaturze 50°C
(temperatura powyzej VPTT no$nikow). Roztwor lakkazy inkubowano
w temperaturze 50°C przez 15 minut, a nastgpnie dodano do skurczonych
nos$nikow.

Proces immobilizacji prowadzono w temperaturze 50°C przez 15 minut,
a nastgpnie wszystkie reaktory ochtodzono i dalej immobilizacj¢ prowadzono
w temperaturze 4°C przez 1 godzing. Po skonczonej reakcji wszystkie nos$niki
podzielono na cztery czgsci 1 odessano roztwor enzymu.

Kolejnym etapem bylo sieciowanie aldehydem  glutarowym.
Przygotowano roztwory aldehydu 0,5; 1,0 1 2,5% w 0,1M buforze fosforanowym,
pH 7,0. Nastepnie do trzech czeéci kazdego nosnika dodano odpowiednie
roztwory aldehydu, a do czwartej czesci dodano 0,1M bufor fosforanowy
o pH 7,0. Po 15 minutach reakcji wszystkie no$niki przemyto trzykrotnie
0,IM buforem fosforanowym o pH 7,0. Aby zapobiec dalszemu sieciowaniu
wszystkie nosniki zawieszono w 0,5M buforze Tris-HCI o pH 8,0. Tak

przygotowane nosniki przechowywano w temperaturze 4°C.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

4.1 Charakterystyka jonitow

Jonity otrzymano podczas polimeryzacji suspensyjnej
N-izopropyloakryloamidu z 2-metakryloilo(oksyetylo) fosforanem ze s$rednia
wydajnoscia 83%, wielko$¢ ziaren otrzymanych polimeréw byla zawarta
w przedziale 0,15-0,30 mm. Zastosowano nastgpujace $rodki sieciujace:
dimetakrylan glikolu etylenowego (TP8, TP12), dimetakrylan glikolu
trietylenowego (TPT*, TPT) oraz trimetakrylan 2-etylo-2-hydroksymetylo-1,3-
propanodiolu (TP3F) w ilosci 4,0% molowych (TPT*), 5,9% molowych (TPS,
TPT, TP3F) lub 8,0% molowych grup winylowych (TP12). Dla kazdej zywicy
wyznaczono chlonno$é, pojemnos¢ kwasowa, zawarto$¢ azotu i fosforu.

Otrzymane wyniki zebrano w tabeli 6.

Tabela 6 Charakterystyka termoczulych jonitow

Nosnik w w % Zy Zp VA Wydajnosé
(25°C) (47°C) | polimeru w polimeryzacji
zelu [%]

TP8 5,35 4,70 15,75 4,02 0,83 2,27 89
TP12 4,36 3,84 18,66 3,58 1,27 1,69 87
TPT* 3,78 2,05 20,92 3,24 1,33 2,25 75
TPT 7,38 4,24 11,93 3,27 1,30 3,37 80
TP3F 5,08 4,60 16,15 3,64 1,33 1,89 85

gdzie: W—chtonnos¢ w 25°C lub 47°C [g H,O/g suchego polimeru]; Zy-zawartos¢
azotu [mmol/g]; Zp-zawartoS¢ fosforu [mmol/g]; Z-pojemnos¢ kwasowa [mmol/g]

Zawarto$¢ azotu 1 fosforu wyznaczona eksperymentalnie pordéwnano
Z teoretyczna zawarto$cia obliczona na podstawie skladu fazy organicznej
1 stwierdzono, ze monomer NIPAAm zostal wlaczony do polimeru z wydajnoscia
95% w przypadku jonitu TPS, 90% (TP12, TP3F) i 80% (TPT*, TPT). Z kolei
wydajno$¢ wilaczenia monomeru MEP wynosita 40% w przypadku jonitu TPS8
1 60% dla pozostatych zywic. Wydajno§¢ polimeryzacji termoczulych jonitow

byta nieco mniejsza w porownaniu z wydajnoscia polimeryzacji suspensyjnej na
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przyktad styrenu 1 diwinylobenzenu, ktora wynosita blisko 100% [8,10]. Dodatek
5% chlorku wapnia do fazy wodnej zmniejszyl rozpuszczalno$¢ hydrofilowych
monomeréw tylko w pewnym stopniu, czgs¢ monomerow fazy organicznej
rozpuscita si¢ w wodzie. W publikacji [8] opisano synteze kopolimerow styrenu
1 metakryloamidu usieciowanych diwinylobenzenem, wydajnos$¢ byta zawarta
w granicach 60-80% w zaleznosci od sktadu.

Chlonno$¢ wody wyznaczono w dwoch temperaturach 25 1 47°C,
odpowiednio ponizej i powyzej temperatury objgtosciowe] przemiany fazowej
(VPTT) jonitow. Porownujac otrzymane wartosci stwierdzono, ze najwigksza
zmiang chtonnosci powyzej VPTT charakteryzuja si¢ jonity usieciowane
TEGDMA. Chlonno$¢ wody zmniejsza si¢ o 43 i 46% odpowiednio dla TPT*
i TPT. W przypadku jonitow TP8 i TP12 chlonno$§¢ wody powyzej VPTT
zmniejsza si¢ o 12%, a w przypadku jonitu TP3F o 9%.

W celu wyznaczenia pK grup fosforanowych jonit TP8 poddano
miareczkowaniu pH-metrycznemu, otrzymane wyniki przedstawiono w postaci
wykresu na rysunku 27. Wyznaczone metoda geometryczna warto$ci pK grup
fosforanowych wynosza: pK;= 3,59; pK,=8,84 przy stezeniach wodorotlenku
sodu odpowiednio 0,59 1 2,18 [mmol/g]. Stezenie NaOH odpowiadajace pK; jest
nieco mniejsze niz zawarto$¢ grup fosforanowych w polimerze. Moze to
sugerowaé, ze nie wszystkie grupy fosforanowe sa jednakowo dostgpne
w $rodowisku wodnym. Stezenie NaOH odpowiadajace pK, jest niewiele
mniejsze od pojemnosci kwasowej jonitu. Wartos$¢ ta jest jednak nieco wigksza
niz wynikatoby to z zawarto$ci fosforu w probce. Prawdopodobnie podczas
polimeryzacji doszlo do hydrolizy wiazan estrowych dimetakrylanu glikolu
etylenowego z utworzeniem grup karboksylowych Ilub rozpadu wiazania
amidowego w N-izopropyloakryloamidzie, rowniez z odtworzeniem grup
karboksylowych, co w rezultacie spowodowato zwigkszona pojemnos¢ kwasowa
jonitu. Warto$ci pK grup fosforanowych znalezione w literaturze [107] dla
kopolimeru NIPAAm i MEP wynosza odpowiednio 6,92 i 10,80; natomiast dla
monomeru MEP 2,15 1 6,80. Wartosci otrzymane dla kopolimeru znacznie
odbiegaja od wartosci otrzymanych dla monomeru 2-metakryloilo(oksyetylo)
fosforanu. W publikacji [107] nie podano doktadnych warunkow, w jakich badano
pK grup fosforanowych polimeru, co powoduje, ze dane z tej publikacji nalezy

traktowac z duza ostrozno$cia, zwlaszcza ze w pracy [165] otrzymane warto$ci
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pK; 1 pK; grup etylo aminofosfonowych wynosza odpowiednio 0,53 i 5,33.
Mozliwe, ze dlugos¢ pojedynczego cyklu, w ktorym dodawano NaOH byta
niewystarczajaca do osiagnigcia stanu rownowagi i nastapito przesunigcie pK;
i pKy w kierunku wyzszych wartosci. Wartosci pK; i pK, kwasu fosforowego

wynosza odpowiednio 2,121 7,21 [166].

10,5 et

9,5
8,84
8,5

3,59 //

2,5 .\ T T T T T T T
000  050,591,00 1,50 20055250 300 350 400 450

[mmol NaOH/g suchego polimeru]

Rysunek 27 Miareczkowanie pH-metryczne kopolimeru NIPAAm i MEP usieciowanego
EGDMA
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4.1.1 Wplyw rodzaju srodka sieciujacego na zmiany objetosci jonitow

Jonity usieciowano trzema $rodkami sieciujacymi w celu zbadania wplywu

struktury takiego $rodka na zachowanie si¢ jonitdow w temperaturze ponizej

1 powyzej VPTT oraz ze wzglgdu na obecnos$¢ grup jonoczynnych, w roztworach

o pH w zakresie 2-4.

obje¢tos¢ whasciwa [cm3/ g]

objetos¢ whasciwa [cm3/ g]

Wplyw temperatury na objgtos¢ w wodzie
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Wplyw temperatury na objgtos¢ w pH 3

15,0 -

13,0

11,0

objetos¢ whasciwa [cm3/ g]

9,0 T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60
temperatura [°C]
~-TP8 —-TPT —e-TP3F
(c)
Wplyw temperatury na objetosc w pH 4
14,5

*
L 4

12,5 :v < —

10,5 A

objetos¢ whasciwa [cm3/ g]

8,5 T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60

temperatura [°C]
——-TP8 —& TPT — TP3F
(d)

Rysunek 28 Objeto$¢ wlasciwa jonitow w funkcji temperatury i pH roztworu

Na wykresach (rysunek 28) przedstawiono wptyw temperatury na objgtosé¢
wiasciwa jonitow w zaleznosci od pH roztworu. Kurczenie jonitow w wodzie
(rysunek 28 a) i w roztworze kwasu azotowego o pH 4 (rysunek 28 d) jest
podobne. W tym roztworze kwasu grupy fosforanowe sa zdysocjowane (pH 4 jest
powyzej pK; grup jonoczynnych). Temperatura VPTT w przypadku wody

i roztworu pH 4 jest bardzo wysoka dla wszystkich jonitow, co jest spowodowane
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duza polarnoscia zdysocjowanych grup fosforanowych. W roztworze kwasu
azotowego o pH 2 (rysunek 28 b)obserwujemy najwigksza zmiang objgtosci
wlasciwej 1 najnizsza temperatur¢ VPTT. Maksymalna zmiang objgtosci

i temperatur¢ VPTT dla jonitow przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7 Wplyw pH roztworu na zmiane objetosci i VPTT jonitow

Roztwor Jonit Maksymalna VPTT [°C]
zmiana objetosci
wlasciwej [em’/g
suchego jonitu]
Woda TP8 1,0 42
TPT 2,3 43
TP3F 1,0 43
pH 2 TP8 3.3 38
TPT 5,8 39
TP3F 4.8 42
pH3 TP8 1,5 43
TPT 2,3 46
TP3F 1,5 43
pH 4 TP8 1,0 42
TPT 1,0 55
TP3F 0,8 46

Analizujac maksymalna zmiang objgtosci jonitow mozemy zauwazy¢, ze
dla zywicy usieciowanej TEGDMA jest ona najwigksza w wodzie i w roztworach
kwasu azotowego o pH 2 i 3. W wodzie obj¢tos¢ TPT zmniejsza si¢ o 16%,
podczas gdy objgtosci TP8 1 TP3F zmniejszaja si¢ odpowiednio o 10 1 7%,
w roztworach kwasu azotowego o pH 2 1 3 obserwujemy podobna zaleznos¢.
Objetos¢ jonitow TPS, TPT 1 TP3F zmniejsza si¢ odpowiednio o 30, 36 1 25%
w pH 2 oraz 0 13, 17 1 10% w pH 3. Jedynie w pH 4 najwicksza zmiang¢ objetosci
zaobserwowano zarowno dla jonitu usieciowanego EGDMA, jak 1 TEGDMA.

Objetosci poszczegdlnych jonitdow zmniejszaja si¢ odpowiednio o 10, 7 1 6%.
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Zarowno EGDMA, jak i TEGDMA sa liniowymi dwufunkcyjnymi $rodkami
sieciujacymi, przy czym TEGDMA charakteryzuje si¢ dtuzszym tancuchem
(rysunek 22), wptywa to na strukturg¢ jonitu usieciowanego TEGDMA. Jonit jest
bardziej elastyczny w porownaniu z polimerami usieciowanym EGDMA oraz
TMPMA 1 przektada si¢ to na maksymalna zmiang objgtosci w temperaturze
VPTT.

Podobna zalezno$¢ zaobserwowano dla chtonnosci (tabela 6), ktorej
warto$¢ w temperaturze 25°C jest duzo wigksza dla jonitu TPT w poréwnaniu
z jonitami TP8 i TP3F. W temperaturze powyzej VPTT, w ktorej jonity sa
skurczone 1 czasteczki wody hydratujacej tancuchy polimerowe sa wypychane na
zewnatrz, jonit TPT charakteryzuje si¢ najmniejsza chlonnoscia wody
w poréwnaniu z pozostalymi jonitami i jednocze$nie warto§¢ chtonnosci maleje
0 43%, podczas gdy chtonno$¢ jonitu TP8 powyzej VPTT zmniejsza si¢ o 12%,
a jonitu TP3F o0 9%.

4.1.2 Wplyw ilosci Srodka sieciujgcego na zmiany objetosci jonitow
Oproécz wptywu rodzaju $Srodka sieciujacego, zbadano takze wpltyw jego
ilosci na zachowanie si¢ jonitow w temperaturach ponizej i powyzej VPTT oraz

w roztworach o ré6znym pH. Otrzymane wyniki przedstawiono na wykresach na

rysunku 29.
Wplyw temperatury na objetos¢ w wodzie
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objetos¢ wlasciwa [cm3/ g]

objetos¢ whasciwa [cm3/g]

Wptyw temperatury na objetos¢ w pH 2

13,0

11,0 ‘\‘\‘\\

9,0
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Wplyw temperatury na objgtosc w pH 4
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(d)
Rysunek 29 Objetosé wiasciwa jonitow w funkcji temperatury i pH roztworu

Jonity TP8 1 TP12 usieciowano EGDMA, a TPT* i TPT — TEGDMA.
Zawarto$¢ srodka sieciujacego wynosita odpowiednio 5,9 i1 8,0% molowych grup
winylowych dla EGDMA 1 4,0 1 5,9% molowych grup winylowych dla
TEGDMA. Zwigkszenie st¢zenia $rodka sieciujacego powinno mie¢ wplyw na
strukturg polimeru, co w przypadku termoczutych kopolimerow przektada si¢ na
zmiany objgtosci wlasciwej w temperaturze powyzej VPTT. Dla jonitow TP8
1 TP12 wartosci objgtosci whasciwej w wodzie (rysunek 29 a) oraz w roztworach
o pH 2 (rysunek 29 b) i 4 (rysunek 29 d) sa praktycznie takie same. Roznice
mozna zaobserwowa¢ w roztworze o pH 3 (rysunek 29 c), jonit TPS8
w temperaturze powyze] VPTT jest bardziej skurczony w pordéwnaniu
z jonitem TP12. Dla jonitow TPT* 1 TPT zmiany objgtosci wtasciwej mozna
zaobserwowa¢ zarowno w wodzie, jak 1 w roztworach o pH 2, 3 i 4. We
wszystkich przypadkach jonit TPT* jest bardziej skurczony w temperaturze
powyzej VPTT w poréwnaniu z jonitem TPT. Z powyzszych obserwacji wynika,
Ze jonity o mniejszym stopniu usieciowania sg bardziej elastyczne, co uwidacznia
si¢ w temperaturze powyzej] VPTT wigksza zmiana objetosci wlasciwej danego

jonitu. Na podstawie wykresOw wyznaczono maksymalng zmiang objetosci
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1 temperatur¢ VPTT dla poszczegdlnych jonitdw, wyniki zaprezentowano

w tabeli 8.

