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1. Bevezetés

Napjainkban a biokatalizatorok alkalmazasa az optikailag aktiv vegyiiletek eléallitasan
tul zold kémiai szempontbol is egyre fontosabb. A biokatalizis iranti érdeklédés a 20.
szazad elején vette kezdetét, melynek két f6 kivaltdja a szénhidratok és aminosavak
mikroorganizmusokkal torténd nagy mennyiségli eldallitasa, illetve ezen szervezetek
gybgyszerészeti és vegyipari célu hasznalata volt, a penicillin felfedezését kovetéen.! Az
elmult évtizedek fejlesztéseinek, kutatasainak eredményeként ma valasztékos és hasznos
biokatalizator gyljtemény all rendelkezésiinkre. Ttlzas volna azt allitani, hogy minden
szerves szintetikus reakcionak talalhatd egy enzimkatalizalt formaja, mégis nagy
valtozatossagot figyelhetiink meg, annak tudataban, hogy mindegyik enzim ugyanazon 20

aminosav korlatozott valasztékabol épiil fel.

Az ismert enzimek kozil tobb szaz kereskedelembdl is beszerezhetd, koziilikk sok mar
rogzitett formaban is ismert. Azonban az enzimek ipari felhasznaldsanak gatat szabnak a
gazdasdgossagi megfontoldsok. A tiszta enzimek haszndlata &ltaldban draga, ezért az
elmalt 30 évben nagy hangsulyt helyeztek az enzimek rogzitésére.”® Az immobilizalas
elénye tobbek kozott, hogy az enzimek a reakcid utan konnyen kinyerhetdvé és
Gjrafelhasznalhatova valnak.” Az eljards folyamatos fejlédésének koszonhetéen, az
enzimek katalitikus tulajdonsagai is hatékonyan befolydsolhatok, igy néhet a stabilitasuk,
aktivitasuk ¢€s szelektivitasuk. Fontos azt is megemliteni, hogy a rogzitett enzimek
konnyebben kezelhetoek, és az eltarthatosag javulasaval is gazdasagosabba valhatnak. Az
enzim tulajdonsagainak ilyen moédon elért javulasat els6sorban a felhasznalt hordozo

hatarozza meg.

Munkam célja az enzimek rogzitéséhez alkalmazhato, feliiletmodositott, akar ipari
hasznalatra is alkalmas, olcsé hordozok fejlesztése ¢és ezek alkalmazhatosaganak
tanulmanyozasa kozvetlenil az enzimekkel katalizalt sztereoszelektiv —reakciok
segitségével. Mivel a kiilonb6zd enzimek kiillonbozoképpen modositott hordozokon
rogziilhetnek jol, ezért az altalunk eldallitott feliiletmodositott szilikagélekkel lehetdségiink

nyilhat enzimkeverékek elvalasztasara, tisztitasara is.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Az enzimek

Az enzimek kémiai szerkezetiik alapjan részben az egyszerii, részben az Osszetett
fehérjékhez sorolhatok. Fontos élettani szerepiik miatt, a hormonokkal ¢és a
virusfehérjékkel egyiitt, kiilon csoportnak, a fizioldgiailag aktiv fehérjék csoportjanak is
tekinthetdk. Az enzimek molekulamérete altalaban tobb nagysdgrenddel nagyobb a
szubsztratumukénal. Ennek kovetkeztében a katalizisnél az enzimnek csak egy viszonylag
kis része keriil a szubsztratummal kozvetlen kapcsolatba.” Az enzimnek ezt a részét aktiv
centrumnak nevezziik, mely kettds feladatot 14t el. Azon feliil, hogy kot6helyiil szolgal a
szubsztratum molekuldnak, ez keriil kapcsolatba az 4talakulasban részt vevd atomokkal,
igy katalizalja is egyben a folyamatot. Az aktiv centrum kotéhelye és katalitikus helye nem
feltétleniil esik az enzim molekula azonos részére. A nagy térbeli kiterjedésii
enzimfehérjék gyakorta tobb szubsztratumkotd vagy aktiv hellyel rendelkeznek, ezen feliil

koszubsztrat és enzim modulatorkoté helyek is 1étezhetnek rajtuk.®

Reakcioba lépd molekulak
G -~

1. abra Az enzimek szubsztratum kotésének kulcs-zar mechanizmusa



Az enzimek elnevezése egységes enzimologiai nomenklatura alapjan torténik. Eszerint
egy enzim elnevezésekor két alapvetd szempontot kell figyelembe venni: az egyik a
folyamat, amelyet az enzim katalizal, a masik az a specialis szubsztratum, amelyre az
enzim hat.” A Nemzetkozi Enzimbizottsag (EC) az enzimeket az altaluk katalizalt reakciok
szerint hat csoportba sorolta: oxidoreduktazok, transzferazok, hidrolazok, lidzok,
izomerazok, ligdzok. Minden enzimet egy négy szamjegybdl allé kod jeldl, melynek elsd
tagja arra utal, hogy az enzim melyik csoportba sorolhaté a fent emlitettek koziil. A
tovabbi két szam sziikiti az enzim alkalmazasanak korét a szubsztréttal és az alkalmazott
kofaktorral, mig az utolsé jeldli az enzimet az alosztalyan beliil.” Kofaktorigényiik szerint
az enzimek tovabbi két csoportba sorolhatok. Azok, melyek miikodéséhez nem kellenek
kofaktorok, egyszerlibben alkalmazhatok szintetikus célokra, méretnovelésiik is
gazdasaigosabb.9
A lipazok a trigliceridek hidrolizisét katalizalé emésztéenzimek, melyek az hidroldzok
alcsoportjaba tartoznak, allatokban, ndvényekben és mikroorganizmusokban egyarant
el6fordulnak. A lipadzok alkalmazdsa igen sokrétii és rendkiviil dinamikusan né az élet
legkiilonfélébb teriiletein. A teljesség igénye nélkiil, ilyen teriilet a vegyipar, a
mosodszeripar, tejipar €s a lipazoknak szerepe van orvosi alkalmazasokban is.’° A lipazok
heterogén katalizis soran fejtik ki hatasukat, mivel a szerves és vizes fazis hatarfeliiletén
mikodnek. Egyes lipazok specifikusak lehetnek a triglicerid észter-kotéseinek
hasadasara.'* Kiilonboz6 specifitast mutathatnak az acil csoport lanchosszusaga szerint is,
a nagyobb szénatomszamu észterek hidrolizise altalaban gyorsabb. A legtobb lipaz szerves
anyag vagy micella jelenléte nélkiil gyakorlatilag inaktiv, illetve természetes szubsztratjaik
altalaban vizzel nem elegyedd, tehat erdsen hidrofob, lipofil karakteriiek. Az enzimek aktiv
szerepe van a viznek. Valamennyi viz minden enzim miikodéséhez sziikséges, de ennek
mennyisége valtozd. Szerves olddszeres kozegben egyes lipazok milkodésiikhoz csak
Kismennyiségii vizet (<0,3%) igényelnek, mig mas enzimek optimalis aktivitasukat
valamivel magasabb viztartalomnal (2—13%) érik el. A viz és a szerves oldoszer aranya,
megoszlasa a rendszerben, a polaritdsi viszonyok jelentdsen befolyasoljdk az enzim
miikddését.
ugynevezett hidrofob zseb és az alagut. E két rész képes befogadni a neutrdlis zsirok

zsirsav oldallanc(ai)t, illetve hosszabb szénlancu alkoholoknal sziikség esetén az alkohol



oldallancat is. Az alkohol ¢és acil molekularészletek kotohelyei atfedhetnek az enzim
hidroféb két6 régidjaban.

A lipazok miikddése soran a Katalitikus szerin nukleofil tdmadassal az észter csoport
karboniljara addicional. Ezt kdveten a kilép6 alkohol tavozasaval alakul ki az acil-enzim,
amely ezutdn a belépd vizzel tetrahedralis intermediert (THI) képez (5. a’tbrat).ls’14 Ezt

kovetden a karbonsav eltdvozasa utan az enzim ujabb hidrolizis katalizalasara képes.
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5. abra A lipazok miik6dési mechanizmusa

2.2 Enzimkatalizalt reakciok kinetikaja

Az enzimek 4&ltal katalizalt reakciok kinetikajat el8szor Michaelis és Menten
tanulmanyoztak, és ma is az 0 altaluk lerakott alapokon vizsgaljuk az enzimes folyamatok
mechanizmusat.”> A modell két meghatarozé 1épésbél all (2. abra). Az elsd, egyensulyi
1épésében az enzim és a szubsztrat kozott egy atmeneti komplex alakul ki, melyben a
termék atalakuldsa is bekovetkezik. A mésodik, lassu 1épés soran kapjuk a terméket és a
szabad enzimet. A két 1épés lejatszodasi ideje kozotti kiilonbség hatasara, a katalizis soran
az enzim-szubsztratum komplex felhalmozodik, ezért az egész enzimkatalizis

reakcidsebességét az enzim-szubsztrat komplex bomlasanak sebessége hatarozza meg.
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2. abra A Michealis-Menten modell kétlépéses folyamata altalanosan

Az enzimekkel végzett katalitikus reakciok soran megfigyelhetd, hogy a szubsztrat
szubsztrait mennyiségével linedrisan nd, majd stagnal. Ekkor szinte az egész
enzimmennyiség enzim-szubsztrat komplexbe megy at (3. abra). A reakci6 sebességének,
tehat az enzim telitddése szab hatart. Az enzimek tilnyomé tobbsége ezt a kinetikai

modellt koveti.

