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Immobilization of β-galactosidase onto modified polypropylene membrane: Polypropylene 

membranes were modified with several modifying agents: K
2
Cr

2
O

7 
: Н

2
О : H

2
SO

4
; hydrazine dihydrochloride; 

hydroxylamine; 1,6-hexamethylenediamine; 1,2-diaminoethane; N,N’-dibenzylethylendiamin-diacetat; 1,2-

phenylendiamine and 1,4-phenylendiamine. The characteristics of modified membranes (quantity amino 

group, quantity carbonyl group and degree of hydrophilicity) were studied. The membranes were used as 

matrix for covalent immobilization of β-galactosidase. The amount of bound protein, absolute activity and 

specific activity of the immobilized enzyme were determined. The higher specific activity (1,746 U/mg) 

showed immobilized β-galactosidase onto membrane modified with 10% 1,6-hexamethylenediamine. 
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ВЪВЕДЕНИЕ 

β-галактозидазата (ЕК 3.2.1.23) е важен индустриален ензим, който катализира 

хидролизата на лактозата в млякото и суроватката до глюкоза и галактоза [4, 15, 17, 

18, 22, 24, 32, 33, 35]. По този начин се предотвратяват редица здравни и екологични 

проблеми, предизвикани от съдържанието на лактоза в тези продукти. Лактозата е 

основният въглехидрат, който се съдържа в млякото. Значителна част от хората 

имат генетичен дефицит на  β-галактозидаза и трудно усвояват  лактозата в млякото 

[25]. Това е наложило производството на безлактозно мляко с помоща на ензима β-

Гал. 

Съдържанието на лактоза в суроватката е около 4-5%.   Известно е, че заради 

все по-големите количества на преработваното мляко в млечната промишленост 

ежегодно в света се получават милиони килограми отпадъчна суроватка и това 

поражда все по-големи екологични проблеми [14, 27]. Хидролизирането на лактозата 

от отпадъчната суроватка с помоща на β-галактозидаза води до получаване на 

ценни глюкозо-галактозни сиропи използвани в хранителната промишленост. Тези 

важни индустриални приложения на ензима β-галактозидаза са наложили 

изучаването на имобилизацията на този ензим. 

За имобилизация на ензима β-Гал се използват различни носители и методи [1, 

2, 4, 9, 22, 24, 30]. Един от най-перспективните методи за имобилизация е 

ковалентното свързване на ензима към носителя [4, 7, 12, 18, 22, 23, 32, 33, 36, 37]. 

Много подходящи носители за имобилизация се явяват полимерните мембрани [8, 

10, 11, 20, 21], заради техните предимства: строго определена структура; фиксирана 

порьозност; възможност за допълнителна модификация; точно определен химичен 

състав; физична, химична и биологична устойчивост. 

Мембраните, получени на основата на полипропилен са подходящи носители за 

имобилизация на ензими [13, 26, 29]. В полипропиленовите мембрани обаче 

отсъстват реакционноспособни групи за ковалентно свързване на ензима, поради 

което възниква необходимостта от предварителното им активиране чрез 

модифициране с различни химични реагенти [5, 6, 16, 28, 29, 31, 34]. 

В настоящата работа е проведена модификация на полипропиленова мембрана 

с различни химични реагенти с цел въвеждане на аминогрупи на повърхността на 

носителя. Извършена е ковалентна имобилизация на ензима β-Гал, с помощта на 

глутаров алдехид върху модифицираните мембрани. Определени са основните 

характеристики на модифицираните мембрани  и на мембраните с имобилизиран 

ензим – количество амино групи, количество карбоксилни групи, степен на 

хидрофилност, количество свързан белтък, специфична активност. Целта на 

настоящата работа е да се установи коя от модифицираните полипропиленови 

мембрани е най-подходящ носител за имобилизация на ензима  β-Гал. 
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МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 

1. Материали и реагенти  

Като носител за провеждане на имобилизацията на β-Гал са използвани 

мембрани от полипропилен (ПП) с диаметър на порите 0,2 μm (Sterlitech, WA 98032).  

Повърхностната модификация на мембраните се провежда със следните 

реактиви: K2Cr2O7, H2SO4 (ч.з.а., Merck, Германия), 1,2-диаминоетан (1,2-ДАЕ), 1,6-

диаминохексан (1,6-ДАХ), хидразин дихидрохлорид (ХДХ), хидроксиламин (ХА), 1,2-

фенилендиамин (1,2-ФДА), 1,4-фенилендиамин (1,4-ФДА), N,Nי-

дибензилетилендиамин-диацетат (N,Nי -ДБЕДАДА) (ч.з.а. Fluka, Швейцария).  

