Budapesti Miiszaki ¢s Gazdasagtudomanyi Egyetem

Vegyészmérnoki €s Biomérnoki Kar

Nagy Flora

BSc. V. évfolyam

Biomérnok szakos hallgato

Terner szol-gél rendszerekbe rogzitett lipazok

szisztematikus optimalizalasa és felhasznalhatosaga

Témavezeto: Prof. Poppe Laszld, egyetemi tanar
BME Szerves Kémia és Technologia Tanszék

Konzulens: Weiser Diana, PhD hallgato
BME Szerves Kémia és Technologia Tanszék

A dolgozat bemutatasat a TAMOP - 4.2.2.B-10/1--2010-0009
"Uj tehetséggondozé programok és kutatasok a Milegyetem tudoméanyos
mihelyeiben" cimli program tamogatta.

OTDK dolgozat
Budapest, 2012



Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Poppe Laszlonak munkam kimagaslo
szakmai tamogatasaért és hogy lehetévé tette szamomra, hogy a csoportjaban

dolgozhassak.

Koszonom  szépen konzulensemnek, Weiser Diananak, hogy megtanitott a
munkamodszerekre, és a mérések tervezésében ¢€s kiértékelésében nagy segitségemre

volt.

Koszonet illeti Kemény Sandor professzor urat (BME, Kémiai és Kornyezeti
Folyamatmérnoki Tanszék), aki a kisérletterv elkészitésében nyujtott kivald szakmai
segitséget és Koczka Bélat (egyetemi docens, BME, Szervetlen és Analitikai Kémia

Tansz€k), aki az elektronmikroszkopos felvételek elkészitésében segitett.

Végiil szeretném megkoszonni a Szerves Déli II. labor minden tagjanak, hogy a

munkam soran felmeriilé kérdéseimre mindig készségesen valaszoltak és segitettek.



Tartalomjegyzék

ROVIAIESEK JEZYZEKE ...veiieieiiiiiiieesiee ettt sttt sbe e s sate s sbeesnaaeesaneeens 5
Lo BEVEZELES .eouviiiiiiicict e e 6
L1 COIKITHZES ..ttt s 7
2. Irodalmi AtEKINES........ceevuiriiriiiiiiciere e 8
2.1. Az enzimek altalanos JEIIEMZESE ........cceevvuiiiriiiiiiieiiee et 8
2.2. A katalizis molekularis mechanizmusdnak modellei .......c..cocevirirviinincinininnnennnne. 9
2.3. Az enzimaktivitast befolyasold tENYEZOK........cccevvueeriiiiriiiririieiiieeriee et siee s 10
2.3 1. A PH hatasa.co.ciiiiiiieee e 10
2.3.2. A hOMErSEKIet NAtAsa .....cc.eiruiiiiieiieiieieee et 10
2.4.  Egyszerl enzimkatalizilalt rendszerek kinetikaja .........ccoeeeevineeiiniencninecee, 11
2.5. Az enzimkatalizalt reakciok jellemzZeESe .......cccovervviririeririeinececeeee e 12
2.6, ENZIMIOZZILES.....eeiririeeiiirieeeriieeee sttt sttt 14
2.6.1. KEmiai MOASZETEK ... ..eeeeiieeiiiitiiiie ettt sttt et et 15
2.6.2. FiZiKai MOASZETEK ... .eoeviiieiiiiiiieiie ettt sttt 18
2.7. SZOI-ZE€1 MALIIXDA ZATAS ...ttt 19
2.8.  Rogzitett enzimes rendszerek Kinetikaja ........coocveveeriveerineecenincseeeseeeeee 21
2.9, LIPAZOK. it 22
2,91 LAPAZ AK e e 23
2.9.2. CAL B ..t 24
2.10. KISETIETETVEZES ...ceuueeeeieteeieeiee sttt ettt ettt ettt et e sbe e st e s abe e be e beesbeesaeeeaees 24
3. KUSEIIET TESZ .eenveeeieitie ittt ettt et et b e e b e s bt e sae e sat e e beenbeenbeesbee s 27
3.1. Felhasznalt olddszerek, vegyszerek, anyagok..........cccoevererenieiicinninenencsccees 27
3.1.1. BioKataliZAtOTOK ....cooueiiiiiiieieeieetee ettt st st 27
3.2. SZ0I-g€1 IMMODILIZAIAS ...t 27
3.3. BiokataliZAtoroK teSZEEIESE . ...cccueiuieiiiieiieieeie ettt 27
3.4. Biokatalizatorok hostabilitdsanak vizsgalata ..........ccccevvreerinerienineeiseeeseeeeee 28
3.5. Biokatalizatorok visszaforgathatosaganak vizsgalata .........ccoceevevereenineeneneneeniene. 28



3.6. Stabilitas vizsgalat feliiletaktiv anyaggal SZEMDEN ........cccovivievieiieininirrreee 28

3.7. Alkalmazott analitikai MOASZETEK ........ccevvverrieiriierieiie et 29
4. Eredmények €s ErteKelEsliK ......covuiririinininiiniiniese et 30
4.1. Terner szol-gél rendszerek hatasa a CalL B enzim biokatalitikus képességeire ........... 32
4.2. Terner szol-gél rendszerek hatasa a Lipaz AK enzim biokatalitikus képességeire....... 44
4.3. Hostabilitas vizsgalatok szerves KOZEZDEn ........ccovcveeriieiiiiiieniieiiriee e 55
4.4. Biokatalizatorok visszaforgathatdosaganak vizsgalata .........ccccccevvveeevieenneienceeinieennen. 60
4.5. Stabilitas vizsgalat feliiletaktiv anyaggal szemben ..........ccccceveereiiviiiiennieneenienienee, 62
4.6. Szol-gél rogzitett biokatalizatorok szerkezeti tulajdonsagai........ccoceeerevererieniereeneene. 64
5. OSSZEIOZIALAS ...evoveveveeceeeceeeeee ettt e et sa ettt ettt et e et ettt es s asteeenans 66
6. FUGEEIEK ...ttt et ettt st e s te e s sate e sbe e e sateesbeessabeesareeens 68
7. Felhasznalt irodalom........coceeiiiiiiiieie e 86



Roviditések jegyzéke

CaL B Candida antarctica B lipaz

Lipaz AK Pseudomonas fluorescens lipaz

IPA 2-Propilalkohol

PEG Polietilénglikol 1000’

TRIS Trizma® HCI [trisz-(hidroximetil)-aminometan]
NaF Natrium-fluorid

TEOS Tetraetoxiszilan

PTEOS Fenil-trictoxiszilan

OTEOS Oktil-trietoxiszilan

DMDEOS Dimetil-dietoxiszilan

MTBE terc Butil-metiléter

TRX-100 Triton-X 100 detergens

BSA Borju Szérum Albumin

GC Gazkromatografia

SEM Pasztazo elektronmikroszkop (Scanning Electron Microscope)
UV-VIS Ultraibolya-lathato spektroszkopia



1. Bevezetés

Napjaink szintetikus eljarasaiban az enzimkatalizalt atalakitasoknak egyre novekvo
szerep jut foként a gydgyszeripar és orvosi diagnosztika, ¢lelmiszer-, textil-, bor-, papir-
¢és vegyipar, valamint a kornyezetvédelem teriiletén. [1, 2, 3, 4, 5] Az enzimek
szerkezetiikbol fakado szelektivitasa lehetové teszi enantiomertiszta anyagok eléallitasat,
ami a modern gyogyszeripar szamara elengedhetetlen. Erre a legismertebb példa az
(R)-thalidomide (Contergan), amely altatd, nyugtaté hatasd, viszont enantiomer parja —

az (S)-thalidomide — kis mennyiségben is teratogén hatasu [6].

Az enzimek terapias és diagnosztikai alkalmazasa a modern orvostudomany szamara is
nélkiilozhetetlen. Ennek oka, hogy szamos bakterialis és virusos megbetegedés ellen
kivaldan alkalmazhatok, valamint rak terapiaban valo szerepiik is egyre kutatottabb [7, 8,
9]. A biologiai eredetil, illetve jelentéségli molekulak meghatarozasa a huszadik szazad
analitikai kémidjanak egyik legfontosabb, kiemelkedd nehézségli feladata volt. A
biomolekulak szelektiv felismerése érdekében az analitika gyakran a természetben
fellelheté  bioreceptor-ligandum  kolcsonhatasokra tamaszkodik, amely gyakran

biokatalitikus, enzim reakciokon keresztiil valosul meg [10, 11, 12].

Az enzimek aktivitasa és stabilitdsa nagyban fligg a reakcidokoriilményektdl és a
kornyezeti paraméterektol, a nem megfeleld koriilményekre biokatalitikus aktivitasuk és
szelektivitasuk elvesztésével reagalhatnak. Homogén fazisti alkalmazisuk sordn a
reakcidelegybdl és a terméktdl nehezen valaszthatdak el, amely komoly technologiai
problémat jelent az ipar szdmara. Terapids alkalmazasuk sordn pedig a kivant
biohasznosulasuk okozhat nehézséget. Ezekre a problémakra jelenthetnek megoldast az
enzimrogzitési technikak, amelyekkel sok esetben aktiv és stabil készitmények allithatoak
el6. Megfeleld rogzitési modszer megvalasztasaval az adott enzim alkalmas lehet ipari,

enzim terapias, illetve bioanalitikai célokra egyarant [13, 14, 15].

A lipazok a legszélesebb korben alkalmazott enzimek kozé tartoznak. Olcso és sokoldalu
biokatalizdtorként  szamos  helyen  alkalmazzdk Oket a  gyogyszeriparban,
¢lelmiszeriparban, s6t alternativ  energiatermelésnél képesek ndvényi olajbol
biolizemanyagot képezni [10, 16, 17 ]. A természetben a lipazok Kkatalizaljak a
trigliceridek hidrolizisét zsirsavakra és glicerinre a lipid-viz hatarfeliileten. A szintetikus
folyamatokban a lipidek katalizalhatnak szamos enantio- és regioszelektiv reakciot,

példaul a hidrolizist, észterezést, atészterezést, aminolizist és ammonolizist [18]. Az é16



szervezetben a lipazok a legfontosabb emészt6 enzimek kozé tartoznak. A pancreas lipaz
hianya komoly zsiremésztési €s felszivodasi zavarokat okozhat, melyek majbetegséget,
kronikus hasnyalmirigy gyulladast, gyulladasos bélbetegséget okozhatnak. Az enzim
hiany lipaz tartalmu terapias szerekkel hatékonyan kezelhet6 [19, 20].

1.1. Célkitiizés

Munkam célja az egyszer(i, hatékony és széles korben alkalmazhatdo enzimrogzitési
technika fejlesztése. Célom a lipaz enzimek szol-gél rogzitéséhez hasznalt kiilonb6z6
organoszilanok (TEOS, PTEOS, OTEOS, DMDEOS) aranyanak finomhangolasaval az
enzimkészitmények aktivitasanak, szelektivitasanak és stabilitdsanak fokozasa volt.
Szisztematikus kisérletterv segitéségével vizsgaltam a szol-gél matrix Gsszetétele és a
szubsztrat affinitds Osszefiiggését aromas ¢és alifds racém alkoholok kinetikus
reszolvalasaban. Emellett tanulmanyoztam az altalam fejlesztett szol-gél lipazok
hostabilitasat és a reakcioelegybdl torténd tobbszori visszaforgathatosagat. Tavlati célom
a kiilonb6z6 enzimek rogzitési modszereinek altalanosithatdo optimalasi metodusanak

kidolgozésa és az eljaras méretndvelése ipari felhasznalas céljabol.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Az enzimek altalanos jellemzése

Az enzimek az ¢€l6 szervezetekben végbemend kémiai reakcidok fehérje tipusu
katalizatorai (biokatalizatorok). Katalitikus tulajdonsaguk a szervetlen katalizatorokéhoz
hasonldan a reakcidsebesség novelésében nyilvanul meg, 11j, csokkent aktivalasi energidju
reakcidut megnyitasaval (1. 4dbra). Mas katalizatorokhoz hasonléan az enzimek nem
befolyasoljak a katalizalt reakciok egyensulyi allapotat, csupan az egyensuly kialakuldsat

gyorsitjak meg.

Katalizator nélkil

\E

Katalizatorral

Kiindulasi
anyagok
A+B Termék

Reakcibidd

1. abra: Az enzimkatalizis energiaprofilja

Az enzimek egy vagy tobb fehérjelancbol 4llo, természetes aminosavakbol felépiild
linearis polimerek [21]. Mas fehérjékhez hasonloan, az enzimek is egyszeriiek (proteinek)
vagy Osszetettek (proteidek) lehetnek. A proteineket csak polipeptidlanc alkotja. A
proteidek koz¢ tartozd enzimek fehérjerészbdl (apoenzim) és nem fehérjetermészetii
részbdl (koenzim) épiilnek fel. Az apoenzim és a koenzim egyiittesét holoenzimnek
nevezzilk. Az apoenzim nem képes funkcidjat ellatni a koenzim nélkil. Az enzimek
katalitikus hatasanak fo jellegzetessége a nagyfoku szelektivitds, ami azt jelenti, hogy az
enzim csak meghatarozott szubsztratummal 1ép kapcsolatba. Az enzim-szubsztrat
kapcsolodas az aktiv centrumon torténik meg, ahol az enzim reverzibilis médon megkdti
a molekulat és a ra jellemz6 modon 4atalakitja azt.

Az Eyring-féle abszolut reakciosebességi elmélet alapjan ahhoz, hogy A és B anyagbdl P
termék képzddhessen, a reakcionak termodinamikailag lehetségesnek kell lennie (azaz a
kiindulasi anyagok szabadenergia szintje magasabb a képzddd termékénél), tovabba a

rendszerrel tovabbi energiat sziikséges kozolni, hogy egy dtmenetileg még a kiindulésinal



is magasabb, aktivalt energiaszintre keriiljon. Ez a plusz energia az aktivalasi energia

(Ea).

A reakci6 altalanos sémaja enzimekre:
[A] + [B] < [AB*] = [P]
ahol [AB*] az aktivalt komplexet jeldli.
2.2. A katalizis molekularis mechanizmusanak modellei

e Emil Fischer kulcs-zar elmélete (1890): A szubsztrat ugy illeszkedik az enzimbe,
mint kulcs a zarba (2. dbra/a).

e Fluktuacidés elmélet (1900-as évek): Az enzimnek d&llandéan valtozik a

crc

e Indukalt illeszkedés elmélete (D.E. Koshland, 1958): A szubsztrat molekula

crer

hogy az enzim-szubsztrat komplex létre johessen (2. abra/b) [22].

¢ - € ¢

kules-zar modell indukalt illeszkedési modell

2. abra: A kulcs-zar modell és az indukalt illeszkedés elmélet modellje

Maga az aktiv centrum az egész enzimnek csak egy kicsiny részét alkotja. Az
enzim-szubsztrat kotésben a kovalens kotéseken kiviil gyenge masodlagos kotéerdk (van
der Waals, hidrofob kolcsonhatas), H-kotések és ionos kdtések is részt vesznek. Az aktiv
centrum nem polaris karakteri, a kotés specifitdsat az aktiv centrum atomjainak

meghatarozott elrendezédése adja.



2.3. Az enzimaktivitast befolyasolé tényezok
2.3.1. A pH hatasa

Mivel az enzimek fehérjék, ezért igen érzékenyek a kézeg pH-javal szemben. Ennek

oka kettOs:

e a pH-érzékenység Osszefiiggésben allhat a fehérje szerkezetének irreverzibilis

crer

o a katalitikus aktivitas fiigg az elektrosztatikus toltések mennyiségétdl, ami viszont a

pH fiiggvényében nagymértékben valtozik.

Az enzimek nagy része az izoelektromos pontjan vagy annak kozelében fejti Ki
maximalis aktivitasat, azaz ilyen tartomdnyban pH-optimuma van. Az enzimek aktivitasa
az optimalis tartomanyon kiviil fokozatosan csdkken, majd a molekula denaturalodik és
elvesziti aktivitasat. Az enzimek altalaban szintén pH-optimumukon 6rzik meg legjobban

aktivitasukat, vagyis ezen a pH-értéken a legtartosabbak.

2.3.2. A homérséklet hatasa

A reakcidsebesség homérsékletfiiggése egy maximumos gorbével jellemezhetd, két hatas
ereddjeként. A ndvekvd homérséklet egyfeldl ugyanis fokozza a reakcidsebességet
(Arrhenius-egyenlet), masrészt azonban adott hdmérséklet felett bekovetkezhet az enzim
hddenaturacié miatti inaktivalédasa (3. abra). A hOmérsékletet wjra lecsdkkentve a
megvaltozott  konformacié  visszaadllnat az eredeti  allapotaba  (reverzibilis
héinaktivalodas), de az is eléfordulhat, hogy egy nem aktiv térszerkezet stabilizalodik

(irreverzibilis héinaktivalodas) [22].

Hodenaturacio
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3. abra: Enzimreakciok sebessége a hdmérséklet fiiggvényében [22]
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24, Egyszerii enzimkatalizilalt rendszerek kinetikaja

A gyakorlati munka soran fontos, hogy olyan matematikai 0sszefiiggéseket ismerjlink,
amelyek alapjan a reakciokat és a hozzajuk felhasznalt enzimeket jellemezni,
Osszehasonitani tudjuk (sebesség, idobeli lefutas). Ebben nyujt segitséget a rendszerek

kinetikai leirasa.

A Michealis és Menten féle megkozelités szerint az enzimes reakciok az alabbi sémaval

irhatok le:
k ky
E+S =— ES* — ~ % P+ E
k|

ahol E a biokatalizatort, S a szubsztratot, ES* a kialakult enzim-szubsztrat komplexet, P a
reakcid soran képzodd terméket jeloli. A modellnél fel kell tételezniink az elsd 1€pés
gyors beallasat és a masodik 1épés irreverzibilitasat (ko=0). A szubsztrat koncentracio

fliggvényében abrazolva a reakcid sebességét, a 4. abra szerinti telitési gorbét kapjuk.

Ko [5]

4. abra: A Michaelis-Menten kinetika szerint lezajlo reakcio lefutasi gorbéje [22]

amely a Michaelis-Menten kinetika szerint leirhat6 az alabbi egyenlettel:

V] = Vonax 0

— Vmax KS+ [S]

A kifejezésben szereplé V a termék képzddésének sebessége, ezen reakcid maximalis

érteke Vmax (amit akkor kapunk, ha a teljes enzimmennyiség ES* komplexben kotott

crer

disszociacios allanddja.

11



A gyakorlatban Ks helyett a Ky Michaelis-allandét alkalmazzak (az ES* komplex stady

state allapotat feltételezve), amely kifejezhetd a reakcidsebességi allandok segitségével:

kg +k,
M — kl

valamint, a jelen 1év0 szabad enzim [E], szubsztrat [S] és enzim-szubsztrat komplex [ES]
koncentracioival is:
[E][S]

= Tes)

Gyors egyensulyt (rapid ekvilibriumot) feltételezve egy reakciora Ky = Ks,

A reakciohoz bemért enzim mennyis€gérdl a Vmax ad informacidt, ez az enzimaktivitas
mérdszama. Vmax ismeretében meghatarozhatjuk a k, elsdrendii sebességi allandot, amely
mar egyedileg jellemzi az adott enzimet (,turnover number”-nek is nevezik). Ertelmezve
a turnover numbert, megadja az egységnyi enzim (pumol) altal lperc alatt 1étrehozott

termék mennyiségét (umol) [22].

