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ІММОБІЛІЗАЦІЯ α-АМІЛАЗИ НА ПОЛІЕТЕРСУЛЬФОНОВИХ 
МЕМБРАНАХ МЕТОДОМ «LAYER BY LAYER» (LBL) 

Досліджено іммобілізацію α-амілази методом LBL на ультрафільтраційних поліетерсульфоно-
вих мембранах. Визначено, що кількість іммобілізованого на мембрані ферменту залежить від рН і 
концентрації розчину модифікування. Встановлено оптимальні умови проведення іммобілізації. До¬ 
сліджено біокаталітичні властивості модифікованих мембран. Визначено, що активність іммо¬ 
білізованого ферменту залежить від кількості нанесених шарів. Найкращими біокаталітичними 
властивостями характеризується мембрана з одним поліелектролітним шаром [PSS/α-амілаза]1. 
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Вступ 

Створення біофункціональних мембран є но
вим напрямком розвитку мембранних техноло
гій. Такі мембрани поєднують у собі транспорт
ні властивості синтетичних мембран та спе
цифічні функції біологічних молекул [1—3]. 
Біокаталітичні мембрани використовують у ба
гатьох процесах харчової, фармацевтичної про
мисловості, у медицині [1, 2]. Вони є надзвичай¬ 
но перспективними матеріалами для розробки 
екологічно чистих промислових процесів, ос¬ 
кільки ферменти характеризуються надзвичайно 
високим рівнем специфічності порівняно зі зви¬ 
чайними хімічними каталізаторами, що надає 
можливість суттєво знизити кількість побічних 
продуктів, реакції відбуваються за м'яких умов, 
а транспортні властивості мембрани дають змо¬ 
гу швидко виділяти продукти реакцій [1]. 

Одним зі шляхів створення біокаталітичних 
мембран є іммобілізація ферментів на поверхні 
полімерних мембран. Існують фізичні та хімічні 
методи іммобілізації ферментів. Адсорбція фер¬ 
менту на поверхні мембрани — найбільш пошире¬ 
ний метод фізичної іммобілізації. На цьому яви
щі заснований і метод «layer by layer». Цей метод, 
запропонований Г. Дехером [4], полягає у послі¬ 
довній електростатичній адсорбції негативно та 
позитивно заряджених поліелектролітів (рис. 1.). 
До переваг згаданого методу належить простота 
створення багатошарових плівок — він не потре¬ 
бує спеціальної високочутливої апаратури [4, 5]. 

Під час контакту розчину поліелектроліту з 
протилежно зарядженою поверхнею відбуваєть¬ 
ся фізична адсорбція поліелектроліту через елек¬ 
тростатичні взаємодії [5, 6]. Полімер міцно 
прикріплюється у декількох точках взаємодії з 
поверхнею. При накладанні нового шару полі-
електроліту кількість зарядів, що несе на собі 

останній, достатньо велика для того, щоб ней¬ 
тралізувати заряд попередньо нанесеного шару, 
а також змінити як величину, так і знак ξ-потен-
ціалу поверхні мембрани [7]. 

До факторів, що впливають на процес форму¬ 
вання поліелектролітних шарів, належать: іонна 
сила розчину поліелектроліту, тривалість адсор¬ 
бції, температура, рН і концентрація розчину, 
молекулярна маса поліелектролітів тощо [5]. Ве¬ 
лику кількість робіт присвячено іммобілізації 
ферментів за допомогою методу LBL на різно
манітних носіях [5-8]. Іммобілізовані таким ме¬ 
тодом ферменти часто є більш стабільними, 
зберігають активність у більшому діапазоні рН і 
температури [7]. 

Метою цієї роботи є дослідження процесу ім
мобілізації α-амілази на поліетерсульфонових 
мембранах методом LBL та вивчення транспорт¬ 
них і біокаталітичних властивостей модифікова¬ 
них мембран. 

Рис. 1. Схема методу «layer by layer» 
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Матеріали та методи досліджень 

Реактиви та матеріали 

У дослідженні було використано поліетер-
сульфонові мембрани марки UF-PES-050H (ви
робництво Microdyn-Nadir, Німеччина); α-аміла
за з Bacillus licheniformis марки Termamyl SC 
(виробництво Novozymes, Данія) з ферментатив
ною активністю 1000 од/мл; полістиренсульфо-
нат (PSS) з молекулярною масою 70 000 Да 
(Aldrich); бичачий сироватковий альбумін (BSA) 
64 000 Да (Aldrich). 