 Имобилизацията на β-Гал (ЕК 3.2.1.23, 151 U/mg, изолирана от Escherichia coli 

(Fluka, Швейцария) се извършва с глутаров алдехид (ГА) (Fluka, Швейцария) върху 

полипропиленовите мембрани. 

2. Химични модификации на полипропиленовите мембрани  

Мембраните се потапят за 5 min в 100 cm
3

 ацетон и след това се поставят за 10 

min при температура 30
0

С в 100 cm
3

 разтвор на  K2Cr2O7 

: Н2О : H2SO4, приготвен в 

съотношение 1 : 19 : 29,4. След това мембраните престояват в дестилирана вода. 

Целта на тази обработка е въвеждане на карбоксилни групи върху повърхността на 

мембраните. За последващо въвеждане на амино групи върху повърхостта на 

мембраните, последните се обработват с различни химични реагенти:  

- 15% и 25% разтвори на ХДХ, за 180 min, при стайна температура; 

- мембраните набъбват в 5% разтвор на диметилформамид, за 30 min, при 

стайна температура и след това се потапят в 10% и 15% разтвори на ХА, за 120 min, 

при температура 40
0

С; 

- 10% и 15% разтвори на 1,6-ДАХ, за 60 min, при стайна температура; 

- 5%, 10% и 15% разтвори на 1,2-ДАЕ, за 60 min, при температура 40
0

С; 

- 10% разтвор на N,Nי -ДБЕДАДА, за 60 min, при температура 40
0

С; 

- 5% разтвор на 1,2-ФДА, за 60 min, при температура 40
0

С; 

- 5% разтвор на 1,4-ФДА, за 60 min, при температура 40
0

С. 

Модифицираните мембрани се промиват обилно с дестилирана вода. 

3. Имобилизация на β-Гал   

В чашка се поставя активирана ПП мембрана (20cm
2

) в 10% разтвор на ГA (рН 

6,9) за 60 min при температура 4°С. Мембраната се промива обилно с дестилирана 

вода, до пълното отстраняване на нереагиралия ГА, с 1М разтвор на NaCl и с 0,1 М 

натриво-цитратен буфер рН 6,9. След това мембраната се поставя в 20 cm
3

 0,1% 

разтвор на  β-Гал (приготвен в натриево-цитратен буфер с рН 6,9), в който престоява 

16 h при температура 4ºС. Мембраната с имобилизирания ензим се отмива с 

дестилирана вода, 1М разтвор на NaCl и 0,1 М натриево-цитратен буфер рН 6,9. 

4. Анализи 

Количеството на карбоксилните и амино групите на модифицираните мембрани 

се определя чрез потенциометрично титруване [39]. Степента на хидрофилност на 

немодифицираните и модифицираните мембрани се изчислава като тегловна 

разлика между мократа и суха мембрана [3]. 

Количеството на свързан белтък върху модифицираните ПП мембрани се 

определя по метода на Lowry et al. [19].  

Абсолютната активност на свободната и имобилизирана β-Гал се определя по 

метода на Kuby S. A. Et al. [17].  

Специфичната активност на имобилизираната β-Гал се определя като 

отношение между абсолютната активност и количеството свързан белтък върху 

мембраната. 

 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

Като носител за провеждане на имобилизацията на ензима β-Гал са използвани 

ПП мембрани. Характерно за тези матрици е, че те са хидрофобни и не съдържат 
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реакционноспособни групи, към които ковалентно да бъде присъединен ензима. Ето 

защо възниква необходимостта от предварително модифициране на мембраните. 

От литературата е известно, че особено подходящи за провеждане на 

ковалентна имобилизация са матрици, които съдържат амино групи [38]. За да се 

получат такива групи на повърхността на ПП мембрани, последните са обработени 

както следва: 

- модификация с K2Cr2O7 : Н2О : H2SO4, с цел въвеждане на карбоксилни групи 

на повърхността на мембраните. В резултат на тази обработка се повишава и 

хидрофилността на ПП мембрана с около 35% (Таблица 1, Мб 0 и Мб 0`); 

- последваща обработка на мембраните с разтвори на ХДХ, ХА, 1,6-ДАХ, 1,2-

ДАЕ, N,Nי-ДБЕДАДА, 1,2-ФДА, 1,4-ФДА с различни концентрации. Чрез тези 

модификации се цели получените карбоксилни групи да се превърнат в амино групи. 

Определени са количеството амино групи, количеството карбоксилни групи и 

степента на хидрофилност на немодифицираната и модифицираните 

полипропиленови мембрани, като стойностите им са представени в Таблица 1. 