Tabela 8 Wplyw pH roztworu na zmiane objetosci i VPTT jonitow

Roztwor Jonit Maksymalna VPTT [°C]
zmiana objetosci
wlasciwej [em’/g
suchego jonitu]
Woda TP8 1,0 42
TP12 0,9 46
TPT* 3,0 43
TPT 2,3 43
pH 2 TP8 3.3 38
TP12 2,6 39
TPT* 6,2 39
TPT 5,8 39
pH3 TP8 1,5 43
TP12 0,6 44
TPT* 2,5 44
TPT 2,3 46
pH 4 TP8 1,0 42
TP12 0,6 42
TPT* 1,5 49
TPT 1,0 55

Analizujac wyniki zebrane w tabeli 8§ mozemy zauwazy¢ wpltyw ilosci
uzytego S$rodka sieciujacego na maksymalna zmiang objgtosci jonitow. Jak
wspomniano wczesniej, jonity o mniejszej zawarto$ci Srodka sieciujacego
charakteryzuja si¢ wigksza zmiana objgtosci w poréwnaniu z jonitami o wigkszej
zawarto$ci $rodka sieciujacego. Dla jonitow TP8 1 TP12 objetos¢ powyzej VPTT
zmniejsza si¢ odpowiednio o 10 1 9% w wodzie, 30 1 26% w pH 2, 13 1 5%
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w pH 3 oraz 10 1 6% w pH 4. Dla jonitéw TPT* 1 TPT objetos¢ powyzej VPTT
zmniejsza si¢ odpowiednio o 22 1 16% w wodzie, 47 1 36% w pH 2, 21 1 17%
w pH 3 oraz 11 1 7% w pH 4. Poréwnujac chlonno$¢ wody (tabela 6) dla jonitéw
usieciowanych EGDMA, stwierdzono, ze jej warto$¢ zmniejsza si¢ ze
zwigkszaniem zawarto$ci $rodka sieciujacego. W temperaturze powyzej VPTT
chtonno$¢ zmniejsza si¢ o 12% dla obydwu jonitow. Dla jonitéw usieciowanych
TEGDMA zaobserwowano odwrotng zalezno$¢, to znaczy, chtonno$¢ wody
zwigksza si¢ wraz ze zwigkszaniem zawarto$ci $rodka sieciujacego, natomiast
w temperaturze powyzej VPTT chlonno$¢ zmniejsza si¢ o 46% w przypadku
jonitu o mniejszej zawartosci TEGDMA 1 0 43% w przypadku jonitu o wigkszym
stopniu usieciowania. Roznice w pgcznieniu 1 objgtosci wlasciwej sa w pewnym
stopniu spowodowane r6zng zawartoscia grup fosforanowych dla poszczegdlnych
jonitéw. Otrzymanie polimerdw suspensyjnych o zblizonej zawartosci grup
funkcyjnych byto trudne ze wzgledu na hydrofilowo$¢ monomeru z grupami
jonoczynnymi i zwiazana z tym jego rozpuszczalno$cia w fazie wodnej

mieszaniny reakcyjne;j.
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4.2 Charakterystyka nosnikow do immobilizacji enzymow

Termoczute nos$niki do immobilizacji enzymoéw otrzymano podczas
polimeryzacji  suspensyjnej  N-izopropyloakryloamidu z  monomerami
funkcjonalnymi: metakrylanem 2-hydroksyetylu (TH8, THN), metakrylanem
glicydylu (TGS8), kwasem metakrylowym (TMA) i metakrylanem 2-aminoetylu
(TAEMA) ze $rednia wydajnoscia 80%. Wielkosci ziaren no$nikow: THS, THN
i1 TG8 byly zawarte w przedziale 0,15-0,30 mm, natomiast wielko$ci ziaren
no$nikow: TMA 1 TAEMA byly zawarte w zakresie 0,08-0,15 mm. Nosnik T8
jest kopolimerem N-izopropyloakryloamidu i1 dimetakrylanu glikolu etylenowego.
Nosniki usieciowano dimetakrylanem glikolu etylenowego, za wyjatkiem no$nika
THN, ktory zostal usieciowany dimetakrylanem glikolu trietylenowego.
Zawartos¢ $rodka sieciujacego odpowiadata 5,9% molowym grup winylowych.
Dla kazdej zywicy wyznaczono chtonno$¢, zawarto$¢ azotu i grup funkcyjnych.

Otrzymane wyniki zebrano w tabeli 9.

Tabela 9 Charakterystyka termoczulych nosnikow do immobilizacji

Nosnik w % polimeru Zy ZGr Wydajnosé
(25°C) w Zelu polimeryzacji
[%]

THS 1,35 42,43 4,44 2,57 85
THN 2,85 25,97 4,60 2,35 87
TGS 1,17 46,08 4,78 1,36 85
TMA 2,71 26,95 4,74 2,94 70
TAEMA 2,21 31,15 7,67 1,10 65
T8 2,40 29,40 7,57 - 90

gdzie: W—chtonnos¢ w 25°C [g H,O/g suchego polimerul; Zy-zawartos¢ azotu
[mmol/g]; Zgr- zawartos¢ grup funkcyjnych [mmol/g]

Zawarto$¢ azotu 1 grup funkcyjnych wyznaczona eksperymentalnie
porownano z teoretyczna zawarto$cia obliczona na podstawie skladu fazy

organicznej i stwierdzono, ze monomer NIPAAm zostat wlaczony do polimeru
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z wydajnoscia 95% w przypadku no$nikow TG8 1 T8, 90% (TH8, THN, TAEMA)
1 80% (TMA). Z kolei wydajno$¢ wlaczenia monomeru funkcjonalnego wynosita
31% w przypadku nos$nika THS8, 55% w przypadku no$nikow THN, TGS
i TAEMA oraz 61% w przypadku nosnika TMA. Wydajno$¢ polimeryzacji
termoczutych no$nikéw byta mniejsza w porownaniu z wydajnos$cia polimeryzacji
suspensyjnej jonitow, za wyjatkiem wydajnosci syntezy nos$nika T8. Nosniki
TMA 1 TAEMA otrzymano z najmniejsza wydajnoscia, chociaz ze wzgledu na
hydrofilowo$¢ monomeréw do fazy dodano 50% chlorek wapnia.
Rozpuszczalno§¢ monomeréw w wodzie nie byla jedyna przyczyna matej
wydajnosci polimeryzacji. Podczas syntezy TMA 1 TAEMA szybkos$¢ obrotow
mieszadla utrzymywano na poziomie 500 obrotow na minutg. W rezultacie
otrzymano polimery suspensyjne o znacznie mniejszej S$rednicy ziarna
w poroéwnaniu z pozostatymi nosnikami, co powodowato migdzy innymi duze
trudno$ci w oczyszczaniu otrzymanych nos$nikéw (polimery oczyszczano przez
dekantacj¢), a w konsekwencji straty byly spowodowane bardzo wolna
sedymentacja. Wydajno$¢ polimeryzacji  pozostalych  no$nikéw  byta
porownywalna z danymi literaturowymi. Przykladowo w pracy [18] opisano
synteze¢ kopolimeréw NIPAAm i HEMA usieciowanych MBA o r6znym sktadzie
metoda odwroconej polimeryzacji suspensyjnej z wydajno$ciami zawartymi
w zakresie 71-81%. Natomiast w publikacji [167] opisano synteze¢ kopolimeru
HEMA i EGDMA metoda polimeryzacji suspensyjnej z wydajnoscia 85%.
Wydajnos¢ polimeryzacji nosnikow TH8 1 THN otrzymanych w ramach tej pracy
doktorskiej wynosita odpowiednio 85 1 87%. Z kolei w publikacji [168] opisano
syntez¢ szeregu kopolimerow styrenu i metakrylanu glicydylu o réZznym stopniu
usieciowania. Wydajnos¢ polimeryzacji zwigkszala si¢ ze wzrostem zawarto$ci
diwinylobenzenu i1 wynosita 83-91%. Nosnik z grupami epoksydowymi (TGS)
otrzymano z wydajno$cia 85%.

Chtonno$¢ wody otrzymanych termoczulych no$nikéw do immobilizacji
enzymow jest zawarta w przedziale 1,17 — 2,85 g H,O/g i wartosci te sa mniejsze
w porownaniu z wartosciami chtonnosci termoczutych jonitow.

W wyniku modyfikacji etylenodiaming do no$nikow zostaty wprowadzone
grupy aminowe. Dzigki temu nos$niki staty si¢ bardziej hydrofilowe, co przektada
si¢ zar6wno na wigksze wartosci chlonnos$ci, jak i na wyzsza temperaturg VPTT

(tabela 10). Warto$¢ chtonno$ci zmodyfikowanych no$nikoéw zwigksza sig¢ o 35%
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w przypadku TH8-NH; 1 40% w przypadku TG8-NH,. W obydwu przypadkach
temperatura  VPTT zmodyfikowanych nos$nikéw jest o 10°C wyzsza
w pordwnaniu z niezmodyfikowanymi no$nikami. Jednocze$nie zmodyfikowane
nosniki charakteryzuja sie mniejsza zmiang objetosci

w temperaturze powyzej VPTT.

Tabela 10 Wplyw modyfikacji etylenodiaming na chtonnosé¢ i VPTT nosnikow

Nosnik w N ZNH2 % objetosci VPTT
(25°C) poczatkowej w [°C]
temperaturze powyzej | w wodzie
VPTT
TH8 1.35 4.44 - 333 33
THS8-NH, 1.83 4.57 0.20 27.0 43
TGS 1.17 4.78 - 30.8 36
TG8-NH; 1.64 6.11 1.91 26.2 46

gdzie: W—chtonnos¢ w 25°C [g H,O/g suchego polimerul; Zy-zawartos¢ azotu
[mmol/g]; Zyu,- zawartosé grup aminowych [mmol/g]

W rozdziatach 3.6-3.9 zostala opisana immobilizacja enzymdéw metoda
»ssania”, ktéra polega na zasysaniu czasteczek biatka z roztworu podczas
rozkurczania si¢ odpowiednio przygotowanych no$nikow, a nastgpnie na
sieciowaniu tych no$nikow aldehydem glutarowym.

Procedura immobilizacji metoda ,,ssania’:

1. Adsorpcja

Jest to pierwszy etap kazdej immobilizacji enzymu na nierozpuszczalnym
nos$niku. Z uwagi na to, ze oddziatywania hydrofobowe zwigkszaja adsorpcje,
no$nik nalezy ogrza¢ powyzej jego temperatury VPTT. W rezultacie no$nik
bedzie skurczony, a jego powierzchnia stanie si¢ hydrofobowa (rysunek 30 a).
Nastgpny krok to dodanie ogrzanego roztworu enzymu (rysunek 30 b).

2. ,,Ssanie”

Kolejny etap polega na gwaltownym obnizeniu temperatury uktadu ponizej
VPTT no$nika. Nastgpuje wowczas szybkie rozkurczanie no$nika, podczas
ktérego czasteczki biatka sg ,,zasysane” w glab sieci polimerowej (rysunek 30 c).

3. Sieciowanie
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Ostatni etap to sieciowanie aldehydem glutarowym (rysunek 30 d), aby

zminimalizowa¢ ubytek enzymu z preparatu na skutek wyptukania.

Temp. 50°C

) ®
0. .00 .
a b
sie¢ czasteczka
polimerowa enzymu

Temp. 50°C

Temp. 4°C

Temp. 23°C

Rysunek 30 Schemat immobilizacji metodq ,,ssania”

aldehyd
glutarowy

Zbadano wptyw aldehydu glutarowego na zachowanie si¢ preparatow

z immobilizowanym enzymem w temperaturze powyzej VPTT, wyniki

przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11 Wplyw aldehydu glutarowego na kurczenie si¢ nosnikéw w temperaturze powyiej

VPTT
Zmiana objetosci nosnika w | Zmiana objetosci nosnika w
temperaturze powyzej VPTT, | temperaturze powyzej VPTT,
Nosnik w 50°C [%] w 50°C [%]
(przed modyfikacjq (po modyfikacji aldehydem
aldehydem glutarowym) glutarowym)
TH8-B 33.1 333
THS8-0.5 31.0
THS8-1 28.6
THS-2.5 27.3
TH8-NH,-B 25.2 27.00
THS8-NH,-0.5 24.21
TH8-NH,-1 21.00
TH8-NH,-2.5 17.30
TG8-NH,-B 29.5 26.19
TG8-NH»-0.5 22.96
TG8-NH,-1 21.42
TG8-NH,-2.5 15.00

(B-bufor, 0.5-0.5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1.0% roztwoér aldehydu glutarowego, 2.5-
2.5% roztwér aldehydu glutarowego)
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Niezmodyfikowany no$nik THS8 jest bardziej elastyczny, co mozna
zaobserwowac jako wigksza zmiang objgtosci powyzej VPTT nawet w przypadku
probek usieciowanych aldehydem glutarowym w pordéwnaniu z nos$nikami
niezmodyfikowanymi etylenodiaming. W przypadku niezmodyfikowanego
nosnika THS8 roéznice w zmianach objgtosci nieusieciowanych i1 usieciowanych
probek sa niewielkie. Aldehyd glutarowy moze reagowa¢ w tym wypadku jedynie
Z grupami aminowymi enzymu.

Nosnik modyfikowane etylenodiaming sa bardziej sztywne, zmiana
objetosci powyzej VPTT jest mniejsza. Zaznacza si¢ tu rowniez wplyw aldehydu
glutarowego. Im wigksze st¢zenie $rodka sieciujacego, tym mniejsza zmiana
objetosci powyzej VPTT. Aldehyd glutarowy bedzie moégt w tym przypadku
reagowac z grupami aminowymi zaréwno enzymu, jak i nosnikéw, co dodatkowo
moze usztywnia¢ polimery.

Na rysunku 31 przedstawiono schematycznie reakcje, z udziatem nosnikow
TH8 1 TG8 modyfikowanych etylenodiamina, zachodzace podczas sieciowania.
Sieciowanie aldehydem glutarowym prowadzono w fagodnych warunkach,
w temperaturze pokojowej i w obojetnym $rodowisku. W oparciu o publikacje
[136] w takich warunkach pierwszorzedowe grupy aminowe nosnika i grupy
aminowe enzymu powinny by¢ zaktywowane tylko jedna czasteczka aldehydu

2

glutarowego. Reakcje ,,a” 1 ,c” dotycza oddziatywan pomig¢dzy no$nikiem

a aldehydem glutarowym. Reakcje ,b” i ,,d” to oddzialywania pomigdzy

2

no$nikiem, enzymem 1 aldehydem glutarowym, a reakcja ,.e” przedstawia

oddziatywania pomigdzy dwiema czasteczkami enzymu i aldehydem glutarowym.
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Rysunek 31 Reakcje, jakie mogq zachodzi¢ pomiedzy nosnikiem, enzymem i aldehydem
glutarowym
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4.2.1 Zmiany objetosci nosnikow w funkcji temperatury

objgtos¢ whasciwa [cm3/ g]

20 25 30 35 40 45 50 55 60

temperatura [°C]

—— THS8 —&- TH8-NH2 THN ® TG8 = TG8-NH2 X TMA -~ TAEMA T8
Rysunek 32 Zmiany objetosci nosnikow w funkcji temperatury w wodzie

Na podstawie wykresu przedstawionego na rysunku 32 wyznaczono
maksymalna zmiang objgtosci w temperaturze powyzej VPTT oraz temperatury
VPTT dla poszczegolnych nosnikow do immobilizacji enzymoéw. Wyniki zebrano

w tabeli 12.