K [S]

3. abra A reakciosebesség alakuldsa a szubsztratum koncentrécio6 fliggvényében
enzimkatalizalt reakciok soran

Ami a katalizalt reakciok energiaprofiljarol altaldban elmondhat6é, az az
enzimkatalizalt reakciokra is teljes mértékben helytallo. A 4. abran szemléltetett
energiadiagram mutatja, hogy az enzim-szubsztrat komplex kialakuldsa milyen iton segiti

a termék 1étrejottét, az dtmeneti allapot energiacsokkentd hatasa révén.'
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4. abra Az enzimkatalizis energiadiagramja

2.3. Lipazok alkalmazasa szerves szintézisekben

A kornyezetbarat technoldgidk és a katalizatorok ujrafelhasznalhatdsdga az utdbbi
idében egyre nagyobb jelentdséggel birnak a szintetikus alkalmazéasok teriiletén.® Ennek is
koszonhetd a biokatalizatorok egyre szélesebb korii elterjedése €s a megndvekedett igény,
a lehetséges felhasznalasi teriiletek bOvitése irant. Az enzimek szamos eldnyds
tulajdonsaggal rendelkeznek, ezt tdmasztja ala, hogy az enzimkatalizalt folyamatok akar
10-12 nagysagrenddel gyorsabbak lehetnek, mint az adott reakcio katalizator nélkiil.® Az
enzimek szintézisekre valo alkalmazdsa rendkiviil elényos lehet komplex, polifunkcios
molekulak szintézise esetén, ugyanis felmeriilhetnek olyan problémak, amelyek a
klasszikus eljarasokkal nem vagy nem elég hatékonyan oldhatok meg, mint a racemizacio
vagy a kémiai szelektivitds. A mai kor kdvetelményeinek megfeleléen k(irnyezetbarait16
kiralis molekuldk, igy igen magas szelektivitdssal kiilonboztetnek meg enantiotdp
csoportokat ¢és felilleteket. )0 A megfeleld enzim alkalmazasa kemo-, régid- ¢&s
enantioszelektiv atalakulast tesz lehetové, valamint adott esetben nem kell oldallanc-
védelemrél ¢és annak eltdvolitdsar6l sem gondoskodni. Ezenkiviil hasznalatukkal
megelézhetd az aktivaloszerek hasznalata, igy gazdasdgosabba tehetd a folyamat. A
felhasznalasukat az is eldnyoOssé teszi, hogy viszonylag enyhe koriilmények kozott,
szobahOmérsékleten és semleges pH kornyékén miikédnek a legjobban. Az enzimek
miikddését aktivitasukkal és szelektivitdsukkal jellemezhetjiik. Ezekre azonban szamos

tényez6 befolyassal lehet, mint példaul a termék és szubsztratum koncentracidja, a pH és a



hémérséklet valamint a rendszerben eldforduld tobbi anyag. Az egyes tényezdk
modositasaval befolyasolhatjuk az enzimkatalizalt reakci6 lefolyasat.
Lipazok ipari alkalmazhatdsaganak szemléltetés példaja az (R,S)-etoxietil-ibuprofen-

¢észter enzimatikus kinetikus rezolvalasa rogzitett lipazzal (6. ébra):17

/\o/\j/k©\)\ lipaz, HZO

(S)- Ibuprofen-észter (S)-lbuprofen sav 2-etoxietanol

COOH
Y\©\)\ L CHe Ho O~
/\O/\/ lipaz, H,O

(R)- Ibuprofen-észter (R)-Ibuprofen sav 2-etoxietanol

TN

6. abra (R,S)-etoxietil-ibuprofen-észter kinetikus rezolvalasa

2.4. Az enzimkatalizalt folyamatok jellemzése

Enzimekkel enantiomer szelektiv reakciok is megvaldsithatok, mivel kiralis
tulajdonsaguk miatt képesek a racém elegyet alkoté enantiomerek megkiilonboztetésére.
Az enzimekkel katalizalt reakciok szelektivitasanak jellemzéséhez két fontos paramétert
hasznalhatunk, az enantiomer felesleget (enantiomeric excess, ee) és az enantiomer

szelektivitast (E).*® Ezeket a kovetkezé modon lehet szamitani:

*

M
ee[%] = m * 100

ahol M a {6 enantiomer moltortje, M* pedig a szennyez6 enantiomer moltdrtje.

Az  enantiomer szelektivitais (E) megmutatja, hogy az enantiomerek
megkiilonboztetése mennyire volt sikeres. Az E érték reverzibilis reakciok esetén a

kovetkezd egyenlet szerint szamolhato:

10



_ In[1-(1+K)c(1+eep)|_in[1-(1+K)(c+ees{1—c})]
- ln[l—(1+K)c(1—eep)]_ln[l—(1+K)(c—eeS{1—c})]

Az Osszefiiggésben szerepld K egyenstlyi allandét jelol, mig a konverzio (C) a

kovetkezo kifejezéssel adhatdo meg:

eep

ees+eep

A képlet irreverzibilis reakciok esetében nagymértékben egyszeriisodik. Ekkor a
konverzio (C) és a termék illetve szubsztrat frakciok enantiomer feleslegeinek [ee(P),

illetve ee(S)] értékeibdl haromféleképpen szamolhat6 az enantiomer szelektivitas (E):

o ¢ ésee(P) értékekbdl: ™

EC,eep "~ In[1-c(1-eep)]

o ¢ ésee(S) értékekbsl:™

_In[A-c)A-ees)]
Cees In[(1—c)(1+ees)]

o 6ésazee(S) és ee(P) értékekbdl:®

_In[(1-eeg)/(1+eeg/eep)]
ees,eep _ln[(1+ees)/(1+ees/eep)]

2.5. Enzimkészitmények eldallitasa, aktivitasa

Az enzimeket egyre szélesebb korben alkalmazzdk az iparban, gyogyaszatban,
tudoményos kutatasokban.’® Az enzimeket ki kell vonni eredeti kornyezetiikbol, hogy
ezekre a célokra felhasznalhatok legyenek. Ez enzimkészitmények forméjaban valdsithatd
meg. Az enzimkészitmények eldallitasanak modja alapanyagonként és enzimenként
valtozik. Az alkalmazott eljarasokkal szemben tdmasztott fontos kritérium, hogy kiméletes
legyen a fehérjetermészetli enzim molekulahoz, amely nem megfeleld behatasra konnyen
inaktivalodhat. Els6 1épés az enzimkivonat eldallitasa. A nyersanyag el0készitése utan a

sejtbdl kinyerik az enzimet mechanikai feltaras és kioldas soran. Ezutan az enzimkivonatot

11



szliréssel vagy centrifugaldssal tisztitjak meg a kiilonb6z6 lebegd szennyezddésektol. Az
igy eldallitott enzimkivonatok sok egyéb oldott allapotban 1évé kiséréanyagot
tartalmazhatnak. Egyes ipari alkalmazasokhoz ilyen formaban is jol hasznalhatd, viszont
gyogyszerészeti ¢€s tudomanyos felhasznalds sordn teljesen tiszta, homogén
enzimkészitményekre van sziikség.

Kiilonb6z6 anyagok enzimtartalmat sokszor csak kozvetve tudjuk meghatarozni.
Pontosan ismert koriilmények kozott, ismert toménységii szubsztratumra enged;jiik hatni az
enzimet, és idéegységenként mérjik a szubsztratum toménységének valtozasat. Az igy

meghatarozott enzimaktivitast egységekben, Unit-ban fejezziik ki:

_ Cx*ng [ pmol ]
e

t*xmelminx* g

ahol c a konverzio, ns a szubsztrat anyagmennyisége, t az id6, me az enzim tomege.

2.6. Az enzimrogzités

Az analitikai tisztasdgu enzimkészitmények altaldban nagyon dragék és felhasznalasuk
utan nem nyerhet6k vissza, ami alkalmazasukat gazdasagi okok miatt megneheziti. Ennek
a problémanak egy lehetséges megoldasa az enzimek szilard hordozon torténd rogzitése. A
rogzitésnek alapvetéen hdrom moddja van: kémiai kotés a hordozodval, szerves vagy
szervetlen polimer gélbe zaras €s az enzim molekuldk kozotti keresztkotés létrehozasa,

azaz a térhalositas (7. abra).?
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7. abra Az enzimek rogzitési modjai’

Az enzim és hordozé kozott kialakult kotés jellege alapjan is osztalyozhatjuk a
rogzitett enzimeket. Ez alapjan két nagy csoportot kiilonithetiink el: a kémiai ¢és a fizikai
kotddésen alapuld  kapcsolatot. A kémiai kapcsolddas kovalens kotéssel vagy
ionadszorpciés modon  torténhet. A kovalens kotés  legtobbszor az  enzim
fehérjetermészetére épiil, ekkor az enzim egyik aminosav oldallanca a hordoz6 rendszer
felilletén talalhaté funkcios csoporttal hoz 1étre kotést (8. abra). Az enzimek kozotti
keresztkotések l1étrehozasa is a kémiai modszerek csoportjdba sorolhat6. Ilyen térhaldsitas
megvalositdsara alkalmazhato a glutdraldehid, mely két funkcids csoportjanak

koszonhetéen, két amino-csoport végz6déssel is képes Schiff-bazist képezni.®

O| O

—Si—0 —Ssi—0

) ) P NN
S|-O-/S|-(CH2)3—NH2 Si-0 /SI (CHz)3-N™" Nj;nzny
—si—0 H2N —si—0

8. abra Keresztkotések kialakitasa glutaraldehiddel, 3APTES-sel [(3-
aminopropil)trietoxiszilan] médositott szilikagélen22
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Az enzim molekulak aggregatumot képezhetnek, mely ipari szempontbdl nem

elény0s. Ekkor a térhalositast megelézden az enzimet hordozora viszik fel, és csak azutdn
alakitjak ki a keresztkotéseket, ezzel jobb mechanikai tulajdonsagokat nyerve. A fizikai
rogzités modszerei kozott harom f6 csoportot kiilonboztethetiink meg: az enzim
adszorpcidja hordozo feliiletére, az enzim bezarasa egy polimer matrixba, valamint az
enzimoldat visszatartdsa olyan membranok segitségével, amelyek az enzimet nem, de a
szubsztratot és a terméket képesek atengedni.
Lipazok rogzitése esetén gyakran hasznalatos modszer az enzim adszorpcidja egy hordozo
feliiletére. Ekkor egy hidrofob kolcsonhatds sordn a feliilet és az enzim egy kotShelye
kozott jon 1étre a kapcesolat. A kot feliiletnek olyan hatéast kell gyakorolnia az enzimre,
hogy az olyan konformaciot vegyen fel, mellyel alkalmas lesz katalitikus feladatait
hatékonyan ellatni, tehat sikeresen jusson el a szubsztrat az enzim aktiv centrumahoz. Az
adszorpcié megvalosithatd egyszerli acetonos kicsapdssal, ugyanakkor ez nagyon sok
nehézséget rejthet magaban. A lipazok ugyanis hajlamosak inaktiv aggregatumot képezni,
igy elvesztve magas katalitikus aktivitasukat. A kicsapas soran tovabba gyakran nem csak
egy enzim réteg keriil a feliiletre, hanem vastag, tobbrétegli enzimrendszer jon létre, amely
jelentésen megndveli a preparatum eldallitdsdnak koltségeit, raaddsul a tobb réteg nem
garantadlja a magasabb katalitikus aktivitast sem, valamint a lipdz enzim kedvezdtlen
komformacioja is megfigyelheté a hordozon.”® Az immobilizalas megvaldsithaté a hordozo
¢és az enzim-oldat Gsszemérésével, majd razatdsaval. Az enzimoldat kiilonb6z6 pufferek
segitségével allithato eld, illetve a rdzatast kdvetd mosasi eljarashoz hasznalt mososzer is
valtozo lehet. Ezek megfeleldségére, az enzim miikodését befolyasold hatdsukra torténtek
laborcsoportunkban vizsgalatok.