Вижда се, че проведените модификации осигуряват образуването на достатъчно 

свободни амино групи за ковалентна имобилизация на ензима, като полимерът 

запазва първоначалната си механична здравина и структурна цялост. Освен това се 

забелязва, че с увеличаване на концентрацията на модифициращия агент 

количеството на амино групите се увеличава, а на карбоксилните намалява (Мб от1 

до 9). Най-добри резултати по отношение на количество амино групи се получават 

при модификация на мембраните с 1,2-ДАЕ. Най-високо количество амино групи и 

съответно най-малко количество карбоксилни групи са установени при модификация 

на мембраната с 15% разтвор на 1,2-ДАЕ (Мб 9). Непосредствено след нея се 

нарежда модификацията с 10% разтвор на 1,2-ДАЕ (Мб 8). По-малкото количество 

на амино групи е отчетено при модификация на мембраните с 15% ХДХ и 10% ХА 

(Мб1 и Мб3). 

Таблица 1 

Характеристики на полипропиленовите мембрани 

 

Мембрана 

№ 

Модифициращ 

агент 

Количество 

амино групи, 

mgeqv/g 

Количество 

карбоксилни 

групи, mgeqv/g 

Степен на 

хидрофил

ност, % 

0 изходна - - 41,98 

 י0
K2Cr2O7 : Н2О : H2SO4 - 0,346 76,66 

1 15% ХДХ 0,331 0,140 76,07 

2 25% ХДХ  0,616 0,0715 71,06 

3 10% ХА 0,387 0,103 74,75 

4 15% ХА 0,545 0,0387 76,41 

5 10% 1,6-ДАХ 0,405 0,0677 75,91 

6 15% 1,6-ДАХ 0,613 0,0369 70,43 

7 5% 1,2-ДАЕ 0,471 0,243 73,40 

8 10% 1,2-ДАЕ 0,828 0,0362 69,40 

9 15% 1,2-ДАЕ 0,940 0,0352 69,40 

10 10% N,Nי -ДБЕДАДА 0,472 0,142 65,87 

11 5% 1,2-ФДА 0,550 0,0721 69,23 

12 5% 1,4-ФДА 0,471 0,108 64,61 

Изследвана е и степента на хидрофилност на немодифицираната и 

модифицираните ПП мембрани (Таблица 1). Вследстие на въвеждането на 

карбоксилни групи степента на хидрофилност на мембраната нараства – за 

изходната мембрана тя е 41,98%, а за модифицираната с K2Cr2O7 : Н2О : H2SO4 – 

76,66%. При последващата обработка на мембраните съдържащи карбоксилни 
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групи, се наблюдава слабо намаляване на степента на хидрофилност с увеличаване 

на концентрацията на модифициращия агент. Това е ясно изразено при 

модификацията с: ХДХ (Мб1 – 76,07% и Мб2 – 71,06%); 1,6-ДАХ (Мб5 – 75,91% и 

Мб6 – 70,43%); 1,2-ДАЕ (Мб7 – 73,40%, Мб8 – 69,40% и Мб9 - 69,40%). Този резултат 

е напълно логичен, тъй като е известно, че карбоксилната група е по-хидрофилна в 

сравнение с амино групата. Следователно наличието на по-голямо количество 

карбоксилни групи върху Мб1, Мб5 и Мб7 обуславя по-добра хидрофилност на 

мембраната. Изключение от това правило се наблюдава само при мембраните 

модифицирани с ХА (Мб3 – 74,75% и Мб4 – 76,41%).  Интерес представлява и 

модификацията с ароматни диамини. Тук се наблюдава чувствително намаляване 

на степента на хидрофилност на мембраните (Мб10 – 65,87%, Мб11 – 69,23% и 

Мб12 – 64,61%), тъй като ароматните амини са по-хидрофобни съединения от 

алифатните амини и свързването им с карбоксилните групи на повърхността на 

мембраната води до по-голямо намаляване на степента на хидрофилност на тези 

носители. 

Проведена е ковалентна имобилизация на ензима β-Гал върху всички видове 

модифицирани мембрани, с помощта на съшиващ агент - глутаров алдехид. 

Алдехидните групи на съшиващия агент се свързват с амино групите на 

модифицираните мембрани и съответно с амино групите на ензима. Определени са 

количеството свързан белтък върху мембранните матрици, абсолютната и 

специфичната активност на имобилизираната върху тях β-Гал. Резултатите са 

представени в Таблица 2. От таблицата се вижда, че най-голямо количество свързан 

белтък е измерено при мембрана модифицирана с K2Cr2O7 : Н2О : H2SO4 (0,0420 

mg/cm
2

). Предполага се, че на повърхността  на тази мембрана, в резултат на 

отсъствие на амино групи, се е осъществило свързване на ензима със носителя чрез 

физична адсорбция. Връзката на ензима с носителя при тази имобилизация е слаба, 

ензимът лесно се десорбира и с това може да се обясни и по-ниската специфична 

активност (0,579 U/mg), в сравнение с всички останали, представени в Таблица 2. 