Tabela 12 Temperatura VPTT nosnikow do immobilizacji

Nosnik Maksymalna zmiana Temperatura VPTT [°C]
objetosci wlasciwej
[em’/g suchego nosnika]

THS 1,7 33
TH8-NH, 0,4 43
THN 1,9 36
TGS 4,5 36
TG8-NH; 1,9 46
TMA 1,2 42
TAEMA 1,1 42
T8 2,4 31
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Nosnik THN usieciowano TEGDMA, natomiast pozostale nosniki
usieciowano EGDMA. We wszystkich przypadkach zawarto$¢ $rodka
sieciujacego odpowiadata 5,9% molowym grup winylowych. Poréwnujac nos$niki
TH8 i THN, a wigc nos$niki z grupami hydroksylowymi rézniace si¢ rodzajem
uzytego srodka sieciujacego mozemy zauwazy¢, ze maksymalna zmiana objgtosci
jest wigksza dla THN. Objetos¢ THN powyzej VPTT zmniejsza si¢ o 51%,
natomiast objgto$¢ nosnika TH8 zmniejsza si¢ o 27%. Dlugos$¢ uzytego srodka
sieciujacego wptywa rowniez na temperatur¢ VPTT, dla no$nika THN jest ona
wyzsza w porownaniu z nosnikiem THS. Jak wspomniano wczesniej modyfikacja
nosnika za pomoca etylenodiaminy powoduje zwigkszenie jego hydrofilowosci,
co przejawia si¢ migdzy innymi zwigkszeniem temperatury VPTT, jak rowniez
zmniejszeniem wrazliwosci na zmiany temperatury. Dla no$nikow THS
i TH8-NH; obj¢tos¢ powyzej VPTT zmniejsza si¢ odpowiednio o 27 i 8%, a dla
no$nikéw TGS 1 TG8-NH; objgtos¢ zmniejsza sig¢ o 55 1 22%. Objgtos¢ nosnikow
TMA, TAEMA 1 T8 zmniejsza si¢ powyzej VPTT o 29, 28 1 36%.
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4.3 Sorpcja na termoczulych jonitach

Do sorpcji wybrano nastgpujace jony metali o réznej warto§ciowosci:
europ (III), miedz (II) i potas (I). Ze wzgledu na wrazliwo$¢ jonitdbw na
temperatur¢ 1 zwigzane z tym zmniejszanie objgtosci w temperaturze powyzej
VPTT, warto§ciowo$¢ metalu powinna mie¢ wptyw na sorpcje. W skurczonym
jonicie odlegto$¢ pomiedzy sasiadujacymi grupami fosforanowymi zmniejsza sig,
powinno to utatwia¢ tworzenie komplekséw i/lub wymiang wielowartosciowych
jonow.

Proces sorpcji prowadzono w trzech temperaturach, ponizej (5, 23°C)
1 powyzej (47°C) temperatury VPTT zywic. Zbadano réwniez wptyw pH roztworu
na sorpcj¢ metali w zakresie pH 2-4, ktory wybrano w oparciu o wyniki
miareczkowania pH-metrycznego (rysunek 27). W roztworze o pH 2 grupy
fosforanowe nie sa zdysocjowane i metale moga by¢ koordynowane przez
fosforylowy atom tlenu grup funkcyjnych jonitow. W roztworach o pH 3 cze$¢
grup fosforanowych jest juz zdysocjowana, poniewaz pK; wynosi 3,59, oznacza
to, ze oprocz koordynacji moze nastgpowac rdwniez wymiana jonow metali. W
roztworach o pH 4 grupy fosforanowe sa zdysocjowane, co oznacza, ze metale sa
sorbowane na drodze wymiany jonowej. Wyniki przedstawiono w postaci
wykresow logarytméw wspotczynnika podzialu w funkcji temperatury podczas
sorpcji z roztwordw o réznym pH.

Na rysunku 33 przedstawiono wartosci logarytmu wspotczynnika podziatu
w funkcji temperatury i pH roztworu uzyskane podczas sorpcji europu na jonitach

usieciowanych réznymi srodkami sieciujacymi.
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Rysunek 33 Wyniki sorpcji jonow europu na termoczulych jonitach usieciowanych EGDMA,
TEGDMA i TMPMA

W catym badanym zakresie pH uzyskano bardzo dobre wyniki, przy czym
sorpcja z roztworow o pH 3 (rysunek 33 b) 1 4 (rysunek 33 c) byla nieco wigksza
niz z roztworu o pH 2 (rysunek 33 a). Dla roztworow o pH 2 ilo$¢
zaadsorbowanego metalu wynosita dla TP8: 65 1 89% odpowiednio
w temperaturze 5 1 47°C, dla TPT: 74 i 66% oraz dla TP3F: 51
i 55%. Z kolei ilo$¢ zaadsorbowanego metalu z roztworéw o pH 3 i1 4 byta
poréwnywalna dla jonitdow usieciowanych liniowymi $rodkami sieciujacymi
1 wynosita dla TP8: 88 1 99% odpowiednio w temperaturze 5 1 47°C, a dla TPT: 90
1 99%. Dla jonitu TP3F w pH 3 ilo$¢ zaadsorbowanego metalu wynosita 80%
w obydwu temperaturach, natomiast w pH 4 w temperaturze 5°C jonit
zaadsorbowat 88% europu, a w temperaturze 47°C — 95%.

Warto$ci logarytmu wspotczynnika podziatu sa nieco wigksze dla jonitu
usieciowanego TEGDMA. Dluzszy tancuch, w poréwnaniu z EGDMA, moze
powodowacé wigksza dostepno$¢ grup jonowymiennych. Ponadto w przypadku
liniowych $rodkow sieciujacych obserwujemy takze zwigkszenie logarytmu
wspotczynnika podziatu wraz ze zwigkszeniem temperatury. Podczas sorpcji
z roztworé6w o pH 3 mozna zaobserwowa¢ wyrazna rdéznice wartosci logarytmow

wspotczynnikow podziatu w temperaturach ponizej (5, 23°C) i powyzej (47°C)
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VPTT. Dla jonitu TP8 wynosza one odpowiednio 3,68; 4,14 oraz 5,03; natomiast
dla jonitu TPT odpowiednio 3,90, 4,10 oraz 5,13. Pomimo mniejszych wartos$ci
logarytmoéw wspoOtczynnikow podziatu dla jonitu usieciowanego EGDMA,
zwigkszenie wartosci logarytmoéw w temperaturze powyzej VPTT jest wigksze
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla jonitu usieciowanego TEGDMA.
Zwigkszenie warto$ci logarytmu wspotczynnika podziatu w pH 2, 3 i 4 wynosi
odpowiednio dla TP8: 16, 27 i 19%, a dla TPT: 0, 24 i 13%. W temperaturze
powyzej VPTT jonity sa skurczone i odleglo$¢ pomigdzy grupami jonoczynnymi
dla jonitu usieciowanego krotszym liniowym $rodkiem sieciujacym moze by¢
optymalna.

Dla zywicy usieciowane] trojfunkcyjnym $rodkiem sieciujacym nie
obserwujemy zwigkszenia logarytmu wspotczynnika podzialu w temperaturze
powyzej VPTT zelu podczas sorpcji z roztworow o pH 2 i 3 (zwigkszenie
wartosci logarytmu wspolczynnika podziatu wynosi odpowiednio 3 1 0%). Jedynie
podczas sorpcji z roztwordw o pH 4 mozemy zaobserwowaé niewielkie
zwigkszenie wartosci logarytmoéw wspolczynnikow podziatu, ktére wynosza 3,85
i 3,94 w temperaturach ponizej VPTT oraz 4,31 w temperaturze powyzej VPTT
jonitu, co odpowiada zwigkszeniu wartosci o 11% w skali logarytmiczne;,
przektada si¢ to na okoto dwukrotny wzrost sorpcji. TMPMA usztywnia strukturg
jonitu powodujac, ze jest on mniej wrazliwy na zmiany temperatury
i w temperaturze powyzej VPTT nie zmniejsza gwaltownie objgtosci.

Na kopolimerach NIPAAm 1 MEP opisanych w [102,107] nie sorbowano
europu. Sorpcj¢ europu opisano w pracy [113]. Badanym jonitem byl jednak
terpolimer kwasu n-oktylofosfinowego, N,N-dietyloakryloamidu i dimetakrylanu
glikolu tetraetylenowego. W temperaturze 30°C otrzymano nastgpujace wyniki
sorpcji europu: 0,1; 0,14 1 0,17 mmol/g z roztworéw o pH odpowiednio 3,5, 5,0
1 6,5. Warto$ci sorpcji na jonitach TP8, TPT 1 TP3F, bedacych przedmiotem tej
pracy doktorskiej sa nieco mniejsze. Dla jonitu TP8 otrzymano nastgpujace
wyniki sorpcji w temperaturze 47°C: 0,058, 0,078 1 0,074 mmol/g z roztworow
o pH odpowiednio 2, 3 1 4. Dla jonitu TPT: 0,068, 0,088 i 0,089 mmol/g, a dla
jonitu TP3F: 0,057, 0,087 1 0,098 mmol/g.

W publikacji [102] wlasciwosci sorpcyjne termoczulego jonitu z grupami
fosforanowymi (kopolimer NIPAAm i MEP usieciowany MBA) badano

w obecnosci trojwartosciowych jondéw lantanu, w temperaturze 3-60°C oraz
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w zakresie pH 0,5-3,5. Dla jonitu, w ktérym stosunek molowy komomomeréw
wynosit 1:1, otrzymano wartosci logarytmoéw wspotczynnikéw podziatu
w zakresie 1,95 — 2,48. Dla jonitu o wigkszej zawarto§ci monomeru NIPAAm
(stosunek molowy NIPAAM:MEP wynosit 3:1), otrzymano wartosci logarytmow
wspolczynnikow podziatu w zakresie 1,70 — 2,28.

Na rysunku 34 przedstawiono wartosci logarytmu wspotczynnika podziatu
w funkcji temperatury i pH roztworu uzyskane podczas sorpcji miedzi na jonitach

usieciowanych réznymi $rodkami sieciujacymi.

pH2

—_ N
—_ (9] \S) [V
Il Il Il

logarytm wspoétczynnika podziatu
j=]
(93]

o
|

5 23 47
temperatura [°C]
ETP8 @ TPT MTP3F

(a)

120




OMOWIENIE WYNIKOW

pH3
3,5
5
.ﬁ 3 -
<
=
< 2,5 T
=
g
g 27
D)
fg 1,5
=
g 1
=
£ 0,5
2
0 i
5 23 47
temperatura [°C]
ETPS @ TPT MTP3F
(b)
pH 4
4,5
=
S 44
N
g
g 35
< 3
2 25
D)
S 2
a
z 1,5 4
E
E 1
§D 0,5 1
0 _

5 23 47
temperatura [°C]

ETP8 O TPT MTP3F

(©)

Rysunek 34 Wyniki sorpcji jonow miedzi na termoczulych jonitach usieciowanych EGDMA,
TEGDMA i TMPMA

W $rodowisku silnie kwasowym (rysunek 34 a), w ktorym mamy do
czynienia jedynie z koordynacja kation6w, sorpcja miedzi byta niewielka. Mozna
zauwazy¢ réwniez, ze jonit usieciowany trojfunkcyjnym $rodkiem sieciujacym

praktycznie nie sorbuje miedzi w tak matym pH. Ilo§¢ zaadsorbowanego metalu
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z roztworéw o pH 2 wynosita dla TPS: 15 1 13%, odpowiednio w temperaturze
51 47°C, dla TPT: 10 i 2%, natomiast dla TP3F praktycznie 0% w obydwu
temperaturach. Ilo$¢ zaadsorbowanego metalu zwigkszata si¢ ze zwigkszaniem si¢
pH roztworu i dla pH 4 wynosita dla TP8: 76 1 93%, odpowiednio w temperaturze
5147°C, dla TPT: 79 1 88%, natomiast dla TP3F: 63 1 87%.

W przypadku jonitdw usieciowanych liniowymi $rodkami sieciujacymi
zaobserwowano niewielkie zwigkszenie wartosci logarytmu wspolczynnika
podzialu w temperaturze powyzej VPTT jonitow. W roztworach o pH 3 (rysunek
34 b) wartosci logarytméw wspoOlczynnikéw podzialu w temperaturach
5, 23 1 47°C wynosza odpowiednio dla jonitu TP8: 3,08, 3,27, 3,25 (zwigkszenie
wartosci o 5%), dla jonitu TPT: 3,09, 3,18, 3,23 (zwigkszenie warto$ci 0 4%) 1 dla
jonitu TP3F: 3,12, 3,09, 3,09. W tym ostatnim przypadku brak jest zalezno$ci
logarytmu wspoétczynnika podzialu od temperatury roztworu. Podczas sorpcji
z roztworow o pH 4 (rysunek 34 c¢) uzyskane wartosci logarytmoéw
wspotczynnikow  podzialu  w  poszczegdlnych  temperaturach  wynosza
odpowiednio dla jonitu TPS8: 3,43, 3,96; 4,03 (zwigkszenie wartosci o 15%), dla
jonitu TPT: 3,54, 3,75, 3,81 (zwigkszenie wartosci o 7%) 1 dla jonitu TP3F: 3,25,
3,49, 3,85 (zwigkszenie wartosci o 15%).

Jedynie w przypadku jonitu usieciowanego trdjfunkcyjnym S$rodkiem
sieciujacym, wzrost temperatury powyzej VPTT powoduje zwigkszenie sorpcji.
Rodzaj uzytego $rodka sieciujacego nie wptywa w sposdb znaczacy na wyniki
SOrpcji.

W pracy [36] opisano sorpcj¢ miedzi (II) na kopolimerze NIPAAm
z kwasem akryloilo(oksypropylo) fosfinowym w zakresie pH 3-6, a otrzymane
wyniki byly w zakresie 0,3-0,65 mmol/g. Ponadto stwierdzono, ze wzrost
temperatury powyzej] VPTT nie spowodowal zwigkszenia  sorpcji
dwuwarto$ciowej miedzi, w zakresie temperatury 25-40°C otrzymane wartosci
sorpcji wynosity odpowiednio 0,3-0,27 mmol/g. W pracy [97] opisano sorpcje
miedzi (II) na kopolimerach NIPAAm z 1-winyloimidazolem, kwasem
akrylowym lub kwasem akrylowym zmodyfikowanym etylenodiaming
1 karbodiimidem w celu uzyskania grup iminodioctowych. Jonity z grupami
karboksylowymi adsorbowaty 90% metalu, natomiast w pozostatych przypadkach
ilo$¢ zaadsorbowanego metalu wynosita blisko 100%. Jedynie w pracy [107]

badanym kopolimerem byt NIPAAm-co-MEP usieciowany
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N,N-metylenobisakryloamidem. Sorpcj¢ miedzi (II) badano w zakresie temperatur
5-60°C w pH 5. Dla temperatury w zakresie 5-30°C zawarto$¢ miedzi w polimerze
wynosita 0,016 [mmol/g], natomiast w zakresie temperatur 40-60°C uzyskana
warto$¢ byla niewiele wigksza i wynosita 0,022 mmol/g. Poréwnujac uzyskane
wyniki z danymi literaturowymi [107] stwierdzono, ze uzyskano wigksze wartosci
sorpcji miedzi (II) we wszystkich badanych polimerach w temperaturach
5, 23 1 47°C pH 4 i wynosity one odpowiednio: 0,065, 0,068 i 0,073 dla TPS,
0,072, 0,077 1 0,082 dla TP12, 0,078, 0,077 1 0,087 dla TPT*, 0,073, 0,079 1 0,080
dla TPT oraz 0,067, 0,080 1 0,093 dla TP3F mmol/g.

Na rysunku 35 przedstawiono wartosci logarytmu wspotczynnika podziatu
w funkcji temperatury i pH roztworu uzyskane podczas sorpcji potasu na jonitach

usieciowanych réznymi $rodkami sieciujacymi.
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Rysunek 35 Wyniki sorpcji jonow potasu na termoczulych jonitach usieciowanych EGDMA,
TEGDMA i TMPMA

Jonity usieciowane liniowymi $rodkami sieciujacymi maja niewielkie
powinowactwo do jondéw potasu, natomiast na jonicie usieciowanym
trojfunkcyjnym $rodkiem sieciujacym potas praktycznie nie jest sorbowany, ilo§¢

zaadsorbowanego metalu wynosi 2% jedynie w pH 3 (rysunek 35 b)
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w temperaturze 5°C. W pH 2 (rysunek 35 a) sorpcje potasu zaobserwowano
jedynie w przypadku jonitu TPS8, ilos¢ zaadsorbowanego metalu wynosi 3%
w temperaturze 5°C. Potas ze wzgledu na zapelniona powloke walencyjna nie
ulega koordynacji, co thumaczy praktycznie zerowa sorpcjg z roztworow o pH 2.