A rogzitett lipdzoknak elsdsorban ipari alkalmazasokban van jelentdsége, gyakran
hasznalatos szerves kozegben zajlo biotranszformaciok kivitelezésére. A rogzitéshez
hasznalt hordozok koziil néhany: Celite, Duolite, Accurel, és a szilikagél. A szilikagélek
feltileti hidrofobicitasdnak ndvelése altalaban kedvezden hat a lipaz enzimek rogzitésére,
igy folyamatos kutatasok zajlanak ennek kivitelezésével kapcsolatosan.23’24'30

Az enzimrogzitésnek az enzimek frakciondlt elvalasztdsdban is egyre nagyobb szerep
tulajdonithatd. Lipazokra is igaz, hogy a hagyoményos mikrobiologiai eldallitas tisztitasi,
kinyerési fazisa a legtobb esetben legalabb négy - 6t 1épésbdl alld eljaras. A koltségeket

jelentdsen megndveli a folyamat kihagyhatatlan 1épése, a hidrofob kdlcsonhatdson alapulo
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kromatografias és ioncserés eljarasok. Jelenleg is zajlanak kutatasok 0j enzimtisztitasi
stratégiak megvalositasara, melyek lehetévé teszik az enzimek olcso, gyors és szelektiv
kinyerését. Az irodalomban mar leirtak a Penicillium simplissicimum nyers fermentlevébol
lipazok kinyerését, szelektiv adszorpidés modszerrel, hidrofob oktil-, fenil- és butil-agardzra

rt')gzitve.31 Vizsgalatainkat az emlitett technologiara is szeretnénk kiterjeszteni.

2.7. A hordoz6 feluletének modositasa

A rogzitéshez felhasznalt hordozd kivalasztidsat, annak szerkezeti tulajdonsagai is
befolyasoljak. Rogzitési célokra gyakran alkalmaznak kiilonboz6 porusméreti
szilikagéleket, azok hidrofoéb karakterisztikaja miatt.”® Fontos megvizsgalni, a rogziteni
kivint enzim méretének ¢és a kérdéses hordozd poérusméretének, alakjanak
kompatibilitasat.”® A til kicsi pérusméret esetén a nagyobb enzimek csak a felszinen
helyezkedhetnek el. Ezt a problémat a mezo- és makroporusos szilikagélek alkalmazasa
oldhatja f6l, melyekkel ez a nem kivant hatds csokkenthetd, és az enzimaktivitds is
jelentésen novelhetd. Az enzim biokatalitikus aktivitdsa alapvetden harom tényezotdl fiigg:
a hordoz6 porusméretétdl, a kialakult enzimrétegtdl és a hordozé feliiletétdl. A feliilet
megfeleld modositdsaval, az enzim szamara wjabb kotddési helyek kialakitasaval az
enzimkészitmény aktivitasa novelhetd.

A modositas kivitelezésére mar sziilettek megoldasok. Az aktivalas 80 C-os vakuumos
elokezeléssel is megvaldsithatd, majd a szilard hordozé toluol és oktiltrietoxiszilan 1:4
térfogataranyt oldataban vald szuszpendalasaval folytatodik. Ezutdn harom napos
kevertetés kovetkezik, majd acetonos és hexdnos mosas utan vakuum alatt szaritjak a
hordozot. Ez az alapja a Wang-modszernek.*? Modosito anyagként elterjedten hasznalnak
kiilonb6z6  funkcidés  csoportokkal  ellatott  alkoxi-szilanokat, illetve  alkoxi-
kloroszilanokat.**%*

A feliiletmodositasra alkalmas még a Stober-mddszer egy tovabbfejlesztése is. A
Stober-modszer alapvetden egy fizikai folyamat, mellyel monodiszperz szilikagél
részecskék allithatok el6.*> Az eljaras soran nem keriil szilikagél a rendszerbe, pontosan
ennek az eldallitdsa a modszer 1ényege. Vizet, kis mennyiségli alkoholt és ammoniat
tartalmazo rendszerbe tetraetoxiszilant juttatnak, majd razatas soran kialakulnak az 50 és
2000 nanométer kozotti részecskeatmérdvel rendelkezd szilikagél részecskék. Az atmérd
nagysaga a valasztott szilikatészterrel, az alkohol mennyiségével és fajtajaval, illetve az

osszetevOk térfogataval befolyasolhato.®*® A Stober-modszer alapjan késbb tovabbi
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eljarasokat fejlesztettek megfeleld részecskeméretii szilikagél eldallitasara, majd ezeket
feliiletmodositasra is elkezdték alkalmazni, optimalizalni. A mi kisérleteink alapja is a
Stober-modszer egy tovabbfejlesztése, melyben két alkoholos keveréket készitenek. Az
egyikbe kevés vizet és ammonium-hidroxidot adnak, a masikba pedig kis mennyiségii
organoszilant, majd intenziv kevertetés mellett Osszedntik. Kis id6 elteltével tovabbi

organoszilant adnak a rendszerhez, és még egy napig hagyjak razodni.*’
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3. Eredmények és értékelésiik

Dolgozatom témadja, a napjainkban egyre nagyobb figyelmet kapd, biokatalitikus
szintetikus reakciok soran hasznalt enzimek, visszanyerhetdségének, reakcidelegytdl vald
elvalasztasanak megkonnyitésére alkalmas ) modszerek vizsgalata. Az eldbb felsorolt
technologiai  probléméakbol fakadd gazdasdgossagi nehézségek megoldasira a
kozelmultban mar talaltak viszonylag hatékony megoldést, ami az enzim felhasznalés el6tti
rogzitésének (immobilizalas) kifejlesztése volt.® Kisérleteink eredménye a korabban ismert
egyszeri fizikai adszorpcion alapuld enzimrogzitési modszer tovabbfejlesztése, amely
soran a rogzitéshez felhasznalt hordozd feliiletét kiilonb6zd modositdé csoportok
segitségével valtoztatjuk. A modositott felilleti hordozéra rogzitett enzim aktivitasat
kinetikus rezolvalasi reakcidban teszteltiik. A reakcié informéciot ad az
enzimkészitményiink enantiomer szelektivitasarél (E) és produktivitasarol is. A
reakciokban modelliink a legegyszeriibb aromas szekunder alkohol, a racém 1-feniletanol

enantiomerszelektiv enzimatikus acilezése volt (9. dbra).®

O

O
Ilpaz :
V|n|I acetat

racém 1-feniletanol (R)-1-feniletil-acetat (S)-1-feniletanol

9. abra A racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa

Az enzimek katalitikus tulajdonsagait a konverzidval (C), a specifikus biokatalizator
aktivitassal (Up), a specifikus enzim aktivitassal (Ug), az enantiomer szelektivitassal (E) és
az enantiomer tisztasaggal (ee) jellemeztiik.

A specifikus enzim aktivitas [Ue (U/Q)], a rogzitett enzim szamitott enzimtartalmanak
aktivitasat jelenti. Az immobilizalt enzim aktivitasa (Ueimm) a racém alkohol moélszamabol
[Nrac (umol)], a konverziobol [c], a reakci6id6bdl [t (perc)] €s a biokatalizator szamitott

enzim mennyiségébdl [me (g)] szamithato (Isd. 2.6 alfejezet).

A specifikus biokatalizator aktivitas [U, (umolxperc™xg™),(U/g)] a kiindulasi alkohol
molszamabol [Ny (umol)], a konverziobol [c], a reakcididobdl [t (perc)] és az immobilizalt

biokatalizator tomegébdl [my (g)] szdmithato.
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_ (Nyac * €)

U, =
DT (txmy)
A fajlagos termelékenység [Ua (%)] egy viszonyszam, amellyel az immobilizalt enzim

specifikus aktivitdsat a szabad enzim specifikus aktivitdsara vonatkoztatjuk.

Ue,immob

Uy =100 =
4 Ue,szabad

Az enantiomer szelektivitast (E) a konverziobol és a visszamarado6 alkohol vagy a
képz6do acetat enantiomer tisztasagbol (ee) szamitjuk (Isd. 2.4 alfejezet).

A tesztreakciot egy napig futattuk, kozben 4, 6 illetve 24 ora elteltével vettiink
mintakat, majd GC- vel elemeztik.

3.1. Enzimek adszorpcidja feliiletmodositott szildrd hordozéra

A Kutatocsoportunkban végzett korabbi munka eredményei igazoltak az enzimek
szilard hordozon valo rogzitésének hatékonységét.3g’40 A kisérletek alatamasztottak, hogy a
fehérje természetli enzim szilard hordozora vitele nagyban megndvelte az enzim
reakcioban mutatott aktivitasat, szelektivitasat, igy annak biokatalitikus tulajdonsagait.
Tovabba nagyon fontos megdallapitast tehettink az eredmények alapjan az
enzimkészitmény eltarthatosagat illetden. Ugyanis a szilard hordozéra rogzitett enzim
héérzékenysége csokkent €s a preparatum szobahdmérsékleten vald tarolhatésaganak
id6tartama i1s megnott. A megel6z0 kutatdsok eredményei azt is egyértelmiien
alatamasztjak, hogy az enzim rogzitése, illetve a mar immobilizalt enzim tulajdonsdgai
befolyasolhatok a szilard hordozo fajtdjaval, karakterisztikdjaval. A rogzités sordn 1:10
enzim/hordoz6 aranyt valasztottunk, mert a kisérleteinket megel6zéen mas hordozokra
adszorpcidsan rogzitett enzimeknél ez az arany volt megfeleld. Az optimalis
enzim/hordoz6 ardny nem mas, mint az az enzim mennyiség, amely teliti a hordozé
feliiletét. Ennek meghatarozésara, jelenleg is folynak kutatdcsoportunkban kisérletek. Az
altalunk végzett kutatasok iranyat ezek az informaciok nagymértékben meghataroztak.