Освен това е известно, че локалното натрупване на белтък върху мембраната, 

затруднява дифузията на субстрата до активния център на ензима и това води до 

намаляване на ензимната активност. 

Таблица 2 

Характеристики на имобилизираната β-Гал върху модифицираните 

полипропиленови мембрани 

 

Мембрана 

№ 

Модифициращ агент Количество 

свързан 

белтък, 

mg/cm
2

 

Абсолютна 

активност, 

U 

Специфична 

активност, 

U/mg  

 י0
K2Cr2O7 : Н2О : H2SO4 0,0420 0,0243 0,579 

1 15% ХДХ 0,0216 0,0266 1,231 

2 25% ХДХ  0,0244 0,0334 1,371 

3 10% ХА 0,0230 0,0280 1,217 

4 15% ХА 0,0240 0,0361 1,504 

5 10% 1,6-ДАХ 0,0232 0,0405 1,746 

6 15% 1,6-ДАХ 0,0281 0,0243 0,865 

7 5% 1,2-ДАЕ 0,0235 0,0190 0,808 

8 10% 1,2-ДАЕ 0,0275 0,0380 1,382 

9 15% 1,2-ДАЕ 0,0300 0,0251 0,836 

10 10% N,Nי -ДБЕДАДА 0,0237 0,0228 0,962 

11 5% 1,2-ФДА 0,0255 0,0384 1,505 

12 5% 1,4-ФДА 0,0239 0,0232 0,970 
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При имобилизацията на β-Гал върху всички останали модифицирани мембрани 

е установена корелация между количество свързан белтък и количеството амино 

групи (Таблици 1 и 2). Най-голямо количество свързан белтък е отчетено при Мб9 

(0,0300 mg/cm
2

) върху която и количеството на амино групите е най-високо (0,940 

mgeqv/g). Голямото количество на свързан белтък обаче води до чувствително 

намаляване на специфичната активност на имобилизирания ензим. Ето защо при 

тази модифицирана мембрана е отчетена най-малка стойност на специфичната 

активност на имобилизирания ензим (0,836 U/mg).  

Резултатите за активност на имобилизираната β-Гал, отразени в Таблица 2, 

показват, че повечето от модифициращите агенти осигуряват много висока 

специфична активност на ензима (от 1,217 U/mg до 1,746 U/mg). Най-висока 

специфична активност на имобилизирания ензим е отчетена при мембрана, 

модифицирана с 10% 1,6-ДАХ (Мб5). При тази мембрана количеството на свързания 

белтък не е голямо (няма локално натрупване на белтък), поради което дифузията 

на субстрата до активния център на ензима не е затруднена. Освен това при 

използването на 1,6-ДАХ като модифициращ агент, поради по-дългата му верига, се 

осигурява по-голямо отдалечаване на ензима от повърхността на носителя. 

Активният център на ензима остава открит и това улеснява дифузията на субстрата 

към него. Много добър резултат по отношение на специфична активност показва и 

имобилизираната β-Гал върху Мб11, Мб4, Мб8 и Мб2 (1,505 U/mg, 1,504 U/mg, 1,382 

U/mg, 1,371 U/mg). Следователно, можем да направим извода, че последващата 

обработка на окислените ПП мембрани с втори реагент води до значително 

подобряване на специфичната активност (повече от три пъти). Вторият 

модифициращ агент действа като спейсер и не ограничава придвижването на 

субстрата до активния център на ензимната молекула. По този начин и влиянието на 

повърхностния заряд на мембраната върху активността на имобилизираната β-Гал 

значително намалява. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Изследвано е влиянието на различни модифициращи агенти върху 

характеристиките на ПП мембрани и върху някои от свойствата на β-Гал, 

имобилизирана върху тях: 

1. Установено е, че модифициращите агенти подобряват степента на 

хидрофилност, като най-висока хидрофилност е получена при Мб0', Мб4 и Мб1. 

2. Установена е корелация между количество амино групи и количество свързан 

белтък върху мембраните, като най-голямо количество свързан белтък е отчетено 

при Мб9, при която количеството на амино групите е най-голямо; 

3. Определена е около три пъти по-висока специфична активност при мембрани 

обработени с втори модифициращ агент, който действа като спейсер между ензима 

и мембраната (Мб5, Мб11, Мб4, Мб8 и Мб2), в сравнение с мембрана модифицирана 

само с K2Cr2O7 : Н2О : H2SO4 (Мб0'). 

4. Най-добри стойности, по отношение на абсолютна и специфична активност 

са получени при имобилизирана β-Гал върху модифицирана с 10% 1,6-ДАХ ПП 

мембрана (съответно 0,0405 U и 1,746 U/mg). 
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