Ze wzrostem pH zwigksza si¢ nieco sorpcja potasu. Najwicksze wartosci
obserwujemy w pH 4 (rysunek 35 c), co jest spowodowane najsilniejszymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi. Ilos¢ zaadsorbowanego metalu dla TP8
wynosi 2, 21 i 3% w temperaturze odpowiednio 5, 23 1 47°C,
adla TPT: 9, 101 7%.

Zmiany struktury jonitow usieciowanych TEGDMA 1 TMPMA nie
wplywaja na proces sorbowania si¢ potasu, natomiast w przypadku jonitu
usieciowanego EGDMA podczas sorpcji potasu z roztworow o pH 4 mozemy
zaobserwowa¢ prawie dwukrotne zwigkszenie wartosci logarytmu wspolczynnika
podzialu w temperaturze 23°C (wzrost o 49%), a w temperaturze 47°C wartos¢
logarytmu wspotczynnika podzialu zwigksza si¢ o 16%. Wartosci logarytmu
wspoOtczynnika podziatu sa jednak niewielkie w porownaniu z wynikami
uzyskanymi podczas sorpcji miedzi i europu i wynosza: 1,19, 2,32 i 1,42
w temperaturze odpowiednio 5, 23 1 47°C.

Na kopolimerach NIPAAm i MEP opisanych w [102,107] nie sorbowano
potasu, nie znaleziono tez innych prac na temat sorpcji tego pierwiastka na

jonitach z grupami fosforanowymi.

Na rysunku 36 przedstawiono wykresy zaleznosci logarytmu
wspotczynnika podzialu od temperatury podczas sorpcji europu z roztworow
w zakresie pH 2-4 na jonitach usieciowanych dimetakrylanem glikolu
etylenowego (TP8, TP12) lub dimetakrylanem glikolu trietylenowego (TPT*,

TPT) r6zniacych si¢ stopniem usieciowania.
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Rysunek 36 Wyniki sorpcji jonow europu na termoczulych jonitach usieciowanych EGDMA
i TEGDMA

Analizujac dane przedstawione na wykresach (rysunek 36 a) mozemy
zaobserwowaé, ze w calym zakresie pH wartosci logartymu wspolczynnika
podziatu sa wigksze dla jonitu TP12. Zaznacza si¢ réwniez wplyw temperatury na
sorpcje europu, przy czym dla jonitu TP8 wigksze warto$ci logarytmu

wspotczynnika podziatu mozna zaobserwowaé dla wszystkich roztworéw, a dla
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jonitu TP12 wigksze wartosci uzykano podczas sorpcji z roztworow o pH 3 1 4.
W obydwu przypadkach wpltyw temperatury najsilniej zaznacza si¢ podczas
sorpcji z roztworéw o pH 3.

Dla jonitow TPT* i TPT (rysunek 36 b) wplyw stgzenia $rodka
sieciujacego zaznacza si¢ jedynie podczas sorpcji z roztworéw o pH 4
w temperaturach 23 1 47°C. W pozostatych przypadkach wartos$ci logarytmu
wspotczynnika podzialu sa porownywalne. Wplyw temperatury mozemy
zaobserwowac podczas sorpcji z roztworow o pH 3 1 4 dla obydwu jonitow, przy
czym najsilniej zaznacza si¢ on podczas sorpcji z roztworéw o pH 4 zaréwno dla

TPT*, jak i TPT.

Na rysunku 37 przedstawiono wykresy zaleznosci logarytmu
wspotczynnika podzialu od temperatury podczas sorpcji miedzi z roztworow
w zakresie pH 2-4 na jonitach usieciowanych dimetakrylanem glikolu
etylenowego (TP§, TP12) i dimetakrylanem glikolu trietylenowego (TPT*, TPT)

rézniacych sig stopniem usieciowania.
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Rysunek 37 Wyniki sorpcji jonow miedzi na termoczulych jonitach usieciowanych EGDMA
i TEGDMA

Dla jonitow TP8 i TP12 (rysunek 37 a) wplyw ilosci uzytego $rodka
sieciujacego najsilniej zaznacza si¢ podczas sorpcji z roztworéw o pH 2. Wartosci
logarytmu wspolczynnika podziatu sa wowczas wigksze dla jonitu TP8. Podczas
sorpcji z roztworow o pH 3 nie zaobserowowano znaczacych roéznic pomigdzy
obydwoma jonitami, a w pH 4 w temperaturze 5°C wartosci logarytmu
wspotczynnika podzialu sa nieco wigksze dla jonitu TPI12, natomiast
w temperaturach 23 i1 47°C mozna zaobserwowac¢ odwrotng zalezno$¢.

Dla jonitow TPT* 1 TPT (rysunek 37 b) wptyw ilosci $rodka sieciujacego
jest widoczny w pH 2, przy czym w temperaturach 5 1 47°C wartos$ci logarytmu
wspotczynnika podziatu sa nieco wigksze dla jonitu TPT*, natomiast
w temperaturze 23°C mozna zaobserwowa¢ odwrotng zaleznos¢.

Nie zaobserwowano wplywu temperatury na sorpcje miedzi, zarowno dla

nosnikow usieciowanych EGDMA 1 TEGDMA.
Na rysunku 38 przedstawiono wykresy zalezno$ci logarytmu

wspotczynnika podziatu od temperatury podczas sorpcji potasu z roztworow

w zakresie pH 2-4 na jonitach usieciowanych dimetakrylanem glikolu
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etylenowego (TP8, TP12) i dimetakrylanem glikolu trietylenowego (TPT*, TPT)

roézniacych si¢ stopniem usieciowania.
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Jak wspomniano wczes$niej jonity usieciowane liniowymi $rodkami
sieciujacymi maja niewielkie powinowactwo do jonow potasu. Potas ze wzgledu
na zapetniona powlokg walencyjna nie ulega koordynacji, co tlumaczy
praktycznie zerowa sorpcj¢ z roztworéw o pH 2 (rysunek 38 a), niewielkie ilo$ci
zostaly zaadsorbowane na jonicie TP8, ale tylko w temperaturze 5°C, kiedy to
mamy do czynienia ze spgcznionym polimerem.

Ze wzrostem pH ros$nie nieco sorpcja potasu. Najwyzsze wartosci
obserwujemy w pH 4, co moze by¢ spowodowane najsilniejszymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi. Nieco wigksze wartosci logarytmu
wspotczynnika podziatu otrzymano dla TPS.

W temperaturze 23°C mozna zaobserwowaé najwigksze wartosci
logarytmu wspolczynnika podziatu.

Jonity usieciowane TEGDMA (rysunek 38 b) réwniez nie sorbuja potasu
z roztwordw o pH 2. Z roztworéow o pH 3 potas sorbuje si¢ tylko w niewielkim
stopniu 1 tylko na jonicie z mniejsza zawartos$cia srodka sieciujacego — TPT*.
W przypadku sorpcji potasu z roztwordw o pH 4 mozna zaobserwowac wigksze
wartosci logarytmu wspolczynnika podziatu dla TPT w calym zakresie
temperatury.

Nie zaobserwowano zwigkszenia si¢ sorpcji potasu na badanych jonitach

w temperaturze powyzej VPTT.
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4.4 Kinetyka sorpcji jonow europu i miedzi

Dla jonitow rozniacych si¢ srodkiem sieciujacym — TP8, TPT 1 TP3F-
zbadano kinetyke sorpcji jondw europu i miedzi. W oparciu o uzyskane wyniki
sorpcji europu i miedzi oraz stwierdzonym wplywie temperatury jedynie na
sorpcje jonéw europu, badanie kinetyki sorpcji dla europu przeprowadzono
w temperaturze ponizej (5°C) i powyzej (47°C) VPTT, natomiast dla miedzi
jedynie w temperaturze powyzej VPTT. Wykresy zalezno$ci sorpcji od czasu

kontaktu jonitu z roztworem jonéw metalu przedstawiono na rysunkach 39-41.
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Rysunek 39 Kinetyka sorpcji jonow europu w temperaturze 47°C
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Rysunek 40 Kinetyka sorpcji jonow europu w temperaturze 5°C
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Analizujac wykres kinetyki sorpcji europu w temperaturze powyzej VPTT
jonitow - 47°C (rysunek 39), stwierdzono, ze jonit TP3F usieciowany TMPMA
juz po 30 minutach osiaga 50% obsadzenie jonami metalu, podczas gdy jonity
TP8, usieciowany EGDMA i TPT, usieciowany TEGDMA osiagaja stan
potowicznego obsadzenia po godzinie od rozpoczecia procesu. W temperaturze
ponizej VPTT - 5°C (rysunek 40), uzyskane roéznice w czasie, w jakim nastgpuje
50% obsadzenie jonitu metalem sa jeszcze wigksze. Najkrotszy czas uzyskano
ponownie dla zywicy TP3F i wynosi on w tym przypadku 1,5 godziny, jonit TPT
potrzebuje 2 godzin, a TP8 -5 godzin, aby osiagna¢ stan potowicznego
obsadzenia. W temperaturze 47°C europ znacznie szybciej jest sorbowany przez
jonity, w skurczonym jonicie odleglosci pomigdzy sasiednimi grupami
—OP(O)(OH), sa mniejsze, co utatwia kompleksowanie wielowartosciowych
jondw. Dzigki pomiarom kinetyki w dwoch temperaturach mozna wywnioskowac,
ze zmiana struktury jonitu powyzej temperatury VPTT powinna mie¢ najwigkszy
wplyw na sorpcj¢ europu na jonicie TPS, ze wzgledu na najwigksza rdznicg
w czasie dochodzenia do stanu potowicznego obsadzenia jonami metalu
w obydwu temperaturach. Poréwnujac wartosci sorpcji po 24 godzinach
w obydwu temperaturach obliczono o ile procent wzrosto stezenie europu
w jonicie w temperaturze powyzej VPTT 1 najlepszy wynik uzyskano dla jonitu
TP8, dla ktorego sorpcja wzrosta o 27%. Dla jonitu TPT sorpcja wzrosta o 9,5%,
natomiast w przypadku jonitu TP3F nie zaobserwowano zwigkszenia wartosci
stezenia europu w jonicie. Uzyskane wyniki sa zbiezne z wczesniej opisanymi
wynikami sorpcji na badanych jonitach (rozdziat 4.3). W literaturze nie
znaleziono danych dotyczacych kinetyki sorpcji europu na jonitach z grupami
fosforanowymi. W pracy [169] badano kinetyke sorpcji europu z roztworéw
5x10*M w 0,1M HNOs; i stan polowicznego obsadzenia na zywicy XAD-7
napetnionej ekstrahentem z grupami fosfonowymi osiagni¢to po 60 minutach.
W pracy [170] opisano kinetyke sorpcji europu z roztwordw o stezeniu 10*M lub
2,5x10°M w 0,05M HNO; na antymonianie uranu. Przy mniejszym stezeniu
wyjsciowego roztworu metalu praktycznie po 5 minutach nastgpowato catkowite
obsadzenie jonami metalu, natomiast przy wigkszym stezeniu potowiczne

obsadzenie jonami metalu nastgpowato po 10 minutach.
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Na rysunku 41 przedstawiono kinetyke sorpcji miedzi w temperaturze
powyzej VPTT jonitéw. Analizujac wyniki, stwierdzono, ze wszystkie trzy jonity
osiagaja stan potowicznego obsadzenia jonami miedzi po 30 minutach od czasu
rozpoczgeia procesu. Ponadto wartosci sorpcji po 24 godzinach dla TP8, TPT
1 TPI2 sa  praktycznie jednakowe 1  wynosza  odpowiednio:

0,60, 0,62 1 0,63 mmol/g.
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Rysunek 41 Kinetyka sorpcji jonow miedzi w temperaturze 47°C

W pracy [171] opisano kinetyke sorpcji miedzi na Zywicy Amberlite
XAD2 napelinonej ekstrahentem z grupami kwasu fosforowego. Proces
prowadzono z roztworéw o stezeniu metalu 10™*M, stan polowicznego obsadzenia
osiggano po 30 minutach.

Na podstawie przedstawionych danych literaturowych mozna stwierdzi¢,
7ze szybko$¢ obsadzenia jonami europu 1 miedzi termoczutych jonitow
w temperaturze powyzej VPTT jest porownywalna z szybkoscia obsadzenia

zywic XAD napelnionych ekstrahentami, a wigc z szybko$cia dyfuzji w cieczy.
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4.5 Rozdzial lantanowcow

Na termoczutym jonicie TP8 zbadano sorpcje nastgpujacych metali: ceru
(III), europu (III), terbu (III), tulu (III), kobaltu (II), baru (II) i cezu (I). Wyniki
przedstawiono w postaci wykreséw logarytmow wspotczynnikow selektywnosci
wybranych par jonow w funkcji temperatury na rysunkach 42-44. Sorpcje
prowadzono metoda ciaglta zwigkszajac temperatur¢ w zakresie 10-70°C,
a nastgpnie obnizajac w zakresie 70-10°C.

Na rysunku 42 przedstawiono zalezno$¢ logarytmu wspdtczynnikow
selektywno$ci w funkcji temperatury dla tréjwartosciowych jondw europu i tulu.
Podczas zwigkszania temperatury logarytmy wspotczynnikdéw selektywnosci
zwigkszaja si¢ dla obydwu pierwiastkow, przy czym dla tulu zwigkszaja si¢
0 50%, a dla europu o 26%. Mozna ponadto zauwazy¢, ze jonit TP8 wykazuje

wigksze powinowactwo do jonoéw tulu.
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Rysunek 42 Logarytm wspolczynnika selektywnosci w funkcji temperatury dla jonow europu
i tulu

Na rysunku 43 przedstawiono zalezno$¢ logarytmu wspotczynnikow

selektywnosci w funkcji temperatury dla tréjwartoSciowych jonow ceru,
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dwuwarto$ciowych jondw baru i jednowartosciowych jonow cezu. Wartosci
logarytmu wspolczynnika selektywnosci wyraznie zwigkszaja si¢ (o 33%) ze
zwigkszaniem temperatury jedynie w przypadku trojwartoSciowego ceru.
W przypadku dwuwartosciowych jondw baru zwigkszenie temperatury nie
k,

jednowarto$ciowego cezu logarytm wspolczynnika selektywno$ci zmniejsza sig

powoduje  zwigkszenia  wartosci  log natomiast w  przypadku

w zakresie temperatury 10-40°C o 20% 1 zwigkszaja si¢ w zakresie temperatury

40-70°C o 24%. Selektywno$¢ jonitu TP8 przedstawia si¢ nastgpujaco:

Ce’>Cs™>Ba®".
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Rysunek 43 Logarytm wspolczynnika selektywnosci w funkcji temperatury dla jonow ceru, cezu
i baru

Na rysunku 44 przedstawiono zaleznos¢ logarytmu wspdtczynnikow
selektywnosci w funkcji temperatury dla trojwartosciowych jondéw terbu
i dwuwartosciowych jonoéw kobaltu. Zmiany struktury jonitu spowodowane
zwigkszaniem temperatury wplywaja na sorpcje trojwartosciowych jonow terbu,
logarytm wspolczynnikow selektywnosci zwigksza sig¢ o 30% powyzej VPTT.
wigksze powinowactwo do jonéw terbu w poréwnaniu

Jonit ma

z dwuwarto$ciowymi jonami kobaltu.
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temperatura [°C]
10 20 30 40 50 60 70

—— Tb zwigkszanie temperatury —— Tb obnizanie temperatury
—#- Co zwigkszanie temperatury 8 Co obnizanie temperatury

Rysunek 44 Logarytm wspolczynnika selektywnosci w funkcji temperatury dla jonow terbu
i kobaltu

Na rysunkach 45 1 46 przedstawiono zalezno$¢ entalpii 1 entalpii
swobodnej w funkcji temperatury dla wybranych jonéw. Dla jonéw europu i terbu

entalpia jest funkcja temperatury (rysunek 45).
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Rysunek 45 Zmiana entalpii w funkcji temperatury dla jonow europu i tulu
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Ponadto warto$¢ entalpii przekracza wartos¢ 3 kcal/equiv. dla europu
podczas zwigkszania temperatury w zakresie 10-30°C, a dla tulu podczas
obnizania temperatury w zakresie 70-60°C i wynosza dla europu odpowiednio
7,11-3,47 kcal/equiv. oraz dla tulu 6,06-4,29 kcal/equiv.. Sugeruje to, ze wigzanie
pomiedzy jonem metalu a grupami funkcyjnymi jonitu nie jest jonowe,

a przewaza koordynacja poprzez tlen grupy fosforanowe;.

