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1. BEVEZETES

Az elmult évtizedekben egyre nagyobb fejlddés mutatkozik a biotechnoldgia egy specialis
aga, a human egészségiligyi biotechnologia terén, melynek kovetkeztében napjainkban a
biotechnologiai eredetli gyogyszerkészitmények szerepe rohamosan ndvekszik. A
biotechnologia jelenlegi és varhatdéan tovabb erdsodd térnyerése a gyogyszerkutatasban a
készitményfejlesztést is 1) kihivasok el¢é allitja, mivel e hatéanyagok rendkiviil érzékenyek a

fizikai és kémiai paraméterekre, ami nagyban megneheziti szilard formulalasukat.

TDK munkam soran a tejcukorérzékenység kezelésére alkalmazott B-galaktozidaz enzim
szilard formulalasanak lehetéségét vizsgaltam. Egyes becslések szerint vilagszerte a feln6tt
lakossag mintegy 70%-a nem képes megfeleléen lebontani a tejcukrot, melynek oka a laktaz
enzim csokkent miikddése vagy termelésének teljes hidnya. Az enzim potlasaval a fellépd

panaszok megsziintethetok.

Munkam soran célkitizésem az volt, hogy olyan hatékony és kiméletes szaritasi
technologiat fejlesszek, ami versenyképes alternativat jelenthet a jelenleg elterjedt — viszont

id6 és energiaigényes — szaritasi modszerekkel (pl. fagyasztva szaritas) szemben.

Az altalam alkalmazott technologia az elektrosztatikus nanoszalképzés volt. Ez az eljaras a
textiliparban mar széles korben elterjedt, azonban a gydgyszeripari alkalmazasa még csak
kezdeti fazisban van. Elénye, hogy rendkiviil kiméletes, pillanatszerii szaritast biztosit,
emellett folyamatos, €s alacsony energiaigényii technologia, amibdl kovetkezéen gazdasagos
termelést tesz lehetévé. Tovabbi pozitivum, hogy a modszer méretnovelése mar megoldott,
akar napi 10 kg-os termelés is megvaldsithatd, ami lehetdséget ad az ipari méretli termelésre

is.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Biohatéanyagok

A gyogyszerfejlesztés torténetében eddig harom olyan nagy attorést figyelhettiink meg,
melyek soran forradalmian 0j dolgok lattak napvilagot. A vilagon az elsé izolalt alkaloid a
morfin volt 1804-ben, amit végiil a Merck vitt piacra 1827-ben*. A mésodik ttorést a kémiai
uton szintetizalt gyogyszerek jelentették, melyek legjelentdsebb képviseldje az aszpirin.
Napjainkban ezek a hatéanyagok uraljak a vilag fobb gydgyszerpiacait. Az 1970-es években
megjelend, az emberi betegségek gyogyitasara alkalmazott, rekombindns DNS vagy
biotechnologiai eredetli biohatdanyagok jelentették a harmadik nagy attoérést. A rekombindns
human inzulin bevezetése 6ta az utdbbi évtizedekben a human egészségligyi, vagy mas néven

piros biotechnoldgia robbanasszerii ndvekedésnek indult®>.

Egy jelentés szerint az USA-ban a human biotechnol6giabol szarmazé arbevétel az 1996-
os 20 milliard dollarrol 2008-ra 70,1 milliard dollarra emelkedett, amivel parhuzamosan a
kutatis és fejlesztésre forditott pénzmennyiség is csaknem haromszorosara nétt*. A
novekedést az is jol mutatja, hogy mig 2003-ban egy biohatéanyag sem szerepelt a 15
legnagyobb arbevételt produkald gyogyszerek kozott, addig tiz évvel késébb, 2013-ban mar 6
biotechnologiai eredetli készitmeény is felkertlt erre a listara®. Az elmult években az ezekhez
kapcsolodo arbevétel ndvekvd tendenciat mutatott, néhany hatéanyag esetében pedig az évi 5

milliard dollart is meghaladta®.

E jelenség hatterében a biotechnologia altalanos fejlddése mellett az allhat, hogy a
konvencionalis gyogyszerek kutatasi €s fejlesztési koltségei az elmult évtizedekre soha nem
latott méreteket Oltottek, €s ezzel egy iddben az ujonnan elfogadott €s piacra vitt originalis
gyogyszerkészitmények szama drasztikus csokkenést mutatott az egyre szigorodo
engedélyeztetési eljarasoknak koszonhetSen ’. Emellett az ujonnan fejlesztett konvencionalis
kismolekulas hatéanyagok nagy része a BCS (Biofarméciai Osztalyozasi Rendszer) masodik
osztalydba tartozik, azaz rossz vizoldhatosagu, ami gyogyszertechnoldgiai szempontbol
jelentds kihivast jelent, hiszen a nem megfeleld kioldodas alacsony biohasznosulassal jar
egylitt. Mindezeket figyelembe véve nem meglepd, hogy a mind a gydgyszerkutatas, mind a
gyogyszertechnoldgia teriiletén nagy igény mutatkozik a hagyomanyostol eltérd
fejlesztésekre, melyek segitségével tovabb javithatdé az emberi életmindség, és ezaltal 1)

lendiiletet adhatnak az iparagnak.



2.2. Fehérjék

A biohatdéanyagok definicidja nem teljesen egységes, de a kifejezés olyan terapias hatasu
anyagokra utal, melyeket biotechnologiai tton allitottak el6 és sejtekbél, vagy a sejtek aktiv
részébdl szarmaznak. A hatdanyagcsoport terapias szempontbol legjelentésebb képviseldi a

fehérjék, koztiik az antitestek, enzimek, véralvadasi faktorok és peptid hormonok.

A fehérjék szadmtalan elonyds tulajdonsaggal rendelkeznek a konvencionalis
gyogyszerekhez képest. Ezek koz¢é tartozik a nagy specificitas, mely kevesebb mellékhatast és
alacsonyabb dozist eredményez, az alacsony toxicitas, és az alacsony nem-specifikus és mas
hatdanyagokkal valo kodlcsonhatas, igy mas gyodgyszerek szedése nem befolyasolja hatasukat.
Ezen feliil bizonyos betegségek esetén, mint az enzimhidnyok, genetikai és degenerativ
betegségek vagy fehérje-diszfunkciok, a peptidekbdl és fehérjékbol késziilt készitmények
valtak napjainkban a leggyakrabban alkalmazott gyogyszerekké®.

A 16 kiilonbség e hatdanyagok és az tgynevezett kismolekulas hatéanyagok kozott a
strukturdlis komplexitasban keresendd. A fehérjék esetén mar a negyedleges térszerkezet
megvaltozésa is befolyassal van a biologiai aktivitasra, igy a fehérjékre jellemz6 a nagyfoku
érzékenység a fizikai és kémiai kornyezetre (pH, homérséklet, nyomads, ionkoncentracio) és az
alacsony stabilitas vizes kozegben, ami azért jelent nehézséget, mivel az elballitas végén
altalaban vizes oldat vagy szuszpenzi6 tartalmazza a hat(')anyagotg. ¢és ez korlatozza a termék

biohasznosulésat, szallithatosagat és stabilitasat.

A fehérjék csoportjan belill nagy jelentdséggel birnak az enzimek. Miikddésiik minden
sejtiinkben nélkiilozhetetlen, igy az emberi szervezet szamara is 1étfontossaguak. Eddig 3000
kiilonb6z6 human enzimet azonositottak melyek tobb, mint 10 000 reakciot katalizalnak™®.
Egészségiigyi alkalmazasuk igen széleskorti, koszonhetden a fent emlitett, fehérjékre jellemzo
nagyfoku specifikussagnak és az egyedi Kkatalitikus hatasnak. A terapias enzimek
legsikeresebben a citotoxikus anyagok eltavolitasdra, a vérrendszert érintd életveszélyes

betegségek ¢és az igen gyakori enzimhianyos allapotok kezelésére alkalmazhatodak.

Az enzimhelyettesitési terapia (ERT - enzyme replacement therapy) soran altaldban
intravénds infuzio segitségével adagoljdk a paciensnek a hidnyzd vagy a szervezetében
csokkent miikodést mutato enzimet. Ez a kezelési modszer ma a rekombinans

enzimtechnoldgianak kdszonhetden mar tobb, egyébként sulyos, gyakran halalos betegség
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esetén alkalmazott, ugy, mint Fabry-szindroma'', Gaucher-kor'?, Pompe-kor®®, illetve

: 1 .14
mukopoliszacharidézis™.

A cisztas fibrozis (CF) az egyik leggyakoribb velesziiletett anyagcserebetegség, ami a
kiils6 elvalasztasi mirigyek koéros valadéktermelésével jar. Ez a sulyos betegség mai
ismereteink szerint nem gyogyithatd, viszont tiinetileg kezelheté kiilonb6z6 DNaz enzim

tartalmu inhalalo készitményekkel, melyek nagymértékben javitjak a betegek életmindségét.

Kutatasok soran megallapitottdk, hogy a rdkos megbetegedések kezelésében is jelentds
eredmények érhetdek el enzimes terdpia segitségével. Nemrégiben kimutattak, hogy a pegilalt
arginin deamindz, egy argininbont6 enzim gatolhatja a melanoma és a hepatocellularis
karcinoma (majsejtrak) kialakulasat ™. Mikrobialis glutaminiz-aszpargindz enzim esetén
bizonyitottdk az akut leukémidk esetén fellépd terdpias hatdsokat, aminek kovetkezényeként

napjainkban az enzimet kemoterapias gyogyszerként forgalmazék (Elspar)™.

Tanulmanyok bizonyitjak, hogy proteolitikus enzimek (PEP — pankredsz enzimpdtld
készitmények) sikeresen alkalmazhatdak gasztrointesztinalis betegségek kezelésére illetve
gyulladascsokkentd hatasuk is ismert'’. Szamtalan enzim emellett kit{inG antimikrobas illetve

alvadasgatlo hatassal is rendelkezik.

A dolgozat alapjaul szolgalo kisérletek soran a laktoz intolerancia kezelésére széles korben
alkalmazott B-galaktozidaz enzimmel, mint modell biohatéanyaggal dolgoztam, melynek

tulajdonsagait a kovetkezd fejezet targyalja.

2.3. B-galaktozidaz enzim

A B-galaktozidaz (roviden laktaz) (1. abra) egy a vékonybél sejtjei altal termelt enzim,
mely a B-1,4-D-galaktozidos kotések hidrolizisét katalizalja. A legfontosabb ilyen kotést

tartalmazo szubsztrat a laktoz, melyet az enzim gliikk6zza és galakt6zz4 bont.