Vi A

5. abra: Kk; els6rendii sebességi allando grafikus meghatarozasa [22]

2.5. Az enzimkatalizalt reakciok jellemzése

Az enzimek ¢és igy a lipazok enantiomer szelektiv reakciokban vald alkalmazasukat
lehetove teszi, hogy kiralis makromolekuldkként képesek megkiilonbdztetni egy racém

elegy enantiomerjeit. Ennek kapcsan fontos néhany fogalmat megemliteni:

e az enantiomer felesleg (enantiomeric excess, ee) az anyag tisztasaganak mértékét

adja meg, a kovetkez6képpen definialhato:

12



*

M
ee[%] = 1 X 100

ahol M a f6 enantiomer moltortje, M* a szennyez6 enantiomer moltortje.

e az enantiomerszelektivitas (E) segitségével az enantiomerek megkiilonboztetésének

eredményéssége fejezhetd ki. Ez reverzibilis reakciok esetében:

_In[1- (1 +K)c(1 + eep)] _In[1- (1 +K)(c+ees{l —c})]
T In[1-(1+4+K)c(1—eep)] In[1—(1+K)(c—ees{l—c}]

Az dsszefliggésben szerepld K egyenstlyi allandot jeldl, mig ¢ a konverzid.

e akonverzio (C) a kovetkezo kifejezéssel adhatd meg:

€ep
c=—-—
eeg + eep
A fenti 6sszefiiggés (E) irreverzibilis reakciok esetében nagymértékben egyszertisodik.
Ekkor a konverzid (C) és a termék (eep), illetve szubsztrat (ees) frakciok enantiomer

feleslegeinek értékeibdl haromféleképpen szamolhatd az enantiomerszelektivitas (E):
[23]

e Cés eep értekekbol:

In[1 —c(1 + eep)]

Eceep = In[1 —c(1 — eep)]

e Cés ees értékekbdl:

In[1 —c(1 — eeg)]

Ecees = In[1 — c(1 + eeg)]

e ees és eep értekekbol:

In[(1 — ees)/(1 + )]

In[(1 + eeg)/(1 + % ]

Eees,eep =

Valgjaban ritkan dolgoznak tiszta enzim preparatumokkal, igy nem ismert pontosan az

enzimek tomege sem grammban, sem molarisan, éppen ezért a g/dm® vagy mol/dm®

13



koncentraciok sem alkalmazhatéak a jelen 1évé biokatalizdtor mennyiségének
megadasara. Ehelyett az enzimegységet (Unit) hasznaljak, amely szubsztrat atalakitasi
vagy termékképzOdési sebességet jelent [22]. Az enzim egység altalanosan elfogadott
definicidja:

Egy egység az az enzim mennyiség, amely 1 pmol szubsztratot alakit at vagy 1 pmol
terméket képez 1 perc alatt adott reakcid korilmények kozott. Az adott reakcid
koriilményeket (hémérséklet, pH, puffer molaritasa, stb.) tehat minden aktivitas egység

esetén egyértelmiien meg kell adni a rendszer egzakt meghatarozasa érdekében.

A biokatalizator specifikus aktivitisa [Ug (umolxperc®xg™),(U/g)] a kiindulési alkohol
molszamabol [Ny (umol)], a konverziodbol [c], a reakcididobdl [t (perc)] és biokatalizator

tomegébdl [mp (g)] szamithato az alabbi képlet szerint:
UB = (nrac X C)/(t X mB)

2.6. Enzimrogzités

A heterogén fazisi enzimes reakciok szamos elénnyel rendelkeznek a homogén enzimes
reakciokhoz képest. A homogén enzimes reakciok elonye, hogy a rendszer homogén,
valamint az enzim izolalasan kiviil mas el6késziiletet nem igényel, de ezzel szemben
allnak a gazdasagi hatranyok. Homogén vizes kozegben felhasznalva az enzimek dragak,
csak egyszer haszndlhatok fel, az alkalmazott reakci6 utan elvesznek. A pH, a
homérséklet, a surlodasi konformécid valtozas és az ozmotikus nyomas egyiittes hatdsa
miatt hasznalatuk soran csokken a stabilitasuk. Masfel6l, mivel az enzimek vizben
oldhatoak, elvalasztasuk a termék ¢és a szubsztrat keverékétdl gazdasagilag nem
célravezetd folyamat, mivel csak bonyolult, draga modszerekkel lehet oket a
reakcidelegybdl kivonni. Tarolasuk sordn is csokken stabilitdsuk, technologiai hatranyuk,
hogy a terméket szennyezik, a tisztitasukat nehezitik [22].

Az enzim immobilizdcids technoldgia azonban segithet kikiiszobolni ezeket a
hatranyokat. A hagyomanyos enzimatikus reakcidkat helyettesitve a rogzitett
készitményekkel lehetdvé valik, hogy az enzim nagy mennyiségli szubsztratot alakitson
at, hiszen konnyen elkiilonithetd a termék és szubsztrat keverékébdl, ezaltal az enzim jra
felhasznalhato. Az immobilizalt enzimek a nativ formaval dsszevetve fokozott stabilitast,
aktivitast és szelektivitast mutatnak, konnyen kezelhet6k ¢s tarolhatok, igy fontos

iranyvonalat jelentenek a biotechnologiaban [2, 4, 24, 25, 26].
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A rogzitett enzimeket kiilonb6zé moddon osztalyozhatjuk. A felosztds alapja lehet az

enzim ¢és a hordoz6 kozott kialakult kotés jellege, valamint a hordozo tipusa. A kialakulo

kapcsolat

alapjan

(1. tablazat).

kémiai és

fizikai

mobdszereket

kiilonboztethetiink  meg

Rogzitési modszer

Elényok

Hatranyok

Keresztkotott enzim e szabalyozhat6 nagyon nagy
kristalyok (CLECs) szemcseméret, tisztasagu
e magas aktivitas, enzimet igényel
stabilitas draga

= Keresztkotések enzim e cgyszeri kedvezdtlen

E aggregatumok kozott e olcsod mechanikai

:§ (CLEA) e hatékony sajatsagok

g Kovalens kotés e stabil készitmény csokkenhet az

= hordozéhoz enzim

g aktivitasa,

M szelektivitasa
Egyedi enzim ¢ hatékony enzimes koriilményes
nanorészecskék rendszerek modszer
(SENs) e potencialis érzékeny, rovid

biomedicina élettartam
Adszorpcié hordozé e cgyszeri kisebb stabilitas
porusaiban e hatékony enzim

e deszorpcid

E Alginatba zaras e egyszeri instabil

< e olcso készitmények

g e hatékony

§ Nanorészecskébe, e nagy hatékonysag draga

= nanoszalba zaras e szabad diffuzio

o
Szol-gélbe zaras e hatékony nagyobb

e stabil diffuzios gat

2.6.1. Kémiai modszerek

Enzimek kozotti keresztkotések

1. tablazat: Enzim rogzitési modszerek

Manapsag népszerli modszer az enzimek kovalens kotésekkel torténd egymdashoz

rogzitése. Robusztus, hatékony, nagy stabilitast biztosito eljaras a CLECs (Cross Linked

Enyzme Crystals), mellyel kontrollalhato részecskeméretii (1-100 um) biokatalizatorok

allithatéak el6. Hatranya, hogy a nagyon nagy tisztasaghi enzimek eldallitdsa igen

koltséges és koriilményes. Ennél egyszeriibb technika a CLEAs, amely sordn az egyes
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enzimmolekuldkat bi- vagy multifunkcios reagensek segitségével 6sszekapcsoljak, majd a
fehérjék kicsapasaval nagy molekulaméretii, oldhatatlan aggregdtumokat alakitanak ki. A
keresztkotések kialakitasara legelterjedtebben a glutaraldehidet alkalmazzék, amely
Shiff-bazis képzés kozben a fehérjék szabad aminocsoportjaival (N-terminalis) 1ép
reakcioba (6. abra). A rogzités soran fellépd koriilmények, mint példaul az enzim szerves
kozeggel torténd kicsapasa érintheti az enzim aktiv centrumat, igy a folyamat

aktivitasvesztéshez is vezethet.

2z Kicsaposzer
T ouw : Glutaraldehid

Pufferelt enzim oldat Shiff-bazis képzés Kovalensen kotott enzim
aggregatum (CLEAs)

6. abra: Kovalensen kotott enzimaggregatumok eldallitas (CLEAs)

Kovalens kotés szilard hordozora

Az enzim aggregatumok kifejezetten kedvezdtlen mechanikai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, ezért az enzimeket kovalensen eldzetesen funkcionalizalt hordozora kotik.
Az ilyen készitmény lényegesen jobb szerkezeti tulajdonsagokkal rendelkezik, amely
nagymeértékben javithatja az enzimkészitmény alkalmazhatdsagat, tarolasi lehetdségeit
(7. abra). A hordozd felszinére felvitt funkcids csoportokat a leggyakrabban
glutaraldehiddel aktivaljak, majd az enzimet —NH, csoportjain keresztiil Shiff-bazis
képzéssel rogzitik. Ez a technika stabil biokatalizatorokat eredményez, &m a kialakulo
kovalens kotések gyakran az enzim szerkezetét is befolyasoljak, amely Katalitikus

aktivitasara kedvezotlenul hathat.

aktivalé dgens - P ; - N

B NH( y NH, ‘\./NH‘ ),N_ o 2O o T NH() Y N .
L/ 1] F ')“ :D L j' T X ~ Z &/ jl ( ).. » 7.
“NH' 1TNH, (GDA) i€ Z,u:‘ N0 . NH' BN T N
Funkdonalizalt hordozé aktivdlt hordozd Kovalensen rdgeitett enzim
n =2 (révid spacer)
n =6 (hosszu spacer)

7. abra: Kovalens rogzités szilard hordozoéhoz
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Egyedi enzim nanorészecskék (SENs)

Modern régzitési modszernek mondhaté az Gn. egyedi enzim nanorészecskék eldallitasa
(single enzyme nanoparticles, SENs), amelyek esetében minden egyes fehérje részecske
néhany nanométer vastagsagban szerves vagy szervetlen por6zus anyaggal van
korbevéve. Ez az tjfajta eljaras eltér mind a mezoporus anyagokon, mind a szol-géleken
vald rogzitéstél. A modszer elénye, hogy az igy atalakitott fehérje molekulak egy-két
nagysagrenddel stabilabb Kkatalitikus aktivitdst mutatnak és a szubsztratum szabad
mozgasa sem korlatozodik [27]. Az eljaras elsé 1épéshen a fehérje molekulak felszini
lizin aminosavainak szabad amino csoportjait akrilsav-kloriddal moédositjak. Kis
mennyiségll feliiletaktiv anyagot alkalmazva a modositott fehérjék Gn. hidrofob ionpar
formaban feloldhatova valnak hexanban. Az ezutan kovetkezd polimerizacios 1épésnél a
hexanos fazisban a fehérje szabad felszinére van sziikség, amihez elengedhetetlen az
ionpar képzéssel torténd oldodas. Vinil csoportot és trimetoxiszilil csoportot egyarant
tartalmaz6 szilil monomereket adva a hexanos elegyhez ultraibolya fénnyel torténd
gyokképzéssel, szabad gyokos vinil polimerizaciot inditottak, amellyel linearis
polimereket allitottak el6. Az ortogonalis polimerizacios 1épésben a polimerek a fehérje
felszinéhez kapcsoldodnak oly modon, hogy a polimer intermediert vizes oldatba juttatva,
a leagazo trimetoxi-szilil csoportok egymassal kapcsolodnak, igy minden egyes fehérje
molekula koriil keresztkapcsolt polimer halé alakul ki (8. abra). A reakcio koriilmények
finoman szabalyozhatoak, igy a keresztkotések tilnyomod tobbségben az egyes fehérje
molekulakon beliil alakulnak ki, kiilonalldé nano-méretii részecskéket eredményezve
(8. abra). Ezt kovetben a sajatos szerkezettel rendelkezé SENS molekulak polimer

halohoz is kothetéek tobbszords kovalens kotéseken keresztiil [28].

] f o
/—SHOMe),
o oo H,0
- o] 0o
ENZ-NH,' :L,> ENZ-N /< :D> tNl—N“( |:’|> SENSs (Single Enzyme Nanoparticles)
iy Egyszer(i Enzim Nanorészecske

Enzim felllet médositasa Szabad gyokés vinil Hidrolizis

. S R 0”0 _ it
akrilsavkloriddal polimerizacio Szilanol kondenzacio

SHOME),

8. abra: Egyedi enzim nanorészecskék eldallitasa
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2.6.2. Fizikai modszerek

Adszorpcio porusos hordozon

A legelsé enzimrdgzitési modszert Nelson és Griffin 1916-ban véletleniil fedezte fel,
amikor az éleszté invertaza aktiv szénen adszorbealva megoérizte aktivitasat a szachardz
hidrolizisében [29, 30]. Ennél az esetnél az enzimek és a hordozoé feliilete kozott gyenge
van der Waals kotések talalhatok, de eléfordulhatnak a kotésben hidrogén hidak és
hidrofob kolcsonhatasok is (9. abra). A hordozdként szervetlen (szilikagél, aktiv szén,
iiveg) és szerves (celluldz, polimer gyongyok) hordozokat alkalmaznak. Leggyakrabban
az adszorpciot kevertetéssel és razatdssal hajtjak végre. A modszer hatranya, hogy a
gyenge kotderdk miatt szubsztrat- és ionkoncentracid, valamint hémérsékletvaltozas

hatasara az enzim deszorpcioja is eléfordulhat.

9. abra: Enzimek adszorpcioja porusos hordozon

Gélbezaras

Természetes polimer gélek

A gélbe zaras egyik legelterjedtebb €s legegyszerlibb mddszere az alginatba zards, amely
soran a fehérje pufferelt oldatat fém-alginat (legtobbszor Na-alginat) oldattal keverik
0ssze, majd kisebb cseppeket képezve Ca®" jonokat tartalmazo puffer oldatba csepegtetik.
Ekozben a Na* és Ca?* ionok kicserélddnek és mivel a Ca-alginat vizes kdzegben nem
oldédik az fehérje molekuldk az alginat gél golyocskak belsejébe zarddnak. Az alginat
gélbe zéras folyamat soran a Ca®" koncentracioja kulcsfontossagu paraméter, kiilsnben a
képz6dd gél gyongyok feloldonak. A modszer hatranya, hogy gélbe zart enzimeket
frissen kell el6allitani, kereskedelmi forgalomban készen nem kaphatd. Manapsag a Ca®*

ionok enzim inhibitor hatasanak kivaltasara Zn?' ionokat is sikeresen alkalmaznak.
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Mas, alginathoz hasonld, gél képzddésre hajlamos polimereket alkalmaznak fehérjék
immobilizalasara, ilyen példaul a kitozdn és a karragén. A kitozan egy részlegesen
dezacetilezett kitin, a karragén pedig tengeri voOrosmoszat eredetlii poliszaharid-

szulfatészter (10. abra).

-00C “00C
OH OH
Alginat: mannuronsav, guluronsav -0 -0 HO 0 0
1,4 glikozidos heteropilimerje
HO o =0 HO O...
-ooc  OH

[Oldat: viz Gél: Ca?* zn?", AP |
OH
“0,80
o
k-karragén: galaktoz és 3,6 anhidro- o — O...
galaktoz helikalis biopolimerje 0
.0 o
o OH
b
Oldat: viz Gél: Ca2", K"
OH
NH,
HO
Kitozan: részlegesen dezacetilezett -0 0 0.
N-acetilgliikozamin polimer
HO o o
NHAc
OH

|Oldat: ecetsavas viz_ Gél: polifoszfatok, pH valtozas

10. abra: Természetes gél képzo polimerek

Alginatokat és mas természetes polimereket fehérjék mikrokapszuldzasa soran is gyakran
alkalmaznak, melyek terapias felhasznalasa is egyre elterjedtebb [31]. Az eljaras soran a
fehérjéket koriilbeliil 300 um atmérdjii kapszuldkba zarjak, amelyeket ateresztd membran
hatarol. A membran a protein molekulakat visszatartja, de a szubsztratok ki-be dramlasat
nem gatolja. Alapvetden két tipusi mikrokapszula 1étezik. Az egyik folytonos polimer
membrannal rendelkezik, a masik tipusnal pedig nem &llando koacervatumok vannak
jelen. Mindkét esetben nagy fajlagos feliilet érhetd el (~2500 cm? / cm? fehérje oldat).
Ennek koszonhetéen viszonylag nagy reakciod sebességek érhetdek el, noha a polimer

membran diffizids gatat szab.

2.7. Szol-gél matrixba zaras

A szol-gél rendszerekr6l mar az 1800-as évekbdl is talalhatdéak publikaciok, de

jelent6sebb érdeklédésre csak az 1900-as évektdl tett szert a terilet [ 32 ].
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Felhasznalasukat tekintve igen sokrétiiek, a szol-gél rendszerek alkalmazhatbak kémiai és
bioszenzorokban, elektrodokban, immuno adszorbenseknél, kornyezetvédelmi és
biotechnologiai teriileten is. Az eljaras extrém koriilmények nélkiil, homogén, nagy
tisztasagu, stabil terméket ad, ennek koszonhetd, hogy szamos teriileten nagy
jelentdséggel bir.

A szol-gél eljaras két 1épésbol all: az elsé 1épésben stabil kolloid rendszert (szolt)
allitanak eld a prekurzor molekuldk sav- vagy baziskatalizalt hidrolizisével. A masodik,
kondenzacids 1épés végére egy még jelentds folyadékmennyiséget tartalmazd polimer
matrix képzddik, amely a megfeleld szaritasi eljarasok utan éri el végsd, felhasznalasra
alkalmas, szilard allapotat. A szol-gél rendszerek, legelterjedtebb prekurzorai az
organoszildn molekulak, jellemzden alkoxi-szilanok, amelyeknek szdmos szarmazéka

széles korben elérheto.

HIDROLIZIS POLIMERIZACIO
OR OH OH OH OH
H,0, NaF I Si(OH),4
RO-Si-OR __ ' " .  HO-Si-OH L o BT s. o- s. o- s. OH
|
OR - ROH OH -H,O OH OH OH
alkoxt s8de kondenzacié kondenzécié POLIMER MATRIX

prekurzor

11. abra: A szol-gél eljaras folyamata

A szol-gél rendszerekben torténé enzim rogzités soran az enzimet az elsé 1épésben, az
éppen kialakulo szolhoz adjak hozza [32, 34]. A folyamat soran az enzim egy bizonyos
konformécioban rogziil, vagyis szerkezete ,megfagy”, amely nagymértékben
meghatarozhatja katalitikus miikodését (12. abra). Ebbdl kovetkezik, hogy a szol-gél
folyamat koriilményei, paraméterei nagyban befolyasolhatjdk az enzim végso

biokatalitikus képességeit [33, 34].
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12. abra: A szol-gél matrixban torténd enzimrogzités folyamata

Az eddigi kutatasok, eredmények azt engedik feltételezni, hogy a polimer matrix
Osszetétele kulcsfontossagu lehet a benne rogzitett enzim aktivitasanak, szelektivitasanak

alakulasaban [4, 33, 34].

