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Roviditések jegyzéke

NHM Nano-hibrid matrix enzimrdgzitési rendszer

CLEAs Keresztkotott enzim aggregatumok (Cross Linked Enzyme Aggregates)

CLEA modszer Keresztkotott enzim aggregatum modszer

IPA 2-Propilalkohol

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

TEOS Tetraetoxiszilan

APrTMOS Aminopropil-trimetoxiszilan

APITEOS Aminopropil-trietoxiszilan

EtTMOS Etiltrimetoxiszilan

HeTMOS Hexiltrimetoxiszilan

DeTEOS Deciltrietoxiszilan

GDE Glicerol-diglicidiléter

NPE Neopentilglikol-diglicidiléter

PDE Polietliénglikol-diglicidiléter

MTBE terc-Butil-metiléter

N-Boc-Phe-S-Et benziloxi-karbonil védécsoporttal ellatott fenilalanin-etil-tioészter

GC Gazkromatografia (Gas Chromatography)

HPLC Nagynyomast  folyadékkromatografia  (High  Pressure  Liquid
Chromatography)

SEM Pésztazo elektronmikroszkop (Scanning Electron Microscope)

UV-VIS Ultraibolya-lathat6 spektroszkopia (Ultra Violet-Visible Spectroscopy)

DLS Dinamikus fényszoras mérés (Dynamic Light Scattering)



1. Bevezetés

A 21. szdzad egyik legnagyobb kihivasa, hogy a kémiai, a gyogyszer és a kapcsolodd
ipardgak egy zoldebb és fenntarthatobb gyartas felé¢ haladjanak, amely minimalizalja, vagy
elkeriili a keletkezé hulladékokat és mérgezé anyagokat [1-3]. Ezek a kovetelmények sok
esetben kielégithetbek biokatalizatorok alkalmazasaval. A biokatalitikus reakciok
hagyomanyos reaktorokban (nem sziikséges specialis berendezés hozza), enyhe koriilmények
kozott (kornyezeti homérséklet €s nyomas, fiziologias pH) kornyezetbarat olddszerben

elvégezhetoek [4-6].

A leghatékonyabb biokatalizatorok az enzimek, amelyek nagyfoka szubsztrat, regio- és
sztereospecifitassal rendelkeznek [7]. Az enzimkatalizalt folyamatok soran kevesebb hulladék
keletkezik, sokkal energiahatékonyabb és nagyobb tisztasagi termékek keletkeznek,
Osszevetve a hagyomanyos szintetikus utakkal. Ezen eldnydk miatt napjainkban szdmos
iparag egyre nagyobb stllyal tdmaszkodik valamilyen enzimkatalizalt folyamatra. A modern
orvoslas, energiatermelés, finomvegyszer gyartas ¢és ¢élelmiszeripar mara szinte

elképzelhetetlen biokatalitikus transzformaciok nélkiil [8, 9].

Az enzimek komplex ¢és rendkiviil érzékeny molekuldk, egyedi haromdimenzids szerkezettel,
amelynek épsége nélkiilozhetetlen miikodésiikhoz. Bizonyos koriilmények, mint a magasabb
hémérséklet, nyomas, extrém pH érték, vagy szerves oldoszerek az enzimek irreverzibilis
denaturalédasahoz vezethetnek, mely az aktivitasuk elvesztését okozza. Az enzimeket vizes
kozegben alkalmazva visszanyerésiik, valamint az Ujrafelhasznalasuk igen nehézkes és a
terméktol torténd elvalasztasuk is komoly gondokat okoz. Ezekre a problémakra nyujthatnak
megoldast az enzimrdgzitési modszerek, amelyekkel stabilabb, konnyebben tarolhatd ¢€s

visszanyerhet6 biokatalitikus készitmények allithatoak el6 [10, 11].

Manapsag egyre gyakrabban alkalmazzdk az enzimeket rogzitett formaban. A megfeleld
rogzitési modszer megvalasztasaval a rogzitett enzimkészitmény az adott felhasznalas
igényeihez igazithato [12-15]. Az egyre komplexebb, tudatosan tervezett enzimrogzitési
technikdk mara lehetdvé teszik az enzimek olyan terlileteken torténd alkalmazasat is,
amelyekre korabban nem volt lehet6ség. Itt emlithetéek meg az extrém koriilmények kozott
alkalmazott, rogzitett enzimekkel megvalositott  biotranszformaciok,  atfolyasos
bioreaktorokban torténé alkalmazasok, valamint a rogzitett enzimek terapias, illetve

diagnosztikai célokra torténd hatékony alkalmazasa.



1.1. Célkitiizés

TDK munkédm sordn egy 1j, az irodalomban eddig nem ismert kombinalt enzimrogzitési
modszert hoztam 1étre. Az 0j moddszer a mar ismert CLEAs (Cross Linked Enzyme
Aggregates; Keresztkotott Enzim Aggregatumok) képzési technikan és funkcionalizalt szilika
nanorészecskék egyiittes alkalmazasan alapszik.

A CLEA mddszer elve, hogy egy bifunkcids reagenssel az enzim molekuldk aminosav
oldallancai kozott kovalens kotések alakithatoak ki, amelyek végiil egy enzim aggregatumot
alkotnak [11, 16]. Ez a moddszer igen egyszeril, szinte barmely enzim esetén l1étrehozhato,
megfelelé keresztkot6 agenst alkalmazva. Nagyon nagy hatranya azonban, hogy a készitmény
kizarolag az enzim molekulakbol all, ami nem csak gazdasagtalan, de a készitmény
stabilitasa, mechanikai tulajdonsagai is nagyon kedvezétlenek, bioreaktorokban vald iizemi
méretii alkalmazasuk pedig szinte lehetetlen.