Az enzim szamtalan egyéb forrasbol is szdrmazhat (allati, novényi, mikrobialis) ¢€s
tulajdonsagai (szubsztrat specificitds, homérséklet és pH optimum) ennek megfeleléen
eltérhetnek®. A biotechnologiai felhasznalas szempontjabol a legnagyobb jelentdséggel a
mikrobiologiai eredeti enzimek birnak, tekintettel a mikroorganizmusok konnyl

kezelhet6ségére, magas szaporodasi ratajara és a magas termelési hozamra. A leggyakrabban



felhasznalt mikroorganizmusok az Aspergillus niger, Aspergillus oryzae és a Kluyveromyces

lactis®.

1. abra A B-galaktozidaz térszerkezete (forras: Protein Data Bank)

A laktdz amellett, hogy nagyszerli modellt szolgaltat a fehérjékkel foglalkozo kutatasok
szdmara, egy nagyon széles korben elterjedt betegség, a laktoz intolerancia kezelésére is

alkalmazhatd, igy vizsgalata gyogyaszati megfontolasokbdl is megalapozott.

2.3.1. Laktoz intolerancia

A tejcukor, mas néven laktdéz egy diszacharid, amely sok élelmiszerben megtalalhato.
Természetes formaban, legnagyobb mennyiségben a tejben és tejtermékekben (vaj, sajt,
joghurt, tejszin) fordul elé. A tejtermékek a kiegyensulyozott, teljes értékli taplalkozas fontos
részei: a szervezetet kalciummal és mdas asvanyi anyagokkal, fehérjékkel és vitaminokkal
latjak el. Emésztése soran a P-galaktozidaz a laktdézt két monoszacharidda, gliikézza és
galaktozza hidrolizalja (2. abra), amik mar képesek felszivodni a véraramba, és ezaltal

energiat szolgaltatnak.

HO O p-galaktozidaz HO
Laktaz Glakaz Galaktoz

2. abra Laktéz hidrolizise B-galaktozid4z enzimmel



A laktéz intolerancia vagy tejcukor érzékenység egy olyan enzimhianyos vagy csokkent
enzimmilkodéses emésztési zavar, melynek soran a vékonybélben nem termelddik sziikséges
mennyiségli enzim, vagy annak miilkodése nem megfelelé. A le nem bontott tejcukor ez
esetben eléri a vastagbelet, ahol bakterialis bomlasnak indul és ekdzben olyan anyagok, pl.
gazok keletkeznek, melyek jellegzetes gasztrointesztinalis panaszokat okoznak (puffadas, hasi

gorcsok, bélkorgas, ozmotikus hasmenés, fejfajas).

A tejcukorérékenység egyénenként eltérd mértékli lehet, sokaknal csak nagyobb
mennyiségl tej okoz problémakat, masoknal mar egy kevés tejszin elfogyasztasa is tiineteket

okoz?°. A laktoz intolerancia kialakulasa szerint t5bb tipusba sorolhato:

1) Primer vagy elsddleges feln6ttkori tejcukorérzékenység: Csecsemdkor utan,
barmilyen ¢életkorban kialakulhat, genetikai oka van. Nem gyogyithato, de jol
kezelhet6 allapot.

2) Szekunder vagy masodlagos feln6ttkori (Gn. szerzett) laktozérzékenység:
Szamtalan oka lehet, barmilyen olyan hatas, ami a vékonybélben 1évé laktaztermeld
sejteket karositja (pl. antibiotikumok, hasmenés, Crohn betegség). Ennek
kovetkezménye a laktaz termelésének csokkenése vagy megsziinése.

3) Velesziiletett laktoz intolerancia: Nagyon ritkan fordul el6, ebben az esetben mar az

ujsziilott szervezete sem képes az enzim termelésére.

A betegség kezelésében fontos szerepe van a diétanak, de a tejtermékek elhagyasa
veszélyekkel jar, mivel a szervezet hosszu tdvon nem nélkiilozheti a tejben és tejtermékekben
talalhato 4svanyi anyagokat, nyomelemeket és vitaminokat®!. A legnagyobb problémat ilyen
esetben a hianyos Ca®* bevitel okozza, amivel megnd a csontritkulds esélye, mivel a kalcium

22,23 w1 2+
. A sziikséges Ca

nélkiilozhetetlen a csontok novekedéséhez és ujraépiiléséhez
mennyisége az életkortol fiigg, a legnagyobb kockazatnak a csecsemdk és kisgyermekek,

varandos anyak €s az id6s emberek vannak kitéve.

2.3.2. A laktoz intolerancia kezelési modjai

A tiinetek kezelése megoldhato laktozmentes termékek fogyasztasaval vagy a laktdz enzim
potlasaval. Mivel egyes becslések szerint a vilag felndtt lakossdganak 70%-a nem képes
megfeleléen lebontani a tejcukrot ** | ezért egyre tobb iranybél és egyre intenzivebb

eréfeszitések torténnek annak érdekében, hogy hatékony és olcsd laktazkészitmények



kertiljenek piacra. Ezek altalaban olyan enzimtartalmt tablettdk, melyeket étkezés elétt vagy
utan kell bevenni, és segitségiikkel az elfogyasztott ételben 1évd laktoz lebonthatd, miel6tt a
vastagbélbe keriilne. Ezzel a lakt6z intolerancia kellemetlen tiinetei megsziintethetéek vagy

csokkenthetdek, és igy a betegeknek nem kell nélkiilozniiik a tejet és tejtermékeket sem?>.

Eldéfordulhat azonban, hogy az enzim szajon at torténd potlasa nem lehetséges, mivel a
beteg érzékeny a készitményben 1évo bizonyos segédanyagokra. Ilyen esetekben laktézmentes
tejtermékek fogyasztasa jelent megoldast, aminek feltétele a hatékony ¢és gazdasagos

laktdzbontas.

2.4. Enzimek stabilizalasa

Mint az mar a fentiekben bemutattam, a fehérjékre jellemz6 a nagyfoku érzékenység a
fizikai és kémiai kornyezetre, ami nagyban megneheziti az ipari felhasznalasukat, és a
gyogyszerként valo alkalmazasukat. Mivel stabilitasuk vizes kdzegben alacsony, ezért a viz
kiméletes elvonasa ezekbdl a rendszerekbdl legtobbszor a stabilitas jelentds javulasaval jar
egyiitt. Az enzimek hosszu tavu eltarthatosagat ezért napjainkban leginkabb szaritassal vagy
az enzim immobilizalasaval biztositjak, melynek eredményeként szilard készitményeket
kapunk. A szilard forma tovabbi eldnye, a folyékony formulakkal szemben, hogy praktikus
felhasznalast biztosit, konnyebb tarolast és szallitast tesz lehetdvé, ami nagyban elGsegiti
terapias alkalmazhatosagat. Azonban az enzimek érzékenysége miatt szaritdsuk soran szamos
nehézségbe iitkdzhetlink, és a napjainkban elterjedt szaritdsi modszerek a nem megfeleld

kiméletesség miatt csak mérsékelt hatékonysaguak.

A leggyakrabban alkalmazott szaritasi technologiak koziil kiemelhetjiik a fagyasztva

szaritast és a porlasztva szaritast.

Mivel a fagyasztva szaritds (liofilizalas) jelenleg a leggyakrabban alkalmazott szaritasi
technologia, a szakirodalom kiemelten foglalkozik a fagyasztasi €s szaritasi 1épések kozben
fellépd stresszhatasokkal €s ezek lehetséges lekiizdésével. A modszer két f6 1€pésbal all: a
fehérjeoldat fagyasztasat kovetden a szaritas soran a viz eltavolitasa vakuum alatt torténik. A
eredményezheti. A fagyasztasi 1€pés soran keletkezd jégkristaly struktardk jelentdsen
karosithatjdk a  fehérjék negyedleges szerkezetét, mely sokszor irreverzibilis

aktivitascsokkenéshez vezet. Ezen kiviil a fagyasztas alatt a makromolekuldkat kéarosithatja a



mikrokornyezet valtozasa, mint példaul a ndvekvo s6 koncentracidé vagy a pH megvaltozasa,
tovabba a fagyasztas sebessége is hatassal lehet a makromolekulak aggregalodasara. Ezek a
hatasok csokkenthetok kiilonb6zo segédanyagok (cukrok, sok, poliolok, polimerek)
alkalmazasaval illetve a szaritasi koriillmények megfeleld megvalasztasaval. A B-galaktozidaz
fagyasztva szaritasat tobb kutatds soran is vizsgaltdk, melyek soran kiilonb6z6 cukrok (pl.
mannitol, inozitol, trehal6z) és sok (pl. kalium-klorid, magnézium-acetat, kalium-citrat)
segitségével probaltak javitani a termékben 1év0 enzim aktivitasat és stabilitdsat. A kutatdsok
soran kimutattdk, hogy segédanyagok felhaszndldsa nélkiil a szaritott enzim jelentds
mértékben veszit aktivitdsabol a kiindulashoz képest % A Kkisérletek soran azt is
javulas érhetd el, viszont még igy is tapasztaltak aktivitasvesztést?’. Azon tilmenden, hogy a
fagyasztva szaritas nem kell6en kiméletes dehidratalasi modszer, tovabbi jelent6s hatranya,

hogy rendkiviil id6- és energiaigényes technoldgia, mely csak szakaszosan tizemeltetheto.

Egy masik gyakran alkalmazott mddszer a porlasztva szdritds, melyet leginkdbb az
¢lelmiszeriparban haszndlnak. Amellett, hogy a szaritasi 1épés pillanatszer(i, a technologia
egyik legfontosabb eldnye, hogy a termelési igényeknek megfelelden tervezhetd, mivel a
folyamat kapacitasa nem korlatozott, akar 100 tonna is eldallithaté vele egy honapban.
Hatasosan ez a technoldgia is csak segédanyagok felhasznalasaval alkalmazhat6. Trehaloz
hozzaadasa esetén is csupan 70%-0s aktivitasu szilard laktdz format sikeriilt létrehozni a
technolégiava ® . A fagyasztva szaritishoz képest rugalmasabb technologia, viszont
hatranyként megemlithetd, hogy jelents héstressz érheti az anyagot, valamint a folyamat
sordn nagy mennyiségli fiitott levegd tavozik a rendszerbdl anélkiil, hogy a széritdshoz

hozzajarulna, igy az energiahatékonysag ebben az esetben is roppant alacsony.