2.8. Rogzitett enzimes rendszerek kinetikaja

A rogzitett enzimes rendszerek olyan specialis heterogén rendszerek, ahol az atalakitando
szubsztratnak a katalizator szemcse feliiletére és belsejébe kell diffundalnia, a keletkezett
terméknek pedig egy ellentétes iranyl transzportfolyamaton kell végbemennie (13. abra).
Mindkét esetben koncentraciogradiens alakul ki a termékre €s szubsztratra nézve a
folyadék fétomege és a reakcid tényleges helye kozott. E gradiens pedig a diffuzios

folyamatok hajtoereje.
Harom jol megkiilonboztethetd transzportrégiordl beszélhetiink.

e A szubsztrat transzportja a folyadék fotomegébdl a rogzitett katalizator feliiletén
stagnalo folyadékréteghez. Ezt a fazist jo keveredés jellemzi, és nem kell sebesség
meghatarozo ellenallassal szamolni.

e Difftizi6 a stagnalo6 folyadékfilmen keresztiil a részecske feliiletére.

e Diffuzié a részecske belsejébe, a reakcid tényleges helyére, az enzim a részecske

belsejében rogzitett.
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So D hordozo

REAKCIO

E+$

stagndlo
folyadekfilm

Kilsé tér
13. abra: Anyagatadasi viszonyok a rogzitett enzimszemeséknél

Az els6 két transzport a kiilsé anyagéatadasi ellendllds, amely nagysaga befolyasolhatd a
reakciokdzeg mechanikai mozgatasaval (pl. keverés a reaktorban), de figyelembe kell
venni a keverés roncsold hatasat a hordozo és a feliiletén rogzitett fehérje esetében is. A
harmadik fazisra a bels0 anyagatadasi ellenallds jellemzO, melynek nagysaga fiigg a
hordoz6 alakjatdl, az enzim homogenitasatol a hordozorészecskén beliil, a pdrusokon
beliili molekuléris diffuzidé gatlasanak mértékétdl és a hordozoszemcse kiilsé feliileténél

esetleg 1évo tovabbi diffuzids hatarréteg(ek)tol [22].
2.9. Lipazok

A lipadzok a legszélesebb korben alkalmazott enzimek. Biotechnoldgiai szempontbol
jelentések, az enzimtechnologia teriiletén is vezetd szerepet jatszanak. ElsOsorban a
glicerin zsirsavakkal képzett harmas észtereit, a triglicerideket hidrolizaljdk glicerinre €s
zsirsavakra, de emellett katalizalhatnak észterezési, acilezési reakciokat is [35]. A lipazok
relativ szubsztratum-fajlagossagl enzimek, igy a zsirsavak kozotti szerkezeti kiilonbségek
ellenére 1ényegében valamennyi zsiradék lebontasara képesek. Megtalalhatok az emlésok
majadban, a ricinusmagban, tovabba egyes penészgombak ¢és  baktériumok
anyagcseretermékei kozott egyarant [ 36 |. A kiilonb6zd eredetli lipazok aktivitdsa
szubsztratumonként eltér6, de valamennyi megegyezik abban, hogy hatdsukat
emulzidkban, a zsir- és viz hatarfeliiletén fejtik ki legjobban, ebbdl a szempontbol az
altaluk katalizalt folyamat heterogén katalizisnek mindsiil. A legtobb lipdz szerves
cseppecske vagy micella nélkiil gyakorlatilag inaktiv, természetes szubsztratjaik lipofil
karaktertiek. Csak szerves oldoszeres vagy csak vizes kozegben is alkalmazhatdak. A
megfeleld feltételek mellett a reakciokdzeg viztartalmaval befolyasolhaté a katalizis
iranya. Kevés vizet tartalmazé (vagy vizmentes) kozeg az észterezési reakcidknak, mig a
vizesebb kozeg a hidrolizisnek kedvez, de reszolvalasnal példaul eldonyods lehet egymassal

nem elegyedd racém szerves savakbol allo kétfazisu rendszer valasztasa is [37]. A lipazok
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aktivitasa altalaban lugos kdzegben maximalis. Optimalis pH-juk 7,0-8,8 érték kozott van.
Hoémérsékleti optimumuk 30 - 40°C.

A lipdzok aktiv centrumanak hidrofob kotésre alkalmas régidjanak két része
kiilonboztethetd meg, az ugynevezett hidroféb zseb és az alagat. E két rész képes
befogadni a neutralis zsirok zsirsav oldallancait, valamint hosszabb szénlancu alkoholoknal
az alkohol oldallancat is.

atfedhetnek egymassal [38, 39].

A lipazok miikodése (dbra) soran a szerin nukleofil tdmadassal addiciondl az észtercsoport
karboniljara. Ezt kdvetden a kilépd alkohol tavozasaval alakul ki az acil-enzim, amely

ezutdn a belépd alkohollal tetrahedralis intermediert (THI) képez [38], amely dtmenetileg

Uj asszimmetria centrum kialakuldsat okozza.

i Ser R'COOR His Ser
o iz o] LR
Asp —<-:G = H L0 __; Asp ~%@ _.NFEN\ . o 7(05
bo-H-N LN S AN
R
szabad enzim tetrahedralis intermedier (T HI) allohollal

RO OH ﬂ

o His e ™ o His
; }_\ L J —-— .‘ = o. R
\ — o Azp =]
AS”_%@___H,N,?;/MH'__ F® ) _<O-——H’N\f~N “erf
)
. H-0H
H
tetrahedralis intermedier (THI) vizzel acilenzim
14. abra: Lipazok miikddési mechanizmusa
2.9.1. Lipaz AK

A Pseudomonas fluorescens torzsbol izolalt lipaz 476 aminosavbol all, 50 kDa
molekulatomegli enzim. Kiilonféle enzimrégzitési technikdkban felhasznéalhato
(adszorpcio, keresztkotés, szol-gél rogzités és ezek kombinacidja), a lipadzok
sokoldalisdga miatt ligos pH-n és anionos feliiletaktiv anyagok jelenlétében is

alkalmazhatok kiilonb6zé hosszisagu zsirsavak hidrolizisére [40, 41].
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29.2.CaL B

A Candida antarctica B lipaz 324 aminosavbdl épiil fel, 35 kDa molekulatomegii
enzim. Kedvezo tulajdonsagai (pH és hé tlrés, megfeleld mindségii termék és kevés
melléktermék  képzése) révén széleskoriien alkalmazhaté lipaz. Regio- ¢és
sztereospecifikus reakcioban is felhasznalhatdé mind a hidrolizist, mind a szintézist
tekintve. Acilezési reakciokndl szubsztratként tobbféle anyagot, példaul alkoholokat,

aminokat is képes hasznositani, beleértve a természetes eredetlieket [42, 43].

A kivalasztott lipdzok robusztus szol-gélben rogzitett formdaja idealis biokatalizator
lehetne olyan biotranszformaciokban, mint példaul racém alkoholok szakaszos és

folyamatos tizemu rendszerben végzett kinetikus reszolvalasa.

2.10. Kisérlettervezés

A Kkisérletek tervezésének altalanos értelemben vett célja minden esetben az, hogy a
vizsgalat targyat képezd objektumrdl kozvetleniil vagy kozvetve hasznosithato
informaciot szerezziink. A megismerés targya sokféle lehet: egy rendszer, egy folyamat,
egy berendezés stb. Azonban, barmilyen objektummal alljunk is szemben, a kisérletek
célszerli megtervezése, azok végrehajtasa és kiértékelése nem egyszerli, hiszen olyan
rendszereket tételeziink fel, melyek miikddése sokféle tényezd (faktor) hatdsanak

fliggvényeként értelmezheto [44].

A valtozok mindségi és mennyiségi jellegliek is lehetnek. Mindségi skalanak nevezziik a
névleges (nominal) és sorrendi (ordinal) skéalat, mennyiségi skalanak pedig az intervallum
(interval) és az ardnyos (proportional) skalat. Ha a fliggetlen valtozonk mennyiségi
jellegli, a kisérleti adatok feldolgozasara a varianciaanalizis €s a regresszidanalizis
egyarant hasznalhatd. Az eredmények értékelése soran fol kell tételezniink, hogy a fiiggd
valtozd normalis eloszlasu és alland6 varianciaval (Gyz) rendelkezik. Ha az adatok nem
normalis eloszlastak, a kisérleti terv ugyan végrehajthato, de a hatasok
szignifikancidjanak vizsgéalata és hasonld statisztikai elemzések ekkor megalapozottan

nem végezhetok t-probakkal.
A reziduumok vizsgalata

Azt, hogy az eloszlas normalis eloszlasunak tekinthetd-e, ugy allapithatjuk meg, hogy a
mért és szamitott értékek kiillonbségeire, az Un. reziduumokra Gauss abrat készitiink,

vagyis a vizszintes tengelyen 1év0 reziduumok fliggvényében éabrazoljuk a kumulalt
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relativ gyakorisdgukhoz, mint valoszinliséghez az u-eloszlas tablazatdbol kiolvasott u

értékeket.

Normal Probability Plot
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15. abra: Gauss halos abra (normal probability plot)

Ellendrizni kell azt is, hogy a reziduumok a kisérletek elvégzésének sorrendjében
mutatnak-e rendszerességet, erre szolgadl a 16. abra. Az abran nem tapasztalunk

rendszerességet.
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16. abra: A reziduumok a kisérletek elvégzésének sorrendjében

Az optimalizalo kisérlettervezés olyan specialis optimalizalasi feladatnak tekinthetd,
amelyben az optimalizalando fiiggvény nem ismert. A fiiggetlen valtozoknak az optimalis

mukodés tartomanyat jellemzd értékeit keressiik. Az ismertetend0 moddszerek a
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valtozokat egyszerre valtoztatjak, igy egy-egy kisérlet minden valtozé hatasardl nyujt
informaciot. Ipari-technologiai €s laboratoriumi problémaknal, a kisérlettervezés
folyamatanak minden Iépésében a kovetkezd kisérletek optimalis megtervezéséhez
felhasznaljuk az addig rendelkezésiinkre allo ismereteket az objektumrol. Minél tobb az
elézetes ismeretiink, annal hatékonyabb a tovabbi kisérletezés.

A flggetlen valtozokat faktoroknak nevezziik, beallitasi értékeit pedig szinteknek.
Feltételezziik, hogy ezeket a szinteket pontosan be tudjuk allitani, ami azt jelenti, hogy a
beallitasi bizonytalansag elhanyagolhaté abban az intervallumban, amelyen az értékiiket
valtoztatjuk.

Mennyiségi faktorok vizsgalata esetén célszerli a terv centrumaban is méréseket végezni,
mert egyrészt, az ismétlés nélkiil végrehajtott terv esetén a centrumban végzett mérések
lehetéséget adnak a o, variancia becslésére, masrészt ez az illesztett modell ellenérzésére
is szolgal. Az y fliggd valtoz6é mennyiségi faktoroktol valo fliggése egy feliilet. E feliilet
pontos €s egész tartomanyra kiterjedé megismerését nem akarjuk €s nincs is ra sziikség.
Informéaciot kaphatunk viszont a feliilet kritikus pontjairdl (minimum, vagy maximum), a

fliggvény meredekségérol, érzékenységérol.
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3. Kisérleti rész
3.1. Felhasznalt olddszerek, vegyszerek, anyagok:

A felhasznalt vegyszerek és oldoszerek a Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Alfa Aesar és
Molar Chemicals termékei: racém 1-feniletanol (rac-1a) és 2-oktanol (rac-1b), natrium-
fluorid (NaF), polietilénglikol 1000 (PEQG), tetractoxiszilan (TEOS), dimetil-dietoxiszilan
(DMDEQS), fenil-trietoxiszilan (PTEOS), oktil-trietoxiszilan (OTEOS), 2-propanol
(IPA) és vinil-acetat, natrium-klorid (NaCl), trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS),
natrium-foszfat-monohidrat, dinatrum-foszfat-heptahidrat, Triton-X 100, Bovine Serum
Albumin (BSA), BioRad Protein assay kit (Bradford reagens).

Oldoészerek: n-hexan, diklormetan, t-butil-metil-éter.

3.1.1. Biokatalizatorok

A rogzitéseket a kovetkezd enzimekkel végeztem:

e Lipaz AK (Pseudomonas fluorescens lipdz, Sigma—Aldrich Cat. No 534730).
e CalL B (Candida antarctica B lipaz,Sigma-Aldrich Cat. No L3170).

3.2. Szol-gél immobilizalas

A rogzitéshez bemértem 390 ul TRIS-HCI puffert (0,05M, pH:7,5), 200 ul izopropanolt
¢s 200 ul PEG oldatot (4%) egy 20 ml-es mintatartd iivegbe, majd 5 percen keresztiil
razogépen kevertettem (600 rpm) szobahdémérsékleten.

Ezutan folyamatos kevertetés mellett hozzaadtam az enzimet (Lipaz AK: 50 mg, vagy
folyékony CaL B:50 ul), a megfelel6 szilan komponenseket (3. tablazat), majd a 100 pl
NaF-oldatot (1M). A polimerizacio6 teljessé tételéhez az elegyet 24 6ran keresztiil razogép

segitségével szobahdmérsékleten homogenizaltam, mikozben végbement a gélesedés.

A kész preparatumot iivegsziirén 7 ml IPA-val, 5 ml desztillalt vizzel, 5 ml IPA-val,
véglil 5 ml hex4dnnal mostam. Az igy kapott prepardtumot 24 Oran keresztiil

szobahOmérsékleten szaritottam és taroltam.

3.3. Biokatalizatorok tesztelése

A biokatalizatorokat az aromas szekunder alkohol, racém 1-feniletanol (rac-1a), valamint
az alifas racém 2-oktanol (rac-1b) kinetikus reszolvalasaban teszteltem. A reakciokat 4

ml-es légmentesen lezart reakcidedényben végeztem, melybe 25 mg rogzitett
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biokatalizatort, 50 mg szubsztratot (rac-1la vagy, rac-1b), 100 ul vinil-acetatot és 1 ml

hexan:MTBE 2:1 aranyt elegyét mértem be, majd temperalt razoégépre helyeztem 30 °C-
on (1200 rpm).

1, 2, 4 6ra elteltével kozvetleniil a reakcidelegybdl 50 ul mintat vettem, amelyet DKM-
nal 1 mg/ml toménységiire higitottam. Az igy kapott mintdkat kiralis allofazisa

gazkromatografias modszerrel elemeztem.

3.4. Biokatalizatorok héstabilitasanak vizsgalata

A biokatalizatorokat (25 mg) szerves kozegben (1 ml vizmentes toluol) 2 oran at
héstressznek vetettem ala adott hdmérsékleteken (30, 50, 70, 90, 110°C). H6 kozvetitd
kozegként olajfiirdét alkalmaztam, amelyet Heidoplh MR 3001 fiitheté magneses
keverdvel és a hozzd tartoz6 Heidoplh EKT 3001 tipust hdmérsékletszabalyozo
egységgel temperdltam a kivant homérsékletire. A kozeg ellenérzott visszahtilését
kovetden (minden esetben szobahOémérséklet) a biokatalizatorokat rac-1- kinetikus
reszolvalasban vizsgaltam a 3.3. pontban leirtaknak megfelelden, de oldoszerként toluolt

alkalmaztam.

3.5. Biokatalizatorok visszaforgathatésaganak vizsgalata

A biokatalizatorokat a 3.3. pontban leirtaknak megfeleléen teszteltem, majd 2 ora
elteltével a reakcioelegybdl kisziirtem (G4-es livegsziirén), majd n-hexannal haromszor
atmostam. 1 Orés szaritas utdn (szobalevegd) a visszanyert biokatalizatrok pontos tomegét
visszamértem, majd megismételtem a tesztreakcidt a 3.3. pontban leirt komponensek
aranyainak pontos betartdsaval (biokatalizator/rac-la/vinilacetat/n-hexan:MTBE 2:1 =

1/2/4/40). Ily modon a visszaforgatast 3 ciklusban végeztem el.

3.6. Stabilitas vizsgalat feliiletaktiv anyaggal szemben

50 mg enzimkészitményt 2,5 ml TRX 100-at tartalmazo (2 % V/V) foszfat-pufferben (0,1
M, pH= 7,5) 2 6ran at razattam szobahdmérsékleten, ezutan a mintdkat addig mostam
vizzel, amig nem képzddott tovabb hab, majd 5 ml IPA-val és 5 ml n-hexdnnal mostam
6ket. A Kiszaradasuk utan a mintakat a 3.3.-as pontban leirtak szerint a rac-1-a kinetikus
reszolvalasdban teszteltem. A vizes mosofolyadékba kioldddott fehérjék mennyiségét
Spectronic Genesys 2 tipust UV-spektrofotométer segitségével vizsgaltam. A fehérjék
mennyiségi meghatarozasara BioRad Protein Assay (Bradford-reagenst) hasznaltam,

amely egy trifenilmetan-alapu festéket (Coomassie Brilliant Blue G 250) tartalmaz. Ez a
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festék a proteinhez kotddve abszorbancia-valtozast szenved, a barnas-vordses oldat

fehérje jelenlétében megkékiil. Az abszorbancia valtozds aranyos a megkotott fehérje

crer

3.7. Alkalmazott analitikai modszerek

GC:

A gazkromatografids méréseket Agilent 4890D késziilékeken végeztem, Hydrodex-p3-6-
TBDM (25m X 0,25 mm x 0,25 mm film, t-butil-dimetilszililezett B-ciklodextrin;
Macherey&Nagel), enantiomerszelektiv kirdlis allofazist tartalmazod kolonnaval.
Vivogazként hidrogént hasznaltam (fejnyomas 0,83 bar, lefuvatasi arany 50 : 1). Az
injektor és a FID detektor hémérséklete: 250°C. Hé6mérsékletprogram:

rac-la: 120°C izoterm, 8 perc. Retencids idok (tR): (S)-1-feniletilacetat: 4,13 perc; (R)-1-
feniletil-acetat: 4,65 perc; (R)-1-feniletanol: 6,10 perc; (S)-1-feniletanol: 6,44 perc.
rac-1b: 50-150°C felfiitési sebesség 10°C/min. Retencids idék: racém oktanol: 6,73 perc;
(S)-2-oktanol-acetat: 6,96 perc; (R)-2-oktanol-acetat: 7,51 perc.

A reakciok kdvetéséhez a sziikséges mintakat kozvetleniil a reakcioelegybdl vettem, majd
diklérmetannal higitottam a megfelelé koncentraciora (1-2 mg mL™). A kromatogramok

kiértékeléséhez referenciaként a tiszta alkohol és acetat retencids 1d6it hasznaltam.
UV-VIS:

A fehérje mennyiségét Spectronic Genesys 2 tipusu UV-spektrofotométer segitségével

vizsgaltam. HullAmhossz: A = 595 nm, T = 21 °C.

SEM:

L JSM JEO -5500LV SEM-EDS késziilék: Pasztazo -elektronmikroszkop (SEM)
energiadiszperziv analizatorral (EDS/EDX/EDAX) és kornyezeti (ESEM) lizemmoddal,
mely energiadiszperziv rontgen-analizatorral (energy dispersive spectroscopy — EDS,

energy dispersive X-ray analysis — EDX/EDAX) is fel van szerelve.
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4. Eredmények és értékelésiik

A kutatocsoport mar korabban is foglakozott lipdz enzimek szol-gél rogzitésével.
Vizsgaltak a polimer matrixot kialakito szilan prekurzorok hatasat az enzim biokatalitikus
képességeire. Az eredmények azt mutattak, hogy a tetraetoxiszilan ( Si(OEt)s, TEOS) ¢és
el nem hidrolizalé alkil/aril csoporotokat tartalamzé szarmazékainak (R-TEQS)
kombinalasaval a rogzitett enzim aktivtasa fokozhato [4, 45, 46, 47, 48]. A korabban
vizsgalt szamos organoszilan prekurzor koziil a fenil-trietoxiszilan (PTEOS), az oktil-
trietoxiszilan (OTEOS) ¢és a dimetil-dietoxiszilan (DMDEOS) tartalma szol-gél
rendszerek bizonyultak a legsikeresebbnek [4, 45]. Ezeket az eredményeket figyelembe
véve munkam soran az elébb emlitett prekurzorokbol felépitett terner (harom kiilonb6z6

prekurzorbol all6) szol-gél rendszerek szisztematikus finom hangolasat vizsgaltam.

Munkam alapvetd célja olyan, késébbiekben jol altalanosithatd szol-gél matrix
rendszerek kifejlesztése, amellyel a rogzitett enzimes rendszer sajatossagai adott enzim-
szubsztrat paroshoz igazithatdak. Az altaldnosithatd modszer alkalmazasaval tehat

megallapithatd egy adott enzim — szubsztrat par esetén az idealis matrix osszetétel.

A terner szol-gél rendszer viselkedésének megismeréséhez, optimalasahoz
kisérlettervezési modellt alkalmaztam. Az optimalandé objektum a szol-gél matrixot
kialakito prekurzorok elegyosszetétele volt. A rendszer mitkodése nagyon leegyszeriisitve
ugy képzelhetd el, mintha egy tobbvaltozds matematikai fiiggvény (Gn. célfiiggvény)
lenne: pl.: Y= bgo+bixi+boXo+hioXiXot. .., ahol Y az altalunk meghatarozott fiiggd valtozo
(pl. a biokatalitikus aktivitas), x; fliggetlen valtozok vagy faktorok, amelyektél Y értéke
fiigg (pl. homérséklet, molardny). Amennyiben e matematikai modellt optimaladsra
kivanjuk felhasznélni, a célfiiggvény fliggd valtozojanak maximumat keressiik, melyhez a

faktorok e szempontbo6l optimalis beallitasi értékei (faktorok szintjei) tartoznak.