Na rysunku 46 przedstawiono zmiang entalpii swobodnej w funkcji
temperatury dla ceru, baru i cezu. Analizujac wyniki stwierdzono, ze dla cezu
krzywa posiada ekstremum w zakresie temperatury 40-60°C, co wyjasniatoby
zwigkszanie si¢ logarytmu wspolczynnikéw selektywnosci cezu powyzej
temperatury 40°C (rysunek 43). Im mniejsza warto$¢ entalpii swobodnej, tym
silniejsze kompleksy tworzy dany metal z grupami funkcyjnymi jonitu.
Otrzymane wyniki sa zbiezne z wyznaczonym na podstawie rysunku 43
szeregiem selektywnos$ci. Najmniejsze warto$ci entalpii swobodnej otrzymano dla

ceru, a najwigksze dla baru.
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Rysunek 46 Zmiana entalpii swobodnej w funkcji temperatury dla jonow ceru, cezu i baru
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4.6 Immobilizacja inwertazy

4.6.1 ,,Ssanie” na noSnikach TH8, TH8-NH, i TG8-NH,

Inwertazg immobilizowano metoda ,ssania” na nos$niku z grupami
hydroksylowymi (TH8) oraz aminowymi (TH8-NH, i TGS8-NH,), wyniki
przedstawiono w tabeli 13. Grupy aminowe, wprowadzone na powierzchnig
podczas modyfikacji etylenodiamina, maja istotne znaczenie podczas sieciowania
no$nikow z immobilizowanym enzymem za pomoca aldehydu glutarowego.
Oproécz taczenia si¢ czasteczek enzymu pomigdzy soba moze nastgpowac
wigzanie z powierzchnig nosnika.

Nowa metoda immobilizacji opiera si¢ na termoczutych wilasciwosciach
kopolimeréw NIPAAm. Nosniki takie dziataja jak pompy — ,,zasysaja” czasteczki
biatka podczas rozkurczania i uwalniaja je podczas kurczenia. W publikacji [172]
opisano badania dotyczace uwalniania bioczasteczek z termoczutego zelu
w temperaturze 37°C, przy czym czasteczki nie byly uprzednio ,,zasysane”
podczas rozkurczania zelu. Immobilizacja nastgpowata w wyniku dyfuzji do
spgcznionego zelu w temperaturze 4°C, proces prowadzono przez 15 dni.
Najwazniejszym etapem immobilizacji metoda opracowana w ramach tej pracy
doktorskiej jest ogrzanie no$nika powyzej jego temperatury VPTT, a nastgpnie,
po dodaniu roztworu enzymu, szybkie obnizenie temperatury ponizej VPTT
nosnika tak, aby nosnik podczas gwattownego rozkurczania ,,zasysal” czasteczki
enzymu w glab sieci polimerowej. Aby zapobiec uwalnianiu enzymu podczas
»pracy nosnika” w temperaturze powyzej VPTT, uzyto aldehydu glutarowego
jako czynnika sieciujacego. Aldehyd glutarowy jest powszechnie stosowanym
srodkiem sieciujacym podczas immobilizacji enzymoéw 1 komorek
[132-134]. Otrzymano w rezultacie wzajemnie przenikajace si¢ sieci: sie¢
termoczutego polimeru odpowiedzialnego za dostgpnos$¢ enzymu dla substratu

oraz usieciowany enzym.
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Tabela 13 Wyniki uzyskane dla preparatéw z immobilizowanq inwertazq w obecnosci sacharozy

Aktywnos$¢ specyficzna inwertazy natywnej: 3123,5 [U/mg]

Nosnik Biatko | Aktywnos¢ Wydajnos¢ Aktywnos¢ | Stabilnos¢
zwiqzane | [Ulem’] | immobilizacji [%] | specyficzna [%]
[mg/em’] [U/mg]
Biatko | Aktywnos¢

TH8 | B 0,112 0,390 22,22 0,03 3,486 31,3

0,5 0,339 0,02 3,028 21,5

1 0,246 0,02 2,193 34,4

2,5 0,528 0,03 4,713 11,0

THS8- | B 0,118 0,140 23,41 0,01 1,185 50,1
NH,

0,5 0,144 0,01 1,221 65,2

1 0,185 0,01 1,564 58,8

2,5 0,167 0,01 1,417 65,2

TGS8- | B 0,070 0,033 13,89 0,00 0,473 43,5
NH,

0,5 0,057 0,00 0,811 44,7

1 0,053 0,00 0,757 49,3

2,5 0,037 0,00 0,533 59,3

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwor aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)

Wykres na rysunku 47 przedstawia aktywno$¢ preparatdow w obecnosci

sacharozy oznaczona po immobilizacji.
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Rysunek 47 Aktywnosé nosnikow w obecnosci sacharozy

W przypadku immobilizowanych enzymow, ilo$¢ zwiazanego biatka oraz
jego aktywnos$¢ zaleza od chemicznej i fizycznej struktury nosnika [173].

Do immobilizacji uzyto no$nikow z grupami hydroksylowymi oraz
no$nikéw, w ktoérych grupy hydroksylowe i epoksydowe zmodyfikowano przy
pomocy etylenodiaminy. Ich wtasciwos$ci opisano w rozdziale 4.2. Obecno$¢ grup
aminowych na powierzchni jest istotna podczas sieciowania preparatow
aldehydem glutarowym. Istnieje woéwczas mozliwos¢ utworzenia dodatkowych
wiazan kowalencyjnych pomigdzy czasteczkami enzymu a nos$nikiem.
Niezmodyfikowane nos$niki TH8 i TG8 charakteryzuja si¢ stosunkowo duza
hydrofobowos$cia, co przeklada si¢ na mata chlonnos¢ wody (tabela 10).
Chtonnos¢ zmodyfikowanych kopolimeréw jest wigksza. Grupy aminowe
powoduja, ze kopolimery sa bardziej hydrofilowe. Modyfikacja wptywa réwniez
na temperatur¢ VPTT no$nikow, ktora przed modyfikacja jest nizsza. Swiadczy to
réwniez o zwigkszeniu hydrofilowosci no$nikéw po modyfikacji.

Zawarto$¢ grup aminowych na nos$niku jest prawie dziesigciokrotnie
wigksza dla TG8 w porownaniu z TH8. Nosnik TGS jest bardziej podatny na

aminolizg ze wzgledu na obecno$¢ wysoce reaktywnych grup epoksydowych.
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Do immobilizacji uzyto enzymu technicznego, co oznacza, ze oprocz
biatka katalitycznego obecne byty rowniez biatka balastowe. Konieczno$¢ uzycia
takiego enzymu, ktory jest termostabilny, wynikata z warunkoéw prowadzenia
procesu immobilizacji — poczatkowego ogrzania nos$nikow i enzymu do
temperatury 50°C, a nastgpnie gwattownego ochtodzenia uktadu enzym-no$nik do
temperatury 4°C.

Dla no$nika TG8-NH, uzyskano praktycznie jednakowa aktywno$¢ dla
wszystkich preparatow. Aktywno$¢ ta byla mala, przy czym nieco wigksze
wartosci uzyskano dla preparatéw usieciowanych 0,5 i 1,0% aldehydem
glutarowym, wynosily one odpowiednio 0,057 i 0,053 [U/cm’], natomiast dla
preparatOw nieusieciowanego 1 usieciowanego 2,5% aldehydem glutarowym
uzyskane wartosci wynosity odpowiednio 0,033 i 0,037 [U/em’].

Nosniki TH8 i THS8-NH, byly bardziej aktywne, w szczegdlnosci
preparaty usieciowane 1 1 2,5% aldehydem glutarowym.

Nosniki zmodyfikowane przed immobilizacja etylenodiaming sa bardziej
stabilne niz no$nik niezmodyfikowany. Istotne znaczenie moga tu mie¢ grupy
aminowe, ktore podczas sieciowania preparatow aldehydem glutarowym mogty
bra¢ udzial w tworzeniu dodatkowych wiazan kowalencyjnych pomigdzy
no$nikiem a enzymem, zapobiegajac w ten sposob wymywaniu biatka z preparatu
[174,175]. Ponadto preparaty usieciowane aldehydem glutarowym sa nieco
bardziej stabilne niz preparaty nieusieciowane.

Aktywno$¢ preparatow TH8-NH, w buforze 1 usieciowanych 0,5
aldehydem glutarowym praktycznie nie r6ézni si¢. Dla probki usieciowanej 2,5%
aldehydem glutarowym zaobserwowano gwaltowne zmniejszenie aktywnosci.
Moze to by¢ spowodowane dalszym sieciowaniem preparatu po immobilizacji
1 w rezultacie tak duzym usztywnieniem sieci polimerowej, ktére znaczaco
zmniejsza dostgpno$¢ enzymu dla substratu. Ponadto tak duze st¢zenie uzytego
srodka sieciujacego moglo rowniez spowodowaé wielopunktowe zwigzanie
czasteczek bialka, co moze uniemozliwia¢ zmiany konformacji enzymu
1 w rezultacie zmiejszac jego aktywnos¢ katalityczna.

Aktywno$¢ specyficzna natywnego enzymu jest duzo wigksza od
aktywnosci specyficznej enzymu immobilizowanego. Oddziatywanie enzymu
z hydrofobowym no$nikiem moze powodowac deformacje czasteczek biatka.

Biatka moga posiada¢ wewnatrz czasteczki ,,hydrofobowe kieszenie”, ktore
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w drastycznych warunkach reakcji, na przyktad w bardzo wysokiej temperaturze,
sa eksponowane do $rodowiska reakcji powodujac adsorpcje na nos$niku oraz
jednoczesne znieksztalcenie centrum aktywnego [136]. Nie zaobserwowano
znaczacych réznic w aktywnos$ci specyficznej nosnikow nie- i usieciowanych
aldehydem glutarowym, co sugeruje, ze na aktywnos$¢ maja wptyw jeszcze inne
czynniki. Jednym z nich moze by¢ zbyt ggste upakowanie czasteczek enzymu na
powierzchni no$nika, co powoduje utrudnienia w dyfuzji substratu.

Wydajno$¢ immobilizacji dla aktywno$ci jest praktycznie réwna zeru.
Przyktadowo immobilizacja inwertazy w zelu alginianu sodu przebiega
z wydajnoscia 30% [176], a nawet 87% [130]. Prawdopodbnie stezenie enzymu
uzytego do immobilizacji bylo zbyt wysokie, co spowodowalo, ze bialko
przytaczyto si¢ warstwami, jedno na drugim. W takiej sytuacji poczatkowo
jedynie zewngtrzna warstwa przejawia aktywnos$¢ i dopiero po jej denaturacji
,Lujawniaja” si¢ kolejne (tzw. efekt Zulu) [177]. Nie znaleziono w literaturze
przyktadow immobilizacji inwertazy w termoczulym zelu metoda zasysania

enzymu w trakcie rozkurczania no$nika.

4.6.2 ,,Ssanie” na no$niku T8

Inwertaz¢  immobilizowano metoda ,ssania” na  kopolimerze
N-izopropyloakryloamidu 1 dimetakrylanu glikolu etylenowego. Aktywnos¢
otrzymanych preparatow oznaczono w obecno$ci 6% sacharozy i uzyskano

nastepujace wyniki przedstawione w tabeli 14.

Tabela 14 Aktywnosé preparatu 7 immobilizowanym enzymem

Nosnik Aktywnosé [Ufem’]
T8-B 0,048
T8-0,5 0,032
T8-1,0 0,040
T8-2,5 0,036

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwoér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)
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Nosniki T8 =z immobilizowana inwertaza charakteryzuja si¢ mala
aktywnoscia w obecno$ci sacharozy. Dla no$nika nieusieciowanego aldehydem
glutarowym aktywno$¢ jest nieco wigksza w porOwnaniu z no$nikami
usieciowanymi. Stgzenie uzytego aldehydu glutarowego nie wptywa na warto$¢
aktywnosci preparatow enzymatycznych.

Z uwagi na mata aktywno$¢ nie wyznaczono stabilno$ci nosnika i nie

zostat on wykorzystany do dalszych badan.

4.6.3 Immobilizacja kowalencyjna na nosnikach: TAEMA, THS-NH,,
TG8-NH,, TH8, TMA i TG8

Inwertazg immobilizowano kowalencyjnie na no$nikach z grupami
aminowymi (TAEMA, THS8-NH,, TG8-NH,), hydroksylowymi (THS),
karboksylowymi (TMA) i epoksydowymi (TGS). Proces prowadzono w réznych
warunkach w zaleznosci od rodzaju grup funkcyjnych nosnika i z tego wzgledu
aktywno$¢ specyficzng biatka natywnego oznaczono w roztworach o pH 5, 71 8.
Immobilizacj¢ na nos$niku z grupami karboksylowymi prowadzono w pH 5,
nos$nik zostal zaktywowany karbodiimidem. Grupy aminowe zaktywowano
aldehydem glutarowym, proces unieruchamiania przebiegat w pH 7. Natomiast
w pH 8 immobilizowano inwertaz¢ na nosniku z grupami epoksydowymi oraz
hydroksylowymi, ktore zostaly zaktywowane diwinylosulfonem. W tabeli 15

zebrano uzyskane wyniki.
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Tabela 15 Aktywnosé preparatow w obecnosci sacharozy
Aktywnos$¢ specyficzna inwertazy natywnej: 1350,4 (pH 5), 1212,3 (pH 7),
1079,9 (pH 8) [U/mg]

Nosnik Biatko | Aktywnos¢ Wydajnosé Aktywnosé | Stabilnosé

zwigzane | [Ulem’] immobilizacji [%] specyficzna [%]

i mg/cm3] [U/mg]

Biatko | Aktywnos¢

TAEMA 0,865 0,888 72,1 0,03 1,03 88,3
TG8-NH, | 0,888 0,395 74,1 0,02 0,45 54,2
TH8-NH, | 0,802 0,658 66,9 0,03 0,82 67,6
TGS 0,880 0,395 71,2 0,02 0,45 63,0
THS 0,741 0,592 60,0 0,03 0,80 42,1
TMA 0,627 0,395 55,7 0,02 0,63 36,2

Analizujac  uzyskane wyniki tyczace wydajnosci immobilizacji
stwierdzono, ze wydajno$¢ immobilizacji biatka jest bardzo duza, co oznacza, ze
wigkszos¢ natywnego biatka zwiazata si¢ z no$nikiem. Najwigksze wartosci
uzyskano podczas immobilizacji inwertazy na no$nikach z grupami aminowymi,
czyli TAEMA, TG8-NH, i TH8-NH,. Zaleznos$¢ ta jest szczegdlnie wyrazna,
jezeli porownamy wartosci uzyskane dla TG8 1 THS oraz ich zmodyfikownych
etylenodiaming odpowiednikéw. Najmniejsza warto$¢ wydajnosci immobilizacji
dla biatka uzyskano dla no$nika z grupami karboksylowymi - TMA.