2.5. Enzimek immobilizalasa

Az enzimek kiilonb6z6 immobilizaladsi modszerekkel is szilard formaba hozhatéak. A
legismertebb immobilizalasi technikak koz¢ tartozik a fizikai adszorpcid, kovalens rogzités és
hordozéba agyazas, melyekrdl részletes tanulményok taldlhatdak a szakirodalomban®. Az
immobilizalt enzimek felhasznalasaval heterogén katalizises reakciok valdsithatok meg, ami
lehetdséget ad az immobilizalt enzimek Ujrafelhaszndlasara. Egy immobilizalasi technoldgia
szempontjabol igen fontos kérdés, hogy a moddszerrel eldallitott szilaird enzimforma a

visszaforgatasi lépések soran megdrzi-e aktivitasat.
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Egy kutatds soran a [-galaktoziddz Concanavalin A-ra torténd fizikai adszorpciojat
vizsgaltak. Az immobilizalt enzim a szabad enzim aktivitasanak 82%-at Orizte meg, mely

t3bb 1épéses ujrafelhasznalas soran 25%-al csokkent™.

Kitozanhoz kovalensen kotott laktaz vizsgalata soran az immobilizalds utan 18,4%-0s
aktivitast tapasztaltak. Az immobilizalas soran az enzim termostabilitdsa nott, de az affinitasa
csokkent (K, érték (Michaelis allandd) 2,5x-re nétt), és 4 1épéses szakaszos jrafelhasznalas

soran a kiindulasi aktivitas 20%-al csokkent™:.

-galaktozidaz polivinil-alkohol (PVA) hidrogélbe dgyazasa sordn 32%-os tulélést sikertilt
elérni. A bedgyazott enzim meg0rizte ezt az aktivitast szakaszos Ujrafelhasznalés és 530 6ra
folyamatos lizemii alkalmazas esetén is, illetve alacsony homérsékleten tarolva (4 °C) 2 éves

. r S . . 2
tarolas utan is stabil maradt a minta®.

2.6. Elektrosztatikus nanoszalképzés

Az eddig leirtak alapjan elmondhato, hogy a szilard formuldlas éltal ndvelhetd az enzimek
stabilitdsa, azonban a hatékonysagot nagyban befolyasolja az alkalmazott modszer és annak
koriilményei, ezért a folyamat megtervezése nagy koriiltekintést igényel. Lathatd, hogy a
korlatozottak, mivel nem kell6en kiméletesek vagy gazdasagosak és ezért igény van alternativ

szaritasi technologidk megjelenésére.

Az altalam alkalmazott szaritasi technoldgia az elektrosztatikus nanoszalképzés volt, mely
a kiméletes ¢és pillanatszerti dehidratacio és a rendkiviil gazdasagos termelési lehetdség miatt

versenyképes alternativa lehet az eddigiekben bemutatott technologiak mellett.

Az elektrosztatikus szalképzés (electrospinning) mar egy régdta ismert technologia,
azonban az elmult évtizedekig csak viszonylag kevés figyelmet kapott. A *90-es évektdl
fejlodése jelentosen felgyorsult, koszonhetéen a nanotechnoldgiai kutatasok eléretorésének. A
technologiat tobb iparagban is alkalmazzak és tovabbi lehetséges alkalmazhatdsagat szadmos
teriileten intenziven kutatjdk. Napjainkban a textil és millanyag ipar hasznalja leginkabb
sziirék 3, biokatalizator hordozok 3, nanokompozitok 35, szenzorok, védobevonatok és
féligateresztd membranok 36 gyartasara, illetve gyogyaszati alkalmazasai is ismertek

(sebgyo gyités37, gyorsitott hatc')anyagleadésgs, nyujtott hatéanyagleadé539’4o).
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Az elektrosztatikus szalképzés elektromos erdtér segitségével képez nanoszalakat, melyek
atmérdje sziik méreteloszlast mutat, altaldban 5-500 nm kozé esik*. A berendezés (3. abra)
egy kondenzatorhoz hasonlithatd, aminek fegyverzetei kdzé nagyfesziiltséget (~10-35 kV)
kapcsolnak. Ez az erdtér kolcsonhatasba tud 1épni elektromosan vezetd folyadékokkal,
példaul kiilonb6zoé polimerek szerves oldoszeres vagy vizes oldatdval. Ezt altalaban az
anddon helyezik el, a végtermék gyiijtésére hasznalt ellenelektrodot pedig foldelik, igy
kozottik elektrosztatikus erétér alakul ki. Ennek hatdsara a polimer oldatcsepp kup alakot

vesz fel, melyet els leiroja tiszteletére Taylor-kiipnak neveznek*” (4. abra).

Polimer oldat

(==RB—1T

Adagolo pumpa

Kollektor

Nagyfeszultségi
= tdpegység

3. abra Elektrosztatikus szalhuzo6 berendezés
(forras: http://www.neotherix.com/technology.php)

Mikor a Coulomb eré meghaladja a folyadékcsepp feliileti fesziiltségének visszatartd erejét
a kup hegyébdl egy vagy tobb, vékony folyadéksugar 1€p ki a foldpont felé. A kilépd sugar a
két kollektor kozotti térrészben felgyorsul, megnyulik, és ez 4ltal elvékonyodik, feliilete

megnod ¢és igy az olddszer elparolgasaval a polimer szal megszilardul.

Mindez a masodperc toredéke alatt jatszodik le (~0,1 s), igy elmondhatd, hogy a szarités
pillanatszerii. Ez csak egyike a modszer szamtalan eldnyének, melyek koziil kiemelhetd, hogy
egyszerl, folyamatos technologia, szobahdmérsékleten és 1égkori nyomason alkalmazhat6 és

emellett a gyartas energiaigénye rendkiviil alacsony.
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4. abra Taylor-kiap (forras: http://www.yflow.com/?q=node/3)

Eléfordul, hogy a szalképzés sordn gyongysor szerli szalak képzddnek, illetve a szalak
lehetnek laposak és esetenként az atmérdjiik méreteloszlasa is széles tartomanyban mozog. A
képzddo szalak alakja és mérete szamtalan paramétertdl fiigg, példaul az alkalmazott polimer
tulajdonsagaitol (molekulatomeg, tivegesedési homérséklet, oldhatosag) és a polimer
oldatanak jellemzditd]l (viszkozitds, viszkoelasztikussag, koncentracio, feliileti fesziiltség,
elektromos vezetOképesség) is, valamint az oldoszer parcialis géznyomasa és a kornyezet
relativ paratartalma is hatassal lehet a képz6d6 szalak paramétereire. Ezen kiviil az oldat
adagolas sebessége, az elektromos erdtér térerdssége és az elektroédok geometridja (és ezaltal

az elektromos erdtér formaja) ugyancsak fontos szerepet jatszik a szélképzésben43.

Mivel az elektrosztatikus szalképzés igen kiméletes és pillanatszerii szaritast tesz lehetévé,
ezért érdemes vizsgalni a biotechnologiai alkalmazasanak lehetdségeit. A kovetkezd fejezet

egy rovid attekintést nyujt az eddigi hasonl6 témaju kutatasokrol.

2.6.1. Az elektrosztatikus nanoszalképzés biotechnologiai alkalmazasai

Egy kutatas soran PLGA (poli(tejsav-glikolsav)) és PLA-PEG (politejsav-polietilén-glikol)
felhasznalasaval késziilt nanoszalakba agyaztak plazmid DNS-t. Megfigyelték, hogy a

beagyazott DNS-darab kioldodas utan is ép maradt, és tovabbra is képes volt a 3-galaktozidaz

koédolasara™,

Egyes virusok (TMV (dohanymozaik virus), T7, T4, L) szalakba agyazasa is sikeresnek

bizonyult, megtartva azok bioldgiai aktivitasat*>*°.
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Teljes sejtek és mikroorganizmusok elektrosztatikus szalképzését is vizsgaltak, gy mint
Saccharomyces cerevisiae*’, C. elegans larvak®®, Xenopus tropicalis embriok *°, zebrahal
embriok™. A legtobb esetben megallapitottdk, hogy az elektrosztatikus szalképzés utan a
sejtek képesek voltak szaporodni, azaz a folyamatnak nem voltak negativ hatasai a sejtek

¢letképességére.

Fehérjékkel torténd nanoszalképzésére is mar nagyszamu példa talalhatd a
szakirodalomban, borju szérum albumin®, hemoglobin és mioglobin®® bedgyazasa is mind

sikeresnek bizonyult.

A technoldgia a tapasztalatok szerint jol hasznalhaté enzimek immobilizalasara, de ennek
vizsgalataval még csak korlatozott szamu kutatas foglalkozott. Eddigi kisérletek soran

%8.%% " lizozim*®, a-kimotripszin®®, szuperoxid-diszmutaz®’, és tirozinaz*® enzimek

lipaz
beagyazasa szalképzéssel mar megtortént, kiillonboz6 polimerek (PEG, PLA, PS (polisztirol),
PVA, PAN (poliakrilnitril)) felhasznalasaval. Az eredmények fiiggtek az alkalmazott

polimertdl és az immobilizalas tipusatol (kovalens rogzités, bedgyazas).

2.6.2. Az elektrosztatikus nanoszalképzés méretnovelése

A folyamatos gyartas ipari méretli megvalositdsdnak szempontjabol nagyon biztatd, hogy
az elektrosztatikus nanoszalképzés méretndvelése mar megoldott, koszonhetden a textilipari
¢s szuréssel foglakozd fejlesztéseknek. Tobb technologia is létezik, amit mar sikeresen
alkalmaztak a technoldgia méretnovelésére, de jelenleg is fejlesztések folynak az eddig elért

o) r o S ;. ISR ST v rer 759
termelési eredmények novelésére illetve 0 elveken alapuld eljardsok megvalositasara™.

A legegyszerlibb méretnovelési lehetdség a szorofejek megsokszorozasa, amit mar szamos

ipari vallalatnal alkalmaznak elsésorban sziirGbetétek gyartasara. (5. abra)

5. abra Elektrosztatikus szalképzés méretnovelése sok szorofej alkalmazasaval
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A szorofejek szama akar az 1000 darabot is elérheti. Ennek a megolddsnak az egyik
legnagyobb hatranya, hogy egy fej eldugulasa esetén a tobbi fejen jon ki nagyobb mennyiségii
anyag, ami zavart okozhat (pl. nem megfeleld szaradas). Ez elkeriilhetd lehet ugy, hogy
minden fejhez kiilon pumpa csatlakozik, viszont ilyen nagyszamu kiilon pumpa ugyancsak
hatranyokkal jarna. Egy mdsik gyakran emlitett hatranya a sok szorofejes megoldasnak az

igen nehézkes tisztithatosag®™.