Annak érdekében, hogy megkapjuk a legjobb kisérlettervet, definialni kell a faktorok
szamat és nevét, a fiiggd valtozokat valamint a rendszer fizikai megvaldsithatosaganak
also és felsO hatarait (Statistica program alkalmazasaval). A kisérlet soran alkalmazott
faktorok a szol gél matrix felépitésében résztvevo organoszilan prekurzorok (TEOS,
DMDEQS, OTEOS, PTEOS) molaranya volt, mivel ezektdl varhato a legnagyobb hatas a
készitmény biokatalitikus tulajdonségaira. A fliggd valtozok pedig a biokatalitikus
aktivitas és a szelektivitas értékei. A rendszer fizikai korlatait a gélképzés szempontjabol

dominans prekurzor a TEOS mennyisége szabja meg. Korabbi eredmények alapjan,
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sikeres matrix képzddéshez a TEOS minimalis mennyisége 12 n/n % az Gsszes prekurzor
mennyiségre nézve. Ezt figyelembe véve a terner prekurzor rendszer masik két
komponens felsé hatara csak 88 n/n % lehet. A harom faktor, a korlatok valamint a
szoftver altal valaszthatd lehetdségek miatt a polinom fokat 3-nak vettem, a pontosabb
eredmény elérése céljabol pedig a centrumot kétszer is vizsgaltam, igy végiil 14 kisérleti
pontot kaptam. Ezeket a pontokat a kdvetkezo tablazat mutatja be:

TEOS B C

Kisérleti pont

n/n n/n n/n

AUGMENTED 1 1,000

AUGMENTED 2 0,120 0,880

AUGMENTED 3 0,120 0,880
AUGMENTED 4 0,413 0,587

AUGMENTED 5 0,413 0,587
AUGMENTED 6 0,120 0,293 0,587
AUGMENTED 7 0,707 0,293

AUGMENTED 8 0,707 0,293
AUGMENTED 9 0,120 0,587 0,293
AUGMENTED 10 0,413 0,293 0,293
AUGMENTED 11 0,707 0,147 0,147
AUGMENTED 12 0,267 0,587 0,147
AUGMENTED 13 0,267 0,147 0,587
AUGMENTED 14 0,413 0,293 0,293

2. tablazat: AUGMENTED kisérleti terv

Ahogy a 2. tablazatban is lathat6, a 14 pontos ,,AUGMENTED” kisérletterv esetén a
molaranyok Osszege mind a 14 pont szerint 1-et ad. A terv soran a polimer matrix
prekurzorok harmas elegyét a TEOS (A) mellett, a masik két (B és C) prekurzorbol
alakitottuk ki. B és C komponensként egy modellbe harom igen eltéré karakteri
organoszilan, a PTEOS, OTEOS, DMDEQOS koziil kettot kivalasztva végiil harom
kiilonb6zé terner rendszert (TEOS/DMDEOS/PTEOS, TEOS/DMDEOS/OTEOS és
TEOS/PTEOS/OTEOS) allitottunk fel és vizsgaltuk a kisérletterv 14 pontjan.

Az igy kapott szol-gél rogzitett lipazok képességeinek vizsgalatahoz, vagyis a kisérletterv
kiilonb6z6  pontjainak  Osszehasonlitdsdhoz, az enzimkészitményeket kinetikus
reszolvalasokban teszteltem. Enzimatikusan atalakitandd modell vegyiiletként egy
aromas és egy alifas racém szekunder alkoholt, a racém 1-feniletanolt (rac-1a) és a racém

2-oktanolt (rac-1b) alkalmaztam (17. abra).
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17. abra: Az 1-feniletanol és a 2-oktanol kinetikus reszolvalasa

A tesztreakciokbol meghatarozott kiinduldsi anyag ¢és termék koncentraciokbol
kiszamithatoak a rendszer legfobb biokatalitikus paraméterei, igy mint a konverzié (),
az enantiomertisztasag (ee), az enantiomerszelektivitas (E), valamint a biokatalizator
aktivitas (UB) (Eredmények: Fiiggelék).

4.1. Terner szol-gél rendszerek hatasa a CaL. B enzim biokatalitikus
képességeire

A CaL B enzimet a fent ismertetett médon immobilizaltam kiilonboz6 terner dsszetételii
szol-gél matrixokban. A TEOS/PTEOS/OTEOS, a TEOS/DMDEOS/OTEOS és a
TEOS/DMDEOS/PTEOS matrixokba zéart enzimkészitményeket az AUGMENTED
kisérletterv mind a 14 pontjaban sikeresen elkészitettem, majd ezek enzimatikus

aktivitasat az aromas jellegii rac-1a és az alifas rac-1b szubsztratokon vizsgaltam.

A komponensek kivalasztasanal azzal a kezdeti feltételezéssel éltiink, hogy a PTEOS
tartalmt szol-gél matrixba rogzitett enzim nagyobb affinitassal alakitja at a feniletanolt,
mig az OTEOS tartalmi matrixba rogzitett enzim jobb a 2-oktanolhoz, tehat aromas az

aromashoz, alifas az alifashoz.

4.1.1. CaL B enzim immobilizalaisa TEOS/OTEOS/PTEOS terner prekurzor
elegybdl felépitett szol-gél rendszerekben

A kisérlettervezés soran a rendszerre illesztett matematikai modellben a fiiggd valtozora
szamitott (Ug) értékeket mindkét szubsztrat molekulara megadtam, majd a Statistica
programmal meghataroztam a rendszer viselkedésének szignifikans paramétereit (18.

abra, pirossal jelolve).
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Coeff. Std. Err. 117 4] -5 9 +o05 %G
Factor Cnf.Limt | Cnf.Limt
(A)TEOS |14 ,95355_ 8. 72069 1 70479 0,115299 | -4 35363 34 26076
(BIOTEOS | 1313818 8 772069 1 4977290162339 -6,16901 32 445385
(CIPTEQS | 41 93350 8,772089 4 70343 0,000571 | 22 B26530| 51 24059

Coeff. Std. Err. ti p -05 %% +o5 %
Factor Cnf. Limt | Chf. Limt
() TEOS | -1.,71 5_ G 0409 -028395(0,784657 -16,000 12,5691
(BIFTEOS 2,308 BO0409 0238M3(0,7137020 -11 9796 165928
(CIOTEOS 71,2549 B.0409 11,79513( O,000007 a6 975 85 5437
A8 g2 427 289205 2849340024712 14 022 150 ,5324
AT 50558 28,9285 -1,74762(0,124024 0 -1183 9651 17 5492
BC -138 589 289285 -4 79073 0,00193F | 206 994 | -F0 18337
ABC 435 226 166 3154 2 B1EE7|| 0,034565 41 952 328 4939

18. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/PTEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek biokatalitikus

aktivitasara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az aromas rac-1a szubsztrat esetén, csak az aromas jellegli prekurzornak, a PTEOS-nak
volt szignfikans hatésa, a prekurzorok kozti kdlcsonhatasnak azonban nem, igy a modell
linearisra egyszertsithetd (18. abra, A). A masik, alifas szubsztrat esetében viszont nem
¢lhetiink ezzel az egyszertisitéssel, mivel ott a kdlcsonhatasoknak is szignifikans hatasuk
van, igy arra kobos modell illesztheté (18. abra, B). Ennek ismeretében vizsgalhato a
faktorok (prekurzor Osszettétel) hatasa a rogzitett CaL B biokatalitikus aktivitasara, mint

fliggd valtozora nézve.

Fitted Surface; Variable: UB B
DV: UB; R-sqr=,3306; Ad}:,2088
Model: Linear
PTECS
0,00£1,00

Fitted Surface; Variable: UB
D¥: UB; R-sqr=9425; Adj: 8933
Model: Special Cubic
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19. abra: TEOS/OTEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett CaL. B biokatalitikus aktivitasa
aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A haromszog diagramok csicsai az egyes prekurzorok mennyiségét jelolik.
Egyértelmiien latszik, hogy ugyanazon komponensekbdl felépiilé polimer hald esetén a

CaL B enzim biokatalitikus aktivitasara az aromas jellegii, rac-1la szubsztrat esetén a
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PTEOS mennyiségének van dominans hatdsa, mig az alifds, rac-1b szubsztraton

vizsgalva az OTEOS mennyisége mutatja a legjelentésebb hatast (19. abra).

Az enzimkatalizalt folyamatok kulcsfontossagu jellemzdje az aktivitas mellett a reakcio
soran képzddd termék enantimertisztasaga (eeac). Az Ug fiiggdvaltozohoz hasonloan, itt
is meg kell allapitani a szignifikans paramétereket (20. abra). Mindkét szubsztrat esetében

(20. abra A és B) masodfoka modellt valasztottam, az egyes faktorok kdlcsonhatasai

miatt.

A Zoeff. Std. Err. =] ] -95 % +95 %%
Factor Cnf. Limt | Cnf Limt
EITEOS 96 86424 0390142 245 2796 0,000000| 95 95457 | 97 7B39
(BIOTEDS |95 657164 | 03390142 252 9123 0000000 97 77197 99 5713
(CHIPTEOS | 99 40299 0 390142 | 264 7859 0000000 958 50332 100 3027
A8 B .25993 1 BE39385 37054 0005995 2364200 10,1557
A 594714 1 B39385 35203 0007342 205141 0 .8429
BC -1,03346 0 1 B39385 -0611F 0557694 -4 92919 2 8BE23

B Zoeff. Std. Err. =) 1] -95 % +55 %
Factaor Cnf. Limt | Cof. Limt
[AITEOS 7584933 350052 21 BE301 ) 0,000000 &7 7771 839215
(BIOTEOQS | 98 07798 2,50052 | 28 01510 0,000000 90,0058 | 106,150
(CHPTECQS |84 51182 350052 24 14264 | 0,000000 765 4395| 92 5540
A8 S0,18366 | 1515790, 331073 0,010e87 | 15 2295 85,1379
A 8126413 1515790, 53236117 0,000577F ) 45,3099 116 2133
BC 2373021 15,15790 156553 0,156090 -11 2240 53,6344

20. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/PTEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerekben aromas
(A: rac-2a) és alifas (B: rac-2b) termékek enantiomertisztasagara nézve

Fitted Surface, Variable: eeAC

DV eeAC: R-5qr=8259; Adi: 7171

Model: Cuadratic

PTEOS
0,0041,00

B

Fitted Surface; Wariahle: esAC

D eeAC: R-sqre.866; Adj:.TE23
Model: Quadratic

FTEOS

000 51,00
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21. abra: TEOS/OTEQOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett Cal. B enantiomertisztasaga

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A képz6dd termék enantiomertisztasidga esetén is megfigyelhetd, hogy az aromas

szubsztratnal a feliilet csucspontja a PTEOS felé tolodik (21. dbra, A), mig az alifas
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szubsztratnal inkabb az alifas jelleg (OTEOS) felé (21. abra, B). Az enzim katalizis soran
egy adott szubsztratra vonatkoztatott szelektivitas, nagyban fiigg az enzim természetétol,
igy termék enantiomertisztasaganak alakulasban, az enzimet koriilvevé matrix jellege,
nem érvényesiilhet olyan mértékben, mint azt katalitikus aktivitasnal mutatta. Egy
rogzitett enzimes rendszernél a diffizids koriilményeknek dontd szerep jut, melyet a
hordoz6 anyag fizikai-kémiai karaktere igen er6sen befolyasolhat. Ezért az ee értékek
nem tértek el egymastél szamottevéen, az egyes kisérleti Osszetételek egy sziik
tartomanyban fejthetik ki hatasukat, igy ez esetben nem nyilvanult meg akkora mértékben

a vart hatas.

Mivel a reakcio soran képz6dé termék enantiomertisztasagat befolyasolja a konverzid, az
nem ad teljes korli képet az rendszer enantiomerszelektivitsara nézve. Ennek oka, hogy
alacsonyabb konverzidoknal, mikor a reakcid sebesség még a linearis tartomdnyba esik, az
enzim valéban a preferalt enantiomert maximalis sebességgel (az altalam vizsgalt
esetekben az (R)-acetat) alakitja at, am a reakcid elérehaladtaval, a reakciosebesség
csokken, igy a termék masik enantiomer parja ((S)-acetat) mennyisége aranyaiban megno
a reakcid elegyben. Ennek eredményeképp magasabb konverzié esetén, a kivant termék
gyengébb enantiomertisztasagat lathatjuk, amely valojaban nem az enzim katalitikus
tulajdonsagatol fiigg, hanem a reakcio kinetikajatol. Egy a konverziotol matematikailag is
fliggé paraméter, az enantiomerszelektivitas (E) vizsgalataval mar valdsabb képet

kaphatunk a biokatalizalt folyamat enantiomerszelektiv jellegérol.

A C oeff. Std. Err. (117 i -05 % +25 %
Factor Cnf. Lirmt | Cnf. Limt
EITEQS 244 8497 72 34447 3 35844953 | 0 005094 85 6205 404 07353
(BIOTEOS | 191 3506 | 72 34447 2 544993 0 022789 321215 3650 5797
(CIPTEQS | 516,0447 72 34447 | 7 133160| 0000019 356 8156 | 575,27 38

B Zoeff. =Std. Err. i 1] -95 % +35 %
Factor Cnhf.Lirmt | Cnf. Limt
[(AITEOS 2450 136,214 -001800( 0 985145 -324 55 319 54
(BIOTEOS | 140025 136214 10 27972 0,000018) 1073150 172234
(CHPTEOS 2828 136214 -0 207620841434 -350,338 293 81
~B 106208 B52,303 16283170,147513  -480,39) 26504 51
A 116986 B52,303 1,79343)0,1159995 37259 271231
BC 21891 05 B52.303 -3.35895) 0,012102 ) -3733 .51 -E45 51
ABC 16726 21 3750207 4 46003 0002936 7355 ,358 | 25594 04

22. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/PTEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek

enantioszelektivitasara aromas (A: rac-2a) és alifas (B: rac-2b) szubsztratokon
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Fitted Surface, Variable: E
DV: E; R-sqr=9551; Adj 9167
Model: Special Cubic

PTECS PTEOS
0004 1,00

A Fitted Surface; Variable: E B
DV: E; R-sqr=4583; Adj 3598

Model: Linear

0,0041.00
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23. abra: TEOS/OTEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett Cal B enantiomerszelektivitasa
aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az enantiomerszelektivitas, hasonléan a biokatalitikus aktivitashoz, mar latvanyosan
fligg a terner rendszer Osszetételétdol. Az eddig tapasztaltakat kovetve, az aromas
prekurzor nagyobb mennyisége egyértelmiien kedvezd az 1-feniletanol atalakitasa soran,
mig ugyanezt a rendszert a 2-oktanollal vizsgalva, az optimum orientacidja megfordul, és

az alifas prekurzor felé tolodik.

Kisérletek tervezésekor alapvetd kovetelmény az alkalmazott modell eloszlasanak és

rezdiuumanak vizsgalata,

enantiomerszelektivitast  (E)

valasztottam, mivel

az a

amely soran az altalam vizsgalt valtozok kozil az

konverziotol és az

enantiomertisztasagtol is fiigg, igy ,,rejtve” magaban hordozza a masik két valtozot is.
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24. abra: Az enantiomerszelektivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halos abra (A) és reziduuma (B)

Lathato, hogy a pontok alapvetéen jol illeszkednek az egyenesre, tehat az eloszlas normal

eloszlasnak tekintheté (24. abra, A). A reziduumok pedig a kisérletek elvégzésének
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sorrendjében nem mutatnak rendszerességet, tehat a modell alkalmas a rendszer

viselkedésének statisztikai elemzésére (24. abra, B).

A CaL B enzim szol-gélben torténd rogzitését egy igen eltéré sajatsagu, kétszeresen
szubsztitudlt szilan prekurzort tartalmazé (DMDEOS) terner rendszerben is vizsgaltuk. A
két metil csoportot tartalmazo prekurzor varhatéan nem befolyadsolja szamottevden a
matrix sztérikus jellegét olyan mértékben, mint a nagyobb kiterjedésii aromas gytrdi a
PTEOS esetében, valamint a hosszt alifas lanc az OTEOS alkalmazasakor. A kialakulo
polimer halé szorossagara azonban jelentds hatassal lehet, hiszen csak két -OEt csoportja
tud hidrolizalni, majd kotést kialakitani a matrixban, amely egy feltehetéen lazabb,
atjarhatobb szerkezetet eredményez.

Mivel a DMDEOS prekurzor nem dominal a matrix aromas/alifas jellegének
alakulasaban, kvazi inert prekurzorként viselkedik a rendszerben, am jotékony hatassal
lehet, igy kiilon kiilon az oktil és fenil szubsztitualt prekurzorral kombinalva vizsgaltuk a
fent leirt modon a kisérletterv 14 pontjdban. A harom terner rendszert Osszevetve
érdekesnek bizonyulhat annak a feltarasa is, hogy TEOS/PTEOS/OTEOS terner elegyben
egyidejlleg fellépd aromas/alifas jelleg alakulasa és az esetleges szinergizmusok hatasa

mennyiben tér el attol, ha kiilon terner rendszerekben alkalmazzuk dket.

4.1.2. CaLL B immobilizilasa TEOS/DMDEOS/OTEOS terner prekurzor elegybél

felépitett szol-gél rendszerekben

Ennél a prekurzor rendszernél is a korabbi terner elegynél alkalmazott moédon jartam
el. Az Ug, mint valtozora vizsgaltam az egyes faktorok hatasat, amelybdl kideriilt,
hogy mindkét szubsztrat esetében is linearizalhato a modell, mivel a faktorok hatasa

egymastol elkiiloniilve érvényesiil, nincs koztiik szignifikdns kdlcsonhatas (25. 4bra).

A Coeff. Std. Err. t(11] 1] -85 % +85 %
Factor Cnhf. Limt | Cnf Limt
(AITEOS 005351 7536674 0007100 0994463 -16 5346 16 64152

(BIDMDOEDS | B2 298672 7 836674 8 357363 | 0,000004 | 45 53986 79 574583
(COTEOS 1554101 | ¥ 536674 2 052052 00536400 -1,0471 3212912

B Coeff, Std.Err. t[113 3] -85 % +05 %%
Factor Cnf.Limt | Cnf. Limt
(AITEOQS 731021 13 ,365935 -0 546789 0 595442 36 7359 22 11553

(BIDMDEOS | 45 77366 1336935 3423777 0005635 16,3479 75,19940
(CIOTEDS | 42 523855 1336935 3,188531 | 0008629 132025 72 05432

25. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEQOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek
biokatalitikus aktivitasara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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Fitted Surface; Variable LB
B 3, Adj 2149

26. abra: TEOS/DMDEOS/OTEOQS terner szol-gél rendszerben rogzitett CaL B biokatalitikus aktivitasa
aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A terner elegy Osszetételének hatdsa az aromas 1-feniletanol esetén a DMDEOS
novekedd mennyisége felé halad. (26. abra, A). Az alifas 2-oktanol (26. abra, B)
reszolvalasa soran a tendencia nem ennyire hatarozott, itt mar az OTEOS jelenlétének is
fontos szerepe van. Az aromas szubsztrattal térténé reakcid soran a legkevésbé alifas
karakter tinik az optimalisnak, igy a szubsztrat hozzaférhetdségének szempontjabol
egyértelmilen a metil csoportok jelenléte a kedvezObb az oktil lancokéhoz képest. Az
alifas lancu 2-oktanol esetében egy alifas prekurzor lanc és hozza viszonyitva alifés
lancnak mar nem igazan mondhaté metil csoportok versenyeznek. A jo biokatalizator
aktivitas eléréséhez sziikséges optimalis dsszetételnél az OTEOS is jelentds szereppel

rendelkezik a DMDEOS mellett, ahogy ezt az elején feltételeztiik.

Az enantiomertisztasagok esetében elmondhatd, hogy az 1-feniletanollal végzett
acilezésnél mindhdrom szol-gél alkotonak szignifikdns hatasa van, a modell lineéris
(27. abra, A). A 2-oktanollal végzett kinetikus reszolvalas esetében a komponensek

(AC) kolcsonhatasanak is szignifikdns hatdsa van, igy a modell masodfoka
(27. abra, B).