Kisérleteket végeztiink a valasztott hordozok feliiletének modositasara, a vizsgalt
enzimek kémiai viselkedését figyelembe véve. A teszteket négy kiilonbozo lipaz (lipaz
AK, lipaz PS, CalLB, CrL) enzimen végeztik el. Ezen enzimekkel végzett kordbbi
kisérletek és ipari felhasznalasuk is itmutatast adott ahhoz, hogy a vizsgalandé modositott
hordozok eldallitasahoz, mely modositd csoportokat valasszuk. fgy a feliiletmodositast 3

kiilonb6z6 alkoxi-szilannal, az OctTMS-nal, PhTMS-nal és AmPrTMS-nal végeztiik el. A
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hordozoét enyhén bazikus alkoholos rendszerbe vittiik, majd két részletben adagoltuk hozza
a megfeleld alkoxi-szilant. A hat kiilonboz6 szilikagélt eldszor etanolos rendszerben
modositottuk, majd késébb megvizsgaltuk az alkalmazott alkoholos kozeg hatdsat a
feliiletmodositasra (3.2. fejezet). Az elsé modositast 6 kiilonbozo szilikagél hordozon
(Grace 920, Grace 150, Grace 250, PQ 300, Grace 915, Geduran) hajtottuk végre, majd az
eredmények egyértelmiien segitettek eldonteni, hogy melyik szilikagél a legalkalmasabb,
illetve leghatékonyabb az adott enzim rogzitéséhez.

A tesztelés soran minden hordozot modositottunk mindegyik alkoxi-szilannal, viszont
az AmPrTMS-nal végzett kisérletek eredményei meglehetésen elmaradnak az OctTMS-nal
és PhTMS-nal végzettekéhez képest, igy a tovabbiakban csak ezekkel foglalkoztunk.
Ehhez hasonléan a hordozok kozott is talalhatd nem kiemelkedden teljesitd, ezek sem
szerepelnek a tablazatokban.

A lipaz AK tesztelése az OctTMS-nal és PhTMS-nal modositott szilikagélekkel
jelentés eredményeket hozott (1. tablazat). A fajlagos termelékenység 5-8-szorosara
novekedett a szabad (rogzitetlen) enzim termelékenységéhez viszonyitva. Hasonlo
mértékben megsokszorozddott a specifikus enzim aktivitds is. A legnagyobb specifikus
enzim aktivitast és termelékenységet is a Grace 250 OctTMS-nal modositott hordozora

rogzitett lipaz AK produkalta.
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1. tablazat A racém I-feniletanol kinetikus rezolvaldsa moddositott és modositatlan feliiletii szilikagélre
immobilizalt lipaz AK alkalmazaséaval, vinil-acetat acilez6szer jelenlétében, 4 6ra elteltével.

Enzim Hordozd Mddositd csoport c E? U, Ua
% U/g %

AK® - - 51 >200 17 100
AK* G920 - 1 93 3 19
AK G920 Oktil 3 >100 12 71
AK G920 Fenil 19 >>200 71 406
AK® G915 - 2 >100 6 32
AK G915 Oktil 27 >>200 104 594
AK G915 Fenil 23 >>200 88 505
AK* G150 - 1 45 2 13
AK G150 Oktil 14 >>200 54 311
AK G150 Fenil 12 >>200 44 251
AK* G250 - 1 >100 4 25
AK G250 Oktil 35 >>200 132 755
AK G250 Fenil 11 >>200 43 243
AK* Geduran - <1 11 1 7
AK Geduran Oktil 19 >>200 71 407
AK Geduran Fenil 6 >200 22 126

Az E értékét ¢ és eep) és ees) segitségével hatiroztuk meg.”’ Az E értékek amennyiben 100-200 kozé esik
>100-nak, ha 200-500 kozé esik >200-nak és ha 500 fo1é esik >>200-nak tiintetjiik fel, ® Rogzitetlen lipaz AK,
4 ora reakci6idd eltelte utan.® Az eredeti, modositatlan szilikagélre rogzitett lipaz AK, 4 éra reakcioidé eltelte
utan.

A 2. tablazatban a lipdz PS enzim tesztelésével nyert adatok taldlhatdak. Az
eredmények szépen tiikrozik, hogy a feliiletmddostott hordozora torténd rogzités hatasa
ebben az esetben is pozitiv. A legjobb eredményt a lipaiz AK-hoz hasonldan a Grace 250
hordozoéra rogzitett lipdz PS produkalta és lathatéan a feniles és oktilos modositas is
nagyon hatékony volt. A lipaz PS enzim Geduran hordozora rogzitett forméja nem hozott

kiemelkedd eredményt, azonban teljesitménye igy sem marad el a szabad enzimétol.
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2. tablazat A racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa modositott és modositatlan feliiletli szilikagélre
immobilizalt lipaz PS enzim alkalmazasaval, vinil-acetat acilezszer jelenlétében, 4 ora elteltével.

Enzim Hordozd Mddositd csoport c E? U, Ua

% U/g %
PSP - - 30 >>200 10 100
PS* G920 - 14 >>200 53 513
PS G920 Oktil 16 >>200 61 583
PS G920 Fenil 7 >200 26 246
PS¢ G915 - 19 >200 73 700
PS G915 Oktil 26 >>200 97 935
PS G915 Fenil 18 >>200 68 654
ps* G150 - 2 >200 8 74
PS G150 Oktil 25 >>200 94 904
PS G150 Fenil 22 >>200 83 799
Ps* G250 - <1 73 3 26
PS G250 Oktil 48 >>200 183 1766
PS G250 Fenil 31 >>200 116 1116
Ps* PQ 300 - 1 76 5 49
PS PQ 300 Oktil 31 >>200 118 1141
PS PQ 300 Fenil 12 >>200 44 425

Az E értékét ¢ és eep) és ees) segitségével hatiroztuk meg.”’ Az E értékek amennyiben 100-200 kozé esik
>100-nak, ha 200-500 k6zé esik >200-nak és ha 500 folé esik >>200-nak tiintetjiik fel, b Rogzitetlen lipaz PS, 4
ora reakci6idé eltelte utdn.® Az eredeti, modositatlan szilikagélre rdgzitett lipaz PS, 4 6ra reakci6idd eltelte
utan.

A CaLB enzim specifikus enzim aktivitasa €s fajlagos termelékenysége egyontetiien a
PhTMS-nal modositott szilikagéleken a legnagyobb. A lipaz AK ¢és PS tesztjeivel
Osszhangban a CaLB enzim esetében is a Grace 250 hordozo6 adta a legjobb eredményeket.
Ezen eldzetes teszt eredményei segitséglinkre voltak abban, hogy kivalasszuk a

feliiletmodositasra legalkalmasabb hordozot és organoszilant.
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3. tablazat A racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa modositott és modositatlan feliiletii szilikagélre
immobilizalt CaLB enzim alkalmazéasaval, vinil-acetat acilezOszer jelenlétében, 4 ora elteltével.

Enzim  Hordozd Mddositd csoport c E? U. Ua

% U/g %
CalB® - - 37 >>200 13 100
CalB® G920 - 20 >>200 77 598
CalB G920 Oktil 15 >>200 57 441
CalLB G920 Fenil 37 >>200 139 1085
CalB® G915 - 20 >>200 77 603
CalB G915 Oktil 6 >200 21 166
CalB G915 Fenil 48 >>200 181 1414
CalB® G150 - 7 >200 30 232
CalB G150 Oktil 16 >>200 61 479
CalLB G150 Fenil 36 >>200 135 1056
CalB® G250 - 24 >>200 92 722
CalB G250 Oktil 15 >>200 55 431
CalLB G250 Fenil 48 >>200 182 1425
CalB® PQ300 - 30 >>200 114 891
CalB PQ300 Oktil 9 >200 36 278
CalLB PQ300 Fenil 42 >>200 159 1244

Az E értékét c és eep) és ee(s) segitségével hatiroztuk meg.”’ Az E értékek amennyiben 100-200 kozé esik
>100-nak, ha 200-500 kozé esik >200-nak és ha 500 folé esik >>200-nak tiintetjiik fel, ® Rogzitetlen CaLB
enzim, 4 Ora reakcioidd eltelte utan.® Az eredeti, modositatlan szilikagélre rdgzitett CaLB enzim, 4 6ra
reakcioido eltelte utan.

A CrL enzimmel végzett tesztek eredményei alapjan elmondhatd, hogy a
felilletmodositas és a rogzités ebben az esetben is hatékonynak bizonyult a szabad
enzimhez képest. A CrL enzim miikodése az 1-feniletanol enzimatikus acetilezésében
lassabb és kevésbé szelektiv, ezért a tesztreakcio soran 48 oras mintakat is vettiink, 4 ora
elteltével ugyanis még alacsonyak voltak a konverzid értékek. Az enzimet jellemzd
szelektivitas és fajlagos termelékenység értékek nem alakultak olyan kiemelkedden, mint a
fent ismertetett harom enzim esetén, azonban az oktil-moédositott G250 hordozon itt is 2,5-

szeres fajlagos aktivitas novekedeést értiink el a szabad enzimhez képest.

3.2. Az alkalmazott kozeg hatasa a szilikagélek feliiletmodositasara

A feliiletmodositas ammonids alkoholos kozegben torténik. A gazdasagossagi
megfontolasokat figyelembe véve a modositasi kisérletet kétféleképpen végeztik el. A
Grace 920 ¢és a Geduran hordozo felilletmodositasat etanolon kiviil metanolban is

elvegeztiik és teszteltiik az ezekre rogzitett enzimek viselkedését.

22



Az alkoholok kozti kiilonbségeket a kovetkezd tablazatokban a tesztreakcido 6 orés
eredményei szemléltetik, azonban az analogia a 4 és a 24 6ras mintaknal is fennall. A
tablazatokban vastagon szedve lathatok azok az értékek, ahol metanollal értiink el a jobb
eredményt. A lipaiz AK enzim miikodését javitotta a metanolos kozegben végzett, fenil
modositasu Grace 920 szilikagélre rogzités. Az aminopropil-csoport hatdsa ugyan nagyon
elmarad az oktil és a fenil csoportétdl, de ebben az esetben is hatasosabbnak bizonyult a
metanolos modositdas. A Geduran hordoz6 esetén szintén a feniles moédositds soran

figyelhetd meg a metanol jotékony hatasa.

4, tablazat A racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa etanolos és metanolos kdzegben modositott feliiletli
szilikagélre immobilizalt lipdz AK enzim katalizator alkalmazasaval, vinil-acetat acilezészer jelenlétében, 6 Ora
elteltével.