Egy masik elven alapulé méretndvelési lehetdség a szabad folyadékfelszinrdl torténd
szalképzés (6. abra). Ezzel a sok szorofejes esetben emlitett hatranyok (pl. fejeldugulas,
tisztithatosag) nagyrészt kikiiszobolhetdek, és egyben a nagy termelékenység is biztosithato®.
A szabad folyadékfelszinen megfeleld gorbiileteket kell kialakitani ahhoz, hogy széalak

tudjanak kilépni a felszinr61%.

6. abra Forgé hengeres elektrosztatikus szalképzés

Napjainkban a legelterjedtebb méretndvelési technoldgia esetén, melyet féleg sziirok
gyartasara hasznalnak fel, egy forgd elem, jellemzden henger meriil egy kadban elhelyezkedd
polimer oldatba, ami forgdsa révén sajat felszinére hordja fel az anyag0t63. Akar 1,6 méter
hosszi hengerek is hasznéalhatok, és ezekbdl tobbet egymés utin téve a termelés

meghaladhatja a napi 10 kg-ot.

Az elektrosztatikus er6k kombinalhatok egyéb nyujtdéerdkkel. Ismertek példdul olyan
nagynyomdasu porlasztolevegdt alkalmazd eljarasok, amelyek viszonylag egyszeriien
megvalosithatok. Ebben az esetben egy hagyomanyos porlasztofej is alkalmazhatd, amire
nagyfesziiltséget kapcsolva megfeleld Osszetételi oldatbol nanoszéalak képezhetdk. Léteznek
nagy sebességgel forgd tarcsakkal megvaldsitott szalképzési eljarasok is, melyek egy részénél
jelenleg nem alkalmaznak elektrosztatikus erdket. A szalképzés valamint a szalak megnyulésa

e megoldasoknal elsdsorban a légellenéllés és a fej elforduldsanak hatasara torténik.
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A nagysebességli forgoOtarcsas technoldgia kombindlhatd nagyfesziiltséggel, ami
elsOsorban a szalak 0sszegylijtésében és egyenletes eloszlasaban segit. Ennél a technologianal
alkalmazott szorofejet a festd és fényezo iparban porlasztasra fejlesztették ki, és jelenleg is
autok festésére, fényezésére hasznaljak (7. abra). A nagy teljesitményii és hatékonysagu
eljaras tehat mar jol bevalt, kifinomult ipari technoldgianak szamit. Ebben az esetben a
centrifugalis ¢és a légellenallasi er6k mellett az elektrosztatikus erék (nagyobb fesziiltség, akar
100 kV alkalmazasa) is a szalak nyuldsat, vékonyodasat segitik eld, valamint a
porlasztolevegd - amit ugyancsak haszndl ez a technika - tovabbi nyujtoerét biztosit. Igy e
technoldgia esetében mindhdrom kiemelt alapelv (nagyfesziiltség, porlasztolevego,

nagysebességli tarcsa) szerephez jut.

)

7. abra Autok festésére hasznalt elektrosztatikus forgé porlasztofej (forras:
http://www.globalspec.com/)
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3. FELHASZNALT ANYAGOK, KISERLETI MODSZEREK

3.1. Felhasznalt anyagok

3.1.1. Laktaz enzim

A kisérletekhez az Optiferm cég altal porlasztva szaritassal eléallitott opti-lactase P nevii
laktaz tartalmu port hasznaltam. Az enzimet egy kivalasztott Aspergillus oryzae torzs
felhasznalasaval, fermentacids tton allitottak eld. A kapott enzim optimuma 55 °C-on, 4,5-6s

pH-nal van.

3.1.2. Orto-nitrofenol-B-galaktopiranozid (ONPG)

Az enzimaktivitdas mérésére hasznalt egyik anyag a szintetikus orto-nitrofenol-p-

galaktopiranozid (réviden ONPG) volt, melyet a Carbosynth cégtdl rendeltiik.
Osszegképlet: C1,H15NOg
Molekulatomeg: 301,25 g/mol

3.1.3. Cukrok

A folyadékkromatografids mérésekhez felhasznalt cukrok a Sigma-Aldrich altal gyartott
laktoz (tisztasag: >99%), gliikkoz (tisztasag: 99,5%) és galaktdz (tisztasag: >99%) voltak.

3.1.4. Polimerek

3.1.4.1. Polivinil-pirrolidon (PVP K-30, K-90)
Osszegképlet: (CeHgNO),
Atlagos molekulatomeg: PVP K-30: ~50 000 Da
PVP K-90: ~1 000 000 Da
Megjelenése: fehér, por

N 0]
Uvegesedési hémérséklet: 155 °C

Oldhatosag: vizben jol oldodik

17



3.1.4.2. Polivinil-alkohol (PVA)
Osszegképlet: (C2H40),
Atlagos molekulatomeg: 130 000 Da
Megjelenése: fehér, por n
- A A ok o OH
Uvegesedési homérséklet: 85 °C

Oldhatosag: vizben jol oldodik

3.1.4.3. Polietilén-glikol (PEG)

Osszegképlet: ConHan+20n41

Atlagos molekulatomeg: 400 000 Da
O _H
Megjelenése: fehér por H O
n
Uvegesedési hémérséklet: 63 °C
Oldhatosag: vizben jol oldodik

3.1.4.4. Politejsav (PLA)

Osszegképlet: (C3H402),

Atlagos molekulatdmeg: 160 000 Da CH, o CH,
Megjelenése: fehér granulatum HO o O )\[(OH
Uvegesedési hémérséklet: 60-65 °C Of CH3]p, O

Oldhatésag: vizben nem oldodik

3.1.5. Tween® 80 (Polioxietilén- szorbitan- monooleat)

A kisérletek soran minden alkalommal az oldatkészités soran a polimer oldathoz 30-80 pl
Tweent adtam, attél fliggden, hogy milyen volt a kiindul6 oldat 6sszetétele. Alkalmazasanak
célja az volt, hogy csokkentse az oldat feliileti fesziiltségét, és ez altal biztositsa a hatékony

szalképzést.
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3.2. Felhasznalt eszk6zok, mintakészités

3.2.1. Elektrosztatikus szalhuzo6 berendezés

A laktaz enzim szilard formulalasat elektrosztatikus szalhuzo berendezés (electrospinner)
segitségével valositottam meg (8. dbra). Az altalam hasznalt késziilék harom f6 részbdl all:
egy adagold pumpéval 6sszekotott porlasztd fejbdl, egy nagyfesziiltségli tapegységbol, és egy
szalgyljtobol (kollektor).

8. abra Elektrosztatikus szalhuzo berendezés

Az enzimet tartalmazé polimer oldatot egy programozhaté pumpa (9. abra) segitségével
jutattam a porlasztd fejre. A pumpan 0,1 ml/h-S pontossaggal beallithaté az adagolas, igy

biztosithatd a megfeleld szalképzéshez sziikséges aramlasi sebesség.

9. abra Adagol6 pumpa
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A fecskendd hegyétdl az oldatot egy vékony szilikon csovon keresztiil vezettem el,
amelynek végére egy porlasztofejet erdsitettem. Szalgylijtoként egy teflonbevonati sik
fémlapot hasznaltam. A szalhuzds soran egy egyenaramt tdpot (10. 4bra) hasznaltam,

melynek fesziiltsége 5 kV és 65 kV kozott valtoztathato.

10. abra Nagyfesziiltségii tapegység

A fesziiltség mellett fontos paraméter a térerdsség, mely legegyszeriibben a két elektrod
kozotti tavolsaggal modosithatd. Az éaltalam alkalmazott tdvolsdg kb. 12-15 cm volt, attol
fiiggden, hogy a szalképzést mi segitette eld jobban. Ezzel az elrendezéssel az egyenletes
folyadékadagolasnak kdszonhetden tobb ora folyamatos iizemii elektrosztatikus szalhuzasra
volt lehetdségem. Ez alatt az id6 alatt megfeleld mennyiségli mintat sikeriilt eldallitani a

késdbbi vizsgalatokhoz.

3.2.2. A B-galaktozidaz enzim bedgyazasa vizoldhaté polimer nanoszilakba

Els6 1épésként a kivalasztott polimert oldottam desztillalt vizben magneses kevertetés
mellett, majd a polimer oldodasat kdvetden a szabad enzimet is feloldottam desztillalt vizben.

Az elkészitett oldatok bemérési mennyiségei az 1. tdblazatban talalhatdak.

1. tablazat Az elkészitett oldatokhoz hasznalt bemérési mennyiségek

Polimer Viz Enzim Viz

PVP K90 1lg 4,79 0,259 19
PVP K30 19 19 0,259 0,25¢g
PVA 19 7,759 0,259 1,259

PEG 0449 99 01g 19
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Ezt kovetden az enzimoldatot automata pipettaval a polimer oldatdhoz pipettaztam, és
hozzaadagoltam 30-80 ul feliiletaktiv anyagot (Tween®) a késébbi szalképzés segitése
céljabol. Ezutan fecskenddvel felszivtam a homogén oldatot, majd miutan a fecskendét az
automata adagoldba helyeztem, 0,5-1,5 ml/ords adagolasi sebességgel (attdl fiiggben, hogy
melyik szolgalta legjobban a szalképzddést) elinditottam a folyamatot. Amint az els6 csepp
megjelent a porlasztofejen, beinditottam a nagyfesziiltségii tapegységet, melyet 25-35 kV-ra
allitottam. A folyamat végén (kb. 2-3 odra) 200-500 mg anyagot gylijtdttem Ossze a

kollektorrol a késdbbi vizsgalatok elvégzéséhez.

3.2.3. Elektrosztatikus szalképzés méretnovelése

A méretnoveléses kisérletek soran egy Reiter HR Center Bell tipust, suritett levegével
miikodé nagysebességili elektrosztatikus porlasztd/szalképz6 berendezéssel dolgoztam (11.
abra). Az oldatkészités menete megegyezett az el6z6 pontban leirtakkal. A folyamat soran az
adagolofej fordulatszama 30 000 rpm, az alkalmazott fesziiltség 60 kV és az adagolasi
sebesség 120 ml/h volt. Az adagolofej és a kollektor tavolsaga 26 cm volt. A folyamatos

izemelés perisztaltikus pumpa segitségével oldhaté meg.