A Coeff. Std. Err. t11] 1] -95 % +05 %
Factar Cnf. Lirat | Cof. Lirot
(AITEDS OF 9781 2257742 43 39550 0,000000 93,00335 ) 102 9474

(BIDWMDEDS | 100 22058 2 257742 44 3859535 0,000000 ) 95 25153 1051900
CIPTEOS S5 5407 | 2 257742 42 7855 0 ,000000) 91,57 146 | 101 5100
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Coeff, Std. Err 3] 3] -85 % +95 %%
Factor Cnf Lirmt | Cnf. Limt
(AITEQS 7844851 339363 2311605 0000000 7OEB2ZY ) 862743
(BIDMDEQS | 95 34730 339363 | 29 42169 0,000000 92 0220 107 5736
(CIOTEOS 97 531158 339363 28 ,73905 0,000000 83,7053 1053570
A8 3375157 14 B9525 229677 0050726 -0,13583 67 B339
AT 49 55348 | 14 B9s2E 337275 0009745 15 6761 83 4503
BC -3,37335 14 B9526| -0,22955 0,4824199 37 2607 30,5140

27. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomertisztasagara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Fitted Surface; Variable: eeAC
DV eeAC; R-sqr 0297 Adj0,

Model: Linear
OTEOS
0,00571,00

DMDEDS

=100
<100
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<97

[ (O[N] | ]

0,00
TEOS

Fitted Surface; Variable: eeAC
DV: 88AC; R-s5qr=8104; Adj 5319
i

025 050

ucom

28. abra: TEOS/DMDEOS/OTEOQS terner szol-gél rendszerben rogzitett CaL B

enantiomertisztasaga aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A TEOS/DMDEOS/OTEQS szol-gél rendszerben rogzitett Cal. B enantiomertisztasagara

nézve mindkét alkohol esetén linedrisra egyszeriisitheté a modell, hiszen a faktorok

kolcsonhatasa nem szignifikans (29. abra, A, B).

A

Coeff. Std. Err. t{117 1] -85 % +55 %%
Factor Cnf Limt | Cnf Lirmt
(SITEOS 10076 1295749 0077763 0929413 -295 269 275,116
(BIDMDEOQS [ 1023 183 1295749 7 235043 0000007 | 742 5990 1313 375
(CIOTEQS 268 227 129 5749 2070057 00627V6Y 0 -16.965 553,420

Coeff. Std.Err. 11 p -85 % +55 %%
Factaor Cnf.Limt | Cnof Limt
(AITEQS 339408 3752759 0904423 0,385151 ) -486 569 1165 ,385
(BIDMDEQS | 1427 099 375 X759 3 802801 0,002929| 501 123 2253 076
(CI0OTEOS 839 387 375 2759 2 236720 0045970 13,411 16BS 3654

29. abra: Szignifikans paraméterck a TEOS/DMDEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomerszelektivitasara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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Fitted Surtace; Variable: E Fitted Surface; Varable: E
/ \ DV E. R-sqr=7154, Adj 6636 B OV E; R-sqr=2352, Ady 0961
Model. Linear

Model Linear
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30. abra: TEOS/DMDEOS/OTEQS terner szol-gél rendszerben rogzitett CaL B enantiomerszelektivitasa

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az entiomerszelektivitas alakuldsa a biokatalizatorok aktivitasanak jellegével teljesen

azonos, amely az ott megallapitott okokat tdmasztja ala.

A terner rendszerre épitett kisérletterv statisztikai probdja Szintén normadlis eloszlast
mutat és a reziduumok ingadozasa is véletlenszerii, tehat a modell alkalmasnak bizonyul

a rendszer jellemzésére (31. abra, A, B).

Normal Prob. Plot, Raw Residuals Predicted vs. Residual Valuss
A 3 Factor mixure design; Mixure total=100,, 14 Runs B 3 Factor mixture design; Mixure total=100,, 14 Runs
Modet: Linear Model: Linear
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31. abra: Az enantiomerszelektivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halos abra (A) és reziduuma (B)

4.1.3. CaLL B immobilizalasa TEOS/DMDEOS/PTEOS terner prekurzor elegybdl

felépitett szol-gél rendszerekben

Az el6z6 pontban bemutatott terner szol-gél prekurzor elegyben az OTEOS komponenst

PTEQOS-ra cseréltem, majd a fent leirtaknak megfeleléen vizsgaltam

Els6ként az aktivitds érékek szignifikans paramétereit hataroztam meg az alkoholok
kinetikus reszolvalasabol kapott eredmények alapjan (32. dbra, A és B). Lathat6, hogy a

rac-la szubsztratnal nem 1ép fel a fakorok kozti kdlcsonhatas, mig a rac-1b esetében A
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¢s B faktorok kozott igen, igy az eldbbinél lineéris, az utdbbindl pedig masodfoku a

modell.

A Coeff, Std. Err, 11 P -95 % +95 %
Factar Cnf.Limt | Cnf Limt
SITEODS -9.18551 1081186 -0,849577  0,413669 -32 9323 14 651124
(BIDMDEDS [ BE 27471 1081186 6314757 0000057 44 4780 92 07145
(CIPTEOS 39 72441 10811860 3 674151 | 0003663 159277 | 6352115

B Coeff. Std. Err t3) p -85 % +95 %
Factor Crf Lirnt | Cnf Lirmit
(A)TEOS | [ ,258- F 0587 003352 0974079 17 5120 18 0283
(EDMDEDS JO2B2) 70897 911786 0,000017 a2 492 53,0320
ICIFTEDOS 26819 70587 033991 0742673 -151571 20,3894
AB 104 353 33 360826 -3,12731 0014072 181 300] 27 4057
A JOB90 33 0R626| 211848 0 0669535 -B 257 147 B374
B -3B04 33 368260 -0 10801 0916646 -80 552 73,3432

32. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEQOS/PTEOS terner szol-gél rendszerek
biokatalitikus aktivitisara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A B

s 0,00
100
DMDEDS

sacEs

(Lhes |11

33. abra: TEOS/DMDEQS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett Cal. B biokatalitikus aktivitasa

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A haromszog diagramok szépen mutatjak, hogy a legmagasabb biokatalizator aktivitas

eléréséhez 1-feniletanol esetén a PTEOS jelentésen hozzajarul (33. abra, A), mig a

2-oktanol atalakitasanal az optimalis prekurzor dsszetétel a DMDEOS maximuma felé

tolodik. Ez a terner rendszer OTEOS tartalmu parjahoz hasonl6 viselkedést mutat, sejteni

engedi a szubsztrat és a szol-gél polimer matrix rokon karakterének fontossagat.

Az enantiomertisztasagra mind a harom faktor szignifikinsan hat mind az aromas, mind

az alifas acetatok képzddése soran, am az oktil-acetat optikai tisztasagat a faktorok kozti

kolesonhatés is meghatarozza, igy arra négyzetes modell illeszthetd (34. abra, A és B).
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Coeff. Std . Err. 117 1] -85 ¥ +95 %%
Factaor Cnf Limt | Cof Limt
BITEOS 97 23180 0861865 112 92316 0,000000 95 43435 99 22538
(BEIDMDEDS | 99 70356 0,861865 115 6397 | 0,000000 97 81191 101 5053
(CIFTEDQS 953 97129 0861865 114,8235 0,000000 97 07434 | 100 ,8652

Coeff. Std. Err. (3] 1] -85 % +95 %
Factor Cnf.Limt | Cnof Lirnt
(AITEOQS F22E04 B 14477 11 78965 0,000003 55,0905 86 4302
(EIDMDEQS [ 100 9976 514477 16 43634 0,000000 86 58277 1151674
(CIPTEQS 84 53458 B,14477 13,77347 0,000001( 70,4649 93 5047
A8 24 8585 26 BOF99 0893425 0377512 -36 4996 86 2167
A0 B BSET | 206 60799 2 .A80358 0032597 d 005 130,0168
BC 13,0272 2660799 0,4583960 0637562 -458 3310 74 38353

34. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEQOS/PTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomertisztasagara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Fitted Surface; Variable: esAC
DV. eeAC, R-s¢ 56,

nTan

DMDEOS

35. abra: TEOS/DMDEQS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett Cal. B enantiomertisztasaga

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A 35. abran lathatdo, hogy a termék magasabb enantiomertisztasagban torténd
eléallitasdhoz a PTEOS és DMDEOS jelenlétének dominalnia kell. Osszevetve az aromas
¢s alifas alkoholokat, elmondhatd, hogy a PTEOS szerepe jelentdsebb az aromas
szubsztratnal, mint az alifdsénal, ahol egyértelmiien a DMDEOS irdnyaban a legtisztabb a

termék.
A CaL B enzimkészitmények enentiomerszelektivitast tekintve, az 1-feniletanol esetén

ismét linearisra egyszerisithetd a modell (36. abra, A), a 2-oktanol esetében pedig egy

ABC kolcsonhatas is megfigyelhetd (36. abra, B), ami miatt kobos az illesztés.
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Coeff. Std. Err. tr113 1] -95 %% +55
Factor Cnf. Limt | Cnf. Limt
AITEOS IF 5592 9310513 0,3825846 0,709128 173,369 253 45373
(BIDWMDEQS | 4925 9745 95 10518| 5 055541 | 0,000369| 280 047 711 9029
(CIPTEOQS 487 0151 93 ,10518 ) 4 954214 0,000426 271,087 7029431

Zoeff. Std. Err. 1] i 05 % +55
Factaor Cnf Limnt | Cnif. Limt
(AITEOS B30 291,778 023300 0822426 220 Fa7 93
(B1IDMDEDS oFg 4| 291778 335309 0012199 2884 163 30
(CIPTEOQS 161,30 291,778 -055268 0597677 -a51 2 528 B3
A8 -163%,1 1397 265 -1,17023|0,280202| -4939 1 1663535
A 16677 1397 265 119352 |0,271543| -163683 4971 67
BC 35803 1397 265 2586273 0037402 2B 8| B384 32
ABC 205250 8033128 -2 586748 0037143 -396520 .3 -1629 BB

36. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEQOS/PTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomerszelektivitasara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Fitted Surface; Variable: E
DV E; R-sar=5105; Adj 4215
Model Linear
PTEOS
0002100

DMDEOS

o N D
S38882838

L]

37. abra: TEOS/DMDEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett Cal. B

enantiomerszelektivitasa aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A kapott feliiletek azt mutatjak, hogy a rac-1a esetén a PTEOS prekurzor szignifikans
hatassal bir (37. abra, A). A rac-1b esetében hatdsa mar nem ennyire szamottevo, itt a
DMDEOS hatdsa dominal (37. 4bra, B). Erdekes viselkedés tovabba, hogy mig az
1-feniletanolnal az optimalis Osszetétel egy viszonylag nagy tartomanyt lefed, addig a
2-oktanol esetében csak egy rendkiviil sziik régionak van szignifikdns szerepe az
enantiomertisztasadg alakuldasdban, ami azt engedi sejteni, hogy ez a terner — Szubsztrat

kapcsolat sokkal érzékenyebben reagdl a matrix dsszetételére.

Az enantiomerszelektivitas eloszlasa nem koveti olyan szorosan a normal eloszlast, mint
az eddigi esetekben, de alapvetden elfogadhatd. A mérések reziduuma a nulla koriil

ingadozik, tehat a modell ismét alkalmasnak bizonyult (38. ébra).
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Normal Prob. Plot, Raw Residuals Predicted vs. Residual Values

A 3 Factor mixture design; Misture total=100,, 14 Runs B 2 Factor mixture design, Misture total=100,, 14 Runs
Model Linear Model Linear
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38. abra: Az enantiomerszelektivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halds abra (A) és reziduma (B)

4.1.4. Kiilonboz6 képpen rogzitett CaL. B enzimkészitmények osszehasonlitasa

Az kisérlettervezéssel kifejlesztett szol-gél rogzitett Cal. B enzimeket 6sszehasonlitottam
az enzim kiilonbozo rogzitési valtozataival. A tesztek soran az AUGMENTED kisérleti
modell harom pontjat, a szimpla TEOS matrixot (A-1) az altalam megallapitott legjobb
biner (A-2) és terner (A-6) rendszereket valasztottam ki és hasonlitottam Gssze egy, a
kutatocsoport altal fejlesztett szilikagélen adszorbedlt (250-P) és két, népszerti és

sikeresnek mondhato, kereskedelmi CaL B enzimkészitménnyel (N-435 és CV-T2).

Az eredményekbdl egyfeldl latszik, hogy a szol-gélbe zaras soran kialakitott matrix
Osszetétele nagymértékben hozzajarul az enzim biokatalitikus képességeihez, hiszen a
TEQOS prekurzort biner vagy terner rendszerben szubsztitualt valtozataival kombinalva
jelentds javuldst okozott az enzimatikus tulajdonsdgokban. Oly mértékig fokozhatd a
benntik rogzitett CalL B aktivitasa, valamint szelektivitasa, hogy teljesen dsszemérhetové
valik a ma kaphat6 ,,sztar” készitményekével, s6t a kovalensen kotott készitményhez
képest joval aktivabbnak bizonyult az AUGMENTED -6 terner rendszer. Igy a CaL B
lipaz esetében elmondhatd, hogy a kisérletterv alkalmasnak bizonyult egy optimum

megallapitasara, amely egy igazan versenyképes enzimkészitményt eredményezett.

4.2. Terner szol-gél rendszerek hatasa a Lipaz AK enzim biokatalitikus képességeire

A Cal B enzim rogzitése sordn alkalmazott szisztematikus kisérlettervet egy masik
enzimre, a Lipaz AK szol-gélbe zarasara is elvégeztem annak érdekében, hogy az eddig
tapasztalt Osszefliggések, a rendszer viselkedése fligg-e a benne rogzitett enzim

tulajdonsagaitol.
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4.2.1. Lipaz AK immobilizalasa TEOS/DMDEOS/PTEOS terner prekurzor elegybél

felépitett szol-gél rendszerekben

A biokatalizator aktivitasra, mint fiiggd valtozora megallapitottam a szignifikans

faktorokat mindkét szubsztrat molekula esetén (39. abra, A és B).

A

Coeff. Std. Err. t(7 p -05 %% HI5 %
Factor Cnf. Limt | Cnf. Limt
BITEOS -5,3290 10,0852 -052845|0 613522 29177 18,513
(BEIFTEOS 105 5050 10,0852 10 46146 0,0000165 a1 .B53 129,353
(CIOTEQS | 108,321 10,0352 10,74063| 0, ,000013 g4 474 132,169
A8 33,917 4329553 -1,737596| 0125856 -193,1138 30,2585
A 02 27T AR 2958 -1 910670097661 -206 479 21 5924
BC 55,336 482958 1.14578((0 289542 58 865 169,538
ABC 1071 365 277 BE0O9 | 23,55354) 00052230 414,802 1727 929

Zoeff. Std. Err. ti7 p -85 % +55 %
Factor Cnf Limt | Cnf Limt
(ABITEOS 0,2130 57366 0037140971412 13352 137779
(BIFTEOQS | SO B51E6 57366 882957 0 000048 IF0E7 ) B4 2165
(CIOTEQS | 41,1316 57366 7, 17004) 0 000182 27 567 54 Bo54
2B -0 4239 27 4713 -3.14897) 0 016243 -151 383 -21 4645
A0 421321 27 47130 -1 583367 0,168979 107 091 228273
B 128979 274713 046222 0657944 52261 77 BS73
ABC 529455317 157 9376 3353110012199 156,119| 903 0445

39. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/PTEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek biokatalitikus
aktivitasara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az aromds rac-la szubsztrat esetén B és C faktorok kiilon, valamint ABC faktorok

egyiittes kolcsonhatasa is szignifikans, igy kobos modellt alkalmaztam (39. abra, A).

Hasonl6 ehhez a rac-1b szubsztrat esete, ahol még az AB kolcsonhatasa is szignifikans

(39. abra, B), igy arra négyzetes modell volt illeszthetd.

A

Fitted Surface, Variable: UB

AAAANAAY
n
@

B

TEOS

Fitted Surface; Variable: UB

Adp 7787

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

45

SaCEEs

40. abra: TEOS/OTEOS/PTEQS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK biokatalitikus aktivitasa



A 40. abran latszik, hogy ugyanazon komponensekbdl felépiild polimer hald esetén az

AK lipaz biokatalitikus aktivitisa az aromas jellegli rac-la szubsztraton mutatott

aktvitasaban a PTEOS és OTEOS mennyiségének egyarant dominans hatdsa van, mig az

alifas rac-1b szubsztraton vizsgalva szintén megjelenik ez a kettGség, de hatasuk joval

szlikebb tartomanyban érvényesiil.

Az aromds alkohol esetében a harom faktor kiilon-kiilon szignifikdns a termék

enantiomertisztasaganak alakulasaban, kolcsonhatasok nem 1épnek fel, igy linearizalhato

(41. abra, A). Az alifas alkoholnal viszont mar az A és C faktorok kolcsonhatasat is

figyelembe kell venni, ezért csak kobos modell valaszthato (41. abra, B).

A Coeff. Std. Err ti117 P -95 % +I5 %
Factor Cnf.Limt | Cnf. Limt
AITEDS a8 20596 | 0 502034 | 195 8152 0,000000 ) 97 200959 99 4109
(BIPTEOS | 99 06676 | O 5020354 | 197 3306 | 0,000000 | 27 95178 1001717
(CIOTEOQS | 92 27520 0 502034 | 195 7599 | 0 000000 | 97 17322 99 3532

B Coeff. =td. Err. t(a) P -95 % +35 %
Factar Cnf.Limt | Cnf Limt
SITEOS 5284144 2 BAZ0OE| 20 00012 | 0 000000 4B 7488 558 95403
(BIFTEOS | 54 89658 2 B4206| 2077793 | 0.000000 48 8040 60 23917
(CIOTEOQS | 47 82054 | 2 BA206| 18 09974 | 0 000000 41,7280 53 91314
AB 339922 11 44059 0297120773944 22 93228 29 7581227
AT 38 20144 11 44059 3 332911 0,010245| 11,8194 | B4 558343
BC B72081) 11 44059 0558745 0573102 19 BB12 3310286

41. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/PTEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerekben
aromas (A: rac-2a) és alifas (B: rac-2b) termékek enantiomertisztasigara nézve

A Fitted Surface; Variable: ee AC B DC\II:edAiL‘lFsEZ.:i:gggre‘ﬂzel.gggs

DV: eeAC; R-sqr=,104; Adj0,
Model Linear

OTEOS
0,00¢1.00

R |

>99

<989
<987
<985
<983

TECS

Model

OTEOS
000510

Quadratic

0
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42. abra: TEOS/OTEOS/PTEQS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK enantiomertisztasaga

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Erdekesen alakul az enantiomertisztsig a két szubsztrat esetében. Ugyanazon kisérleti

kompoziciot alkalmazva, az aromas alkohol reszolvalasanal a fenil-szubsztitualt
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organoszilan dominanciaja egyértelmiien noveli az eeac értékét (42. abra, A). Az alifas

alkohol esetében azonban az optimum nem mutat ilyen szigort iranyba, itt inkabb a

TEOS/OTEOS ¢len huzodik a legerdsebb hatds vonala, tehat a TEOS ¢és az OTEOS

finomhangolaséaval szabalyozhat6 a termék enantiomertisztasaga (42. abra, B).

A

Coeff. =Std. Err. t(3) P -95 % +25 %
Factar Cnf. Limt | Cof Limt
EITEDS 10265 1395077 0,735581 0,432860| -219,05 424 36
(BENFTEOS 1170,38 | 138 5077 8,38933 0,000031 843 67 1492 03
(CHIOTEQS 316,04 139 5077 226536 0,053275 -5 67 B37 .74
A8 -1010 .95 BO4 0942 -1 57350 0,1327V65| -2403 99 352,049
A 302,33 604 0942 050046 0630224 109072 1695 37
B 247086 BO4 0942 -4 09019 | 0,003485| -3863 .91 1077 52

Coeff. Std. Err. t{117 P -95 % +25 %
Factar Cnf. Lirnt | Cnif. Limit
EITEDS 3596732 03072686 11 70576 0,000000 2,920494 | 4 273070
(BIPTEOS | 2,745609 0 307266 12,19011 | 0,000000 | 23 059321 | 4 421897
(CIOTEQS | 4 0580375 0307266 1321452 0,000000| 3, 3534086 4 736663

43. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/PTEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek

enantioszelektivitasara aromas (A: rac-2a) és alifas (B: rac-2b) szubsztratokon

Fitted Surface, Vanatle. €
DV E; R-sqr=8483; Adj 7535
Model Quadratic
OTECS
0,00g1,00

AR A ARV
n
2
=1

B

Fitted

DV:E.