Enzim Hordozd Kézeg Médositd csoport c E® Ue Ua
% U/g %
AK  Grace920 etanol Oktil 6 >200 15 123
AK  Grace920 metanol Oktil 3 >200 7 62
AK  Grace920 etanol Fenil 28 >>200 70 594
AK Grace920 metanol Fenil 35 >>200 89 756
AK  Grace920 etanol Aminopropil <1 37 2 18
AK Grace920 metanol Aminopropil 2 58 5 39
AK  Geduran etanol Oktil 26 >>200 6 564
AK  Geduran metanol Oktil 10 >>200 25 212
AK  Geduran etanol Fenil 9 >200 23 192
AK  Geduran metanol Fenil 13 >>200 32 270
AK  Geduran etanol Aminopropil 6 >200 14 121
AK  Geduran metanol Aminopropil <1 30 2 13

®Az E értékét c és eep) és ee(s) segitségével hataroztuk meg.”” Az E értékek amennyiben 100-200 kozé esik >100-nak,
ha 200-500 ko6z¢é esik >200-nak és ha 500 folé esik >>200-nak tiintetjiik fel.

A lipaz PS enzimmel végzett kisérletekbdl nagyon jol latszik, hogy a metanolos kdzegben
végrehajtott modositds a Grace 920 hordozd esetén egydntetlien eredményesebb volt az
etanoloshoz képest. Mind a harom szilan prekurzor kotddését olyan irdnyban befolyasolta,
hogy a PS enzimnek a rogzités utan az aktivitasa és a szelektivitasa is novekedett. Az mar az
elézetes eredményekbdl is lesziirhetd volt, hogy melyik enzim mely modositott hordozora
rogzitve miikodik nagyobb katalitikus teljesitménnyel. A metanol néhdny esetben - mint a lipaz
PS-nél is- tovabb javit ezeken az eredményeken. Elmondhaté tehat, hogy kisérletsorozatunk
megvalositisa hasznos volt, a technologia méretnovelése, egyes esetekben valdban

gazdasagosabba tehetd az etanol metanolra torténd cserélésével.
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5. tablazat A racém I-feniletanol kinetikus rezolvalasa etanolos és metanolos kozegben modositott feliileti
szilikagélre immobilizalt lipaz PS enzim katalizator alkalmazasaval, vinil-acetat acilez8szer jelenlétében, 6 oOra
elteltével.

Enzim Hordozd Kézeg Modositd csoport c E? U, Ua

% U/g %
PS  Grace920 etanol Oktil 21 >>200 53 629
PS Grace920 metanol Oktil 43 >>200 110 1291
PS  Grace920 etanol Fenil 9 >200 22 263
PS Grace920 metanol Fenil 16 >>200 41 485
PS  Grace920 etanol Aminopropil <1 7 <1 7
PS Grace920 metanol Aminopropil 2 94 5 64
PS  Geduran etanol Oktil 23 >>200 59 694
PS  Geduran metanol Oktil 15 >>200 37 438
PS  Geduran etanol Fenil 11 >>200 27 315
PS Geduran metanol Fenil 19 >>200 47 5576
PS  Geduran etanol Aminopropil <1 19 2 18
PS  Geduran metanol Aminopropil <1 22 1 13

Az E értékét ¢ és eep) €s ees) segitségével hataroztuk meg.”’ Az E értékek amennyiben 100-200 kozé esik >100-
nak, ha 200-500 kozé esik >200-nak és ha 500 folé esik >>200-nak tiintetjiik fel.

A Grace 920 oktil modositasaban jelentds kiilonbség mutatkozik a metanol hatasara. A
korabbi etanolos teszt szerint a CalLB enzim feniles modositassal kivald aktivitast,
szelektivitast és konverzidt produkalt, metanol hatdsara még ezt is feliil tudta mulni oktil
modositas soran.

A metanol hatdsdra nem nevezhetd meg egy egyértelmii analdgia. Az altalunk vizsgélt
modositatlan szilikagélek kiilonb6zd szemcse- és porusméret eloszlasuak, kiilonbozd
fajlagos feliiletliek, tobb esetben eldallitasuk technologidja is jelentdsen kiilonbozik. Ezen
paraméterek mind szerepet jatszhatnak abban, hogy az egyes hordozokon a felhasznalt
alkoholos kozeg cseréje eltérd hatast eredményez. Ezen jelenség megértéséhez tovabbi
terveink kozott szerepel a tobb alkohol (propanol, izopropanol, butanol, terc-butanol, stb.)
felilletmodositasra gyakorolt hatasanak vizsgalata. A gazdasagossagi és ipari igények
eldtérbe helyezése miatt tobbféle modon denaturalt etanolt is ki fogunk probalni.

Ezen feliil a médositott feliilet pontosabb karakterizalasa érdekében, a mddositas €s az
enzimek adszorpcidjdnak komplexebb értelmezése miatt jelenleg is folynak feliilet-
analitikai vizsgdlatok az elkészitett mintdkkal (nitrogén- és vizgdzadszorpcid, pasztazod

elektron mikroszkop).
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3.3. Szilikagélek feliiletmddositasanak optimalizalasa

A feliiletmodositasra kifejlesztett modszer kivitelezésének hatranya, hogy a rendszert
viszonylag hosszu ideig, kozel egy héten keresztiil kell szobahdmérsékleten razatni.
Vizsgalatot végeztiink a feliiletmddositas id6fliggésére vonatkozdan, hogy optimalizaljuk a
szlikséges 1d6t, és ipari méretben koltséghatékonyabb legyen a technologia. Az idéfiiggési
vizsgalatot a Grace 250 hordozoval végeztik el, mert az eldzetes eredményekbdl
megallapitottuk, hogy ez a hordozd alkalmazhato a leghatékonyabban a vizsgalt négy
enzim adszorpcios rogzitésére.

A tesztekhez a feliiletmddositast 6t napig végeztiik, minden nap mintat vettiink a
szilikagélbdl, és adszorpcioval rogzitettik rd a lipazokat. Az igy elkészitett
biokatalizatorokat ismét a racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasi reakciojaban teszteltiik.
A 10. abra szemlélteti a Grace 250 oktil és fenil modositott hordozora rogzitett lipaz AK
eredményeit. A rogzitett lipaz AK katalizise a feniles modositassal volt a legjobb
(részletesebben a 3.4. fejezetben). A diagramon lathatd, hogy a modositott hordozon
adszorbealt enzimkészitmény aktivitasa mind a két prekurzornal a harmadik napon eléri
maximumat, majd csokken. Ebben az esetben harom nap alatt jobb eredmények érhetok el,
mintha tovabb hagyjuk razodni a szuszpenzidt még egy napig. Ismeretes, hogy a
feliiletmodositatlan szilikagélek pH=7 érték felett, a modositottak pH=9 felett oldodnak™',
igy feltételezhetben harom nap utdn az ammonids alkoholos kozegben a szilikagél
felilletének oldodasa jelentdssé valik, és elvesziti az enzim-adszorpciora alkalmas

szerkezetét.

25



140

120

100

80

Ue(U/g)

60 M Fenil-triEtOS

H Oktil-triEtOS
40

20

0 1 2 3 4
eltelt id6(nap)

A 0 idSpont a referencia, modositatlan hordozora rogzitett lipaz AK enzim racém 1-feniletanol kinetikus
rezolvalasi reakcidjaval tesztelve, 6 6ras eredmény

10. abra A Grace 250 hordoz6 felilletmodositasanak idofiiggés vizsgalata, lipaz AK immobilizalasa utan
racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasi reakcidjaval tesztelve, 6 6ras eredmények

A lipaz PS az eldzetes eredmények szerint is a PhTMS-nal moédositott feliiletli Grace
250 szilikagélen mutatkozott jobbnak, ezt az idéfiiggés reprodukcio6 is megerdsiti. A lipaz
AK-hoz hasonléan a lipaz PS enzimnél is maximum figyelheté meg a diagramban. Szintén

a harmadik napon eléri a maximumat a specifikus enzim aktivitas.
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A 0 id6pont a referencia, modositatlan hordozéra rogzitett lipaz PS enzim racém 1-feniletanol kinetikus
rezolvalasi reakcidjaval tesztelve, 6 6ras eredmény

11. abra A Grace 250 hordoz6 felilletmodositasanak idofiiggés vizsgalata, lipaz PS immobilizalasa utan
racém |-feniletanol kinetikus rezolvalasi reakcidjaval tesztelve, 6 oras eredmények
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Az idofiiggés vizsgalatot elvégeztik a CrL ¢és CalLB enzimekkel is és hasonlo
eredményre jutottunk. fgy megallapithato, hogy a feliiletmodositas elvégezheté harom nap
alatt. A technologia méretndvelése esetén ezzel a 1épéssel jelentdsen gazdasagosabba

tehetd a folyamat.

3.4. A lipazok adszorpcids rogzitésének optimalizalasa

Az elbzetes teszteket 6 kiilonbozo szilikagéllel végeztiik el, ezzel az volt a célunk,
hogy a modositasra legalkalmasabbat tudjuk majd valasztani. Az eredményeket
Osszegezve, minden esetben a Grace 250 hordozd bizonyult a leghatékonyabbnak, a
PhTMS és Oktil- triMetOS mellett is. Enzimenként valtozik, hogy mely moédositas a
megfeleld (6. tablazat).

6. tablazat A racém I-feniletanol kinetikus rezolvalasa modositott feliiletli Grace 250 szilikagélre

immobilizalt lipaiz AK, lipaz PS, CalB, CrL enzimek, illetve moédositatlan Grace 250 szilikagélre
immobilizalt enzimek alkalmazasaval, vinil-acetat acilezészer jelenlétében, 4 ora elteltével.

Enzim Hordozd Mddositd csoport c E? Ue Ua
% U/g %
AK G250 - 1,1 >100 4,3 24,7
AK G250 Oktil 34,7 >>200  131,8  755,2
PS G250 - 0,7 731 2,7 26,2
PS G250 Oktil 48,3 >>200 183,3 1766,0
CalB G250 - 24,3 >>200 92,4 721,7
CalB G250 Fenil 48 >>200 182,4 1424,5
CrL G250 - 1,3 3,4 5,0 116,2
crL G250 Oktil 2,5 3,1 9,5 221,0

Az E értékét ¢ és eep) €s ees) segitségével hataroztuk meg.”’ Az E értékek amennyiben 100-200 kozé esik
>100-nak, ha 200-500 kozé esik >200-nak és ha 500 f6lé esik >>200-nak tiintetjiik fel. Az eredeti,
modositatlan szilikagélre rdgzitett enzim, 4 6ra reakcioidd eltelte utan.

Az eldzetes tesztek eredményei alapjan a lipaz AK esetében a G250 hordozon az oktil
modositds hatékonyabbnak bizonyult az enzim adszorpcidjara. Késobbi reprodukcios
tesztek sordn és optimalizalasi kisérletekben bebizonyosodott, hogy a lipaz AK esetében a
fenil modositas hatékonyabb az immobilizalasra. A masik harom lipadznal a kés6bbi tesztek
megerdsitették az eddigi eredményeket.

