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Изследване на оптималните условия за имобилизация на 
ацетилхолинестераза върху модифицирани мембрани от 
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Study of optimum conditions for immobilization of Achetylcholinesterase onto modified 
acrylonitrile copolymer membranes: Two ultrafiltration membranes from AN copolymer were preliminarily 
modified by 15% NaOH + 10% ethylenediamine and 15% NaOH + chitosan. They were used as matrix for 
covalent immobilization of Achetylcholinesterase (AChE) by using glutaraldehyde. The optimum conditions 
for immobilization of AChE were studied. The optimum concentration of AChE solution for immobilization 
was 0,05%. The optimum incubation time for immobilization of enzyme was 20 hours. The optimum 
temperature for immobilization of AChE was 4

0
C..  
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ВЪВЕДЕНИЕ 
За провеждане на имобилизацията на ензими се използват различни видове 

носители, като всеки вид носител се характеризира с определени предимства и 
недостатъци (Кръстева, 1998). Полимерните порести мембрани са много подходящи 
за имобилизация на ензими и намират широко приложение за тази цел. 

Имобилизираните ензими върху порести мембрани намират широко 
приложение за изготвяне на биосензори за анализ на редица компоненти, за 
мембранни биореактори, с помощта на които се осъществяват ценни технологични 
процеси и др. [4,9,15,19]. 

Прилагането на допълнителна повърхностна модификация на полимерните 
мембрани води до увеличаване на количеството реакционни групи на повърхността 
на мембраните. Изходните мембрани от АН съполимер не съдържат активни групи и 
за да бъдат използвани като носители за имобилизация на ензими, те трябва да се 
модифицират с различни модифициращи агенти [1,2,6,13].  

Друг често използван носител за имобилизацията на ензими е хитозанът, в 
чиято структура има хидроксилни и амино групи, подходящи за ковалентна 
имобилизация [3,8,11,12].  

В последните години се работи много за създаване на различни ензимни 
биосензори за определяне на инхибитори (различни органофосфорни, карбаматни и 
други пестициди). Те намират приложение и в различни програми по проследяване 
на замърсяването на околната среда. 

Ацетилхолинестеразата (АХЕ) е ензим, който катализира хидролитичното 
разграждане на ацетилхолин йодида до холин и оцетна киселина. Съществуват 
редица публикации за имобилизация на ацетилхолинестераза върху различни 
носители [10,16 -18,20]. Последните са използвани за конструиране на биосензори 
за определяне на инхибиращото действие на пестициди. 

В настоящата работа е проведена ковалентна имобилизация на ензима АХЕ, с 
помощта на глутаров алдехид (ГА) върху два вида модифицирани мембрани: с 
NaOH + ЕДА и с хитозан. Целта е да се изследват оптималните условия за 
имобилизация: концентрация на разтвора на АХЕ; време за инкубация на ензима; 
оптимална температура за имобилизация. 

 
МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
1. Материали и реагенти  
Като носител за провеждане на имобилизацията на ацетилхолинестераза са 

използвани мембрани от акрилонитрилов съполимер (акрилонитрил – 91,3%, 
метилметакрилат – 7,3%, натриев винилсулфонат – 1,4%).  
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Повърхностната модификация на мембраните от акрилонитрилов съполимер се 
провежда със следните реактиви: NaOH, етилендиамин, хитозан, (Fluka, 
Швейцария).  

 Имобилизацията на ацетилхолинестераза (ЕК 3.1.1.7, 403 U/mg, изолирана от 
Lleectrophorus electricuc (electric eel)), (Sigma, Германия) се извършва с глутаров 
алдехид (Fluka, Швейцария) върху мембраните от акрилонитрилов съполимер. 

2. Химични модификации на ултрафилтрационни мембрани от АН съполимер 
2.1. Модификация с NaOH + ЕДА 
Модификацията на мембраните от АН съполимер е извършена по методика, 

описана в наша по-предишна работа [7]. 
2.2. Модификация с хитозан 
Мембрана, предварително модифицирана с NaOH по точка 2.1 се поставя в УФ 

клетка (Amicon, повърхност 10 cm2, 600 мин-1). Приготвя се 0,25% разтвор на хитозан 
във воден разтвор на оцетна киселина (2%), който се пропуска през ПАН мембрана 
при  P=2х105 Ра за 10 s. Следва сушене на мембраната при 60о С за 15 min. Така 
получения хитозан-ацетатен слой се превръща в хитозан чрез филтруване на 
разтвор на NaOH (1M разтвор в спиртно-водна смес 1:1) през мембраната за 3 min 
при същото налягане и разбъркване. За да се отстрани NaOH мембраната се 
филтрува с разтвор на спирт-вода 1:1 за 2 min при същите условия. Накрая 
модифицираната мембрана се промива обилно с дестилирана вода. 

3. Имобилизация на ацетилхолинестераза  
В епруветка се поставя активирана мембрана (1cm2) в 25% разтвор на ГA (рН 7) 

за 1 h при температура 4°С. Мембраната се промива с 4 l дестилирана вода до 
пълното отстраняване на нереагиралия ГА и към нея се прибавя 1 ml 0,05% разтвор 
на ацетилхолинестераза (в натриевофосфатен буфер с рН 7). Мембраната 
престоява в ензимния разтвор 20 h при температура 4ºС. Имобилизираният ензим и 
мембраната се отмиват с 2 l бидестилирана вода и 100 ml 0,1 М разтвор на 
фосфатен буфер. 