Surtace; Variable: E
R-sqr=10798; Adj0,

Model Linear
OTEOS

0004 1.00

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

snscEs

44, abra: TEOS/OTEOS/PTEQOS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK enantiomerszelektivitasa

Az AK lipazzal elérhetd enantiomerszelektivitds hasonléan a biokatalitikus aktivitashoz,

mar latvanyosan fligg a terner rendszer Osszetételétdl. Az eddig tapasztaltaknak

megfeleléen az aromas prekurzor dominanciaja egyértelmiien kedvezé az 1-feniletanol

atalakitasa soran (44. abra, A), mig ugyanezt a rendszert a 2-oktanolon vizsgalva, az

optimum orientacidja iranyt valt, és az alifas oktil lancu prekurzor felé toldodik
(44. abra, B).

A vizsgalt valtozok enantiomerszelektivitas (E) eloszlasan lathatd, hogy a pontok

alapvetden jol illeszkednek az egyenesre, tehat az eloszlas normal eloszlasnak tekinthetd

(45. abra, A). A reziduumok pedig a kisérletek elvégzésének sorrendjében nem mutatnak
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rendszerességet, a nulla koriil véletlen ingadozast mutatnak, tehat a modell ezttal is

alkalmas a rendszer viselkedéseinek statisztikai elemzésére (45. abra, B).

Expected Normal Value

45.

Normal Prob. Plot, Raw Residuals

3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 14 Runs
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abra: Az enantiomerszelektivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halos abra (A) és reziduuma (B)

4.2.2. Lipaz AK immobilizalasa TEOS/DMDEOS/OTEOQOS terner prekurzor elegybdl

felépitett szol-gél rendszerekben

A TEOS/DMDEOS/OTEOS rendszerben rogzitett Lipaz AK biokatalitikus aktivitasat

vizsgélva, az aromas szubsztrat esetén a B ¢és C faktoroknak kiilon-kiilon €s egyiittesen is

szignifikans a hatasa, igy masodfok(i modellt alkalmaztam (46. abra, A). A 2-oktanollal

végzett kisérletek soran B és C kolcsonhatdsa nem 1ép fel, kiilon-kiilon szignfikans

fakotorok, igy lineéris modellt valasztottam (46. dbra, B).

Coeff. Std. Err. tiE) 3} -95 % +55 %
Factor Cnf Lirmt | Crf Limt
(AMITEOQS 24530 160781 -0,19257 | 0,883738 4179 36,8389
(BIDMDEDQS | 153635 4025830 351617 0,003300 55,13 292,151
(CIOTEOS 180,793 40,2599 4 49065 0,004145 0228 279,305
AB 60,132 1051940 057170 05858283 -197 26 317,539
AT S22 692 105,1940)0 -2 30709 0060502  -500,09 14 703
BC -6E9 045 144 5567 -4 FEERS | 0003105 -1042 77| -335,330

Coeff. Std.Err. (=) p -05 %% +o5 %%
Factor Cnf Lirnt | Cnf. Limt
(A TEDS 1202680 798422 -1 50619 0166283 -30,0873 B ,03530
(BIDMDEODS | 42 7645 10 49333 4 07540 0002777 | 19,0270 66 50203
(CIOTECS o8 3262 1049333 5555840 0000353 34 5886 52 06371

46. abra: Szignifikans paraméterck a TEOS/DMDEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek
biokatalitikus aktivitisa aromds (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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Fitted Surface; Wariable: UB
A DV UB; R-sqre 8703; Adj: 7787 B
Model: Quadratic
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47. abra: TEOS/DMDEQS/OTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK biokatalitikus
aktivitasa aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az AK lipazt koriil zar6 polimer halo OTEOS és DMDEOS tartalma a sarokpontokban
meghatarozd paraméter az aromds szubsztrattal elért biokatalitikus aktivitdsra nézve
(47. abra, A). A 2-oktanol esetében az OTEOS tartalom egyértelmiien meghatarozza az
aktivitas értékeket és bar alapvetéen az OTEOS/DMDEOS régidjaban talalhatdé az
idealis rendszer, az optimum inkdbb az OTEOS iranyaba torlddik (47. abra, B). Noha
mindkét szubsztraton az OTEOS ¢és DMDEOS szignifikancidja egyértelmi, az alifas
jellegli 2-oktanol esetében joval nagyobb mértékben megnyilvanul, mig az aromas

alkoholnal egy nagyon sziik tartomanyban mozog.

Az enantiomertisztasagok esetében elmondhato, hogy az 1-feniletanollal és a 2-
oktanollal végzett acilezésnél mindharom szol-gél alkotonak szignifikans hatasa van,

kolcsonhatasok nem mutatkoznak, a modellek linearisak (48. abra, A és B).

A Coeff. Std. Err. £ p -85 %% +95 W

Factaor Cnf Lirnt | Cnf Limt
AITEOS o3 28218 1, 7587 13| 55,88301 0,000000 94 30369 | 102 2607
(BIOTEQS | 96 29624 2 311402 41 66140 0000000 91 05749 101 5250
(CIPTEQS | 953 ,13795 2 311402 42 45321 0,000000 92 90922 103 3667

B Coeff. Std. Err. =) [ -85 % +95 %%

Factaor Cnf. Limt | Cnf Limt
AITEDS 56 777531, 77e672 31 97523 0 000000 52 76055 | 560 ,79435
(BIDMOEQS |55 41585 2 333690 23 74605 0 000000 5013678 B0 59513
(CIOTEOS 509 559274 | 2 3336590 | 26 53584 | 0000000 54 31367 | B4 87191

48. abra: Szignifikans paraméterck a TEOS/DMDEOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomertisztasagara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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Fitted Surface; Variable: eeAC
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49. abra: TEOS/DMDEOS/OTEQOS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK enantiomertisztasaga

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az enantiomertisztasag az 1-feniletanol esetében a legkisebb mértékben a DMDEOS
A 2-oktanollal megvalositott tesztekbdl pedig kideriil, hogy a keletkezé termék
tisztasaganak egyértelmiien a dus OTEOS tartalom kedvez (49. abra, B).

A TEOS/DMDEOS/OTEOQS szol-gél rendszerben rogzitett AK enentiomerszelektivitasa
1-feniletanol esetén a B, C faktorok egyedi hatasatol, valamint az AC és BC
kolesonhatasoktol fiigg, igy az illesztett modell masodfoku (50. abra, A). A 2-okatnol

esetében pedig A, B és C faktorok egyenként és egymassal kolcsOnhatasban is

szignifikansak, ezaltal a kobos illesztés indokolt (50. abra, B).

A Coeff. Std. Etr. 1{15)] B 05 % +45 %
Factor Cnf Lirnt | Cnf Limt
(AITEDS 16084 169514 094881 0379352 e A 575 B2
(BIDMDEQS | 1264 52| 424 465 2 97903 0 024666 2265890 230314
(CIDOTEDS 1662 08 424 4650 363011 0010328 o234 260071
LB 1793 21 109,075 162136 0,156057 M5 hR 4512 02
A -3 12 1109 075 -2 BR466E | 0 028626 589090 -453,31
BC -G3RE 99 1524 032 -4 17759 0,005529| -10095 3| -2637 70

B Coeff. Std.Err. 1{=)] ] 05 % +55 %
Factaor Cnf Lirnt | Cof Lirnt
AITEQS 361303 0,165241 21 86521 0000004 318327 403730
(BIDMDEQS | 393360 0,476194| 826050 00004240 2709500 515770
ICI0TEDS 310908 0476194 652901 0001261 1,83493 433318
A58 -2 36406 1, 362857 | -1 73464 0143332 -5.86739 1,13927
A 252661 1362857 185317 0123045 -097773 B 02394
BC 4 24636 2015456 210690 0033972 -093454 942724
ABC 14 51318 55489585 2 B159158 0047372 024751 2877306

50. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEQOS/OTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomerszelektivitasa aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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Fitted Surface: Variable: E
A DV E; Resqre,8017; Adj: 5196 B
Model: Quadratic
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51. abra: TEOS/DMDEOS/OTEQS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK enantiomerszelektivitasa

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az enantiomerszelektvitas alakulasa a biokatalizatorok aktivitasanak jellegével teljesen
azonos, amely az ott megallapitott okokat timasztja ala, valamint ugyanez az Osszefiiggés

allt fenn a CaL B enzim esetében is (51. abra, A és B).

A TEOS/DMDEOS/OTEOS terner rendszerre épitett kisérletterven végzett sziikséges
statisztikai proba Szintén normalis eloszlast mutat és a reziduumok ingadozasa is
véletlenszert, tehat a modell alkalmasnak bizonyul a rendszer jellemzésére (52. abra, A,
B).

Normal Prob. Plot; Raw Residuals Pradicted vs. Residual Values
A 3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 12 Runs B 3 Factor mixture design, Mixture tolal=100,, 12 Runs
Model: Quadratic Model: Quadratc
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52. abra: Az enantiomerszelektivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halos abra (A) és reziduuma (B)
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4.2.3. Lipaz AK immobilizalisa TEOS/DMDEOS/PTEOS terner prekurzor elegybol

felépitett szol-gél rendszerekben

A Lipaz AK rogzitése soran az el6z0 pontban bemutatott terner szol-gél prekurzor
elegyben az OTEOS komponenst PTEOS-ra cseréltem, majd a fent leirtaknak

megfelelden vizsgaltam.

Elséként a biokatalitikus aktivitast markansan befolyasolé faktorokat hataroztam meg az
alkoholok kinetikus reszolvalasabol kapott eredmények alapjan (53. abra, A és B).
Lathato, hogy a rac-la szubsztratnal a C faktor szignifikans, valamint fellép az ABC
fakorok kozti kdlcsonhatas. A rac-1b esetében ezek mellett még B és C kdlcsonhatasa is

szignifikans, igy mindkét esetben kobos modell illeszthetd.

Coeff. Std. Err (5] 3] -85 %% +95 %
Factor Cnf. Limt | Cnf Limt
A TEOS -5.83 15,7572 -0,36990( 0726603 -46 33 34 577
(B1DMDEDS 5290 461353 1,14537( 0,303901 Ba a2 171624
(CIFTEOS o320 158529 619444 0001600 a7 45 138,951
A8 265 32 132 7552 1 99856( 0102128 584 GO S77
AT -B3. 48 741909 -0 592302 0,393352 265919 122234
BC 152,80 121 5847 1256720264369 15975 465,341
ABC -18985 38| 472 55965 -4 20137 0,008473) -3200,13 770639

Coeff. Std.Err. { (=] p -85 %% +95 %
Factor Cnf Limt | Cnf Limnt
(AITEOS 2362 ghB028 027452 0,7946E5 18750 24 4760
(BIDMDEDS -1 5000 2521580 -0,05950| 0 954857 BB 32 B3,3189
(CIFTEQS 37 994 aho51 | 438977 0,007029 1575 BO 2424
AB 28,051 ¥24795] 0238702 0,714664 0 -158 26| 214 3656
AC -B7 355 405055 -1 BE286(| 0157227 -17143 367676
BC 227 043 BRIF803 3,42031) 0018532 a6 41| 397 BaE0E
ABC 738 7h5| 267 90985 | -2 8E345|( 0 035264 | -1401 97| 75 5550

53.abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerek
biokatalitikus aktivitdsira aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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54. abra: TEOS/DMDEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett CaL B biokatalitikus aktivitasa
aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A haromszog diagramok alapjan lathaté, hogy biokatalizator aktivitdas optimuma
meglehetésen a PTEOS maximalis mennyisége fel¢é tolodik ¢és alapvetden a
PTEOS/DMDEOS ¢éle mentén (54. abra, A). A 2-oktanol atalakitasanal az optimalis
prekurzor Osszetétel ehhez képest a DMDEOS iranyaba tolodva, szinte teljesen
szimmetrikusan a PTEOS/DMDEQS élen helyezkedik el (54. abra, B). Ez azt sugallja,
hogy ebben az esetben a rendszer optimalhatésidga szinte csak a két szubsztitudlt
prekurzor Osszetételére korlatozodik, alifas alkohol esetében egy kifejezetten sziik

tartomanyon beliil.

A termék acetatok enantiomertisztasagra mind a harom faktor egymastol fliggetleniil
szignifikansan hat mind az aromas, mind az alifas acetatok képzédése soran, a faktorok

kozott kolecsonhatas nem all fenn (55. abra A és B). Mindkét esetben linearis modellt

alkalmaztam.

A Coeff. Std. Err. i) 4 -95 % +05 %
Factor Cnf.Litnt | Cnf Limt
IAITEQS 5 47R5 ) 2 2040858 41 43787 0,000000 | 90 26428 100 55387

BIDMDOEDS | 1007704 3 5326304 30 29956 | 0,000000 ) 93 24652 105 29355
ICPTEOS 59 B540) 2 231810 44 BS16Y | 0 000000 94 50534 | 104 7025

B Coeff. Std. Err. t= 1] -05 % +o5 %
Factor Cnaf Lirmt | Cnf Limt
(MITECS B0 75295 3 591816| 1691427 0,000000 52 52770| B3 875821
(BIDMDEQS | 52 90044 | 5 184559 1020346 0,000003 ) 41 17215 B4 52873
(CIPTEOS 53 09470 3479144 | 16 597599 0 000000 A0 22433 | 65 95507

55. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomertisztasagara aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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56. abra: TEOS/DMDEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK enantiomertisztasaga

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

Az 56. abran lathatd, hogy a terner rendszer a vizsgalt két szubsztraton teljesen
cllentétesen viselkedik. A termék magasabb enantiomertisztasagban  torténd
eléallitdsdhoz a PTEOS és DMDEOS jelenlétének fontos szerepe van, sét a DMDEOS
prekurzornak kell dominalnia az 1-feniletanol esetében. A 2-oktanol atalakitasa soran
ezzel szemben teljesen ellentétesen a PTEOS/TEOS arany a szignifikins, a DMDEOS

pedig a legkevésbé meghatarozo rendszeralkoto.

A Lipaz AK szol-gél készitmények enentiomerszelektivitast tekintve az 1-feniletanol
esetén ismét linedrisra egyszertisithetd a modell (57. dbra, A), hiszen egyediil a B faktor
szignifikans. A 2-oktanol esetében pedig az A, B és C faktorok kiilon szignifikansak,

kdlesonhatas nélkiil, igy mindkét modell linearis.

A Coeff, Std. Err. tEn f -95 % +E5 %%
Factar Cnf Limt | Chf. Lirmt
(AITEDS 162 209 224 5056 0 E77E74 0515020 -355 834 660,302

(BIDMDEQS | 1132 770| 324 2039 3494005 0 006737 | 399 370 1866170
(CIFTEOS 444 594 | 217 5599 2 044925 0071195 -47 261 937 045

B Coeff. Std. Err. i) p -85 % +o5 %%

Factor Cnf.Lirnt | Cnf Limt
AITEDS 3934515 0490111 8 027799 0,000022 | 2 826806 5 043223
(BIDMDEOS | 3 565109 0 707444 5039420 0000700 1 954759 | 5 165460
ICIPTEOS 4 AB70ES 0474737 9 451697 0,000005 | 3,413140) 5 060995

57. abra: Szignifikans paraméterek a TEOS/DMDEOS/PTEOS terner szol-gél rendszerek
enantiomer szelektivitsara, aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon
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58. abra: TEOS/DMDEQOS/PTEOS terner szol-gél rendszerben rogzitett AK enantiomerszelektivitasa

aromas (A: rac-1a) és alifas (B: rac-1b) szubsztratokon

A kapott feliiletek azt mutatjak, hogy a rac-1a esetén a DMDEOS prekurzor szignifikans
hatassal bir (58. abra, A). A rac-lb esetében a hatdsa mar szinte egyaltalan nem

szamottevo, itt a PTEOS hatdsa dominal (58. abra, B).

Az enantiomerszelektivitas eloszlas igazodik a normal eloszlashoz, a mérések reziduuma

a nulla koriil ingadozik, tehat a modell ismét alkalmasnak bizonyult (59. ébra, A és B).
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59. abra: Az enantiomerszelektivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halos abra (A) és reziduuma (B)

4.3. Héstabilitas vizsgalatok szerves kozegben

A kiilonbozéképpen immobilizalt Lipdz AK és Cal B készitményeket hdstressznek
tettem ki szerves kozegben (absz. toluol), azt vizsgalva, hogy a rogzitési moéd milyen
hatéssal lehet az enzim hdstabilitasara. A hdmérsékletnek nagy hatasa lehet az fehérje

molekula szerkezetére, az aktiv centrum allapotara, ezaltal nagymértékben

befolyasolhatja az enzim katalitikus képességeit, valamint hatdssal birhat az
enzimkészitmény taroldsi koriilményeire, szallithatosagira, amely sok esetben komoly

gazdasagi szempont lehet.

55



A vizsgalatok sordan az enzimkészitményeket 2 Ordn 4t tartottam a megfeleld
hémérsékleten (30, 50, 70, 90, 110 °C), majd enzimatikus képességeiket a 3.3. pontban

leirtaknak megfelelden vizsgaltam.

A Lipaz AK héstabilitasanak vizsgalata sordn a rogzitetlen Lipaz AK enzim port és négy
kiillonboz6 rogzitett AK készitményt hasonlitottam 0Ossze: kétféle kereskedelmi
forgalomban kaphaté szol-gél készitményt (Szol-Gél-K1 ¢és Szol-Gél-K2), egy
szilikagélre egyszerli adszorpcioval rogzitett készitményt (Adszorbealt), valamint az
altalam készitett szol-gél AK készitményt (Szol-Gél A10-P —-TEOS/DMDEQOS/PTEOS:
0,413/0,293/0,293). Az enzim készitmények kezdeti aktivitas értékeit mutatja be a 3.
tablazat.

3. tablazat: Lipaz AK enzimkészitmények kezdeti biokatalizator aktivitasa (toluolban 2 6ran at 30°C-on)

Kezdeti aktivitas

Kiilonbo6z6 Lipaz AK enzimkészitmények

Ug [U/g]
AK rogzitetlen enzim por 55,1
Szol-Gél-K1 kereskedelmi készitmény szol-gélben rogzitett 39,7
Szol-Gél-K2 kereskedelmi készitmény, szol-gélben és 2,0
habkovon rogzitett
Adszorbealt szilikagélen adszorbealt 61,9
Szol-G¢él-A10-P  sajat, A10-P tipusu szol-gélben rogzitett 131,8

A kezdeti biokatalizator aktivitas értékek kozil a sajat  Al10-P  tipust
(TEOS/DMDEOQOS/PTEOS 0,413/0,293/0,293) szol-gél rendszerben rogzitett Lipaz AK,
amely fajlagosan 10 % enzimet tartalmaz, messze kiemelkedik, tobb mint kétszerese a
szabad AK por aktivitdsdnak. Ezzel szemben a kereskedelmi készitmények gyengébb
aktivitast mutattak. Ugyan a kereskedelmi forgalomban kaphato katalizatorokrol nem all
rendelkezésre kielégitd mennyiségli informacid, de a Kl-es és a K2-es tipust szol-gél
rendszerek kozott alapvetd kiilonbség, hogy a K2-es feltehetden habkdre torténd rogzités
és szol-gélbe zaras kombinalasaval eldallitott készitmény, mig a K1 csak egyediil szol-gél
rendszerben rogzitett Lipaz AK. Enzimek habkon torténd egyszerli adszorpcidja az
irodalomban ismert [49]. A habkd flireges szerkezetli vulkanikus eredetli Trachit
modosulat, (6sszetétele koriilbeliil: 75% SiO, 15 % Al,O3 8 % Na,0-K,0, 2% Fe,03)
jellemzden 50-150 um porusmérettel rendelkezik, amely tal nagy lehet lipazok hatékony
adszorpcidjara, am a 40-80 pm szemcseméretii szol-gél részecskéket hatékonyan

rogzitheti [50]. A K2-es készitmény esetében az enzim feltehetéen kozvetleniil a szol-gél
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crer

komoly gatat jelenthet. Ezzel magyarazhatd, a tobbi szol-gél rendszerhez hasonld

viselkedése, €s igen alacsony abszolut aktivitasa.