Ennek az eltérésnek magyardzataul szolgal, hogy az adszorpcids rogzités soran
jelentdsen modositottuk az addig alkalmazott modszert. Kordabban a rdgzités soran az

enzimoldatot Osszemértiik a megfeleld mennyiségii hordozoval, majd 20 percig razattuk
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szobahOmérsékleten és 1 napra hiitdbe tettiik allni. A késdbbikben az 6sszemérést kovetden
az intenziv rdzatast hiitott kozegben (~4-8°C) fenntartottuk 1 napig.

A véltoztatds oka a fenil- és oktil- csoport hidrofobicitasbeli kiilonbségében
keresendd. Az oktil- csoporttal modositott szilikagél az oktil-csoport hidrofobicitasanak
kovetkeztében uszik az enzimoldat tetején, mig a fenil modositott hordoz6 az oldat aljan
helyezkedik el, igy allas kozben az enzimmolekuldk csak difftizidval jutnak a hordozo
kozelébe. Ennek kikiiszobdlése, az allandd, egy napon at tartd hiitott, intenziv rdzatas
biztositja a szilard-folyadék hatarfeliilet folyamatos és egyenletes érintkezését.

Reprodukcios tesztekkel igazoltuk, hogy ezzel a rogzitési moddal azonos katalitikus
paraméterekkel rendelkezd biokatalizatorokat tudunk eldallitani (ezek az adatok ebben a

dolgozatban nem szerepelnek).

3.5. Feliiletmodositott szilikagélre rogzitett lipazok alkalmazéasa folyamatos, atfolyasos

reaktorokban

Kutatécsoportunk régota foglalkozik racém vegyiiletek enzimkatalizalt atalakitasaival.
Korébban megvalositottak racém szekunder alkoholok®**® ¢s racém aminok* kinetikus
rezolvalasat, illetve prokiralis diolok® aszimmetrikus 4talakitasat szakaszos és folyamatos
tizemben. Kisérleteik eredményei minden esetben hatarozott produktivitds ndvekedést
mutattak folyamatos lizemben a szelektivitds romlasa nélkiil. Eddigiekben fdleg sajat
készitésii szolgél rendszerben rogzitett enzimekkel, illetve kereskedelmi enzimekkel

38,43-46

végeztek teszteket. Valamint folyamatos iizemben éllitottak el6 aminokat ketonok

reduktiv aminalasaval.*’

Az enzimpreparatumok eldallitasa sordn kornyezetbarat, gazdasagos €s preparativ
léptékben is megvalosithatdo modszer kifejlesztése volt a célunk. Az egyre szigorodd
kornyezetvédelmi eldirdsok a felhasznalas terén is megkovetelik a leginkabb
kornyezetkimélobb technologiak alkalmazasat. Erre kivalo lehet6séget adnak a folyamatos,
atfolyasos rendszerek. Kisérleteink sordn a kutatdcsoport sajat tervezésii laborrektorat
hasznaltuk, melyhez CatCart® rozsdamentes acél, hé- és nyomasalld, katalizatorral
tolthetd oszlopokat alkalmaztunk. Az oszlopokba az altalunk feliiletmodositott hordozora
rogzitett négy kiilonboz6é enzimbdl elballitott, az eldzetes szakaszos reakciokban legjobb

katalitikus tulajdonsagokat mutatd biokatalizatorokat toltottiink. Ezzel a reaktorral széles

tartomanyban megvalosithatd a hdmérséklet és az dramlasi sebesség pontos szabalyozasa (-
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10-100°C; 0,1-9,0 ml/perc). igy egy konnyen éltalanosithato eljarast kapunk eredményiil,
mely a szubsztratok széles skalajan alkalmazhato.

A szakaszos ilizemben ismertetett specifikus biokatalizator aktivitds szamitisara
szolgald képlet folyamatos rendszerckre moédosul. Egy folyamatos rendszer specifikus
reakcosebessége (Irow) meghatarozhaté®® a termék koncentracio ([P] [umol ml™)), az

aramlasi sebesség (f [ml perc™]) és az enzim-tdltet tdmege (M [g]) ismeretében:

Trlow =

ol

3.5.1. Az 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa folyamatos, atfolyasos bioreaktorokban

A laborcsoport munkaja eddig még nem terjedt ki sajat készitési hordozora
adszorpcids technologiaval rogzitett enzimek folyamatos lizemili bioreaktorban torténd
tesztelésére. A kovetkez6 diagramok ezeket az eredményeket mutatjak be (12-13. abra).
Folyamatos tizemben is a racém 1-feniletanol enantiomerszelektiv enzimatikus acilezését
hasznaltuk tesztreakcioként, igy Osszehasonlithattuk a szakaszos tlizemben elért
eredményekkel is. Folyamatos reaktorban az enzim reakcidban mutatott szelektivitasat és
produktivitasat az atfolyasi sebesség ¢s a hdmérséklet fliggvényében vizsgalhatnank. Mi a
rendszer hdmérséklet fliggésére végeztiink teszteket, mivel ennek a paraméternek nagyobb
befolyasa van a reakcio lefutdsara, illetve az enzim miikddésére. Az aramlasi sebességet
korabbi tapasztalatok alapjan ugy valasztottuk meg (0,2 ml perc'l), hogy az altalunk
vizsgalt hdmérseklet-tartomanyban (0-70°C) a konverzio 0 és 50% kozott legyen.

A 12. abran szemléltetett produktivitds diagrambodl lathatd, hogy a CalLB enzim
kiemelked6en viselkedik a tobbi enzimhez képest. A homérséklettel harom esetben
egyenletesen novekszik a produktivitas. A CrL enzim ebben a reakcidban joval kevésbé
produktiv, mint a masik hadrom, az azonban latszik, hogy a produktivitdisanak maximuma
van 50°C-nal, majd csokkenni kezd. Feltételezhetéen a CrL enzim még ebben a formaban
is kevésbé hotlird, mint a tobbi altalunk tesztelt lipdz. A lipaz AK a lipaz PS és a CaLB
enzim 70°C-on éri el produktivitis maximumat. A CaLB enzim esetén stagnalas, kisebb
mértékli novekedés figyelhetd meg 40°C elérése utan. Ez azzal magyarazhatd, hogy a
kiemelkedéen szelektiv CaLB enzimmel a reakcié mar 40 C-on nagyon megkozeliti
(47,7%) az elméletileg elérhetd maximalis konverziot (50%). Ennek kovetkeztében hidba

dolgozunk magasabb hdmérsékleten a produktivitdis mar nem ndvekszik szamottevéen,
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viszont a szelektivitasa a homérséklet novelésével csokken (13. éabra), ezért ebben a
rendszerben a legoptimalisabbnak mondhatd hémérséklet az altalunk vizsgalt CalB-

katalizalt kinetikus rezolvalasi reakci6 esetén a 40°C.

40
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12. abra Racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasanak produktivitasa a hdmérséklet fliggvényében, Grace
250 oktil és fenil moédositasu hordozora rogzitett lipaz AK, lipaz PS, CalLB, Crl enzimkkel katalizalva

A 13. é4bra a szelektivitast abrazolja a hémérséklet fiiggvényében. A szaggatott
vonallal jelzett pontokndl az alkalmazott analitika (kiralis allofazisu gézkromatografia)
kimutatasi hatara miatt a képz6d6 termék szamunkra szennyezd enantiomerét [(S)-1-
feniletil-acetat)] nem tudtuk detektalni a kromatogrammokon, ezért ezekben az esetekben
az enantiomerszelektivitds (E) szamitasara szolgald képletekben (2.5 fejezet) a késziilék
mérhetd zaj atlagértékét szerepeltettilk. Mivel a valdsdgban ennek az enantiomernek a
mennyisége csak kisebb lehet a zaj értékénél (kiilonben jelként jelentkezne a
kromatogrammokon), ezért az igy szamitott enantiomerszelektivitds (E) a valodi értéknél
csak alacsonyabb lehet. A szaggatott vonal tehat az adott hémérsékleten elérheté minimalis
szelektivitas-értéket (E) jeloli. Lathato, hogy az enzimek alacsony hémérsékleten elérik
szelektivitasuk maximumat, ez ipari szempontbdl nagyon elényds. Lipadz Ak és lipaz PS
szelektivitasa nagyobb tartomanyban mozog, mint CalLB esetén, amelynek szelektivitasa
nem monoton csokken a homérséklet emelkedésével, hanem maximumot ad 20°C koril.
Ez is a CaLB enzim jobb felhasznalhatosagat tdmasztja ald. Nagyobb szelektivitdst

produkal, emellett kevésbé érzékeny a reakcid hdémérsékleti koriilményeire is, igy
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konnyebben szabalyozhato miikddése. A technologia optimalasa szempontjabdl a rendszer
jol szabdlyozhat6. A reakcid kdvetelményeinek megfeleléen vélaszthato ki az optimalis
hémérséklet annak fiiggvényében, hogy a rezolvalast produktivabban vagy inkabb

szelektivebben akarjuk elvégezni.
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13. abra Racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasanak szelektivitasa a hdmérséklet fliggvényében, Grace
250 oktil és fenil mdédositasu hordozoéra rogzitett lipaz AK, lipaz PS, CaLB, Crl enzimkkel katalizalva

3.5.2. Racém aminok kinetikus rezolvélasa folyamatos, atfolyasos bioreaktorokban

A CaLB enzim fenil moédositastt Grace 250 hordozora rogzitve a tobbi készitményhez
képest a tesztreakcioban kiemelkedden jo eredményeket produkalt. Mivel a CaLB enzim
alkalmas racém aminok szelektiv N-acilezésével kinetikus rezolvalasra, ezért tovabbi
kisérleteket végeztiink két kiilonb6z6 amin kinetikus rezolvalasan keresztiil. A reakciok az
(1-feniletil)-amin és az (1-metil-3-fenilpropil)-amin sztereoszelektiv enzimatikus acilezése
volt, melyek mechanizmusban nagyon hasonloak az 1-feniletanollal végzett acilezéshez,

azonban az aminok esetén az acilezdszer nem vinil-acetat, hanem etil-acetat volt.
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14. abra A racém (1-feniletil)-amin és a racém (1-metil-3-fenilpropil)-amin kinetikus
rezolvalasa etil-acetattal

Alkoholok esetén a vinil-acetat jol alkalmazhat6 acilezdszer, mert az acilezés soran
acetaldehiddé alakul, mely gézként eltdvozik a rendszerbdl, igy a termék keletkezésének
iranyaba tolja el az eredetileg egyensulyi reakciot a Le Chatelier elv szerint. Aminoknal a
keletkezé acetaldehid Schiff-bazist hozna létre az amin-csoporttal, igy akadalyozna az

crer

preferaltabb, igy szelektiv enzimkészitmény alkalmazasa esetén termékként tiszta (R)-
acetamidot kaphatunk, mig a visszamaradd amin tisztan (S)-konfiguracioju.