Для визначення роздільних характеристик 
модифікованих мембран використовували стан¬ 
дартну циліндричну комірку непроточного типу 
Amicon 8200 (виробництво Millipore, США). Ро
бочий тиск дорівнював 0,1 МПа. 

Визначення біокаталітичної активності 

Концентрацію крохмалю визначали за кон¬ 
центрацією комплексу крохмаль-йод колоримет¬ 
рично з застосуванням КФК-2. 

Біокаталітичні властивості мембрани визна¬ 
чали за ступенем конверсії крохмалю. Ступінь 
конверсії крохмалю визначали за формулою: 

де С0, V0 — концентрація та об'єм речовини у по
чатковому розчині, Ск Vk — концентрація та об'єм 
речовини у концентраті, СП , VП — концентрація та 
об'єм речовини у пермеаті. 

Методика іммобілізації ферменту 

Поліетерсульфонові мембрани попередньо 
відмивали в дистильованій воді протягом 1 год. 
Модифікування проводили з боку селективного 
шару мембрани. Розчин полістиренсульфонату 
(PSS) з концентрацією 0,02М в 0,5М NaCl нано¬ 
сили на селективний шар мембрани першим та 
витримували протягом 5 хв. Перед і після нане¬ 
сення шару α-амілази поверхню мембрани ін¬ 
тенсивно відмивали дистильованою водою. 
Концентрацію ферменту змінювали від 25 до 
1000 од. акт./мл, рН модифікуючого розчину в 
діапазоні 2—6. Процедуру повторювали до нане¬ 
сення необхідної кількості шарів. 

Результати та їх обговорення 

1. Вивчення транспортних властивостей 
модифікованих мембран 

Ферменти — це речовини білкової природи, 
вони є оліамфолітами. Отже, сумарний заряд 
молекули ферменту буде залежати від рН сере¬ 
довища. Окрім того, відомо [5], що рН розчину 
не впливає на заряд полістиренсульфонату і у 

зв'язку з цим не впливає на сумарний заряд по-
верхні, модифікованої ним. Таким чином, рН 
розчину модифікування головними чином буде 
впливати на абсорбцію α-амілази. 

На рис. 2 оказано зміну об'ємного потоку 
крізь мембрану після нанесення одного шару 
[PSS/α-амілаза]1 при різних значеннях рН розчи¬ 
ну модифікування. Так, при збільшенні величи¬ 
ни рН розчину α-амілази від 2 до 6 об'ємний 
потік води крізь мембрану зростає. Найбільша 
зміна об'ємного потоку крізь модифіковану мем¬ 
брану (112,14 л/м

2 .
 год) порівняно з немодифіко-

ваною (206,11 л/м
2 .

 год) становить = 94 л/м
2.
год 

і спостерігається для мембрани, модифікованої 
розчином α-амілази з рН = 2, оскільки чим ниж¬ 
чий рН розчину, тим вищий позитивний заряд 
молекули білка. Однак при такому низькому зна¬ 
ченні рН відбувається часткове руйнування його 
структури. 

Рис. 2. Залежність об'ємного потоку води через мембра
ну [PSS/α-амілаза]1/PES від рН розчину модифікування 

Тому оптимальним значенням рН розчину 
модифікування для іммобілізації α-амілази було 
обрано рН = 3-3,5, при якому зміна об'ємного 
потоку між немодифікованою та модифікованою 
мембраною дорівнює близько 85 л/м

2 .
 год. 

При підвищенні рН розчину модифікування ви¬ 
ще ізоелектричної точки α-амілази спостеріга¬ 
ються незначні зміни значень об'ємного потоку 
порівняно зі значенням об'ємного потоку води 
крізь немодифіковану поліетерсульфонову мем¬ 
брану (206,11 л/м

2 .
 год при р = 100кПа), що свід¬ 

чить про закріплення на мембрані малої кіль¬ 
кості ферменту. 

Отримані результати підтверджуються дослі¬ 
дом з іммобілізації BSA, ізоелектрична точка 
якого знаходиться в межах рН 4,7-4,8 [9]. На 
рис. З зображено зміну об'ємного потоку води 
через модифіковану мембрану залежно від рН 
розчину білка. Отримана залежність є аналогіч¬ 
ною до попередньої, тобто найбільша кількість 
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білка іммобілізується при найнижчому значенні 
рН (рН = 2), а при перевищенні ізоелектричної 
точки об'ємний потік незначно зменшується 
порівняно з початковим (206,11 л/м

2 .
 год при р = 

100кПа). Отримані залежності узгоджуються з 
результатами робіт [5] і [6], присвячених іммо¬ 
білізації ферментів методом LBL на немембран-
них носіях. 