4. Анализи 
Количеството на свързан белтък върху ултрафилтрационните мембрани от АН 

съполимер се определя по метода на Lowry et al. [14].  
Активността на свободната и имобилизирана АХЕ се определя по метода на 

Ellman [5].  
Относителната активност на имобилизирана АХЕ се определя като отношение 

между специфичната активност на имобилизирания  и сводния ензим, умножено по 
сто. 

 
РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
Като носител за провеждане на имобилизацията на ацетилхолинестеразата са 

използвани мембрани от акрилонитрилов съполимер. Тъй като в тези мембрани 
липсват реакционноспособни групи, към които ковалентно да бъде присъединен 
ензим, то възниква необходимостта от допълнителна обработка. Много подходяща 
модификация с цел въвеждане на активни групи в ПАН мембраната е 
допълнителната обработка с втори полимер. По такъв начин модифициращия 
полимер се нанася във вид на тънък филм и се получава наноструктурирана, 
композитна мембрана. За тази цел много подходящ  полимер е хитозана, тъй като 
той  е водоразтворим полимер и съдържа висока концентрация на аминогрупи. 
Изходната мембрана се обработва  с разтвор на NaOH, при което се получават 
карбоксилни и амидни групи. Следва обработка с 0,25% хитозан, при което се 
създават йонни връзки между карбоксилните групи на мембраната и амино групите 
на хитозана (Мембрана №1).  

Паралелно е направена и химична модификация на ПАН мембрана с 
NaOH+ЕДА (Мембрана №2). При тази модификация, на първия етап на обработка (с 
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NaOH), се получават амидни и карбоксилни групи, а на  втория етап (с ЕДА) 
получените карбоксилни групи се превръщат в амино групи. 

 Основната цел на това изследване е да се избере кой от двата вида 
модифицирани носители е по-подходящ за имобилизация на ензима 
ацетилхолинестераза. 

Проведена е ковалентна имобилизация на ензима АХЕ върху двата вида 
модифицирани мембрани с помощта на глутаров алдехид. 

Изследвани са оптималните условия за имобилизация. За целта първо е 
варирана концентрацията на разтвора на АХЕ, използван за провеждане на 
имобилизацията, в интервала от 0,025 до 0,1%. Резултатите са представени на 
фиг.1.  
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Фиг. 1. Влияние на концентрацията на ензимния разтвор за имобилизация върху 
активността на АХЕ и количеството свързан белтък върху мембрана модифицирана с 
NaOH+ЕДА и мембрана модифицирана с хитозан 

*Имобилизацията е проведена при температура 4оС  и време 20 часа. 

 
Вижда се, че оптималната активност на имобилизираната АХЕ е най-висока при 

прилагането на 0,05% разтвор на АХЕ. Установено е, че с увеличаване на 
концентрацията на АХЕ, количеството на свързания белтък се увеличава. Така при 
имобилизационен разтвор на АХЕ 0,1% то е най-голямо – 0,035 mg cm-2 и 0,092 mg 
cm-2, съответно за мембрана №1 и №2. По-голямото количество свързан белтък 
върху мембрана №2 се дължи на по-голямото количество въведени амино групи в 
резултат на допълнителната обработка с хитозан. Забелязва се, че при по-голямо 
количество на свързан белтък, относителната активност на имобилизираната АХЕ 
намалява. Това се дължи на локално натрупване на белтък, в резултат на което се 
затруднява дифузията на субстрата до активния център на ензима. Следователно, 
оптималнта концентрация на разтвора за имобилизация е 0,05%. 
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Изследвано е времето за инкубация на ензима върху двата носителя. За целта 
е варирано времето за имобилизация от 4 до 24 часа. Проследени са отново 
относителната активност на имобилизираната АХЕ и количеството свързан белтък 
(фиг.2). Установено е, че с увеличаване на инкубационното време се увеличава 
относителната активност на имобилизираната АХЕ и количеството свързан ензим 
върху двата носителя, като след 20-тия час се стига до равновесие. Следователно, 
оптималното време за имобилизация на АХЕ е 20 часа. 
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Фиг. 2. Влияние на времето за имобилизация върху активността на АХЕ и 
количеството свързан белтък върху мембрана модифицирана с NaOH+ЕДА и 
мембрана модифицирана с хитозан 

*Имобилизацията е проведена при температура 4оС  и  концентрация на ензимния 
разтвор-0,05%. 

 

За пълно охарактеризиране на условията за имобилизация на АХЕ бе 
определена и оптималната температура за имобилизация (фиг.3). Тя бе варирана в 
интервала от 0 до 20 оС. Експерименти над 20оС не са проведени, тъй като 
активността на ензима намалява по време на процеса имобилизация – 20 часа. 
Установено е, че относителната активност на имобилизираната АХЕ и върху 
мембрана №1 и №2 е най-висока при температура 4оС. Резултатите показват, че 
оптималната температура за имобилизация на АХЕ е 4оС. 
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Фиг. 3. Влияние на температурата за имобилизация върху активността на АХЕ и 
количеството свързан белтък върху мембрана модифицирана с NaOH+ЕДА и 
мембрана модифицирана с хитозан 
*Имобилизацията е проведена при концентрация на ензимния разтвор – 0,05% и време 

– 20 часа. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
1. Проведена е ковалентна имобилизация на ензима АХЕ върху мембрани от 

АН съполимер, модифицирани с NaOH + ЕДА и с хитозан. 
2. Изследвани са оптималните условия за имобилизация: концентрация на 

разтвора на АХЕ; време за инкубация на ензима; оптимална температура за 
имобилизация. 

2.1. Оптималната концентрация на разтвора на АХЕ за имобилизация е 0,05%. 
2.2. Оптималното време за имобилизация на АХЕ е 20 часа. 
2.3. Оптималната температура за имобилизация на АХЕ е 40С. 
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