A sajat készitésti fenil-modositott Grace 250 hordozora adszorpcidsan rogzitett CaLB
enzim (CaLB G250P) mellett, egy a kutatocsoport altal szol-gél matrixban immobilizalt
(CaLB SGA10D) és két kereskedelmi enzimet (Novozym 435, CaLB T2-150) is
teszteltliink. A kereskedelemben kaphatd enzimek koziil a Novozym 435 akril gyongydkre
adszorpcios rogzitéssel eldallitott készitmény, mig CaLB T2-150 szintén akril gyongydkre,
de kovalensen kotott CaLB enzim. A korabban végzett tesztreakcidhoz hasonldan itt is
allando 4ramléasi sebesség mellett (0,2 ml perc™) 0-70°C-ig tartd hoémérséklet-
tartomanyban vizsgaltuk meg a két reakcid produktivitidsanak és szelektivitasanak az
alakulasat. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy mind a ketté aminnal végzett reakciod
soran a fenil modositastt Grace 250 hordozodra adszorpcidsan rogzitett CalLB enzim mutatta
a legnagyobb produktivitast (15-16. &bra). A sajat készitési enzimpreparatumunk

feliilmulta a kereskedelmi enzimkészitményeket is.
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15. abra Az (1-metil-3-fenilpropil)-amin Kinetikus rezolvalasanak produktivitisa a hdmérséklet
fiiggvényében toluolban, etil-acetattal, négy kiilonb6z6 Cal.B enzimkészitménnyel tesztelve
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16. abra Az (1-feniletil)-amin kinetikus rezolvalasanak produktivitisa a hémérséklet fliggvényében

toluolban, etil-acetattal, négy kiilonb6z6 CaLB enzimkészitménnyel tesztelve

Megfigyelhetd, hogy az enzimek milkddése és a gorbék lefutasa mindkét reakcioban

azonosak. A szol-gél matrixban rogzitett enzim (CalLB

SGA10D) alacsonyabb

homérsékleten kevésbé aktiv, mint a tobbi, magasabb hdmérsékleteken viszont mar

O0sszemérhetd

veliik. Ez feltételezhetden a szol-gél rogzitési technikanak a kovetkezménye,

ugyanis a polimer matrixba zards jelentdsen noveli a diffuzids gatat, igy alacsony

hémérsékleteken a szubsztrat nehezebben fér az enzimhez. A masik harom készitmény
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esetén az enzim a hordozé feliiletén van rogzitve. Osszehasonlitva a Novozym 435-6t
(amely az iparban legtobbet alkalmazott CalLB enzimkészitmény) a sajat adszorpcios
készitményiinkkel megfigyelhetd, hogy 0°C-on a Novozym 435 még produktivabb, 10°C-
on kozel azonosak, ennél magasabb homérsékleten azonban a sajat, feliiletmodositott
hordozoéra rogzitett enzim jobban miikkddik. Ez a tendencia mindkét reakcidban azonos.

A szelektivitas hdmérséklet fliiggése hasonlo lefolyasu mind a négy enzimkészitmény
esetén, nagymértékben hasonlitanak az 1-feniletanol reakcidjaban kimértekre. Magasabb
hémérsékleten alacsonyabb szelektivitasokat kaptunk. Az (1-feniletil)-amin Kkinetikus
rezolvalasdban az enantiomerszelektivitas (E) értékek még 70°C-on is >>200 értékiiek
voltak. Legalacsonyabb értéket a Novozym 435 enzimmel értiik el: 26,5% konverzio
mellett ee(P)=99,4% tisztasaggal allitottuk elé az (R)-N-(1-feniletil)acetamidot. Az (1-
metil-3-fenilpropil)-amin  N-acilezési reakciojaban az Osszes enzim moderaltabb
szelektivitast mutatott, 70°C-on az enantiomerszelektivitas (E) a leggyengébb esetben is
>100 értékt volt. Ezen a hdmérsékleten is a Novozym 435 volt a legkevésbé szelektiv:
42,2% konverzio mellett a termék (R)-N-(1-metil-3-fenilpropil)acetamid tisztasaga
ee(P)=97,7% volt.

A produktivitas homérsékletfiiggésével ellentétben az enantiomerszelektivitasok (E)
lefutasaban és értékeiben a kiilonbozéképpen rogzitett CalLB enzimek kozott nem volt

jelentds kiilonbség.
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4. Kisérleti rész

4.1. Alkalmazott analitikai modszerek

A gazkromatografias méréseket Agilent 4890 és Agilent 5890 késziilékeken végeztiik,
Hydrodex B-6TBDM (25m x 0,25mm x 0,25mm film, t-butil-dimetilszililezett -
ciklodextrin; Macherey&Nagel) és Hydrodex B-TBDAC (25 m x 0,25 mm x 0,25 mm film,
acetilezett és t-butil-dimetilszililezett B-ciklodextrin; Macherey&Nagel
enantiomerszelektiv kiralis allofazist tartalmazé kolonnakkal. Vivégazként hidrogént
hasznaltunk (fejnyomas 12 psi, lefuvatasi arany 1:50). Injektor és FID detektor
hémérséklete: 250°C. A reakcidok kovetéséhez a sziikséges mintakat kozvetleniil a
reakcioelegybdl vettiik, majd diklérmetannal higitottuk megfelelé koncentraciora (1-2 mg
ml™). Mennyiségi analizis céljabol osszemért standarddal hataroztuk meg az acetatok
alkoholokra vonatkoztatott ¢és az acetamidok aminokra vonatkoztatott molaris
valaszfaktorat. A kromatogramok kiértékelésénél a tiszta alkoholok, acetatok, aminok és
acetamidok retencios ideit vettiik referenciaként.

Homérsékletprogramok:

- Hydrodex B-6TBDM, 120°C izoterm, 8 perc. Retencids idok (tg): (S)-1-feniletil-
acetat: 4,13 perc; (R)-1-feniletil-acetat: 4,65 perc; (R)-1-feniletanol: 6,10 perc; (S)-
1-feniletanol: 6,44 perc.

- Hydrodex B-TBDAc, 100-180°C 8°C/perc, 180°C 5 perc. Retencios idok (tr): (S)-
(1-feniletil)-amin: 2,88 perc; (R)-(1-feniletil)-amin: 3,04 perc; (R)-N-(1-
feniletil)acetamid: 9,77 perc; (S)-N-(1-feniletil)acetamid: 9,98 perc.

- Hydrodex B-TBDAc, 140-170°C 1°C/perc. Retenciés idok (tr): rac-(1-metil-3-
fenilpropil)-amin: 2,59 perc; (S)-N-(1-metil-3-fenilpropil)acetamid: 23,48 perc;
(R)-N-(1-metil-3-fenilpropil)acetamid: 23,60 perc.

A folyamatos tlizemli reakciok kivitelezéséhez a kutatocsoport sajat tervezésii
laborreaktorat hasznaltuk. A CatCart™ reaktorokat (70 mm x 4 mm ID, ThalesNano) fém
eziist sziird6 membranokkal (Sterlitech Silver Membrane Filter, Sigma—Aldrich, No
7623237, pérus méret: 0,45 pum) ¢€s teflon (PTFE) tomitések segitségével zartuk le. A
razatott lombikos reakciokat Heidolph Vibramax 100 és Titramax 1000 termosztalhatd és

razdgépen végeztik.
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4.2. Felhasznalt anyagok

4.2.1. Oldészerek, vegyszerek

A felhasznalt vegyszerek és olddszerek a Sigma-Aldrich, a Fluka, a Merck, az Alfa
Aesar, a PQ Silica, a Reanal, a Grace és a Molar Chemicals termékei: 2-propanol, 1-
feniletanol, (1-feniletil)-amin, (1-metil-3-fenilpropil)-amin, vinil-acetat, natrium-klorid,
telitett ~ ammonia-oldat, TRIS,  feniltrimetoxiszilan,  oktiltrimetoxiszilan,  (3-
aminopropil)trimetoxiszilan, G920, G915, G250, G150, PQ300, Geduran szilikagél, etanol,
metanol, hexan, terc-butil-metil-éter, toluol, etil-acetat, diklormetan.

A felhasznalt oldoszereket hasznalat el6tt frissen desztillaltuk.

4.2.2. Biokatalizatorok

A lipaz AK (Pseudomonas fluorescens), lipaz PS (Pseudomonas cepacia, régebben
Burkholderia cepacia az Amano Europe; a Candida rugosa (triacilglicerol acilhidrolaz
VIlLtipus Candida rugosa-bol) a Sigma; a Novozym 435 (lipaz akril gyéngyon Candida
antarctica B-bol), a Novozym CalLB L (rekombinans B lipaz oldat Candida antarctica-
bol) a Novozymes Denmark; a CaLB T2-150 (Candida antarctica B lipaz kovelensen

rogzitve szaraz akril gyongyokre) a Chiral Vision BV termékei.

A CaLB SGAI10D enzim a kutatocsoport altal szol-gél matrixban rogzitett Candida

antarctica B lipaz.

4.3. Szilikagélek feliiletmodositasa

50 ml-es talp nélkiili centrifugacsdvekbe bemértiik (4,0-4,0 g) a moddositani kivant
szilikagélt (Grace 920, Grace 915, Grace 150, Grace 250, Geduran, PQ 300), majd
etanolban szuszpendaltattuk (40 ml) és hozzaadtunk telitett NH,OH oldatot (640 pl).
Razogépen (Heidolph Vibramax 100) szobahémérsékleten razattuk olyan fordulaton, hogy
a centrifugacsdvek tartalma ne llepedjen vissza (kb. 500 rpm). 1 ora razatds utdn a
mintdkhoz adtuk a megfeleld szilan-szarmazékot (200-200 ul; PhTMS; OctTMS; 3-
Aminopropil-triMetOS), majd még 23 6ra razatas utan hozzaadtunk a megfeleld szilan-
szarmazékbol (600-600 pl; PATMS; OctTMS; AmPrTMS).
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Tovabbi 4 nap razatas utan a mintakat kivettiik, majd lecentrifugaltuk (Hermle Z400K,
3500 rpm, 20°C, 20 min), a feliiluszot ledekantaltuk, majd a maradékot felszuszpendaltuk
etanolban (45 ml-re a centrifugacs jelzése szerint). Ujabb centrifugalas utdn (3500 rpm,
20°C, 20 min) ismét ledekantaltuk a feliiliszot, a maradékot ujra szuszpendaltuk etanolban
(45 ml-re a centrifugacsé jelzése szerint), majd ismét centrifugaltuk (3500 rpm, 20°C, 30
min). A feliiluszot ledntottilk, majd a maradékot petricsészén, szobalevegdn legalabb 3

napig szaritottuk, naponta atkeverve.