Pomimo duzego stezenia zwigzanego biatka, wydajno§¢ immobilizacji dla
aktywnosci jest bardzo mata dla wszystkich no$nikow. Taka sytuacja moze by¢
spowodowana wielopunktowym wigzaniem enzymu z no$nikiem, ktére powoduje
usztywnienie struktury biatka 1 w rezultacie zmniejsza jego aktywnos¢.
Termoczute nosniki sa do$¢ hydrofobowe, moze to powodowaé¢ dodatkowa
adsorpcj¢ biatka, powodujaca znieksztalcenie centrum aktywnego [136]. Mata
wydajno$¢ immobilizacji dla aktywno$ci moze by¢ tez spowodowana
przetadowaniem nos$nika. Uzycie enzymu wyj$ciowego o zbyt duzym stgzeniu
powoduje, ze biatko immobilizuje si¢ warstwami, jedno na drugim, powodujac, ze
poczatkowo jedynie zewngtrzna warstwa przejawia aktywnos$¢ i dopiero po jej

denaturacji ,,ujawniaja” si¢ kolejne (tzw. efekt Zulu) [177]. W literaturze
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znaleziono przyktady immobilizacji glukoamylazy na membranach poli(HEMA-
co-GMA) z 40% wydajnoscia [178] oraz na suspensyjnych kopolimerach
metakrylanu glicydylu i1 metakrylanu metylu szczepionymi polietylenoiming
z wydajnoscia 66% [179].

Aktywno$¢ w obecnosci substratu, sacharozy, jest najwigksza dla nos$nika
TAEMA. Pozostate dwa no$niki z grupami aminowymi sa do$¢ aktywne, ale
uzyskane wyniki sa porownywalne z wynikami uzyskanymi dla ich
niezmodyfikowanych odpowiednikéw oraz TMA. Przypuszczalnie warunki,
w ktorych prowadzony byl proces immobilizacji wplyngty na aktywnos$¢
uzyskanych preparatéw. Immobilizacj¢ prowadzono w temperaturze pokojowe;,
gdy nos$niki byly rozkurczone, natomiast aktywno$¢ badano w temperaturze 50°C,
czyli powyzej VPTT nosnikow. W tej sytuacji czasteczki enzymu mogty by¢
schowane wewnatrz sieci polimerowej, przez co dostgp substratu do centrum
aktywnego enzymu byt utrudniony.

Noséniki z grupami aminowymi oraz epoksydowymi sa najbardziej
stabilne, no$nik TAEMA zachowuje blisko 90% aktywnosci poczatkowej po
miesiacu przechowywania. Inwertaza immobilizowana na no$nikach z grupami
hydroksylowymi i1 karboksylowymi zachowuje po miesiacu przechowywania

odpowiednio 42 i 36% aktywnos$ci poczatkowej.
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4.7 Immobilizacja glukoamylazy

4.7.1 ,,Ssanie” na noSnikach TH8, TH8-NH, i TG8-NH,

Glukoamylazg immobilizowano metoda ,,ssania” opisana w paragrafie

4.6.1.

W tabelach 16 i 17 przedstawiono uzyskane wyniki.

Tabela 16 Wyniki uzyskane dla preparatow 7 immobilizowanq glukoamylazq w obecnosci skrobi

Aktywnos¢ specyficzna glukoamylazy natywnej: 9,24 [U/mg])

Nosnik Biatko | Aktywnosé Wydajnosé Aktywnosé¢ | Stabilnosé
zwiqzane | [Uem’] | immobilizacji [%] | specyficzna [%]
/i mg/cm3] [U/mg]
Biatko | Aktywnos¢
TH8 | B 18,76 2,025 38,68 1,23 0,108 9,0
0,5 1,603 0,98 0,085 56,1
1 1,433 0,87 0,076 75,0
2,5 1,627 0,99 0,087 78,1
THS8- | B 14,18 1,907 29,24 1,28 0,135 23,6
NH,
0,5 3,381 2,27 0,239 58,8
1 3,403 2,28 0,240 84,1
2,5 3,627 2,43 0,256 100,0
TGS8- | B 15,71 0,387 32,39 0,25 0,025 16,2
NH;
0,5 1,747 1,14 0,111 10,2
1 0,627 0,41 0,040 35,5
2,5 0,567 0,37 0,036 39,9

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwor aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)

146




OMOWIENIE WYNIKOW

Tabela 17 Wyniki uzyskane dla preparatow z immobilizowanq glukoamylazq w obecnosci

maltozy

Aktywnos¢ specyficzna glukoamylazy natywnej: 5,69 [U/mg])

Nosnik Biatko | Aktywnosé Wydajnosé Aktywnosé¢ | Stabilnosé
zwiqzane | [U/em’] | immobilizacji [%] | specyficzna [%]
[mg/em’] [U/mg]
Biatko | Aktywnos¢

TH8 | B 18,76 1,071 38,68 0,91 0,057 23,4

0,5 1,166 0,99 0,062 85,9

1 1,666 1,41 0,089 69,5

2,5 2,028 1,72 0,108 68,1

THS8- | B 14,18 1,345 29,24 1,47 0,095 61,3
NH,

0,5 3,324 3,64 0,234 69,1

1 3,322 3,64 0,234 89,1

2,5 4,223 4,63 0,298 76,0

TGS8- | B 15,71 0,274 32,39 0,29 0,017 69,0
NH;

0,5 1,129 1,18 0,072 25,9

1 0,767 0,80 0,049 45,5

2,5 0,901 0,94 0,057 30,9

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)
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Rysunek 48 Aktywnosé nosnikéow w obecnosci skrobi i maltozy

Uzyteczno$¢ nosnika do immobilizacji okreslaja nastepujace parametry:

- ilo$¢ zwiazanego biatka,

- aktywnos$¢ enzymu,

- aktywnos$¢ specyficzna enzymu immobilizowanego,
- stabilnos¢.

Jak wspomniano wcze$niej wiele biatek zmienia swoja konformacjg
w wyniku adsorpcji, powoduje to zmniejszenie lub utrate¢ zdolno$ci
katalitycznych [136].

Modyfikacja no$nikéw etylenodiaming powoduje zwigkszenie aktywnosci
immobilizowanej glukoamylazy. Moze by¢ to spowodowane zwigkszeniem
hydrofilowos$ci no$nikéw. Dodatkowo czg$¢ grup aldehydowych moze reagowac
z grupami aminowymi nosnika, a nie enzymu powodujac zmniejszenie
prawdopodobienstwa wielopunktowego wigzania enzymu z nos$nikiem.
W rezultacie struktura enzymu nie jest bardzo usztywniona i1 dostgp do centrum
aktywnego jest utatwiony.

Aktywnos$¢ nos$nikdw badano w obecnosci dwodch  substratow:
wielkoczasteczkowej skrobi i matoczasteczkowej maltozy. Najwicksze wartosci
aktywno$ci w obecnosci skrobi uzyskano dla nos$nika TH8-NH,, wartosci te

zwigkszaly si¢ wraz ze zwigkszaniem stgzenia aldehydu glutarowego.
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W przypadku no$nika TH8 otrzymano odwrotna zalezno$¢: nieusieciowany
preparat byl bardziej aktywny, a ponadto zwigkszanie stezenia aldehydu
glutarowego nie wptyngto w znaczacy sposob na wartosci aktywnosci preparatow.
Sieciowanie niezmodyfikowanego etylenodiaming nosnika powoduje, ze tylko
czasteczki enzymu ulegaja sieciowaniu pomigdzy soba, tworzy si¢ sie¢, ktora
moze utrudnia¢ dyfuzje wielkoczasteczkowego substratu do centrum aktywnego.
Najmniejsze wartosci aktywnos$ci uzyskano dla no$nika TG8-NH,, zarowno dla
nieusieciowanego preparatu, jak 1 preparatow usieciowanych 1,0 1 2,5%
aldehydem glutarowym. Dla preparatu usieciowanego 0,5% aldehydem
glutarowym uzyskane warto$ci aktywnosci byly znacznie wigksze. Zawarto$¢
grup aminowych na no$niku TG8-NH, jest prawie 10-krotnie wigksza
w poréownaniu z no$nikiem THS8-NH,. Prawdopodobnie aldehyd glutarowy
w stezeniach wyzszych od 0,5% powoduje zbyt geste usieciowanie, prowadzace
do znacznego znieksztatcenia konformacji enzymu i w rezultacie do zmniejszenia
jego aktywnosci katalityczne;.

Aktywno$¢ immobilizowane] glukoamylazy w obecno$ci maltozy byta
najwigksza dla nosnika TH8-NH,. Zalezno$¢ od st¢zenia uzytego aldehydu
glutarowego byta niemal identyczna jak w obecnosci skrobi, roznicg
zaobserwowano dla preparatu usieciowanego 2,5% aldehydem, ktory
charakteryzowal si¢ wigksza aktywno$cia w obecno$ci maltozy. Przyczyna
takiego stanu moze by¢ ,rozmiar” substratu, maltoza jest zwiazkiem
matoczasteczkowym 1 wigksze usieciowanie nie powoduje ograniczenia
dostgpnosci enzymu. W przypadku no$nika THS8, wartosci aktywnos$ci zwigkszaja
si¢ ze zwigkszaniem stezenia aldehydu glutarowego, co potwierdza stwierdzenie,
ze matoczasteczkowa maltoza swobodnie dyfunduje do czasteczki enzymu nawet
w bardzo usieciowanych preparatach. Dla nosnika TG8-NH, uzyskano, podobnie
jak w obecnosci skrobi, najmniejsze warto$ci aktywnosci.

Analizujac wydajno$¢ immobilizacji dla aktywno$ci w obecnosci skrobi
i maltozy stwierdzono, ze dla no$nikow TH8 i TG8-NH, uzyskano zblizone
wyniki. W przypadku TH8-NH, wigksze wartosci aktywnos$ci zaobserwowano dla
maltozy. Uzyskane wydajno$ci immobilizacji byly duzo mniejsze w poréwnaniu
na przyktad z immobilizacja glukoamylazy w alginianie sodu, gdzie wydajnos¢
wynosita 22% [131]. Na wydajnos$¢ aktywnos$ci po immobilizacji ma wplyw nie

tylko zmniejszenie aktywnosci spowodowane samym procesem immobilizacji, ale
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roOwniez zmniejszona dostgpno$¢ enzymu dla substratu, spowodowana
zamknigciem enzymu w sieci polimeru, a takze wolna dyfuzja substratu w glab
sieci polimerowej spowodowana skurczeniem no$nikow w temperaturze 50°C,
w ktorej prowadzono reakcj¢ enzymatyczna.

Najwigcej biatka zaadsorbowato si¢ na nosniku TH8. Obecnos¢ grup
aminowych na TH8-NH, 1 TG8-NH; nie spowodowata zwigkszenia adsorpcji
biatka. Moze by¢ to spowodowane blokujacym dzialaniem grup aminowych na
oddziatywania hydrofobowe, co w konsekwencji moglo zmniejszy¢ adsorpcje
enzymu. Pomimo tego, ze na nosniku TH8-NH, zwiazato si¢ najmniej biatka,
aktywno$¢ preparatow byta najwigksza. Prawdopodobnie w pozostatych
przypadkach zbyt duze stgzenie enzymu na no$niku powoduje, ze biatko
adsorbuje si¢ warstwami, co powoduje, ze poczatkowo jedynie zewngtrzna
warstwa przejawia aktywno$¢ 1 dopiero po jej denaturacji ,,ujawniaja” si¢ kolejne
warstwy (tzw. efekt Zulu) [177].

Najbardziej stabilnym no$nikiem okazal si¢ nosnik TH8-NH,. Stabilnos¢
zwigksza si¢ ze zwigkszaniem st¢zenia aldehydu glutarowego. Z kolei no$nik
TG8-NH; nie jest odpowiedni do immobilizacji glukoamylazy. Prawdopodobnie
dalsze procesy sieciowania po immobilizacji spowodowaly znaczne usztywnienie
struktury no$nika i w konsekwencji zmniejszenie dostgpnosci enzymu dla

substratu.

4.7.2 ,,Ssanie” na noSniku THN

Glukoamylazg immobilizowano metoda ,,ssania” na nosniku bedacym
kopolimerem  N-izopropyloakryloamidu i1 metakrylanu  2-hydroksyetylu
usieciowanym dimetakrylanem glikolu trietylenowego, ktorego zawartos$¢
odpowiadata 5,9% molowym grup winylowych. Nosnik ten wybrano w celu
zbadania wptywu rodzaju $rodka sieciujacego na aktywno$¢ immobilizowanej
glukoamylazy. W tabelach 18 i 19 przedstawiono wyniki uzyskane w obecnos$ci

dwoch substratow: skrobi 1 maltozy.
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Tabela 18 Aktywnosé preparatu (kopolimeru N-izopropyloakryloamidu i metakrylanu
2-hydroksyetylu usieciowanego dimetakrylanem glikolu trietylenowego) w obecnosci skrobi

Probka Aktywnosé [Ufen’] Stabilnosé [%]
THN -B 0,480 45,4
THN-0,5 1,257 71,9
THN-1,0 1,454 63,0
THN-2,5 1,135 65,5

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwor aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)

Tabela 19 Aktywnosé preparatu (kopolimeru N-izopropyloakryloamidu i metakrylanu
2-hydroksyetylu usieciowanego dimetakrylanem glikolu trietylenowego) w obecnosci maltozy

Probka Aktywnosé [Ufen’] Stabilnosé [%]
THN -B 0,247 41,5
THN-0,5 0,554 71,8
THN-1,0 0,643 74,1
THN-2,5 0,617 61,3

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwor aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)
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Rysunek 49 Aktywnos¢ glukoamylazy w obecnosci skrobi i maltozy
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Wykres na rysunku 49 przedstawia aktywnos$¢ glukoamylazy dla
uzyskanych preparatow bezposrednio po immobilizacji. Mozemy zaobserwowac,
ze dla nosnika nieusieciowanego aktywno$§¢ jest znacznie mniejsza
w porownaniu z nosnikami usieciowanymi aldehydem glutarowym o réznym
stezeniu. Aktywno$¢ preparatow sprawdzano w obecnosci dwoch substratow:
wielkoczasteczkowej skrobi 1 matoczasteczkowej maltozy. W przypadku maltozy
stezenie aldehydu glutarowego nie ma wptywu na aktywnos$¢ preparatu, natomiast
w przypadku skrobi aktywno$¢ preparatu jest wigksza dla mniejszych stezen
czynnika sieciujacego. Substrat wielkoczasteczkowy ma wigksze trudnosci
w dotarciu do enzymu niz substrat maloczasteczkowy.

Na podstawie wyznaczonej stabilnoSci preparatow (tabela 18 i1 19)
najwigkszy spadek aktywnosci zaobserwowano dla preparatu nieusieciowanego,
zachowuje on okolo 40% aktywnosci poczatkowej. Preparaty usieciowane
aldehydem glutarowym zachowuja okoto 80% aktywnos$ci poczatkowej, przy
czym najbardziej stabilny okazal si¢ preparat usieciowany 0,5% aldehydem
glutarowym, tzn. zaobserwowano najmniejszy spadek aktywnosci dla obydwu

substratow.
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Rysunek 50 Poréwnanie aktywnosci nosnikow usieciowanych roinymi srodkami sieciujqcymi
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Na wykresie (rysunek 50) przedstawiono aktywnos¢ nosnikow
z immobilizowana glukoamylaza w obecno$ci skrobi i maltozy. Nos$niki sa
kopolimerami NIPAAm i HEMA usieciowanymi EGDMA (THS) lub TEGDMA
(THN). Mozna zauwazy¢, ze lepsze wyniki uzyskano dla nos$nika usieciowanego
dimetakrylanem glikolu etylenowego. R6znice w warto$ciach aktywnosci si¢gaja
80% w przypadku preparatow nieusieciowanych aldehydem glutarowym

w obecnos$ci obydwu substratow.

4.7.3 ,,Ssanie” na nos$niku T8

Glukoamylazg immobilizowano metoda ,ssania” na kopolimerze
N-izopropyloakryloamidu i dimetakrylanu glikolu etylenowego. Aktywnos$¢
otrzymanych preparatbw oznaczono w obecnosci 2,5% roztworu skrobi

1 uzyskano nastgpujace wyniki przedstawione w tabeli 20.