11. abra Reiter HR Center Bell tipusu nagysebességii porlaszté berendezés
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3.2.4. A B-galaktozidaz enzim beigyazasa vizoldhatatlan polimer nanoszalakba

A kimért PLA-hoz (1 g) mérlegen kloroformot (19,13 g) adtam hozza és magneses keverén
teljes feloldodasig kevertettem (kb. 45 perc). Ezutan a polimeroldathoz hozzaadtam 2 ml
dimetilformamidot (DMF). Ezt kdvetéen a kimért desztillalt vizhez (0,671 ml) hozzaadtam az
enzimet (0,1 Q) és keveréssel feloldottam. Az enzimoldatot automata pipettaval
belepipettaztam a polimeroldatba, majd ultrahangos kadban tiz percig emulgealtam. A
kialakult emulziot fecskenddvel felszivtam és a mar elobb ismertetett modon elinditottam a
szalképzést. Az adagolési sebességet 8 ml/orara, a fesziiltséget pedig 30 kV-ra allitottam. A
folyamat végén ~0,5 g anyagot gyljtottem Ossze a kollektorrél a késébbi vizsgalatok

elvégzéséhez.
3.3. Vizsgalati médszerek

3.3.1. Pasztazé elektronmikroszkopos vizsgalat (SEM - Scanning Electron Microscope)

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassam, hogy az enzim bedgyazasa hatassal volt-e
végeztem. A vizsgalatokat JEOL JSM-6380LA tipusi pasztazd elektronmikroszkoppal
végeztem 25kV gyorsitd fesziiltség és 10 mm-es mintatavolsag mellett, nagy vdkuumban. A
vizsgalt mintakat kétoldalu szén-ragasztoval réz tuskokhoz rogzitettem, majd JEOL 1200

tipusu berendezéssel aranyoztam, a toltodés elkertilése érdekében.

3.3.2. Aktivitasmérés

A mintak bioldgiai aktivitasat két kiilonb6z6 modon vizsgaltam, egy spektrofotometrids
(ONPG) és egy folyadékkromatografias (HPLC) moédszerrel. Minden esetben a szabad enzim
(a kiindulasi laktdztartalma por) és az formulalt enzim aktivitisat parhuzamosan mértem,
hogy az eredmények Osszehasonlithatoak legyenek. Az aktivitast unitban adtam meg: 1 unit

az az enzimmennyiség, ami 1 umol szubsztratot alakit at 1 perc alatt 55 °C-on, 4,5-6s pH-n.

3.3.2.1. Oldatkészités a szabad enzimbdl

A szabad enzimbdl 100 mg-ot mértem be, majd ezt 10 ml desztillalt vizben feloldottam,
majd higitasi sort készitettem. Az ONPG-vel végzett aktivitismérés esetén 102 g/l, a HPLC-s
mérés esetén 1 g/l volt a végsd enzimoldat koncentracioja az enzimre nézve. Minden higitasi
1épésnél alapos vortexelést végeztem.
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3.3.2.2. Oldatkészités a vizoldhato polimerekkel késziilt mintakbal

A vizoldhat6 polimerek (PVA, PVP K90 és K30, PEG) felhasznélasaval késziilt mintakbol
elsé Iépésben kimértem 10 mg-ot, majd az anyagot 10 ml desztillalt vizben oldottam ¢€s ezt
kovetden higitasi sort készitettem. A végsd oldat koncentracioja az ONPG-vel végzett
mérésnél 10° g/l, a HPLC-s mérés esetén 1 g/l volt enzimre nézve. Ebben az esetben is

minden higitasi 1épés el6tt az oldatokat alaposan vortexeltem.

3.3.2.3. Mintaelokészités a vizoldhatatlan polimerrel késziilt mintabol

A politejsavval (PLA) késziilt minta esetén csak folyadékkromatografias méréseket végeztem.
Ennél a mintdnal nem volt lehetéségem higitasi sort késziteni, és ezért mar kiindulaskor 12

mg-ot mértem be, melynek enzimtartalma 1 mg.

3.3.2.4. Reakcio menete

A végs6 oldatokbol 100 pl-t pipettaztam egy kémcsbbe, majd a kémcsébe keverdmagot
helyeztem. A PLA-val készitett minta esetén a bemért szilard minta mellé 100 pl desztillalt
vizet pipettaztam. A legtobb vizsgalatot négy vagy hat parhuzamossal (ugyanabbol a végso
oldatbol) végeztem. A reakcidkat egy vizfiirddben (55 °C) végeztem, ahol a magneses
kevertetés megoldott. A kémcsovekbe kimért 102 gll-es oldatokat kémcsdallvanyban a
vizfiirdébe helyeztem és 1 percig temperaltattam Oket. Ezutan 1,5 ml 4,5-6s pH-ji 0,1 molos
acetat pufferben oldott szubsztratot pipettaztam a kémcsovekbe. A reakcid 10 percig futott,
majd a szabad enzim és a vizoldhatdo polimeres mintdk esetén 1 ml 1 molos Na,COs
segitségével allitottam le. A PLA-val készitett mintanal csipesszel kivettem az immobilizalt
enzimet a reakcidelegybdl, hogy ledllitsam a reakcidt, majd ebben az esetben is hozzaadtam
az elegyhez 1 ml Na,COs-ot, hogy az esetlegesen lemosodott enzimet is inaktivaljam. A
mintakat a vizfirdobdl kivéve megvartam, mig szobahdmérsékletre hiilnek, majd

spektrofotometria és HPLC segitségével meghatdroztam az enzimaktivitast.

3.3.2.5. Spektrofotometrias aktivitasmérés ONPG-vel

Az o-nitrofenol--galaktopiranozid (ONPG) egy szintetikus szubsztrat, melyet gyakran
hasznalnak a laktdz enzim aktivitasdnak megallapitasara. Felépitése hasonlit a lakt6zéhoz €s
igy alternativ szubsztratja a laktdz enzimnek. Az anyag alapéllapotban szintelen, viszont ha a

-galaktozidaz is jelen van akkor az ONPG-t galakt6zza és orto-nitrofenolla hidrolizalja (12.
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abra). Ez a masodik komponens ligos kozegben sarga szinii, és igy spektrofotométerrel
detektalhatdé 420 nm-en. A megjelend szin intenzitasat mérve kovetkeztethetiink a

reakcidsebességre, amivel az enzim a laktozt bontja.

O H _O H OH _OH
galaktozidéz O
HO e HO
o-nitrofenol-g-D-galaktopiranozid D-galaktoz o-nitrofenol
NO,
pKa”Q
HO

sarga
12. abra ONPG hidrolizise -galaktozidiaz enzimmel

A mérés elonye, hogy konnyen és gyorsan kivitelezhetd, viszont legnagyobb hatranya,
hogy a sarga szin megjelenése pH fiiggd és a legintenzivebben csak 9-es pH felett jelenik
meg, ahol az enzim aktivitdsa mar megszlinik. Ezt a problémat Ggy kiiszoboltiik ki, hogy a
reakciot az enzim pH optimumaén futtattam majd 1 mélos Na,CO3; hozzaadasaval allitottam
meg, ami egyben a lagos pH-t is bedllitotta. A moddszer masik hatranya a vele kapott
eredmények viszonylag nagy szorasa, ami miatt kevésbé preciz, mint a masik altalam hasznalt

mérési modszer.

A mérést 6 milimolos ONPG oldattal végeztem, majd minden reakcidelegy abszorbancidjat
mértem spektrofotométerrel. Minden minta és parhuzamos kozott a hasznalt kiivettat

desztillalt vizzel kimostam, majd szarazra toroltem.

A spektrofotometrids méréshez sziikség volt vak mintara is, melyet a kovetkezdképp
készitettem: A fent ismertetett modon elkészitett torzsoldatokbol az enzimet €s a szubsztratot
kiilon-kiilon kémcs6be mértem ki, majd ugyanigy kezeltem Oket, mint a tobbi mintat. A
Na,COs-0t az enzimhez pipettaztam, majd dsszedntdttem az enzimet €s a szubsztratot. Az igy

kapott oldat abszorbanciajat kivontam a mintdk abszorbanciajabol.

Késziilék: Pharmacia Ultrospec 111 UV/Vis spektrofotométer (13. abra)

24



13. abra Pharmacia Ultrospec III UV/Vis spektrofotométer

3.3.2.6. Folyadékkromatografias aktivitasmérés laktézzal (HPLC)

A felhasznalt szubsztrat ebben az esetben laktéz volt, amit az enzim glikézza és
galaktézza hidrolizdl. A keletkez0 cukrok analitikai pontossagli meghatarozasat
folyadékkromatografias (High Performance Liquid Chromatography — HPLC) méréssel
végeztem (14. abra). A reakciosebesség szamolasat a laktozfogyasbol végeztem, mivel a
laktaz a keletkez6 monoszacharidok egy részébdl transzglikolidaz aktivitdsa miatt
galaktooligoszacharidokat készit, igy a gliikkoz és galaktdz koncentraciok nem hasznalhatok a
szamitasokhoz. A galaktooligoszacharidokat altalaban probiotikus étrendkiegészitOként

hasznaljak az élelmiszeriparban64.

14. abra Folyadékkromatografias késziilék

A méréshez 10 g/l-es laktdz oldatot hasznaltam, majd a HPLC-vel végzett méréshez a
mintaaoldatokat 0,45 um pérusméretii sziirGvel atsziirtem, és ezt kovetéen 700-1000 pl-t

HPLC mintatartd csdvekbe pipettaztam. A késziilék inditdsaig az igy eldkészitett mintakat
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hiitve taroltam. A folyadékkromatografias késziilék adatait és a mérés koriilményeit az 2.

tablazat tartalmazza.

2. tablazat HPLC adatai

Kolonna Aminex ion kizarasos HPX-87H (BioRad, Hercules, CA USA)

Mozg6 fazis 5 mM kénsav

Aramlasi sebesség | 0,5 ml/perc

Homérséklet 65 °C

Detektor Shimandzu RID-10A (Shimandzu, Kyoto, Japan)

3.3.3. A mintak tarolasa

A szalhuzassal elkészitett szilard mintakat a szabad enzimhez hasonldan zart
mintatartokban, hiitve (7 °C) taroltam. A tarolasi hémérséklet vizsgalatara egy PVP K90-nel
késziilt mintat szobahémérsékleten (20-25 °C) hagytam allni.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Munkdm sordn azt vizsgaltam, hogy a gydgyszerformuldlas teriiletén viszonylag jnak
szamito elektrosztatikus szalképzés alternativat nyujthat-e a jelenleg elterjedt biohatdéanyag

szaritasi technologidkkal szemben.