Рис. 3. Залежність об'ємного потоку води крізь мембрану 
[ PSS /BSA ] 1 / PES від рН розчину модифікування 

Кількість іммобілізованого ферменту зале¬ 
жить також і від концентрації модифікуючого 
розчину, оскільки для повного покриття поверх¬ 
ні мембрани α-амілазою у розчині має міститися 
достатня кількість молекул. 

Як видно з рис. 4, кількість білка, закріплено¬ 
го на мембрані, залежить від концентрації мо¬ 
дифікуючого розчину. Так, при збільшенні ак
тивності ферменту від 25 до 50 од. акт./мл потік 
води через мембрану після модифікування змен¬ 
шується зі 144 до 122 л/м

2
год. 

Рис. 4. Залежність об'ємного потоку через мембрану 
[PSS/α-амілаза]1/PES від концентрації розчину модифі¬ 
кування 

При подальшому зростанні концентрації мо¬ 
дифікуючого розчину спостерігаються незначні 

зміни об'ємного потоку від 119 до 121 л/м
2 .

 год 
(див. рис. 4), що може свідчити про те, що при 
збільшенні концентрації вище 50 од. акт./мл на 
мембрані іммобілізується однакова кількість 
ферменту. Таким чином, за оптимальну концент¬ 
рацію модифікуючого розчину α-амілази обрано 
50 од. акт./мл. 

Логічно припустити, що об'ємний потік води 
крізь модифіковану мембрану визначається кіль¬ 
кістю нанесених шарів [PSS/α-амілаза]n. Оче¬ 
видно, що чим більше макромолекул адсорбова¬ 
но на мембрані, тим менша її водопроникність. 
Як видно з рис. 5, найбільше падіння водопро¬ 
никності спостерігається на мембрані з нанесе¬ 
ним першим шаром, оскільки при рН = 3,5 
після нанесення першого шару становить 86,65 
л/м

2 .
 год, а після нанесення наступних шарів 

не перевищує 7 л/м
2 .

 год. Експериментальні до¬ 
слідження засвідчили, що найбільший внесок у 
падіння об' ємного потоку при формуванні на 
поверхні мембрани першого поліелектролітного 
комплексу спричинює адсорбція на поверхні 
мембрани негативно зарядженого полістирен-
сульфонату (PSS), що адсорбується на поверхні 
мембрани за рахунок гідрофобно-гідрофобних 
взаємодій. Так, для рН = 4, коли адсорбція α-
амілази незначна, об' ємний потік знижується з 
206,11 до 140 л/м

2 .
 год (рис. 5). В основному це 

відбувається за рахунок нашарування PSS. 

Рис. 5. Зміна об'ємного потоку води через мембрану 
залежно від кількості поліелектролітних шарів ([PSS/α-

амілаза]п) 

При нанесенні другого шару [PSS/α-амілаза] 
падіння об'ємного потоку є не таким значним 
порівняно з падінням при нанесенні першого 
шару. Це відбувається внаслідок того, що під час 
іммобілізації білкової молекули на мембрані, 
вже модифікованій шаром PSS, не відбувається 
зміни заряду поверхні на протилежний, оскільки 
наявності порівняно невеликої кількості пози¬ 
тивно заряджених аміногруп у ланцюзі молеку-
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ли білка недостатньо для зміни знака заряду по¬ 
верхні мембрани. 

Як показано в роботах [7] і [10], під час ад¬ 
сорбції білкової молекули на негативно зарядже¬ 
ну поверхню відбувається лише невелике підви¬ 
щення ζ-потенціалу поверхні, тоді як при адсор¬ 
бції позитивно заряджених поліелектролітів 
(поліаліламінгідрохлорид, полідиалілдиметила-
монію хлорид) відбувається зміна знака ζ-потен-
ціалу. Отже, під час нанесення наступного шару 
PSS він практично не адсорбується на негативно 
зарядженій поверхні мембрани. 

При подальшому збільшенні кількості полі-
електролітних шарів падіння продуктивності 
модифікованої мембрани майже не відбувається. 
А отже, кількість білка, іммобілізованого у верх¬ 
ньому шарі мембрани, зменшується з додаванням 
кожного наступного поліелектролітного шару. 

2. Вивчення біокаталітичних властивостей 
модифікованих мембран 

Ферментативна активність α-амілази полягає 
в розщепленні глікозидних зв'язків крохмалю 
[11]. Тому біокаталітичні властивості мембран з 
іммобілізованою α-амілазою вивчали за ступе¬ 
нем конверсії крохмалю під час ультрафільтрації 
останнього через модифіковану мембрану. 