Tabela 20 Aktywnosé preparatu 7 immobilizowanym enzymem

Nosnik Aktywnos¢ [ Ulem’]
T8-B 0,143
T8-0,5 0,163
T8-1,0 0,205
T8-2,5 0,210

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)

Noséniki z immobilizowana glukoamylaza charakteryzuja si¢ stosunkowo
mata aktywnoscia w obecnos$ci skrobi. Dla nosnika nieusieciowanego aldehydem
glutarowym aktywno$¢ jest najmniejsza w porOéwnaniu z nosnikami
usieciowanymi. Stezenie uzytego aldehydu glutarowego wptywa na warto$ci
aktywno$ci preparatow enzymatycznych, najlepsze wyniki uzyskano dla
preparatéw usieciowanych 1,0 1 2,5% aldehydem. Aktywno$¢ preparatu
usieciowanego 0,5% aldehydem glutarowym jest zblizona do wartosci uzyskane;j
dla preparatu nieusieciowanego.

Glukoamylaza immobilizowana na nosniku T8 charakteryzuje si¢ nieco

wigksza aktywno$cia w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi dla inwertazy
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(paragraf 4.8.2). Jednakze warto$ci te sa znacznie mniejsze W poroOwaniu
z warto$ciami uzyskanymi podczas immobilizacji glukoamylazy na innych
termoczulych nosnikach, dlatego tez nie wyznaczono stabilno$ci nosnika oraz nie

wykorzystano go do dalszych badan.

4.7.4 Immobilizacja kowalencyjna na nosniku TG8 - dobdor warunkow
reakcji

W celu dobrania optymalnych warunkow kowalencyjnej immobilizacji
glukoamylazy na no$niku TG8 z grupami epoksydowymi
(kopolimer N-izopropyloakryloamidu z metakrylanem glicydylu usieciowany
dimetakrylanem glikolu etylenowego), proces prowadzono w dwoch
temperaturach: ponizej (5°C) 1 powyzej (45°C) VPTT nosnika oraz w roztworach

w zakresie pH 7-9. W tabeli 21 zebrano otrzymane wyniki.

Tabela 21 Bilans aktywnosci preparatow z immobilizowang glukoamylazq w obecnosci skrobi

Probka Aktywnos¢ Aktywnos¢ Wydajnosé
bufor/pH/temperatura [Ulem’] oczekiwana immobilizacji
[Ulem’] [%]
0,1/7/5 0,031 7113 0
0,1/7/45 0,226 6065 0,004
1/7/5 0,009 7130 0
1/7/45 0,216 6208 0,003
0,1/8/5 0,088 5810 0,002
0,1/8/45 0,376 5933 0,006
1/8/5 0,071 5066 0,001
1/8/45 0,197 8608 0,002
0,1/9/5 0,068 6921 0,001
0,1/9/45 1,555 6949 0,022
1/9/5 0,089 5862 0,002
1/9/45 0,292 - -
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Rysunek 51 Aktywnosé preparatow 7 immobilizowanq glukoamylazq w obecnosci skrobi

Wykres na rysunku 51 przedstawia aktywnos$¢ glukoamylazy w obecnosci
skrobi dla preparatéw powstatych w trakcie immobilizacji przy roznej sile
jonowej, pH oraz w dwoch temperaturach: ponizej 1 powyzej VPTT, odpowiednio
5145°C.

Mozemy zaobserwowaé, ze najwigkszy wplyw na aktywno$¢ ma
temperatura, w ktérej prowadzono proces immobilizacji. W temperaturze ponizej
VPTT aktywno$¢ ta jest znacznie mniejsza. Gdy nos$nik jest rozkurczony, enzym
moze by¢ zaimmobilizowany gltownie wewnatrz polimeru. Immobilizacja
w temperaturze powyzej VPTT powoduje, ze enzym przylacza si¢ gtownie na
powierzchni no$nika. Reakcj¢ z substratem prowadzono w temperaturze powyzej
VPTT, no$nik byt wiec skurczony. W tej sytuacji enzym unieruchomiony na
powierzchni jest bardziej dostgpny niz enzym uwigziony wewnatrz polimeru, co
ma wplyw na aktywno$¢ preparatu.

Aktywno$¢  preparatu  uzyskanego na  drodze  immobilizacji
w temperaturze 45°C dla 0,1M buforu zwigksza si¢ wyraznie ze wzrostem pH
podczas immobilizacji. Gdy do immobilizacji uzywano buforu 1M o pH 7 1 8,
aktywno$¢ byla porownywalna, natomiast gdy uzywano buforu 1M o pH 9,

aktywnos$¢ bylta nieznacznie wigksza. Sugeruje to, ze immobilizacj¢ glukoamylazy
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na TGS8 najlepiej prowadzi¢ w temperaturze powyzej VPTT, uzywajac 0,1M
buforu o pH 9.0. Jak wspomniano wcze$niej immobilizacja w temperaturze
powyzej VPTT powoduje, ze enzym przylacza si¢ glownie na powierzchni
nos$nika, prowadzac reakcj¢ z substratem réwniez w temperaturze powyzej VPTT,

uzyskujemy wigksza aktywno$¢, poniewaz enzym jest bardziej dostgpny.

4.7.5 Immobilizacja kowalencyjna na nosnikach TAEMA, THS8-NH,,
TG8-NH;, TH8, TMA i TGS

Glukoamylazg immobilizowano kowalencyjnie na nosnikach z grupami
aminowymi (TAEMA, THS8-NH,, TG8-NH;), hydroksylowymi (THS),
karboksylowymi (TMA) i epoksydowymi (TGS). Proces prowadzono w réznych
warunkach w zaleznos$ci od rodzaju grup funkcyjnych nos$nika, tak jak to opisano

w paragrafie 4.6.3.

W tabelach 22 i 23 przedstawiono wyniki uzyskane dla immobilizowane;j
glukoamylazy. Wydajno$¢ immobilizacji biatka jest do$¢ mata, z wyjatkiem
nosnika TH8-NH,, dla ktérego wydajnos¢ immobilizacji wynosi blisko 64%.
Wartos$ci wydajnosci immobilizacji dla aktywno$ci sa praktycznie rowne zeru.
Sugeruje to, ze enzym stracil swoja aktywno$¢ katalityczna podczas
immobilizacji. Przyktadowo podczas kowalencyjnej immobilizacji glukoamylazy
na kopolimerach metakrylanu glicydylu i kwasu metakrylowego usieciowanych
diwinylobenzenem wydajno$¢ immobilizacji dla aktywnosci siggata 78% [139],
podczas gdy wydajnos¢ immobilizacji na termoczulym kopolimerze z grupami
epoksydowymi (TGS8) wynosita zaledwie 18%.

Warto$ci aktywnos$ci preparatow w obecnosci skrobi sa bardzo mate,
natomiast w obecno$ci maltozy nosniki sa praktycznie nieaktywne. Sladowa
aktywno$¢ preparatéw w obecnosci skrobi moze by¢ spowodowana niedoktadnym
odmyciem preparatu.

Ze wzgledu na bardzo mate warto$ci aktywnosci wszystkich preparatow
z immobilizowana kowalencyjnie glukoamylaza nie wyznaczono stabilnosci po

miesiacu przechowywania.
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Tabela 22 Wyniki uzyskane dla preparatéw 3 immobilizowanq glukoamylazq w obecnosci skrobi

Aktywnos¢ specyficzna glukoamylazy natywnej: 35,3 (pH 5); 35,9 (pH 7); 35,1

(pHS8) [U/mg]

Nosnik Biatko Aktywnos¢ | Wydajnosé immobilizacji | Aktywnos¢
zwiqzane [Ulem’] [%0] specyficzna
i mg/cm3] [U/mg]
Biatko Aktywnos¢
TAEMA 3,57 0,08 12,7 0,01 0,02
TG8-NH; 1,12 0,07 4,0 0,01 0,06
TH8-NH, 17,82 0,33 63,6 0,03 0,02
TGS 4,84 0,13 18,6 0,01 0,03
THS 3,35 0,15 12,9 0,02 0,04
TMA 1,56 0,26 5,7 0,03 0,17

Tabela 23 Wyniki uzyskane dla preparatow z immobilizowanq glukoamylazq w obecnosci

maltozy

Aktywnos¢ specyficzna glukoamylazy natywnej: 21,7 (pH 5); 22,1 (pH 7); 21,7
(pH 8) [U/mg]

Nosnik Biatko Aktywnos¢ | Wydajnos¢ immobilizacji | Aktywnos¢
zwiqzane [Ulem’] [%] specyficzna
[mg/em’] [U/mg]
Biatko Aktywnos¢
TAEMA 3,57 0,03 12,7 0,01 0,01
TGS8-NH; 1,12 0,10 4,0 0,02 0,09
THS8-NH, 17,82 0,08 63,6 0,01 0
TGS 4,84 0,07 18,6 0,01 0,01
THS 3,35 0,02 12,9 0 0,01
TMA 1,56 0,05 5,7 0,01 0,03
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4.8 Immobilizacja trypsyny

4.8.1 ,,Ssanie” na no$Snikach TH8, TH8-NH, i TG8-NH,

W tabelach 24 i 25 przedstawiono uzyskane wyniki.

Trypsyng¢ immobilizowano metoda ,,ssania” opisang w paragrafie 4.6.1.

Tabela 24 Wyniki uzyskane dla preparatow z immobilizowangq trypsynq w obecnosci BAPNA

Aktywnos¢ specyficzna trypsyny natywnej dla BAPNA: 107,8 [U/mg]

Nosnik Biatko | Aktywnos¢ Wydajnos¢ Aktywnos¢ Stabilnos¢
zwigzane | [Ulem’] immobilizacji [%] | specyficzna [%]
[mg/em’] [U/mg]
Biatko | Aktywnosé
TH8 | B 0,342 0,256 49,14 0,586 0,747 100,0
0,5 1,444 3,314 4,223 74,6
1 1,777 4,075 5,194 51,1
2,5 1,377 3,158 4,025 65,6
THS8- | B 0,308 0,416 4425 0,922 1,351 100,0
NH,
0,5 8,422 18,658 27,345 7,1
1 6,873 15,225 22,314 5,3
2,5 5,346 11,842 17,356 9,8
TGS8- | B 0,163 0,032 23,42 0,099 0,194 100,0
NH,
0,5 3,760 11,772 23,068 7,0
1 3,720 11,647 22,822 4,0
2,5 5,560 17,408 34,110 2,1

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)
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Tabela 25 Wyniki uzyskane dla preparatéw z immobilizowang trypsynq w obecnosci kazeiny

Aktywnos$¢ specyficzna trypsyny natywnej dla kazeiny: 105,9 [U/mg]

Nosnik Biatko | Aktywnos¢ Wydajnosé Aktywnos¢
zwiqzane | [Ulem’] immobilizacji [%] specyficzna
[mg/em’] [U/mg]
Biatko | Aktywnosé
THS B 0,342 0,08 49,14 0,217 0,234
0,5 0,16 0,435 0,468
1 0,30 0,815 0,877
2,5 0,42 1,141 1,228
THS-NH, | B 0,308 0,34 4425 0,702 1,104
0,5 0,66 1,363 2,143
1 0,66 1,363 2,143
2,5 0,70 1,446 2,273
TG8-NH, | B 0,163 0,00 23,42 0,00 0,00
0,5 0,08 0,243 0,491
1 0,20 0,607 1,227
2,5 0,28 0,850 1,718

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwor aldehydu glutarowego)

Do oznaczenia aktywnosci uzyskanych preparatow enzymatycznych uzyto
dwoch substratow: matoczasteczkowego BAPNA oraz wielkoczasteczkowej
kazeiny, wyniki przedstawiono na rysunku 52. W przypadku BAPNA jako
substratu najlepszym no$nikiem okazat si¢ TH8-NH,. Zaobserwowano ponadto
wyrazng zalezno$¢ aktywnosci od stgzenia aldehydu glutarowego uzytego do
usieciowania no$nikow. Aktywnos$¢ dla no$nika usieciowanego 0,5% aldehydem
glutarowym byta znacznie wigksza niz aktywnos$¢ nosnika nieusieciowanego.
Zwigkszenie stgzenia aldehydu glutarowego spowodowato zmniejszenie
aktywnosci preparatow. Jest to prawdopodobnie spowodowane sieciowaniem
czasteczki enzymu powodujacym jego wielopunktowe zwiazanie z no$nikiem

1 w konsekwencji usztywnienie jego struktury.
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Rysunek 52 Aktywnos¢ trypsyny w obecnosci BAPNA i kazeiny

Najwigksze wartosci wydajnosci immobilizacji obliczone na podstawie
aktywnoS$ci preparatow mozna zaobserwowac dla TH8-NH,. Wplyw aldehydu
glutarowego jest taki sam jak w przypadku aktywnosci nos$nikéw po
immobilizacji. Poréwnujac otrzymane wartosci dla trypsyny z zerowymi
wydajnos$ciami otrzymanymi dla inwertazy (tabela 13) oraz z wydajno$ciami
w zakresie 0,4-2,4 % (skrobia) i 0,3-4,6 % (maltoza) dla glukoamylazy (tabela 16
i 17) stwierdzono, ze metoda ,ssania” najlepiej sprawdza si¢ w przypadku
trypsyny. Trypysyna jest enzymem o znacznie mniejszej masie czasteczkowej
(23 kDa) [180] w porownaniu z inwertaza (75 kDa) [181] czy glukoamylaza
(68 kDa) [182], co moze mie¢ duze znaczenie podczas procesu immobilizacji.

Najbardziej stabilnym no$nikiem okazat si¢ TH8. Z kolei nos$nik
TG8-NH,, zawierajacy najwigcej grup aminowych, nie jest odpowiedni do
immobilizacji trypsyny. Prawdopodobnie dalsze procesy sieciowania po
immobilizacji  spowodowaly znaczne usztywnienie  struktury no$nika
1 w konsekwencji zmniejszenie dostgpnosci enzymu dla substratu.

W obecnos$ci kazeiny, substratu o duzej masie czasteczkowej, wszystkie
no$niki wykazaty si¢ bardzo mata aktywnos$cia, z tego powodu nie oznaczono

w tym przypadku stabilno$ci no$nikdw.
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[lo$¢ zwiazanego biatka byta najwigksza dla no$nika TH8. Obecno$¢ grup
aminowych na TH8-NH, 1 TG8-NH; nie spowodowata zwigkszenia adsorpcji
biatka. Najmniej biatka zaadsorbowato si¢ na TG8-NH,, aktywno$¢ preparatu
byla praktycznie réwna zeru. Nieco lepsze wyniki uzyskano dla TH8-NH,, na
ktorym zwiazato si¢ dwa razy wigcej biatka. TG8-NH, charakteryzuje si¢
znacznie wigksza zawartoscia grup aminowych niz TH8-NH,. Grupy aminowe
moga oslabia¢ oddziatywania hydrofobowe podczas immobilizacji, co z kolei

moze zmniejszac¢ adsorpcj¢ biatka na nos$niku.