Kiilonb6z6 vizoldhatdo és vizoldhatatlan polimerek felhasznalasaval készitett szilard
enzimformak esetén vizsgalni kivantam, hogy az altalam alkalmazott eljaras milyen hatéassal
van egy terapias célra igen gyakran alkalmazott enzimre, a [-galaktozidazra, hogy ezzel a
modszerrel lehetséges-e stabil szildard formula létrehozasa, és megoldhato-e igy egy
egyszeriibben és olcsobban gyarthatd rendszer kialakitdsa a laktdz intolerancia hatékony
kezelésére. Tanulmanyoztam tovabba a tarolasi hdmérséklet hatasat a készitett termékekre, €s
a mintdk bioldgiai aktivitasanak valtozasat, stabilitdsat a tarolasi id6 fiiggvényében, illetve a

technoldgia méretnovelésének lehetdsége mellett a reprodukalhatosagot is vizsgaltam.

4.1. B-galaktozidaz beagyazasa vizoldhato polimer nanoszalakba

A tanszéken korabban tiszta polimer oldatokkal végzett kisérletek eredményeibdl kiindulva
meghataroztam az enzimtartalmu polimer oldatok esetében megfeleld szalképzést (egyenletes
szalkilépés, megfeleld szaradas, széalas termék, stb.) biztositdé polimerkoncentracidkat (3.

tablazat).

3. tablazat Elektrosztatikus szalképzéshez felhasznalt oldatok polimer koncentracioi

Polimer Kiindulasi oldat koncentraciéja (m/m%)
PVA 9,8%

PVP K90 14,5%

PVP K30 40%

PEG 3,8%

A széalképzést kovetden az elkésziilt mintdkrol pasztazd elektronmikroszkopos (SEM)

crer
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A felvételekr6l jol latszik, hogy a folyamat soran sikeriilt egységes, szalas termékeket

"o

eléallitani, ahol a szalak atmérdje a mikronos-szubmikronos tartomanyba esik.

=T - 18 435 SEI
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15. abra Kiilonb6z6 polimerekbe agyazott $-galaktozidaz enzim pasztazo
elektronmikroszkopos felvételei kiilonb6z6 nagyitasok mellett. (a) PVA 1000x-es és
5000x-es nagyitas; (b) PVP K90 1000x-es és 5000x-es nagyitas; (c) PVP K30 1000x-es és
5000x-es nagyitas; (d) PEG 1000x-es és 5000x-es nagyitas

4.1.1. A szalképzés hatasa a bioldgiai aktivitasra

Az elektrosztatikus szalképzést kovetden a legfontosabb kérdés, hogy a kiilonbdzd
polimerekbdl eldallitott enzimtartalmi nanoszalak milyen aktivitdssal birnak, tehat hogy a
szalképzés milyen hatassal volt a laktaz enzimre. A szabad (kiindulasi) és formulalt enzim
aktivitasat két kiillonb6z6 modszerrel mértem a korabbiakban leirtak szerint annak érdekében,
hogy megallapitsam, sikeriilt-e bioldgiai aktivitdssal bird szilard format létrehozni. Az

alabbiakban a kapott eredményeket targyalom.

Spektrofotometria
100% 97% 105%
100% -
80% - 69%
60% -
40% -
20% -
0% T T T T
Szabad enzim PVA PVP K90 PVP K30 PEG

(@)
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120% -
100%
100% - . 94% 95% o
85%
80% -
60% -
40% -
20% -
0% . .
Szabad enzim PVPKIO  PVP K30 PEG
(b)

16. abra A szalképzés utan (a) spektrofotometrias; (b) HPLC-s modszerrel mért

aktivitasok a szabad enzimhez viszonyitva

A szalképzés utan kozvetleniil mért aktivitdsok alapjan (16. dbra) megallapithato, hogy a
szaritas sikeres volt, mindegyik polimer esetén sikeriilt olyan szilard format létrehozni, mely
megorizte katalitikus aktivitasat. A modszer kiméletességét jol szemlélteti, hogy 2 polimer
esetén (PVA, PVP K30 ¢s K90) a beagyazott enzim aktivitasa kdzel volt a szabad enziméhez.
Egyediil a PEG esetén figyeltem meg nagyobb kiilonbséget (~20-30%), viszont még ez a
csokkenés sem haladja meg az irodalmi bevezetében részletezett technoldgidk esetén

tapasztalt atlagos aktivitasvesztést (Lasd: 2.4. és 2.5. fejezet).

Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag (EFSA) ajanlésa szerint egy laktoztartalmi
étkezéshez 4500 FCC (Food Chemicals Codex) unit laktaztartalmi gyogyszerkészitmény
hasznélata javasolt®®. 1 FCC unit az az enzimmennyiség, ami 1 umol ONPG-t alakit at 1 perc
alatt 37 °C-on, 4,5-6s pH-n. A kés6bbi mérési eredményekbdl kideriil, hogy az optimalis
hémérsékleten mért aktivitas 40%-ra csokken 37 °C-on mérve (Lasd: 4.1.3.2 fejezet). Ezzel
egy kozelitdé becslés adhatd arra vonatkozoan, hogy mekkora mennyiségili szalhtizott minta
tartalmazza a sziikséges enzimmennyiséget. Koriilbeliil 30 mg formulalt termék sziikséges a

hatdsos dozishoz, ami elegendden kis mennyiség egy hatdsos gydgyszerforma eldallitdsahoz.

fgy megallapithatd, hogy az elektrosztatikus szalképzés alkalmas a laktaz enzim szilard

formulalasara, hiszen kiméletes szaritast biztosit és mar 30 mg termék tartalmazza a hatdsos
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dozisnak megfeleld enzimmennyiséget, mely eredmények biztatbak a technologia

felhasznalasanak szempontjabol.

A 16. dbran lathat6 diagramokbol a két mérési modszer kozotti kiillonbség is kitlinik. A
spektrofotometrids modszer szamtalan elonye mellett (egyszerli, gyorsan elvégezheto)
szamolnunk kell a mérés hatuliitéivel is, példaul megfigyelhetd, hogy az ezen az tton kapott
mérési eredmények szorasa joval nagyobb, mint a kicsit bonyolultabb ¢és iddigényesebb
folyadékkromatografias eredményeké. Az egyes esetekben jelentkezé 100%-nal nagyobb

aktivitas is a mérési modszer bizonytalansagara vezethetd vissza.

Miutan megbizonyosodtam arrdl, hogy az elektrosztatikus szalképzés elegendden
kiméletes technologia biohatéanyagok szdritdsdra, megvizsgaltam, hogy az igy eldallitott
mintak milyen stabilitdssal birnak az id6 fliggvényében, mivel egy hatéanyag szilard
formulélésa csak abban az esetben mondhat6 sikeresnek, amennyiben a hatdéanyag aktivitasa

hossza tavon is fennmarad.

4.1.2. Negyedéves stabilitasi eredmények

A stabilitdsvizsgalat soran szabdlyos 1dokozonként (1 hét, 1 hoénap, 3 hodnap)
parhuzamosan mértem a szaritott és a szabad enzim aktivitdsat, hogy az eredmények
Osszehasonlithatéak legyenek. A szabad enzim aktivitasat tekintettem 100%-nak ¢és erre
vonatkoztattam a formulalt mintdkbol kapott eredményeket. Az aldbbiakban a

spektrofotometrias és HPLC-s mérések eredményeit targyalom.

160%
140% (a)
120% |
80% 1 1 It
60%
40%
20%
0%
0 1 hét 1 hénap 3 hénap
—o—Szabad enzim —i—PVA
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160% b
140% (b)

120% TF "
100% Wﬂi
80%

60%
40%
20%

0%

0 1 hét 1 hénap 3 hénap
—o— Szabad enzim —=—PVP K90

160%
140%

(©)

120% - :
100%

80% % —— —
60%
40%
20%

0%

0 1 hét 1 hénap 3 hénap
—o— Szabad enzim —i—PVP K30

160%
140%
120% T
100% ‘_}F
80% -
60% -+
40%

20%
0%

(d)

HH P

0 1 hét 1 honap 3 honap
=¢—Szabad enzim —8—PEG

17. abra Spektrofotometrias stabilitasi eredmények 3 honap elteltével (a) PVA; (b)
PVP K90; (c) PVP K30; (d) PEG felhasznalasaval késziilt mintak esetén

(A diagramokon a pontok kis tdvolsdga nem iddbeli kiilonbséget mutat, csak a szoras
megjelenithetdsége miatt vannak eltolva egymashoz képest.)
(Nagyobb méretben lasd: 6. Mellékletek.)
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A 17. é4bran lathaté diagramok mutatjdk az ONPG-vel mért negyedéves stabilitasi
eredményeket, melyek alapjan megallapithatd, hogy a kiindulashoz képest 3 honap utan sem
tortént jelentds valtozas, a PVA-ba és a két PVP-ba agyazott enzimek esetében kapott szinte
Osszes aktivitasi értek 90% ¢és 100% kozé esett. Emellett a PEG-ba dgyazott enzim relativ

aktivitasa végig 80%-osnak mutatkozott, tovabbi csokkenés nem volt megfigyelhetd.

120%

(a)
0, +
100% bt =

—0
80%

60%

40%

20%

0%

0 1hét 1 hénap 3 hénap
—o—Szabad enzim —a—PVA

120%
(b)

100% ~

80%

60%

40%

20%

0%

0 1 hét 1 honap 3 honap
—o—Szabad enzim —a—PVP K90

120%

0, T (C) -
100% M — =%

80%

60%

40%

20%

0%

0 1 hét 1 honap 3 honap
—o—Szabad enzim —a—PVP K30
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120%
(d)

100% ¥ <

80%

60%

40%

20%

0%

0 1 hét 1 honap 3 honap
—o—Szabad enzim —a—PEG

18. abra Folyadékkromatografias stabilitasi eredmények 3 honap elteltével (a) PVA;
(b) PVP K90; (c) PVP K30; (d) PEG felhasznalasaval késziilt mintak esetén
(Nagyobb méretben 1asd: 6. Mellékletek.)

A kivalo stabilitasi eredményeket megerdsitették a HPLC-s mérésbdl kapott adatok (18.
abra), mivel itt is a kiindulasi értékekhez hasonldé eredmények sziilettek, viszont - a mérés

pontossadganak kdszonhetden - joval kisebb ingadozas volt tapasztalhato.