При іммобілізації ферментів методом LBL 
важливо дослідити: визначатиметься біокаталі-
тична активність мембрани загальною кількістю 
поліелектролітних шарів, нанесених на мембра¬ 
ну, чи тільки кількістю ферменту, іммобілізовано¬ 
го у верхньому шарі мембрани. Якщо припусти
ти, що біокаталітична активність мембрани буде 
тим вища, чим більшу кількість ферменту буде 
закріплено на мембрані, то, вочевидь, біокаталі-
тична активність мембрани зростатиме зі збіль¬ 
шенням кількості поліелектролітних шарів, 
нанесених на мембрану, оскільки загальна кіль¬ 
кість іммобілізованого білка буде підвищуватися. 

Як видно з рис. 6, ступінь конверсії крохма¬ 
лю на мембрані, вкритій одним поліелектроліт-
ним шаром [PSS/α-амілаза]1, становить 100 %. 
При нанесенні [PSS/α-амілаза]2 спостерігається 
падіння ступеня конверсії на 20 %. А при нане¬ 
сенні третього шару початковий ступінь кон¬ 
версії крохмалю становить 85 %, яка в процесі 
фільтрування падає до 60 %. 

Таким чином, біокаталітична активність мем¬ 
бран у даному випадку визначається не кількіс¬ 
тю поліелектролітних шарів, а кількістю фер¬ 
менту, закріпленого у верхньому шарі мембрани. 
При нанесенні кожного наступного шару актив¬ 
ні центри ферменту попереднього шару блоку¬ 
ються, що тягне за собою втрату каталітичних 
властивостей мембрани. 

Цей факт також було підтверджено прове¬ 
денням досліду щодо фільтрації розчину кро¬ 
хмалю крізь мембрану, модифіковану одним 
поліелектролітним шаром [PSS/α-амілаза] і 
вкриту додатковим шаром PSS. Отримана таким 
чином мембрана характеризувалася ступенем 
конверсії крохмалю 20 %, що також свідчить 
про блокування активних центрів іммобілізова¬ 
ного ферменту. 

Отже, результати досліджень свідчать, що 
кількість білка, іммобілізованого у верхньому 
шарі мембрани, зменшується зі зростанням кіль¬ 
кості поліелектролітних шарів, тому найкращи¬ 
ми каталітичними властивостями характери¬ 
зується мембрана [PSS/α-амілаза]1/PES. 

Рис. 6. Залежність ступеня конверсії крохмалю від кіль
кості поліелектролітних шарів [PSS/α-амілаза] 

Рис. 7. Залежність ступеня конверсії крохмалю (%) від 
величини об'ємного потоку через мембрану [PSS/ 
α-амілаза]1/PES після одного циклу ультрафільтрації 

Ступінь конверсії також визначатиметься 
швидкістю ультрафільтрації, що обумовлено 
зміною часу перебування крохмалю в зоні реак¬ 
ції і концентрацією його в примембранному шарі 
внаслідок впливу трансмембранного потоку. Як 
видно з рис. 7, при об'ємному потоці крізь мо
дифіковану мембрану до 40 л/м

2 .
год не відбу-
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вається концентрування крохмалю в примемб-
ранному шарі, а отже, швидкість потоку через 
мембрану менша за швидкість декстринування 
крохмалю. Ступінь конверсії крохмалю при цьо¬ 
му становить 100 %. 

За більш високих значень трансмембранного 
потоку швидкість концентрування крохмалю в 
розчині над мембраною перевищує швидкість 
його гідролізу іммобілізованою на поверхні мем¬ 
брани α-амілазою. Так, при збільшенні продук
тивності від 60 до 100 л/м

2
тод ступінь конверсії 

крохмалю знижується з 50 до 22 %. 
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K. Guzykevych, V. Konovalova, A. Burban, G. Zhalnina, S. Oliynichuk 

Α-AMYLASE IMMOBILIZATION ON POLYETHERSULFONE MEMBRANES 
BY «LAYER BY LAYER» METHOD 

Immobilization of α-amylase on polyethersulfone ultrafiltration membranes by LBL method was studied. 
It was shown, that the amount of immobilized enzyme depends on pH and concentration of modifying 
solution. Optimal conditions of immobilization were determined. Biocatalytic properties of modified 
membranes were investigated. It was shown, that immobilized enzyme activity depends on the number of 
deposited layers. The membranes with one polyelectrolyte layer [PSSM-amylase]1 are characterized by the 
best catalytic properties. 

Key words: «layer by layer» method, enzyme immobilization, biofunctional membranes, α-amylase. 