4.8.2 Immobilizacja kowalencyjna na nosnikach: TAEMA, THS8-NH,,
TG8-NH,, TH8, TMA i TG8

Trypsyng immobilizowano kowalencyjnie na nos$nikach z grupami
aminowymi (TAEMA, THS8-NH,, TG8-NH;), hydroksylowymi (THS),
karboksylowymi (TMA) i epoksydowymi (TGS). Proces prowadzono w réznych
warunkach w zaleznos$ci od rodzaju grup funkcyjnych nosnika, jak to opisano

w paragrafie 4.6.3. W tabelach 26 i 27 zebrano uzyskane wyniki.
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Tabela 26 Wyniki uzyskane dla preparatow 7 immobilizowangq trypsynq w obecnosci BAPNA

Aktywnos¢ specyficzna trypsyny natywnej: 19,29 (pH 5); 18,86 (pH 7); 16,36
(pH 8) [U/mg]

Nosnik Biatko | Aktywnos¢ Wydajnosé Aktywnosé | Stabilnosé

zwigzane | [Ulem’] immobilizacji [%] specyficzna [%]

i mg/cm3] [U/mg]

Biatko | Aktywnos¢

TAEMA 1,27 2,45 29,6 15,0 1,93 90,0
TG8-NH; 4,00 6,37 93,1 4,2 1,59 71,4
TH8-NH; 4,04 26,21 94,0 16,9 6,49 77,4
TGS 3,69 1,96 93,0 1,7 0,53 91,1
THS 0,97 37,91 24,5 82,2 39,08 99,3
TMA 4,22 15,44 99,3 9,7 3,66 88,9

Tabela 27 Wyniki uzyskane dla preparatow z immobilizowang trypsynq w obecnosci kazeiny

Aktywno$¢ specyficzna trypsyny natywnej:18,94 (pH 5); 18,52 (pH 7); 16,06
(pH 8) [U/mg]

Nosnik Biatko | Aktywnosé Wydajnos¢ Aktywnos¢ | Stabilnos¢
zwigzane | [Ulem’] immobilizacji [%] specyficzna [%]
[mg/em’] [U/mg]
Biatko | Aktywnos¢
TAEMA 1,27 0,94 29,6 5,9 0,74 56,4
TG8-NH; 4,00 1,18 93,1 0,8 0,30 100,0
TH8-NH, 4,04 5,07 94,0 33 1,26 -
TGS 3,69 0,82 93,0 0,7 0,22 74,4
THS 0,97 0,94 24,5 2,1 0,97 75,0
TMA 4,22 1,30 99,3 0,8 0,31 57,7

W tabelach 26 i 27 przedstawiono wyniki uzyskane dla immobilizowane;j

trypsyny. Wydajno$¢ immobilizacji dla biatka dla nosnikow TMA, TH8-NH,,

TG8-NH, 1 TG8 jest rowna prawie 100% ilosci zwiazanego biatka. Wartosci

wydajno$ci immobilizacji dla aktywno$ci sa réwniez bardzo duze. Najlepsze
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wyniki uzyskano dla no$nika TH8 w obecnosci BAPNA jako substratu — ponad
80% aktywnego biatka w zwiazanym, chociaz w przypadku tego no$nika
wydajnos¢ immobilizacji dla biatka byla najmniejsza. Sugeruje to, ze nos$nik
z grupami hydroksylowymi jest odpowiedni do immobilizacji kowalencyjnej
trypsyny. Wyniki uzyskane dla no$nikéw z grupami aminowymi (TAEMA 1 THS-
NH,) oraz nos$nika z grupami karboksylowymi (TMA) sa réwniez bardzo dobre,
zard6wno w obecnosci BAPNA, jak i kazeiny jako substratu. Najmniejsze warto$ci
wydajno$ci immobilizacji dla aktywno$ci uzyskano dla nos$nikow TGS
i TG8-NH,, przy czym wartosci wydajnosci immobilizacji dla biatka byly w tym
przypadku najwigksze. Przyktadowo trypsyna immobilizowana na Eupergicie
zachowuje 90% aktywnosci w obecnosci kazeiny [183].

Wartosci aktywnosci nos$nikéw w obecno$ci substratu sa wigksze
w przypadku BAPNA, w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla kazeiny.
BAPNA jest substratem maloczasteczkowym, kazeina — wielkoczasteczkowym.
Ponadto hydroliza BAPNA byla prowadzona w temperaturze pokojowej, gdy
no$niki byly rozkurczone i dostgp substratu do centrum aktywnego enzymu byt
utatwiony. Hydrolize kazeiny prowadzono w temperaturze 37°C, nadal ponizej
VPTT nos$nikow, ale powodujacej juz w pewnym stopniu skurczenie no$nikow
(rysunek 32). Wielkoczasteczkowy substrat mogt zatem mie¢ utrudniony dostep
do enzymu.

Porownujac  wartosci  aktywno$ci  specyficznej  immobilizowanej
1 natywnej trypsyny stwierdzono, ze enzym unieruchomiony na nosniku
z grupami hydroksylowymi charakteryzowal si¢ znacznie wigksza aktywnoS$cia
w obecnosci BAPNA niz enzym natywny. W przypadku pozostalych no$nikoéw
aktywno$¢ immobilizowanej trypsyny w obecnosci BAPNA byta mniejsza
w poroOwnaniu z aktywnos$cia biatka natywnego i zmniejszala si¢ w szeregu:
TH8-NH, (34% aktywno$ci natywnego enzymu), TMA (19%), TAEMA
i TG8-NH, (10%) oraz TG8 (3%). Aktywno$¢ specyficzna immobilizowanej
trypsyny w obecnosci kazeiny byta znacznie mniejsza w poréwaniu z natywnym
enzymem. Najlepszy no$nik — TH8-NH,, zachowywat zaledwie 18% aktywnosci
natywnego biatka. W przypadku pozostalych no$nikow aktywno$¢ specyficzna
immobilizowanej trypsyny stanowita 2-6% aktywnos$ci natywnego enzymu.

Stabilno$¢ preparatéw oznaczona po miesigcu przechowywania jest

wigksza w obecnosci BAPNA. Nosnik TH8 zachowuje praktycznie 100%
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aktywnos$ci, no$niki TAEMA, TG8 oraz TMA — 90%, natomiast TH8-NH;
1 TG8-NH; odpowiednio 77 i 71% aktywnosci poczatkowej. W obecnosci kazeiny
100% aktywnos$ci zachowuje no$nik TG8-NH,, pozostate preparaty zachowuja
aktywno$¢ w zakresie 60-75%. Ze wzgledu na straty podczas oczyszczania nie

oznaczono stabilno$ci no$nika TH8-NH,.
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4.9 Immobilizacja lakkazy

4.9.1 ,,Ssanie” na TH8 i T8

Lakkazg = immobilizowano  metoda ,ssania” na  kopolimerze
N-izopropyloakryloamidu 1 metakrylanu 2-hydroksyetylu usieciowanym
dimetakrylanem  glikolu  etylenowego (TH8) oraz na  kopolimerze
N-izopropyloakryloamidu i dimetakrylanu glikolu etylenowego (T8). Aktywno$¢

otrzymanych preparatow oznaczono w obecno$ci gwajakolu i syringaldazyny.

Uzyskano nastgpujace wyniki przedstawione w tabelach 28 1 29.

Tabela 28 Aktywnosé preparatu T8 w obecnosci syringaldazyny i gwajakolu

Nosnik Syringaldazyna Gwajakol
Aktywno$é [Ufem’] Aktywno$é [Ufem’]
T8-B 0,007 0,008
T8-0,5 0,033 0
T8-1 0 0
T8-2,5 0 0

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwér aldehydu glutarowego)

Tabela 29 Aktywnosé preparatu TH8 w obecnosci syringaldazyny i gwajakolu

Nosnik Syringaldazyna Gwajakol
Aktywnosé [Ufem’] Aktywno$é [Ufem’]
TH-B 0,012 0
TH-0,5 0,011 0
TH-1 0 0
TH-2,5 0,013 0

(B-bufor, 0,5-0,5% roztwor aldehydu glutarowego, 1-1,0% roztwoér aldehydu glutarowego, 2,5-
2,5% roztwér aldehydu glutarowego)
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Analizujac  wyniki przedstawione w tabelach 28 1 29 mozna

zaobserwowac, ze lakkaza immobilizowana na termoczutych nos$nikach T8 i TH8

jest praktycznie nieaktywna, zard6wno w stosunku do syringaldazyny, jak

i gwajakolu.
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5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Od lat 90 ubiegtego wieku termoczute polimery sa przedmiotem coraz
wigkszego zainteresowania, gtownie ze wzgledu na mozliwos¢ ich zastosowania
w medycynie jako nos$nikdbw do kontrolowanego uwalniania substancji
biologicznie czynnych. Do najczgsciej badanych termoczutych polimerow naleza
hydrozele usieciowane gléwnie N,N’-metylenobisakryloamidem. Wykorzystanie
wrazliwosci na temperatur¢ w procesach sorpcji jonow metali jest stosunkowo
nowym zagadnieniem w chemii polimeréw. Jak to przedstawiono w przegladzie
literatury, zaledwie kilka prac tyczy termoczutych usieciowanych jonitow, przy
czym jonity z grupami fosforanowymi zostatly opisane w zaledwie dwoch
publikacjach. Tymczasem wtasnie reszty kwasoéw fosforowego i fosfonowego
(-OP(O)(OH), i —PO(OH),) wydaja si¢ mie¢, jako kwasy wielozasadowe,
posiadajace dodatkowo zdolno$¢ koordynowania wielu jonéw za pomoca tlenu
fosforylowego, najkorzystniejsze wtasciwosci do wykorzystania w polimerach
skokowo zmieniajacych objgto$¢ ze zmiana temperatury. Te wlasciwosci to
zachowywanie zdolno$ci do wymiany jonowej w roztworach o umiarkowanej
kwasowosci 1 duza selektywno$¢ w stosunku do jonow wielowartosciowych,
w tym lantanowcéw 1 aktynowcow. Grupa fosforanowa, jak juz wspomniano
powyzej, moze tworzy¢ silniejsze kompleksy w roztworach kwasowych niz grupy
karboksylowe. Wynika to z obecnosci trzeciego donorowego atomu tlenu oraz
z polarnej natury wiazania P=0, dzigki ktéremu mozliwa jest koordynacja metalu.

Istotna cecha termoczulego jonitu jest zmniejszona, na skutek oddziatywan
hydrofobowych, chtonno$¢ wody i objeto$¢ polimeru w temperaturze powyzej
VPTT. Pozwala to na jednoczesne oddziatywanie (wymiang¢ jonowa i/lub
koordynacjg) pomiedzy sasiednimi grupami fosforanowymi
a wielowarto$ciowymi jonami, znajdujacymi si¢ w roztworze zewngtrznym.
Ponizej tej temperatury oddzialywania hydrofobowe sa slabsze i umozliwiaja
znaczne pgcznienie materialu w roztworach wodnych. Pecznienie to powoduje
oddalenie si¢ grup jonowymiennych/koordynujacych od siebie i uniemozliwienie,
ze wzgledow sterycznych, wymiany jonowej i tworzenia kompleksow z jonami

wielowarto$ciowymi.
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Immobilizacja enzyméw w termoczutych zelach powoduje, ze zmiany
konformacji polimeru wywolane zmianami temperatury otoczenia moga mied
wplyw na aktywno$¢ enzymu oraz na dostgpno$¢ enzymu dla substratu.
W przypadku no$nikoéw do immobilizacji enzymow istotne sa zmiany objetosci
poréw otrzymanych polimerow spowodowane zmiang temperatury. Przewiduje
sig, ze proces ten moze mie¢ wplyw na specyficzno$¢ substratowa preparatu,
tzn. w temperaturze powyzej VPTT, gdy nosnik jest skurczony i pory sa mate,
preferowany begdzie substrat maloczasteczkowy, substrat wielkoczasteczkowy
moze mie¢ trudnoSci w dotarciu do centrum aktywnego enzymu
immobilizowanego na no$niku. W temperaturze ponizej VPTT, nos$nik jest
rozkurczony 1 pory sa duze, centrum aktywne enzymu bgdzie zatem dostgpne dla
substratu wielkoczasteczkowego. W literaturze opisano enzymy szczepione
bezposrednio na termoczulych zelach lub poprzez ligandy podwodujace oddalenie
czasteczki biatka od termoczulej powierzchni, a takze immobilizowane w trakcie
procesu polimeryzacji. Nie znaleziono publikacji tyczacych bezposredniego
wykorzystania termoczutych wiasciwosci no$nikdw w procesie immobilizacji
biatka.

Celem pracy doktorskiej bylo otrzymanie termoczulych polimeréw
zawierajacych grupy funkcyjne i1 zastosowanie ich jako jonitéw chelatujacych do
sorpcji metali oraz jako no$nikow do immobilizacji enzymow.

Opracowano metode syntezy termoczutych kopolimeréw usieciowanych
z funkcjonalnych monomeréw w dwufazowym uktadzie reakcyjnym, otrzymujac
produkty w formie peretek.

Okreslono wlasciwosci sorpcyjne otrzymanych termoczutych jonitow
w stosunku do jonéw metali o réznej wartosciowosci — europu(Ill), miedzi(II)
1 potasu(I). Zbadano wptyw temperatury, pH, rodzaju 1 ilosci srodka sieciujacego
na sorpcje¢ wybranych jonéw metali. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze termodynamicznie faworyzowana jest sorpcja jonoOw metali
o wartosciowosci wigkszej niz 2. Ponadto wigcej trojwartosciowych jonow europu
sorbowato si¢ w temperaturze powyzej VPTT jonitow. Przeprowadzono rowniez
proby rozdzialu lantanowcow. Mieszaning ceru(Ill), europu(Ill), terbu(Ill),
tulu(Ill), kobaltu(II), baru(Il) i cezu(I) sorbowano na termoczutym jonicie metoda

ciagla w zakresie temperatur 10-70°C. Uzyskane wyniki sugeruja, ze mozliwy jest
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rozdzial mieszaniny wyzej wymienionych pierwiastkéw na termoczutym jonicie
z grupami fosforanowymi sterowany zmianami temperatury.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej opracowano rowniez nowa metodg
immobilizacji enzyméw wykorzystujaca bezposrednio wrazliwo§¢ polimeru na
temperaturg 1 polegajaca na zaadsorbowaniu czasteczek enzymu na powierzchni
no$nika, a nastgpnie uwigzieniu ich wewnatrz sieci polimerowej. Sita napedowa
sa zmiany charakteru powierzchni usieciowanego nosnika z hydrofobowej na
hydrofilowa (podczas obnizania temperatury), co w konsekwencji prowadzi do
gwaltownego zwigkszenia objgtosci nosnika 1 ,zassania” do wewnatrz
zaadsorbowanych na powierzchni czasteczek biatka. Metoda ta immobilizowano
glukoamylazg, inwertazg, trypsyng i lakkazg, przy czym najlepsze rezultaty
uzyskano podczas immobilizacji trypsyny. Lakkaza immobilizowana na
termoczulych nosnikach traci wlasciwosci katalityczne. Aktywno$¢ preparatow
z immobilizowana glukoamylaza 1 trypsyna zbadano w obecnosci wielko-
1 matoczasteczkowego substratu. Preparaty usieciowane aldehydem glutarowym
o stezeniu wigkszym od 1,0% wykazywatly wigksza aktywno$¢ w obecnosci
maloczasteczkowych substratow, ktore ze wzgledow sterycznych miaty utatwiony

dostep do centrum aktywnego enzymu.

Na podstawie zaprezentowanych wynikéw badan nad synteza i wybranymi
wlasciowosciami termoczutych polimeréw usieciowanych mozna wysunaé

nastepujace wnioski:

1. Mozliwe jest otrzymanie termoczutych usieciowanych polimerow
bedacych kopolimerami N-izopropyloakryloamidu 2z monomerami
funkcjonalnymi metoda polimeryzacji suspensyjne;j.

2. Jonity z grupami fosforanowymi wykazuja najwigksze powinowactwo do
trojwartosciowych jonéw europu, przy czym wielko$¢ sorpcji zalezy od
temperatury procesu i rodzaju srodka sieciujacego.

3. Sorpcja Cu(Il) 1 K(I) nie zalezy ani od temperatury, ani od rodzaju uzytego
srodka sieciujacego, w zwiazku z tym na jonitach termoczutych mozliwy

jest rozdziat metali o warto$ciowosci wigkszej niz 2.
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4. Immobilizacja enzyméw metoda ,,ssania” sprawdza si¢ w przypadku
trypsyny, dla ktérej uzyskano najlepsza wydajnos¢. Termoczute nos$niki
nie powinny by¢ stosowane do immobilizacji enzymdéw o wigkszych niz
trypsyna masach czasteczkowych.

5. Najwigksza wydajnos¢ kowalencyjnej immobilizacji na termoczulych
nos$nikach uzyskano dla trypysyny. Najlepszym no$nikiem okazat si¢
termoczuty kopolimer NIPAAm i HEMA usieciowany EGDMA.

6. Aktywnos¢ glukoamylazy i trypsyny immobilizowanych metoda ,,ssania”
i kowalencyjnie na termoczutych nos$nikach zalezy od wielkosci substratu,
jest to potencjalna mozliwo$¢ sterowania aktywnoscia tych preparatow za

pomoca temperatury.
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