Az igy kapott negyedéves stabilitds azért is mondhat6 jelentds eredménynek, mivel az
elkészités soran semmilyen stabilizaloszert vagy mas adalékanyagot nem alkalmaztam,
melyek nélkiil a napjainkban leggyakrabban hasznalt szaritasi modszerek (fagyasztva szaritas,
porlasztva szaritas) csak nagyon alacsony hatékonysaggal alkalmazhatéak. (Lasd: 2.4.

fejezet.)

Mivel a legjobb stabilitasi eredményeket a PVP-vel készitett mintdk mutattak, ezért egy
PVP K90 felhasznalasaval késziilt mintaval végeztem tovabbi vizsgalatokat a

szubsztratkoncentracio, hdmérséklet, pH és tarolasi hdmérséklet hatasanak vizsgélatara.

4.1.3. PVP K90-el késziilt minta vizsgalata

4.1.3.1. Szubsztratkoncentracio hatasa az enzimaktivitasra

Egy adott enzim altal katalizalt reakciot legjobban a kinetikai paraméterekkel (maximum
reakcidsebesség és a Michaelis allandd) lehet jellemezni. Ezek az értékek fiiggnek a
reakciokoriilményektdl, de ha ezek allandoak, akkor jellemzdek az enzimre. Ezért kisérleteket
végeztem a kinetikai paraméterek meghatarozasara. Ezt ugy vizsgaltam, hogy novekvo
szubsztratkoncentracioknal mértem a szabad és a formulalt enzim aktivitasat, majd a kapott

34



eredményeket a Hanes-Langmuir-Woolf féle linearizalasi modszerrel linearizaltam (19. abra),

¢és az egyenes illesztése utan becsiiltem a paraméterek értékét.

Kinetika
30 +
Vinax = 0,36 unit
25 K,=25mM
y =2,74422x + 6,85588
v 2
20 - R2=0,94506
- 15 - 7 @ Immobilizalt enzim
%) Szabad enzim
10 -
a y =2,5911x + 6,9709
4 R2=0,9647
T T O T T T 1
Ve = 0,39 unit
-4 -2 2 4 6 8 max !
T Ky=27mM
-5
Szubsztratkoncentracio ([S]) [mmol/l]

19. abra Hanes-Woolf linearizalasi modszer

A becsiilt paraméter értékeket az alabbi tdblazatban (4. tablazat) foglaltam Ossze. 1 unit az
az enzimmennyisé€g, ami 1 pmol szubsztratot (itt: ONPG) alakit 4t 1 perc alatt 55 °C-on, 4,5-
6s pH-n.

4, tablazat A becsiilt paraméterek

Szabad enzim PVP K90

Maximum reakciosebesség (Vmax) 0,39 unit 0,36 unit

Michaelis allandé (K, 2,7 mM 2,5 mM

Annak  érdekében, hogy  meggy6zddhessek  arr6l, hogy a  kiilonbodzd
szubsztratkoncentracioknal mért aktivitdsok a szabad és a formuldlt enzim esetén csak a
véletlen ingadozasnak koszonhetden kiilonboznek, statisztikai probat végeztem. A szabad és
szalképzett mintdkkal mért reakciosebességek eltéréseit a szubsztratkoncentracid
fliggvényében abrazoltam (20. abra). Az abrarol jol latszik, hogy a reakcidosebességek kozotti

kiilonbségek nulla koriil ingadoznak. Statisztikai probéaval is vizsgaltam, hogy a két minta
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reakcidsebességeinek varhato értékei megegyeznek-e. A kiilonbségekre végzett egymintas t-
proba ,p” érteke 0,170, tehat 0,05-0s szignifikanciaszinten a varhato értek egyenldsége
elfogadhat6, azaz a statisztikai proba alapjan elmondhato, hogy a reakciosebességek kozotti

kiilonbség nem szignifikans, a véletlen ingadozas okozhat ilyen eltéréseket.
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20. abra A szabad és formulalt enzimmel mért reakciosebességek kiilonbségei a
szubsztratkoncentracio fiiggvényében

Mivel a szamolt kinetikai paraméterek nagyon kozel esnek egymashoz, igy nagy
biztonsaggal mondhatd, hogy a szabad és a beadgyazott enzim katalitikus hatdsa megegyezik.

Ezt a feltételezést a statisztikai proba alatamasztja.

4.1.3.2. Hémérséklet és pH hatasa az enzimaktivitasra

Az enzimek aktiv része gyakran ionizalhatd csoportokat tartalmaz, melyek megfeleld térszerkezete
sziikséges a hatékony miikddéshez. Emiatt a pH és a hdmérséklet befolyasolja az enzimkatalizalt reakciok
Az enzimek immobilizaldsa esetén altaldban kiszdmithatatlan, hogy a pH és hdmérséklet — aktivitas
profilok hogyan valtoznak, egyes esetekben csokken vagy n6 az optimalis pH vagy hdmérséklet, maskor
semmilyen valtozas nem t::lpasztalhat(').66

Emiatt vizsgaltam a kiilonboz6 pH-k és hémérsékletek hatasat az enzimaktivitasra ugy,

hogy kiilonb6z6é pontokban (pH: 1; 3; 4,8; 6; 12 és hémérséklet: 37 °C; 45 °C; 50 °C; 55 °C;
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65 °C) mértem a szabad ¢s a formulalt enzimforma aktivitasat. A kovetkezOkben az igy kapott

eredményeket targyalom.

3000 000

2 500 000

2000 000

1000 000 / \\i\
RSN

Enzimaktivitas [unit/g]

pH
—o—Szabad enzim —=—PVP K90

21. abra A pH hatasa a beagyazott enzim aktivitasara

A 21. 4dbra mutatja a pH valtoztatasaval kapott aktivitasprofilt mind a szabad, mind a
formulélt enzim esetén. Ez alapjan megallapithaté, hogy a pH optimum mindkét
enzimformanal ugyanott talalhato, illetve a profilok lefutdsa is hasonld a két esetben. Savas
pH tartomdnyban a szabad és szalképzett enzim kozott nem volt megfigyelhetd kiilonbség,
viszont a pH emelésével a formuldlt enzim aktivitdsa kis mértékben csokkent a szabad

formahoz képest.

A 22. abra mutatja a kiilonb6zé homérsékletek fliggvényében mért enzimaktivitast.
Megallapithatd, hogy a szalképzés nem volt hatdssal az enzimmiikodés optimalis
hémérsékletére, viszont a formuldlt enzim esetén alacsonyabb hdémérsékleten (45 °C)

magasabb aktivitast mértem, mint a szabad formanal.

A fent kozolt harom vizsgélatot (szubsztratkoncentracio, pH ¢és hdmérséklet hatasa)
egyeldre csak ONPG-vel végeztem, a késObbiekben sziikség lehet a kisérletek ismétlésére
HPLC segitségével, hogy a szabad és szalképzett enzim katalitikus hatdsdnak azonossaga a

kisebb ingadozast mutatdé mérési modszerrel is bizonyitott legyen.
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22. abra A hémérséklet hatasa a beagyazott és a szabad enzim aktivitasara

4.1.3.3. A tarolasi homérséklet hatasa az enzimaktivitasra

Munkém soran vizsgaltam a taroldsi hdmérséklet hatasat az enzimaktivitasra.
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23. abra A tarolasi h6méréklet hatasa az enzimaktivitasra (HPLC-s eredmények)

A 23, 4bran jol lathatd, hogy a szobahdmérsékleten tarolt minta esetén az id6

elérehaladtaval az enzimaktivitds lassu csokkenése volt megfigyelhetd, de ez a csdokkenés 9
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hénap szobahdmérsékleten valo tarolads utan is csak 23%-os volt. A stabilitds feltehetéen
tovabb javithatdo kiilonb6zd stabilizaldo szerekkel, illetve a tarolasi koriilmények
valtoztatasaval. Ez az eredmény a gyogyszerként vald felhaszndlds szempontjdbdl biztato,
mivel a szobahdmérsékleten is tarolhato készitmények nagyban megkonnyitik az alkalmazast,

valamint piaci terjesztésiik is szélesebb korben lehetséges, mint a csak hiitve tarolhatdaké.

4.1.4. 1 éves stabilitasi eredmények

A gybgyszeripari felhasznalhatosag szempontjabol fontos kérdés a hosszl tavua stabilitas,
igy ennek vizsgélatira a kiilonb6z6 vizoldhatd polimerekkel késziilt mintdkat az eléallitas

utan 1 évvel is megvizsgaltam, mérve az aktivitasukat.

A 24. abran lathaté eredményeket Osszehasonlitva a kiindulaskor kapott adatokkal
megallapithatd, hogy nem tortént jelentds valtozds, mindegyik polimer esetén a szilard
formanal még 1 év elteltével is ugyanolyan aktivitdst mértem, mint kdzvetleniil a szalképzés
utan. Ezzel az 6sszes alkalmazott polimer esetén sikeriilt igazolni a hosszu tava stabilitast, a
legjobb eredmények mégis a PVP felhasznalasaval sziilettek, mivel kozel 100%-os aktivitas
volt megfigyelhetd mindkét molekulatomegli polimer esetén. A kiilonboz6 polimerek
alkalmazéasaval kapott eltérd eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a polimer

megvalasztasa befolyassal lehet a szaritott enzim aktivitasara.

Spektrofotometria
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. 98%
100% - 95%
78%
80% -
60% -
40% -
20% -
0% T T T 1
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HPLC
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24. abra Stabilitasi eredmények 1 éves tarolas utan (a) spektrofotometrias és (b) HPLC-s
modszerrel

A szabad enzim aktivitasanak idébeli ingadozasat az 5. tablazatban lathato, kiilonb6zo
szubsztratokkal mért aktivitasadatok mutatjak. Az aktivitasokbol latszik, hogy a szabad enzim
aktivitdsa nem csokkent az id6 eldrehaladtaval, az adatok kiillonbségei a mérések
bizonytalansagaval és a kiilonb6z0 iddpontok hatdsaval magyarazhatéak. A két szubsztrat
kozotti kiilonbség az eltérd Kp, értekbdl kovetkezik, melyben tobb nagysagrend eltérés van'®,
A Kp érték mutatja meg az enzim affinitdsat egy adott szubsztrathoz. Mivel nem volt

megfigyelheté csokkenés a szabad enzim aktivitdsaban az id6 eldrehaladtaval, igy

megallapithatd, hogy a dolgozatban alkalmazott normalasi modszer megfeleld.