A hémérséklet hatdsa a Lipaz AK enzimkészitményekre
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60. abra: Lipaz AK biokatalizatorok aktivitasanak valtozasa a hdmérséklet fliggvényében

A 60. dbran lathato, hogy 70 °C-on mindegyik biokatalizator kisebb-nagyobb mértékben
aktivitasnovekedést mutat, am ez csak a rdgzitetlen enzim por és a K2 tipust
kereskedelmi szol-gél rogzitett AK esetében szamottevd, hdstabilitasuk jellege kozel
megegyez0. Az altalam eldallitott szol-gél (A10-P) rogzitett AK és a Kl-es tipusu
kereskedelmi szol-gél enzim viselkedése ugyancsak hasonlésagot mutat. Az
adszorpcidval eldallitott készitmény azonban a tobbitdl eltérd sajatsagl, aktivitdsdnak
nagy részét mar 50 °C-on elvesziti. A mar szélséséges koriilménynek mondhat6 90 °C-on
az A10-P szol-gél rogzitett lipaz egyediilalloan még mindig 6rzi aktivitdsanak tobb mint
80%-at, mig a hasonld kereskedelmi szol-gél lipazok mar elvesztették biokatalitikus
aktivitasuk felét. Magasabb homérsékleteken is jo aktivitdssal bir a szabad, rogzitetlen
enzim por, amely nagy mennyiségben tartalmaz stabilitast novel6 adalékokat, melyeknek
koszonhetden a nagyobb termikus igénybevételeknek is ellenallt. A Lipaz AK kiilonb6z6
formainak hdéstresszben mutatott viselkedését Osszevetve lathatod, hogy a szabad enzim
por €s a szol-gél rogzitett rendszerek alapvetden hasonld homérsékletfiiggést mutattak,
mig az adszorpcioval rogzitett AK ettdl eltérd. Ennek oka lehet, hogy az AK enzim por

adszorpcidja sordn a hordozon szelektiven az aktiv enzim rogziil, mintegy kisziirve a
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stabilitdst noveld komponenseket az enzim melldl, mig a szol-gélbe zaraskor az adalék

anyagok nagyobb mennyiségben maradhatnak bent a lipazzal egyiitt.
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61. abra: Lipaz AK biokatalizatorok enantiomerszelektivitasanak valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

Az aktivitds mellett a masik fontos jellemzdje az enzim katalizalt reakcidknak az enzim
entiomerszelektivitasa. A 61. abran a termék enantiomertisztasaganak valtozasa lathato,
amelybdl elmondhato, hogy a K1 és a sajat A10-P szol-gél rendszerek képesek a benniik
immobilizalt enzim szelektivitasat a legnagyobb mértékben konzervalni. Az adszorpcios
és a K2 tipusu készitmények szelektivitisa 70 °C utan jelentdsen romlik. Az aktivitas
héfok fliggésének jellegéhez hasonld képet mutatnak a kiilonb6zd képpen rogzitett AK
készitmények, mivel a szabad lipadz por, a K1 tipust és a sajat A10-P tipusu szol-gél
rogzités egymashoz viszonyitva rokon modon befolydsoltak az enantiomerszelektivitas

alakulasat.
Homeérséklet hatasa Cal B enzimkészitményekre

A CaL B hostabilitdsanak vizsgalata soran négy kiilonb6zé modon rogzitett CaL B
készitményt hasonlitottam Ossze: kétféle kereskedelmi forgalomban kaphaté készitményt
(Novozyme ¢és Chiral Vision), egy szilikagélre egyszerii adszorpcioval rogzitett
készitményt (Adszorbealt), valamint az altalam készitett szol-gél AK készitményt (Szol-
Gél Al12-P — TEOS/DMDEOS/PTEQS: 0,267/0,587/0,147). Mivel a CaL B enzim

szabad, rogzitetlen formdja folyékony allapotli, nem szerepel a heterogén fazisu kinetikus
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reszolvalasokban torténd vizsgalatok soran. Az enzim katalizatorok kezdeti aktivitas
értékeibdl lathatd, hogy a kereskedelmi enzim készitmények koziil a Novozyme nagyfoku

aktivitassal bir, melyet az altalam eldallitott szol-gél biokatalizator képes megkozeliteni,

a masik kereskedelmi készitmény, a Chiral Vision aktivitasat pedig messze feliillmulja (4.

tablazat).
Kezdeti aktivitas
Kiilonb6z6é CaL B enzimkészitmények
Ug [U/g]
Novozyme kereskedelmi készitmény, akril polimeren 140,6
rogzitve
Chiral Vision  kereskedelmi készitmény, kovalensen rogzitve 82,0
Adszorbealt szilikagélen adszorbealt 125,5
Szol-Gél-Al2-P sajat, A12-P tipusu szol-gélben rogzitett 127,1

4, tablazat: Cal B enzimkészitmények kezdeti biokatalizator aktivitasa (toluolban 2 6ran at 30°C-on)
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62. abra: CaL B biokatalizatorok aktivitasanak valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

A biokatalizator aktivitasanak valtozasa a hdstressznek kitett CaLL B készitmények koziil
a kereskedelmi Novozyme esetében egészen 90 °C-ig nagyon csekély mértékii, majd
110 °C-nal egy éles letdrés figyelhetd meg. A masik harom rdgzitett CaL B ettd] eltérd
modon, 50 °C-ndl egy kisebb aktivitds csokkenést, majd 70 °C-nal ndvekedést mutattak.
Ezt kdvetden a rdgzitett rendszerek eltéré viselkedéstiek, de 110 °C-on kozel azonos
mértékben 6rzik meg aktivitasukat. Bar a Lipaz AK és Cal. B készitmények alapvetden
eltérd tulajdonsagu rendszerek, a két sajat szol-gél rogzitett lipazt (AK esetében: Szol-

G¢1-A10-P, CaL B esetében: Szol-Gél-Al12-P) tekintve, hasonlo jelleggel reagéltak a
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termikus igénybevételre; 70 °C-on aktivitds ndvekedését mutattak, majd 110 °C-on

kezdeti aktivitasuk hozzavetéleg felét megorizték.
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63. abra: CalL B biokatalizatorok enantiomerszelektivitasanak valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

A kiilonb6z6o Call B enzim készitmények szelektivitdsa a hdmérséklet hatasara a sajat
szol-gél matrixban rogzitett esetben (Szol-Gél-Al2-P) valtozik a legkevésbé, a
legmagasabb hémérsékleten, 110 °C-on is kimagasld enantiomerszelektivitassal
rendelkezik, mig az adszorpcidval rogzitett €és a kovalensen rogzitett (Chiral Vision)

készitmények szelektivitasa mar jelentdsen romlik (63. &bra).

4.4. Biokatalizatorok visszaforgathatésaganak vizsgalata

Az enzim rogzités egyik legfébb célja az értékes enzim reakcidelegybdl torténd
visszanyerhetdsége, amely joval gazdasagosabb eljarasokat tesz lehetévé. Nagyon fontos
szempontok a visszanyerhetd biokatalizator mennyisége, valamint enzim aktivitasnak €s
szelektivitasnak valtozasa az egyes ciklusok utan, melyeket az enzim sajatsagai mellett, a

rogzités mddja is nagymértékben befolyasolhat.

Kiilonb6z6 képpen rogzitett Lipaz AK és CaL B enzimeket a racém 1-feniletanol 3.3.

pontban leirt kinetikus reszolvaldsadban vizsgaltam.
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64. abra: Lipaz AK biokatalizatorok visszaforgatosaga

A Lipaz AK enzimkészitmények reakcid elegybdl torténd visszanyerése soran a szabad,
rogzitetlen AK enzim por (AK) mar a masodik felhaszndlds utdn sziirhetetlennek
bizonyult. A szilikagélen adszorbedlt és a sajat szol-gél rogzitett készitmény joval
konnyebben visszanyerhetdek voltak, am aktivitasat egyértelmiien a szol-gél matrixban
rogzitett AK drizte meg a legnagyobb mértékben. Ennek oka, hogy az adszorbealt enzim
konnyebben kijohet a hordozd poérusaibol, ennek koszonhetéen hasonloan viselkedik,
mint a rogzitetlen, szabad enzim, mig a szol-gélbe zart enzimet a polimer matrix

sikeresebben visszatartja, igy az nagyobb stabilitast mutat.
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65. abra: CalL B biokatalizatorok visszaforgatosaga

A kiilonbozd rogzitett Call B katalizatorok koziil ez esetben is a szol-gél rogzitett

készitmény bizonyult a legstabilabbnak a visszaforgatdsi probak sordn. A madsodik
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ciklusban az akril hordozon rogzitett (Novozyme) és a kovalensen rogzitett (Chiral
Vision eredményesebben) tartjak aktivitasukat, de a harmadik felhasznalas utan a szol-gél
matrix mar nagyobb védelmet biztosit még az erdsnek mondhato kovalens erdkkel

rogzitett enzimkészitménynél is.

4.5. Stabilitas vizsgalat feliiletaktiv anyaggal szemben

Az enzimkészitmények feliiletaktiv anyaggal valo kezelése igen agressziv igénybevételt
jelent, amely soran a fizikailag adszorbedlt enzim szinte teljes mértékben eltavolithato a

hordozorol.

A feliiletaktiv anyaggal szembeni stabilitds vizsgalatok sordn célom volt ugyanazon
enzim (CaL B) kiilonb6z6 rogzitett formainak Osszehasonlitasa. Ezaltal vizsgaltam két
kereskedelmi enzimkészitményt, a szilikagélen adszorbealt Cal B-t, valamint egy sajat

fejlesztésii szol-gél rogzitést.

Feliiletaktiv anyaggal valé kezelésnek alavetett enzimkészitmények

Novozyme (435) kereskedelmi készitmény, akril polimeren rogzitve

Chiral Vision (T2) kereskedelmi készitmény, kovalensen rogzitve

Adszorbealt (250P) szilikagélen adszorbedalt

Szol-Gél A12-P sajat, AUGMENTED 12 TEOS/DEMDEOS/PTEOS
tipusu szol-gélben rogzitett

5. Tablazat: Feliiletaktiv anyaggal vald kezelésnek alavetett enzimkészitmények

80
B Novozyme

70
< 60
x B Chiral Vision
& 50
O
T 40 )
% 30 4 B Adszorbedlt
o (250-P)
hoj 20 T
o 10 - B Szol-Gél A-12P
©
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66. abra: A TRX-100 kezelés hatasa a biokatalizatorok aktivitasara

A diagramon lathato, hogy a TRX-100-zal valo6 agressziv kezelésnek legkevésbé a G250-
P tipusu szilikagélen adszorbealt Cal. B enzimkészitmény allt ellen, marado aktivitasa
2,7 %. Koriilbeliil a 35%-ara csokkent az aktivitds a szintén adszorpcidval eléallitott,

Novozyme kereskedelmi készitmény esetében. A Chiral Vision altal fejlesztett rogzitett

62



CaL B, a stabil kovalens kotéseknek koszonhetéen hatékonyabban immobilizélja az
enzimet, igy 68 %-ban képes volt a biokatalitikus aktivitasat megérizni. Az altalam
fejlesztett szol-gél rogzitett Cal B (Al12-P) is veszitett ugyan a biokatalitikus
aktivitasabol, de kimagaslé mdodon az aktivitasanak 77 %-at megdrizte. A pusztan fizikai
kolcsonhatasok révén megvalosuld enzimrogzitések kozill a szol-gélbe zaras
egyértelmiien stabilabbnak bizonyult, a szintén fizikai modszerek koz¢ tartozd
adszorpcios rogzitésénél. A szol-gél matrix egyediilalldé modon, képes volt még a
kifejezetten er6s kovalensen rogzitett enzimkészitmények stabilitasat is feliilmualni az

agressziv, TRX-100 detergenses kezelések soran.

A feliiletaktiv anyaggal torténd kezelés utan a vizes mosassal és sziiréssel tavolitottam el
a feltételezhetéen kioldodott enzimet a szilard hordozotdl. A kapott szirlet fehérje
tartalmat Bradford modszer segitségével hataroztam meg. Az UV-VIS késziilékkel mért
abszorbanciakbol, valamint a BSA fehérjével végzett kalibracio segitségével a kovetkezo

értékeket kaptam a mosdas utani oldatok fehérje tartalmara (6. tablazat)

6. tablazat: Kiilonb6z6 CalL B enzimkészitményekhez
tartoz6 mosofolyadékok fehérje tartalma

. c
Minta [mg/mi]
Novozyme (435) 3,5
Chiral Vision (T2) 2,6
Adszorbealt (250-P) 6,2
Szol-Gél A12-P 2,3

Az 6. tablazat adatait és a 66. abran bemutatott eredményekkel 6sszevetve lathato, hogy
az a TRX-100 deteregenses kezelés soran kapott moséfolyadékok fehérje tartalma koveti
az enzim készitmények maradd aktivitas értékeit. Az adszorpcids készitmény — amely
leginkabb elvesztette kezdeti enzim aktivitdsat — szlirlete tartalmazza a legtobb proteint.
Ezt koveti a Novozyme szintén adszorpcioval eldallitott készitménye, majd kozel azonos
mértékli a Chiral Vision kovalensen CalL B katalizatorabdl és a sajat terner szol-gél
rendszerekbdl eltavolitott fehérje mennyisége. A detergenses kezelés soran kapott szilard
biokatalizatorok aktivitds valtozdsa és a moso folyadékok fehérje tartalma kozott tehat
egyértelmil a relacid. Az, hogy az aktivitasvesztés mértéke €s a lemosott fehérje tartalom
kozott nincsen matematikailag egyenes aranyossag, azzal magyarazhat6, hogy a Bradford

modszer nem enzim specifikus, hanem az Gsszes protein mennyiségét adja meg. A
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kereskedelmi forgalomban kaphaté enzim készitményekrdl pedig korlatozottak az
adataink, de ismert tény, hogy kommercialis célokra szant enzimek eldallitasakor gyakran
mas fehérjékkel egyiitt (ez nagyon gyakran a BSA) rogzitik a katalitikus aktiv enzimet,
amelyekhez a Bradford reagens szintén kotodhet.

4.6. Szol-gél rogzitett biokatalizatorok szerkezeti tulajdonsagai

crer

Az altalam fejlesztett szol-gél immobilizalt enzimkészitmények morfologiajat,

szerkezetét Scanning Electron Microscope (SEM) segitségével vizsgaltam (68. abra).

Z25okU #S, B Sh 87 41 SEI

67. abra: Szol-gél rogzitett lipaz elektronmikroszkdpos képe
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A SEM felvételeken lathato, hogy a szol-gél eljarassal eldallitott készitmények
szemcsemérete jellemzdéen 30-40 pm koril van (67. abra, A). A nagyobb nagyitasokon
¢észrevehetd, hogy szemcesék felszine igen Osszetett, pordzus szerkezetii, melyet a polimer
halo struktardja adhat (67. abra, B, C). A poérusos felszin nagy fajlagos feliiletet biztosit,

amely eldnydsen befolyasolhatja a rogzitett enzim katalitikus hatékonysagat.
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5. Osszefoglalas

TDK munkdm sordn lipadzok rdgzitésére alkalmas szol-gél rendszerek fejlesztésével
foglalkoztam. A szol-gél eljaras soran alkoxiszilan prekurzorok polimerizaciojaval gél
allapota kozeg allithato eld, amely képes az enzimet magaba zarni. Korabbi kutatdsokbol
kideriilt, hogy a szol-gél matrix szerkezete, alkotéi, a benne immobilizalt enzim
biokatalitikus tulajdonsagaira és stabilitasara is nagy hatassal van. Munkam soran célom
volt egy szisztematikus, matematikailag jellemezhet6 kisérleti terv kidolgozasa, amellyel

a késdbbiekben jol altalanosithato szol-gél matrix rendszerek alakithatéak ki.

Lipazokat elterjedten alkalmaznak az ipari szintézisekben, human gyodgyaszati célokra,
ezért hatékony immobilizalasuk fontos feladat. Kisérleteim soran Lipaz AK és CalL B
enzimeket rogzitettem harom kiilonboz6é terner rendszerben, melyeket a Statistica
programmal kiszamolt, harom faktoros, 14 pontos, kétszeresen centralizalt kisérleti
tervvel optimaltam harom fiiggd valtozora vonatkoztatva: biokatalizator aktivitas,
enantiomertisztasag és enantiomerszelektivitas. Az igy eldéallitott enzim katalizatorokat
racém aromas (1-feniletanol) és racém alifas (2-oktanol) alkoholok kinetikus
reszolvaldsaban teszteltem. Az eredmények azt mutattak, hogy a kisérletterv alkalmas
lehet enzim-szubsztrat parosok optimalasara, a megfelel6 prekurzorok megvalasztasaval a
szol-gél rendszer enzimhez és a kivant szubsztrathoz is alakithato, hatékony és szelektiv

atalakitasokat eredményezve.

A modern biotechnoldgiai eljarasok soran nem csak a nagyfoku aktivitast, hanem a
kornyezeti hatasokkal szembeni ellenalld képességet is megkovetelik. Ezért célom volt az
altalam fejlesztett enzimkészitményeket tobbrétli igénybevételnek kitenni. Vizsgéltam a
rogzitett Lipaz AK és Cal B biokatalizatorok hdstabilitasat szerves kozegben, a
visszaforgathatosagukat, valamint a rogzitett Cal B biokatalizatorok feliiletaktiv
anyaggal végzett mosassal szembeni ellenalld képességét. A vizsgalatok sordn a sajat
fejlesztésii szol-gél rendszereket, a szilikagélen adszorbealt enzimet, valamint a

kereskedelmi forgalomban kaphato készitményeket hasonlitottam 6ssze.

A Lipaz AK és Cal B készitmények szerves kdzegbeli hdstabilitasat 30-110 °C-ig kozotti
(20 °C-ként novelt) hdmérsékleteken végzett 2 oras kezelésekkel vizsgaltam. A sajat
fejlesztésii biokatalizatorok (AK esetében: Szol-Gél-Al0-P, CaL B esetében: Szol-Gél-
A12-P) tekintve, hasonlé jelleggel reagéltak a termikus igénybevételre; 70°C-on aktivitas

ndvekedését mutattak, majd 110°C-on kezdeti aktivitadsuk hozzavetdleg felét megdrzik.
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A visszaforgathatosdg vizsgalatanal a Lipaz AK esetében a rogzitetlen enzimhez képest
mind a sajat (Szol-Gél-A10-P), mind az adszorbealt készitmény konnyebben
visszanyerhetd volt, de a biokatalizator aktivitas tekintetében egyértelmiien a sajat szol-
g¢l készitmény bizonyult jobbnak. CalL B esetében a kereskedelmi készitmények jobban
megorzik aktivitasukat, mint a Lipaz AK esetében, de a harmadik kor utan a szol-gél
matrix mar nagyobb védelmet biztosit, még az erésnek mondhatd kovalens erdkkel

rogzitett enzimkészitménynél is.

A feliiletaktiv anyaggal tortén6é mosasnak a sajat, szol-gél rogzitett Cal. B sokkal jobban
ellenallt (AUg = -23 %), mint a kereskedelmi készitmények (Novozym 435: AUg = -
66%, Chiral Vision: AUg= -32%), vagy a kutatdcsoport adszorpcids készitménye (250P:
AUp=-97,3%).