4.4, Szilikagélek feliiletmddositasanak optimalasa

50 ml-es talp nélkiili centrifugacsévekbe bemértiink Grace 250 szilikagélt (4,0-4,0 g),
majd etanolban szuszpendaltattuk (40 ml) és hozzaadtunk telitett NH,OH oldatot (640 pl).
Réazogépen (Heidolph Vibramax 100) szobahdmérsékleten razattuk olyan fordulaton, hogy
a centrifugacsovek tartalma ne iilepedjen vissza (kb. 500 rpm). 1 Ora razatas utdn a
mintakhoz adtuk a megfeleld szilan-szarmazékot (200-200 ul; PhTMS; OctTMS), majd
még 23 orat razattuk. Ekkor egy fenil és egy oktil modositott mintat kivettiink (2. nap),
ezeket a fent leirt mosasi eljaras szerint mostuk. A maradék mintdkhoz hozzdadtunk a
megfeleld szilan-szarmazékbol (600-600 pl; PhTMS; OctTMS). Tovabbi 24 ora razatas
utan kivettiink a razogépbdl még egy-egy fenil és oktil mddositott szilikagélt (3. nap),

ezeket is a fentiek szerint mostuk, a tobbi mintat tovabbi 24 orat razattuk, majd mostuk.
4.5. TRIS-puffer oldat készitése

Analitikai mérlegen bemériink 12,14 g TRIS-t és 5,29 g NaCl-t, majd 1000 mi

desztillalt vizben oldjuk, az oldat pH-jat koncentralt s6savval 7,5-re allitjuk.

4.6. Enzimek adszorpcids rogzitése szilikagél hordozokra

crc

enzimporbol vagy folyadékbol, majd 12,5 ml oldathoz 250 mg hordozét adtunk. Az igy
elkészitett elegyeket razogépen hiitott kozegben (4-8°C) kevertettiik egy napon keresztiil,
majd a mintdkat tivegszliron (G4) sziirtik, mostuk kétszer izopropanollal és egyszer

hexannal. Az elkészitett biokatalizatorokat 8 dran keresztiil szobalevegdn szaritottuk.
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4.7. Biokatalizatorok tesztelése szakaszos tizemben

A reakciokat 4 ml-es teflon zardlemez és menetes kupak segitségével 1égmentesen
lezart reakcidedényben végeztiik, melybe 50 mg biokatalizatort, 50 ul racém 1-feniletanolt,
100 pl vinil-acetatot és 1 ml hexan/terc-butil-metil-éter = 2/1 aranya elegyét mértiik be,
majd 30 °C-on temperalt razogépre helyeztiik (Heidolph Vibramax 1000, 1200 rpm).

Az elegybdl adott id6kozonként mintat vettiink, amelyet diklormetannal 1 mg/mi
toménységlire higitottunk. Az igy kapott mintakat kiralis allofazist tartalmazo kolonnan

(Hydrodex B-6TBDM) gazkromatografias modszerrel elemeztiik.

4.8. Biokatalizatorok tesztelése folyamatos lizemben
4.8.1. Racém 1-feniletanol kinetikus rezolvaldsa folyamatos tizemben

Az 1-feniletanol (10 mg ml™* vagy 50 mg ml™) hexéan/terc-butil-metil-éter/vinil-acetat
9/3/1 aranyu oldatat az asztali laborreaktorban feliiletmddositott szilikagélre rogzitett
lipazokkal (AK G250P, PS G2500, CaLB G250P, CrL G2500) t6ltott CatCart® oszlopon
aramoltattuk 4t 0,2 ml perc™ atiramlasi sebességgel 0-70°C hémérséklet-tartomanyban
10°C-os lépéskozokkel. Minden hdmérsékleten a stacioner allapot beallta utan (a teljes
rendszer térfogatdnak ~8-szorosa; GC-vel kovetve) az atfolyd reakcidelegybdl vett
mintabdl gazkromatografiasan (Hydrodex B-6TBDM) hataroztuk meg az elegy enantiomer

Osszetételét. A reakcio el6tt és utan a rendszert hexannal mostuk (1,0 ml perc-1; 20 perc).

4.8.2. Racém aminok kinetikus rezolvélasa folyamatos lizemben

A megfelel$ racém amin (10 mg ml™) toluol/etil-acetat 9/1 aranyu oldatat az asztali
laborreaktorban CaLB enzimmel (Novozym 435, CaLB T2-150, CaLB G250P, CalLB
SGA10D) toltott CatCart® oszlopon dramoltattuk at 0,2 ml perc'1 ataramlasi sebességgel
0-70°C hoémérseklet-tartomanyban 10°C-os 1épéskozokkel. Minden hdomérsékleten a
stacioner allapot bedllta utdn (a teljes rendszer térfogatanak ~8-szorosa; GC-vel kovetve)
az atfolyd reakcioelegybdl vett mintabol gazkromatografiasan (Hydrodex B-TBDAC)
hataroztuk meg az elegy enantiomer Osszetételét. A reakcio eldtt és utdn a rendszert

toluollal mostuk (1,0 ml perc™; 20 perc).
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5. Osszefoglalas

Munkdm célja gazdasagos, kornyezetbarat technoldgia kidolgozasa  volt
enzimpreparatumok egyszerii, méretndvelhetd kinyerésére és rogzitésére. A technoldgia
fejlesztése soran elsddleges szempont volt az enzim katalitikus tulajdonsagainak javitasa
is. A kitlizott célt szilikagélek valtozatos feliileti tulajdonsaganak kialakitasat lehetévé tevo
uj feliiletmodositasi modszer kidolgozasaval valdsitottuk meg. A feliiletmodositott
hordozdkat lipazok rogzitésére felhasznalva szdmos elényos tulajdonsagt uj biokatalizatort

allitottunk eld és ezek biokatalitikus sajatsagait jellemeztiik.

A szilikagélek feliiletmodositasat a Stober-modszert™ tovabbfejlesztve végeztik el. A
vizsgédlatok soran hat kiilonbozd szilikagélt modositottunk tobbféle szubsztitualt
trialkoxiszilannal, majd az igy elkészitett hordozokra adszorpciés modszerrel lipazokat
(CaLB, AK, PS, CrL) rogzitettiink. Mind a négy enzim esetében a Grace 250 hordozo
modositott valtozatai bizonyultak legjobbnak, a lipaz AK és a CalLB enzimek a fenil, mig a
lipaz PS ¢és a CrL enzimek az oktil médositott hordozokon rogziiltek jobban.

Gazdasagossagi szempontokat figyelembe véve, megvizsgaltuk a feliiletmodositashoz
hasznalt kézeg hatdsat is. Az elsd kisérleteknél alkalmazott etanolt metanolra cserélve
né¢hany esetben a rogzitett enzim biokatalitikus tulajdonsdgai kedvezden valtoztak.
Terveink kozott szerepel tovabbi alkoholok, illetve tobbféle modon denaturdlt etanol
tesztelése is.

Mivel az els6 tesztsorozatban felhasznalt feliiletmodositott szilikagélek eldallitasa egy
hetet vett igénybe, a feliiletmddositas roviditése céljabol vizsgalatokat végeztiink a reakcio
optimalis idSsziikségletének megallapitasara. Ugy talaltuk, hogy a modositast harom napig
végezve nyerhetéek az enzimrogzitésben legjobb tulajdonsagi hordozok. Amennyiben a
felilletmodositasi reakcidt tovabb végeztiik a rogzitett enzimek biokatalitikus tulajdonsagai

romlottak.

A szakaszos ilizemben elért legjobb tulajdonsagokat felmutatdo négy lipaz régzitését
méretnoveltiik és a készitmények biokatalitikus sajatsagait a racém 1-feniletanol kinetikus
rezolvalasaval folyamatos, atfolydsos reaktorban is teszteltiik. A  reakciok
hémérsékletfiiggését vizsgalva megallapitottuk, hogy a hdmérséklet emelkedésével a
produktivitas minden lipaz késziménynél monoton nd. A rogzitett lipazok szelektivitasa
harom enzim esetében monoton csokken, mig a CalLB enzim szelektivitasa 20°C kortil

maximalis.
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A fenil-modositott szilikagélen rogzitett CaLB enzimet tovabb vizsgaltuk az (1-metil-
3-fenilpropil)-amin és az (1-feniletil)-amin folyamatos iizemi kinetikus rezolvalasaban. E
reakciokban a produktivitdas a homérséklet emelkedésével monoton nétt, mig az
enantiomer szelektivitas csokkent. Ezt a biokatalizatort 6sszehasonlitottuk kiilonb6z6
kereskedelemben is kaphato, illetve egy szol-gél matrixba zart sajat készitésii CalLB
készitménnyel. Osszehasonlité vizsgalataink soran mindkét szubsztrattal minden
tekintetben az vuj fejlesztésti fenil-modositott szilikagél hordozora adszorpcioval rogzitett

CaLB enzimiink bizonyult a legjobbnak.

Terveink kozott szerepelnek optimalizacios kisérletek mind a feliiletmodositas, mind
az enzimadszorpci6 paramétereinek tovabbi finomitasara. Vizsgalni szeretnénk tovabba az
altalunk fejlesztett feliiletmodositott szilikagélek felhasznalhatosagi teriileteinek bovitését,
tovabbi enzimek €s tovabbi felilletmodositasra alkalmas organoszilanok alkalmazasaval. A
Felhasznalhatosagi teriiletek bévitéseként tanulmanyozni szeretnénk a  kiillonboz6
hidrofobicitasi modositott szilikagélek nyers fermentlébdl torténé frakcionalt, szelektiv

enzimadszorpciora vald alkalmazhatosagat is.
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6. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni Dr. Poppe Laszlonak kivald témavezetéséért €s
magas szinvonalu szakmai tamogatasaért. Koszonettel tartozom konzulensemnek, Boros
Zoltannak a preparativ munkak koordinalaséért illetve szakmai segitségnytjtasaért. Kiilon
koszonet a ,,Déli 2es labor” minden hallgatdéjanak és munkatarsanak a sok hasznos

tanacsért €s a rengeteg segitségeért.
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