5. tablazat Szabad enzimmel mért fajlagos aktivitasadatok

Fajlagos aktivitas (unit/g)

Datum ONPG Laktoz
2012. aprilis 2107 354 13 736
2012. jalius 2 348 094 14 673
2012. november 2 337 627 14 395
2013. januar 2 225409 13 594
2013. marcius 2 467 742 14 050
2013. janius 2143116 14 798
2013. szeptember 2 064 845 14 265
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4.1.5. Reprodukalhatésag vizsgalata

Az  ipari  alkalmazhatésag  szempontjabdl  fontos  kérdés a  technoldgia
reprodukdlhatosaganak vizsgdlata, mivel a gyogyszerkutatds teriiletén a gyartdsi tételek,
illetve a forgalomba keriil készitmények kozotti nagy hatéanyagingadozas nem engedhetd

meg.

E kérdés tanulméanyozésara a kutatas soran 4 kiilonboz6 idépontban készitettem PVP K90-

bol késziilt mintakat, hogy vizsgéaljam a modszer reprodukalhatdsagat.

A kiilonbozd betiik (A,B,C,D) jelolik a kiillonboz6 id6épontokban késziilt PVP K90
mintdkat. A 25. dbrdn bemutatott eredmények mindegyik esetben a szalképzés utan 1 évvel
mért aktivitdsokat mutatjak. Ezekbdl lathatd, hogy az értékek kozel esnek egymashoz, igy
kovetkeztetésként levonhato, hogy az adatok alatdmasztjak az elektrosztatikus szalképzéssel
torténo szaritas reprodukalhatésagat. A technologia ezen megbizhatésaga az elektrosztatikus

szalképzést roppant vonzova teszi az ipari alkalmazas szempontjabol.

Spektrofotometria
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HPLC
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25. abra A 4 Kkiilonbo6z6 szalhiazott minta (A, B, C, D) stabilitaseredményei 1 év utan (a)
spektrofotometriaval (ONPG); (b) HPLC-vel (lakt6z) mérve

4.1.6. Méretnovelhetdség vizsgalata

A korabbiakban bemutatott technologia méretnovelhetésége kulcsfontossagi kérdés a
késobbi ipari alkalmazasok megvalositasahoz, ezért munkam soran fontos feladat volt a

technologia méretndvelhetdségének vizsgalata.

Az éltalam alkalmazott siiritett levegdvel miikddé nagysebességli elektrosztatikus
szalképzés soran a hagyomanyos elektrosztatikus szalképzéssel elérhetd termelékenységet 1-3
ml/h-r61 120 ml/h-ra sikeriilt nvelni, ami legalabb negyvenszeres kapacitasnovekedést jelent.
A kisérlet soran PVP K90 felhasznalasaval készitettem enzimtartalmi szalhtizott terméket,
mely kozvetleniil az eldallitds utan spektrofotometrids aktivitdsméréssel 103%-os relativ
aktivitast mutatott. Ez azt bizonyitja, hogy a mddszer nagyobb méretben is megfelelden

kiméletes.

A korédbban targyaltaknak megfelelden 30 mg szalképzett termék is tartalmazza a hatésos
dozist. Méretnovelt elektrosztatikus szalképzéssel ipari Iéptékben mar napi 10 kg-0s
termelésre is van lehet6ség, ami azt jelenti, hogy naponta tobb, mint 300 000 hatasos dézist

tartalmaz6 végtermék allithato eld.
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4.2. B-galaktozidaz beagyazasa vizoldhatatlan polimer nanoszilakba

A PB-galaktozidazt az élelmiszeriparban a tejben taldlhatd laktéz bontasa mellett tejsavo
feldolgozasara és probiotikus galaktooligoszacharidok termelésére is felhasznaljak. Ezekre a
feladatokra a legalkalmasabb egy laktdz tartalmt vizoldhatatlan rendszer, mely azon kiviil,
hogy felhasznéalhat6 az el6bb emlitett folyamatokban, lehetévé teszi az enzim tobbszori
felhasznalasat, illetve segitségével folyamatos lizemii laktézmentesités is megvalosithatd

lehet.

Munkam soran politejsav (PLA) felhasznéldsaval is végeztem elektrosztatikus szalhtizasi
kisérleteket, melyek soran azt vizsgaltam, hogy az ily mddon eldallitott immobilizalt (-

galaktozidaz alkalmas lehet-e a fent leirt feladatokra.

\ ¥

26. abra PLA nanoszalakba agyazott B-galaktozidaz enzim pasztazo
elektronmikroszkopos felvétele 1000x-es és 5000x-es nagyitas mellett

Az elektrosztatikus szalhtizashoz hasznalt polimer oldat 6,6 m/m%-os volt. A széalképzett
termék 8,5 m/m%-os az enzimre nézve, melyrdl pasztazé elektronmikroszkopos felvételeket
készitettem (26. abra). Az elkészitett minta felhasznalasaval visszaforgatasi méréseket

végeztem, melyek eredményeit az alabbiakban kozlom.
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27. abra A PLA-val késziilt minta visszaforgatasi eredményei HPLC-vel mérve. (A PLA
utani szamok a visszaforgatasi 1épést jelzik)

A mérési eredményekbdl (27. abra) lathato, hogy a PLA-val késziilt minta aktivitdsa erésen
csokkent a szabad enziméhez képest. Ennek oka, hogy a szalképzés eldtti mintaeldkészités
soran az enzim szerves oldoszerek (CHCl3, DMF) jelenlétében keriilt az ultrahangos kadba,
mivel mind a szerves oldoszerek, mind a szonikalas karosithatjak a fehérjét. Ebben az esetben
sem alkalmaztam semmilyen adalékanyagot a folyamat soran, igy a késobbiekben vizsgalhato
lehet kiilonbozd stabilizaloszerek hatasa az aktivitasra. Ezen kiviil a beagyazott enzimet
kortilvevd polimer miatt diffuzios gat alakulhat ki az immobilizalt laktaz €s a szubsztrat

kozott, ami ugyancsak eredményezhet csokkent reakciosebességet.

A diagramrol az is megfigyelhetd, hogy a visszaforgatasi 1épéseknél az enzimaktivitds nem
csokkent, igy kovetkeztetésként levonhatd, hogy az elektrosztatikus szalhtzassal
vizoldhatatlan polimerbe agyazott laktdz a megfeleld reakcidokoriilmények és reakcididd
megvalasztasaval alkalmas lehet folyamatos laktozmentesitésre ipari léptékben. Ezen

feltételezés igazolasara a késdbbiekben tovabbi vizsgalatok elvégzését tervezem.

Az immobilizalt laktdz rendszer felhasznéalasaval felépithetd egy laktozmentesito reaktor,
melyben a PLA-ba agyazott enzimbdl 1,5 kg-ot felhasznalva 100 liter tej lebontasa koriilbeliil
fél oraba telne. Mivel a méretndvelt elektrosztatikus szalképzési technologia alkalmazasaval
ez a mennyiség eldallithato, igy az ipari méretli alkalmazas feltételei adottak. Kiilonb6zd
stabilizal6 adalékanyagok felhasznéalasaval az immobilizalt enzim stabilitdsa javithatd lehet,

amivel a folyamat hatékonysaga tovabb novelheto.
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5. (SSZEFOGLALAS

TDK munkam soran olyan gyoégyszertechnologiai eljarasok fejlesztésével foglalkoztam,
amelyekkel lehetséges biohatdanyagok stabil szilard formajanak eldallitasa, és emellett
hatékony alternativaként jelenhetnek meg az iparban altalanosan alkalmazott szaritasi

modszerek (pl. fagyasztva szaritas) mellett.

Az éltalam alkalmazott modszer egy igéretes nanotechnoldgiai eljards, az elektrosztatikus
nanoszalképzés volt. Az munkdm sordn vizsgalt modell biohatdéanyag a gyogyszer- ¢€s

¢lelmiszeriparban is fontos B-galaktoziddz enzim volt.

Sikeresen alkalmaztam az elektrosztatikus szalhtzast a [-galaktoziddz enzim szilard
formulalasara. A technoldgia kiméletességét mutatja, hogy a szalképzés utan tobb esetben is
az enzim aktivitasa kozel 100%-os volt és mar igen kis mennyiségli minta is tartalmazta a
hatasos dozist. A mintdk az eldallitds utan 1 évvel is megdrizték kiindulési aktivitasukat, mely

hosszl tavu stabilitas igen biztatd eredmény a gydgyszeripari alkalmazhatésag szempontjabol.

A kisérletek soran megéallapitottam, hogy az elektrosztatikus szalképzés nincs hatassal az
enzim pH és hémérséklet optimumara, illetve nem befolyasolja az enzim katalitikus hatasat.
Ezen kiviil kiilonb6z6 idopontokban készitett mintak segitségével bizonyitottam a technoldgia
reprodukalhatosdgat. A technoldgia ipari alkalmazhatésaganak bizonyitdsara méretnovelési
kisérleteket végeztem. A folyamat soran folytonos szalképzést sikeriilt elérni, ahol a
veégtermék a szabad enzim aktivitasanak 100%-at megdrizte, ami azt jelenti, hogy az elvégzett

méretndvelés nem volt negativ hatdssal az enzim katalitikus hatdsara.

Az enzim Ujrafelhasznélasanak lehetdségét heterogén katalizissel vizsgaltam. A négy koros
visszaforgatas alatt nem tapasztaltam aktivitascsokkenést, igy a szalképzéssel szilard formaba
hozott enzim felhasznalasaval lehetdség van az ipari méretli laktozmentesitésre is. Ebben az
esetben szalképzés utani aktivitas novelése céljabol sziikséges lehet stabilizalo adalékanyagok

alkalmazasanak vizsgalata.

Végiil megéllapithatd, hogy az elektrosztatikus nanoszalképzés hatékony és kiméletes
szaritast tesz lehetévé alacsony energiafelhasznalassal, gyors ¢és folytonos termelést
biztositva. Ennek kovetkeztében a technoldgia hatékony és gazdasdgos megoldast nyujt a

napjainkban terjedd szilard biohatéanyag tartalmu készitmények eldallitasara.
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6. MELLEKLETEK
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17.

abra Spektrofotometrias stabilitasi eredmények 3 honap elteltével (a) PVA; (b) PVP

K90; (¢) PVP K30; (d) PEG felhasznalasaval késziilt mintak esetén
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