Az elért eredmények Osszességében aldtdmasztjak, hogy alkalmazott organoszilan
prekurzorok mindségének €s aranyanak egyarant jelentds hatdsa van a rogzitett enzimek
mitkddésére, valamint a készitmények fizikai és hdstabilitdsara. Alkalmazasukkal

hatékony és tobb szempontbol stabil enzimkészitmények allithatoak eld.
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6. Fiiggelék

1. Rac-1a: feniletanol

t c eeAc E uUB
TEOS DMDEOS PTEOS Kod Enzyme h % % U/g
1 - - AUGL1 CB 1 1,0 96,7 59,2 2,8
0,12 0,88 AUG2 CB 1 27,6 99,5 >>200 76,0
0,12 - 0,88 AUG3 CB 1 11,4 99,7 >>200 31,3
0,413 0,587 - AUG4 CB 1 11,5 99,5 >200 31,6
0,413 - 0,587 AUGS5 CB 1 11,5 99,4 >200 31,6
0,12 0,293 0,587 AUG6 CB 1 30,8 99,5 >>200 84,8
0,707 0,293 - AUG7 CB 1 2,2 97,9 94,3 6,2
0,707 - 0,293 AUGS8 CB 1 51 99,3 >200 14,1
0,12 0,587 0,293 AUG9 CB 1 19,2 99,3 >200 53,0
0,413 0,293 0,293 AUG10 CB 1 13,0 99,4 >200 35,9
0,707 0,147 0,147 AUG11 CB 1 1,4 97,1 68,3 4,0
0,267 0,587 0,147 AUG12 CB 1 18,2 99,4 >200 50,1
0,267 0,147 0,587 AUG13 CB 1 1,3 95,3 41,2 3,6
0,413 0,293 0,293 AUG14 CB 1 13,1 99,5 >200 36,2
t c eeAc E uB
TEOS DMDEOS OTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 CB 1 1,1 96,7 61,2 2,9
0,12 0,88 AUG2 CB 1 26,4 99,7 >>200 72,8
0,12 - 0,88 AUG3 CB 1 4,8 99,0 >200 13,2
0,413 0,587 - AUG4 CB 1 12,1 99,6 >>200 334
0,413 - 0,587 AUG5 CB 1 8,6 99,2 >200 23,8
0,12 0,293 0,587 AUG6 CB 1 11,3 99,6 >>200 31,3
0,707 0,293 - AUG7 CB 1 2,5 98,1 >100 6,9
0,707 - 0,293 AUGS8 CB 1 6,3 99,1 >200 174
0,12 0,587 0,293 AUG9 CB 1 23,0 99,8 >>200 63,3
0,413 0,293 0,293 AUGI10 CB 1 8,8 99,5 >200 244
0,707 0,147 0,147 AUG11 CB 1 6,9 99,2 >200 19,1
0,267 0,587 0,147 AUGI12 CB 1 13,3 99,6 >>200 36,7
0,267 0,147 0,587 AUG13 CB 1 0,5 86,9 14,4 14
0,413 0,293 0,293 AUGl14 CB 1 7,3 99,4 >200 20,1
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1. Rac-1a: feniletanol

t € eeAc E UB
TEOS OTEOS PTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 CB 1 1,0 96,5 55,6 2,7
0,12 0,88 AUG2 CB 1 4,3 99,0 >100 12,0
0,12 - 0,88 AUG3 CB 1 12,6 99,4 >200 34,6
0,413 0,587 - AUG4 CB 1 9,2 99,1 >200 255
0,413 - 0,587  AUG5 CB 1 13,5 99,5 >200 37,1
0,12 0,293 0,587  AUG6 CB 1 8,1 99,4 >200 22,3
0,707 0,293 - AUG7 CB 1 6,5 99,3 >200 18,0
0,707 - 0,293  AUGS8 CB 1 4,5 99,5 >200 12,4
0,12 0,587 0,293  AUGY CB 1 15 98,5 >100 4,3
0,413 0,293 0,293 AUGI10 CB 1 15,8 99,5 >200 43,6
0,707 0,147 0,147 AUGI11 CB 1 6,3 99,2 >200 17,4
0,267 0,587 0,147 AUGI12 CB 1 2,8 98,8 >100 7,8
0,267 0,147 0,587 AUG13 CB 1 17,8 99,5 >200 49,0
0,413 0,293 0,293 AUG14 CB 1 14,5 99,5 >200 40,0
t € eeAc E UB
TEOS DMDEOS PTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 AK 1 08 97,0 66,4 2,1
0,12 - 0,88 AUG3 AK 1 345 996 >>200 95,0
0,413 0,587 - AUG4 AK 1 39,7 99,8 >>200 109,5
0,413 - 0,587 AUG5 AK 1 20,7 99,6 >>200 57,1
0,12 0,293 0,587 AUG6 AK 1 446 98,8 >200 122,8
0,707 0,293 - AUG7 AK 1 22,4 99,7 >>200 61,8
0,707 - 0,293 AUGS AK 1 26 991  >200 7,1
0,413 0,293 0,293 AUG10 AK 1 84 995  >200 23,1
0,707 0,147 0,147 AUGl11 AK 1 0,2 88,0 15,7 0,7
0,267 0,587 0,147 AUGl12 AK 1 141 995  >200 38,9
0,267 0,147 0,587 AUG13 AK 1 16,3 99,3  >200 44.8
0,413 0,293 0,293 AUGl4 AK 1 85 996 >>200 23,3
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1. Rac-1a: feniletanol

t € eeAc E UB
TEOS DMDEOS OTEOS Kod  Enzyme h % % U/g
1 - - AUGI10 AK 1 08 9772 70,4 2,2
0,413 0,587 - AUG40 AK 1 40,8 99,7 >>200 1124
0,413 - 0,587  AUG50 AK 1 176 99,2 >200 484
0,12 0,293 0,587 AUG60 AK 1 25 983 >100 6,8
0,707 0,293 - AUGT70 AK 1 22,1 99,2 >>200 60,9
0,707 - 0,293 AUG8O AK 1 42 989 >100 115
0,12 0,587 0,293 AUG90 AK 1 03 913 22,1 0,8
0,413 0,293 0,293 AUGI100 AK 1 53 975 95,7 14,6
0,707 0,147 0,147 AUG110 AK 1 05 947 37,3 1,4
0,267 0,587 0,147 AUG120 AK 1 250 993 >200 68,9
0,267 0,147 0,587 AUGI130 AK 1 26,5 989 >200 73,0
0,413 0,293 0,293 AUGL140 AK 1 55 975 81,0 15,0
t c eeAc E UB
TEOS OTEOS PTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 AK 1 0,8 97,1 68,8 2,2
0,12 0,88 AUG2 AK 1 357 99,7 >>200 98,3
0,12 - 0,88 AUG3 AK 1 393 984 >200 108,3
0,413 0,587 - AUG4 AK 1 209 99,4 >>200 57,6
0,413 - 0,587  AUGS AK 1 19,3 991 >200 53,2
0,12 0,293 0,587 AUG6 AK 1 385 984 >200 106,1
0,707 0,293 - AUG7 AK 1 3,4 99,1 >200 9,3
0,707 - 0,293 AUGS AK 1 4,1 98,4 >100 11,3
0,12 0,587 0,293 AUGY AK 1 46,0 974 >100 126,8
0,413 0,293 0,293 AUGI10 AK 1 358 98,0 >100 98,6
0,707 0,147 0,147 AUGI11 AK 1 6,3 99,4 >200 17,3
0,267 0,587 0,147 AUGI12 AK 1 38,7 98,6 >200 106,6
0,267 0,147 0,587 AUGI13 AK 1 40,3 98,5 >200 111,2
0,413 0,293 0,293 AUG14 AK 1 342 983 >100 94,2
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2. Rac-1b: 2-oktanol

t c eeAc E uB
TEOS DMDEOS PTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 AK 1 0,3 60,8 4,1 0,7
0,12 - 0,88 AUG3 AK 1 19,8 61,9 49 41,6
0,413 0,587 - AUG4 AK 1 4,0 54,5 3,5 8,3
0,413 - 0,587 AUGSH AK 1 5,2 53,1 3,4 11,0
0,12 0,293 0,587 AUG6 AK 1 38,5 55,2 4,8 80,9
0,707 0,293 - AUG7 AK 1 13 52,7 3,3 2,8
0,707 - 0,293 AUGS AK 1 0,9 64,7 4,7 19
0,413 0,293 0,293 AUG9 AK 1 51 52,5 3,3 10,6
0,707 0,147 0,147 AUGl10 AK 1 0,2 65,9 49 0,4
0,267 0,587 0,147 AUGI11 AK 1 7,0 62,4 4,5 14,7
0,267 0,147 0,587 AUGl12 AK 1 6,7 57,8 3,9 14,0
0,413 0,293 0,293 AUG13 AK 1 48 52,7 3,3 10,1
t c eeAc E UB
TEOS DMDEOS OTEOS Kod Enzyme h % % U/g
1 0 0 AUG1 AK 1 0,3 56,9 3,6 0,5
0,413 0,587 0 AUG4 AK 1 4,3 53,0 3,3 8,9
0,413 0 0,587 AUGS AK 1 10,4 56,8 3,9 21,8
0,12 0,293 0,587 AUG6 AK 1 24,2 57,0 4,4 50,8
0,707 0,293 0 AUG7 AK 1 11 52,2 3,2 2,3
0,707 0 0,293 AUGS8 AK 1 2,3 59,8 4,0 4,8
0,12 0,587 0,293 AUG9 AK 1 28,3 57,4 4,6 59,4
0,413 0,293 0,293 AUGI0 AK 1 20,9 61,2 49 43,9
0,707 0,147 0,147 AUG11 AK 1 0,7 58,4 3,8 15
0,267 0,587 0,147 AUGI12 AK 1 14,5 58,8 42 304
0,267 0,147 0,587 AUG13 AK 1 21,9 56,6 4,2 459
0,413 0,293 0,293 AUGl14 AK 1 21,1 58,5 4.4 44,3
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2. Rac-1b: 2-oktanol

t C eeAc E uB
TEOS PTEOS OTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 AK 1 0,4 52,9 3,3 0,9
0,12 0,88 AUG2 AK 1 23,0 56,5 4,2 48,4
0,12 - 0,88 AUG3 AK 1 20,8 47,9 3,2 43,8
0,413 0,587 - AUG4 AK 1 58 49,7 31 121
0,413 - 0,587 AUG5 AK 1 9,1 59,4 4,2 19,1
0,12 0,293 0,587 AUG6 AK 1 18,3 50,5 3,4 38,4
0,707 0,293 - AUG7 AK 1 1,0 57,7 3,7 2,0
0,707 - 0,293 AUGS8 AK 1 2,7 57,0 3,7 57
0,12 0,587 0,293 AUG9 AK 1 27,8 53,2 4,0 58,3
0,413 0,293 0,293 AUG10 AK 1 20,3 57,6 4,3 42,6
0,707 0,147 0,147 AUGI11 AK 1 1,7 56,3 3,6 3,7
0,267 0,587 0,147 AUGI12 AK 1 19,7 56,6 41 414
0,267 0,147 0,587 AUG13 AK 1 18,6 54,4 3,8 39,1
0,413 0,293 0,293 AUG14 AK 1 17,3 60,6 4,6 36,3
t Cc eeAc E uB
TEOS DMDEOS PTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 CB 1 0,1 70,6 5,8 0,2
0,12 0,88 AUG2 CB 1 33,3 99,6 >>200 70,0
0,12 - 0,88 AUG3 CB 1 0,5 83,8 11,4 11
0,413 0,587 - AUG4 CB 1 13,2 99,3 >200 27,6
0,413 - 0,587 AUG5 CB 1 12,8 99,2 >200 26,8
0,12 0,293 0,587 AUG6 CB 1 16,2 99,6 >>200 34,0
0,707 0,293 - AUG7 CB 1 1,7 93,5 30,4 3,5
0,707 - 0,293 AUGS CB 1 8,6 99,4 >200 18,0
0,12 0,587 0,293 AUG9 CB 1 22,7 99,9 >>200 47,7
0,413 0,293 0,293 AUGI10 CB 1 11,1 96,6 64,2 23,3
0,707 0,147 0,147 AUGI11 CB 1 0,7 79,6 8,8 15
0,267 0,587 0,147 AUGI12 CB 1 145 97,4 90,0 30,5
0,267 0,147 0,587 AUGI13 CB 1 1,0 86,0 13,4 2,0
0,413 0,293 0,293 AUG14 CB 1 10,0 96,7 66,2 20,9
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2. Rac-1b: 2-oktanol

t C eeAc E uB
TEOS DMDEOS OTEOS Kod Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 CB 1 0,1 75,0 7,0 0,2
0,12 0,88 AUG2 CB 1 32,1 99,8 >>200 67,5
0,12 - 0,88 AUG3 CB 1 38,4 99,7 >>200 80,6
0,413 0,587 - AUG4 CB 1 14,3 99,8 >>200 30,1
0,413 - 0,587 AUGS CB 1 16,5 99,6 >>200 34,7
0,12 0,293 0,587 AUG6 CB 1 57 99,8 >>200 11,9
0,707 0,293 - AUG7 CB 1 1,3 93,2 28,6 2,8
0,707 - 0,293 AUGS CB 1 49 99,8 >>200 104
0,12 0,587 0,293 AUGY9 CB 1 26,7 99,8 >>200 56,1
0,413 0,293 0,293 AUGI10 CB 1 11,3 99,7 >>200 23,8
0,707 0,147 0,147 AUGI11 CB 1 1,7 99,9 >>200 16,2
0,267 0,587 0,147 AUGl12 CB 1 10,1 99,8 >>200 21,2
0,267 0,147 0,587 AUGI13 CB 1 0,6 95,4 42,4 1,2
0,413 0,293 0,293 AUG14 CB 1 10,4 99,3 >200 21,8
t c eeAc E uB
TEOS PTEOS OTEOS Koéd Enzyme h % % Ulg
1 - - AUG1 CB 1 0,1 72,0 6,2 0,2
0,12 0,88 AUG2 CB 1 0,7 83,3 11,0 15
0,12 - 0,88 AUG3 CB 1 34,5 99,7 >>200 724
0,413 0,587 - AUG4 CB 1 10,8 98,9 >100 22,6
0,413 - 0,587 AUG5 CB 1 18,7 99,8 >>200 39,2
0,12 0,293 0,587 AUG6 CB 1 6,2 99,3 >200 12,9
0,707 0,293 - AUG7 CB 1 8,4 99,4 >200 17,7
0,707 - 0,293 AUGS8 CB 1 4,3 99,6 >>200 9,0
0,12 0,587 0,293 AUG9 CB 1 0,9 98,0 98,8 1,9
0,413 0,293 0,293 AUGI10 CB 1 14,8 99,8 >>200 31,0
0,707 0,147 0,147 AUG11 CB 1 6,7 99,7 >>200 14,0
0,267 0,587 0,147 AUGI12 CB 1 18 99,2 >200 3,9
0,267 0,147 0,587 AUGI13 CB 1 15,6 99,8 >>200 32,7
0,413 0,293 0,293 AUG14 CB 1 16,6 99,8 >>200 34,8
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felépitett szol-gél rendszerekben. Gauss halos abra, és reziduumok abrazolisa a
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Normal Prob. Plot, Raw Residuals
3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 14 Runs

Maodel: Linear
3,0
25
' 99
20
15 < 95
ERRR oy
2 o 75
= 05 o !
; 00 o 55
% 05 “ 35
=
o
g 15
A o 05
-20
01
-25 .
-30
-1500 -1000 -500 o} 500 1000 2000
Residual

Rac-1b: biokatalizator aktivitas

Mormal Prob. Plot, Raw Residuals
3 Factor mixture design, Mixure total=100,, 14 Runs
Model Special Cubic

0
25
: 99
20
15 o5
® .
20 o
2 0 5" =
£
5 oo 55
2 .05 25
=
g0 - 15
=3 o 05
20 -
o1
25
30
2 0 8 6 4 2 o0 2 4 6 8 10
Residual
Rac-1b: i i A
ac-1p: enantiomertisztasag
Norrnal Prob. Plot, Ravi Residuals
3 Factor mixure design, Midure total=100,, 14 Runs
Model: Quadratic
a0
25 .
° .89
20 -
15 ) &
@ o
S 10 :
= . 75
B 05 - .
£ oo et 55
E 05 35
g
2 4 o
a 1° 5 15
AT 08
-20
25 01
-0
5 4 3 2 4 0 1 2 3 4 5 7
Residual

75

Raw Residuals

Reaw Residuals

Raw Residuals

Predicted vs. Residual Values
3 Factor mixdure design; Mixture total=100,, 14 Runs

Model: Linear
2000
1500
o
1000
500 o o
°
o
0 3 . o4 o
o
-500 o
@
o
-1000
-1500
2 400 600 800 1000 1200 1400
Predicted Values
Predicted vs. Residual Values
3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 14 Runs
Madel Special Cubic
10
3 @
5 o
al o
o
o
2 o
P
a o
2 o
-4 o o
-6
-8
-10 ¢
-12
-20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Fredicted Values
Predicted vs. Residual Values
3 Factor mixture design; Mixure total=100,, 14 Runs
Madel: Quadratic
7 F
61
5t £
al
t ° e
3l
| 3
2t o
1} -
[ ]
of
B o
o
o
4t e
5L
0 7 80 35 an 95 100 105 110

Predicted Values

1600



4. CaL B immobilizalasa TEOS/DMDEOS/OTEOS terner prekurzor elegybol

felépitett szol-gél rendszerekb. Gauss halés abra, és reziduumok abrazolasa a

mérések sorrendjében.

Rac-1a: enantiomerszelektivitas

Normal Prob. Plot, Rav Residuals
3 Factor mixturs design; Mixtire total=100,, 14 Runs
Mode Linear

Expected Normal Value

-"JD“ <400 -300 200 100 0 100 200 200 400 500 60O

Residua

Rac-1a: biokatalizator aktivitas

Normal Prob. Plot, Rav Residuals
3 Factor midure design; Mixture total=100,, 14 Runs
Model: Linear

30

Expected Normal Value

"5 -20 -1% -10 -5 0 5 10 15 20
Residual
Rac-1a: enantiomertisztasag
Mormal Prob. Flor, Raw Residuals
3Factor mixture design; Misture total=100,, 14 Runs
Modetl: Linear
30
25
’ 89
20
15 © @5
. L
2 10
2 75
§ 05
E 55
R 55
B 05 - 25
§ - :
A5 - o 05
=20
25) - 01
-30
12 10 -8 6 -4 -2 0 2 4
Residual

76

Raw Residuals

Raw Residuals

Raw Residuals

-500
-200 0 200 400 600 800

90 965 970 975 980 985 990 995

Predicted vs Residual Values
3 Factor mixure design; Misture total=100,, 14 Runs
Model Linear

1000 1200
Predicted Values

Predicted vs. Residual Values
3 Factor mixture design; Mixture total=100,, 14 Runs
Model. Linear

-10 0 10 20 30 40 50 60
Predicted Values

Predicted vs. Residual Values
3 Factor mixture design; Miture total=100.. 14 Runs
Model Linear

1000 1005 1010

Predicted Values

70
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Expected Mormal Value
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Expected Mormal Value

5. CaL. B immobilizalasa TEOS/DMDEOS/PTEOS terner prekurzor elegybal

felépitett szol-gél rendszerekben. Gauss halos abra, és reziduumok abrazolasa a

mérések sorrendjében.
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Rac-1b: enantiomerszelektivitas
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6. Lipaz AK immobilizilasa TEOS/PTEOS/OTEOS terner prekurzor elegybél

felépitett szol-gél rendszerekben. Gauss halos abra, és reziduumok abrazolasa a

mérések sorrendjében.

Rac-1a: enantiomerszelektivitas
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7. Lipaz AK immobilizalaisa TEOS/DMDEOS/PTEOS terner prekurzor elegyb6l

felépitett szol-gél rendszerekben. Gauss halos abra, és reziduumok abrazolasa a mérések

sorrendjében.
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Rac-1b: enantiomerszelektivitas
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8. Lipaz AK immobilizalasa TEOS/DMDEOS/OTEOS terner prekurzor elegybél

felépitett szol-gél rendszerekben. Gauss haldés abra, és reziduumok abrazolasa a

mérések sorrendjében.
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