A szilika nanorészecskék biokompatibilisek, rendkiviil valtozatosan formalhatdak, megfelel6
funkcionalizalasuk utan pedig onmagukban képesek enzimek rogzitésére kovalens kotéseken
keresztiil [17]. Igen kis méretiik miatt azonban kezelésiik, visszanyerésiik koriilményes,
gazdasagtalan és sok esetben egészségligyi kockazatokkal jar, hiszen a nanoméretii szemcsék

a légutakon at konnyen a tiidé horgéeskéibe keriilhetnek, ahol szilikozist okozhatnak [18].

A fent emlitett két modszer 6tvozésével azonban egy olyan nano-hibrid matrix alapt
enzimrogzitési rendszer (a tovabbiakban erre a rendszerre az NHM roviditést alkalmazom)
alakithatdo ki, amely egyfel6l rendelkezik a CLEA modszerbdl fakadd sokoldalu
felhasznalhatosaggal, hiszen az altalam alkalmazott bifunkcios epoxidok barmilyen aminosav
oldallanccal (amino, tiol, hidroxil csoport) reakcioba vihetdek, ezaltal gyakorlatilag barmilyen
enzim rogzitésére alkalmasak. Mésfeldl viszont a nanorészecskék bevitelével 1ényegesen jobb
mechanikai, morfologiai jellemzdk érhetéek el, mint a hagyomanyos CLEA technikaval
eldallitott, tisztan csak enzimbdl felépiild készitményeknél. Az igy eldallitott készitmény
méreteloszlasa mikronos tartomdnyba esik, amely nem okoz sem egészségiigyi, sem

technologiai problémakat.

TDK munkam soran a fent bemutatott 0jfajta, irodalomban még nem ismert enzimrogzitési
eljards megvalositasat és vizsgalatat tliztem ki célul. A kisérletek tervezéséhez és
kiértékeléséhez, az 0j enzimrogzitési modszer f6 valtozoinak megismeréséhez a Statistica
szoftvert alkalmaztam. A rogzitett enzimkészitmények héfokfiiggését és visszaforgathatosagat

Osszehasonlitottam az enzim kereskedelmi forgalomban is kaphatd hagyomanyos CLEAS



formaival. A Kkisérleteket két ipari és gyodgyaszati szempontbdl relevans enzimcsaladon

végeztem el (Bacillus licheniformis alkalaz és Candida antarctica B lipaz).

2. Irodalmi attekintés
2.1. Az enzimek miikodésének altalanos jellemzése

Az enzimek az €10 szervezetekben végbemend kémiai reakciok fehérje tipust katalizatorai
(biokatalizatorok). Katalitikus tulajdonsaguk a szervetlen katalizatorokéhoz hasonldéan a
reakciosebesség novelésében nyilvanul meg, 0j, csokkent aktivalasi energidju reakciout
megnyitasaval (1. abra). Més katalizatorokhoz hasonléan az enzimek nem befolyasoljak a

katalizalt reakciok egyensulyi allapotat, csupan az egyensuly kialakulésat gyorsitjak meg.

nem katalizalt reakcio
enzim katalizalt reakcio

E+S?

Energia

ES?
AGy
E:s f\_j{;\ : .
ES W
EP

reakcio elérehaladasa

1. abra: Az enzimkatalizis energiaprofilja

Az enzimek egy vagy tobb fehérjelancbol allo, természetes aminosavakbol felépiild linearis
polimerek [19]. Mas fehérjékhez hasonléan az enzimek is egyszeriiek (proteinek) vagy
Osszetettek (proteidek) lehetnek. A proteineket csak polipeptid lanc alkotja. A proteidek kozé
tartoz6 enzimek fehérje részbdl (apoenzim) és nem fehérje természeti részbdl (koenzim)
¢épiilnek fel. Az apoenzim és a koenzim egyiittesét holoenzimnek nevezziikk. Az apoenzim nem
képes funkciogjat ellatni a koenzim nélkiil. Az enzimek katalitikus hatasanak 6 jellegzetessége
a nagyfoku szelektivitas, ami azt jelenti, hogy az enzim csak meghatdrozott szubsztratummal
1ép kapcsolatba. Az enzim-szubsztrat kapcsolodas az aktiv centrumon torténik meg, ahol az

enzim reverzibilis médon megkoti a molekulat és a ra jellemz6 modon atalakitja azt.

Az Eyring-féle abszolut reakciosebességi elmélet alapjan ahhoz, hogy egy kiindulasi anyagbol
(szubsztrat) P termék képzddhessen, a reakcionak termodinamikailag lehetségesnek kell lennie

(azaz a kiindulasi anyagok szabadenergia szintje magasabb a képz6dé termékénél), valamint a
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rendszerrel tovabbi energiat sziikséges kozdlni, hogy egy atmenetileg még a kiindulasinal is

magasabb, aktivalt energiaszintre keriiljon. Ez a tobblet energia az aktivalasi energia (E,) [20].

A reakci6 altalanos sémaja enzimekre:
[E] + [S] < [ES] = [P]
ahol [ES*] az aktivalt komplexet jeloli.

Az enzimkatalizis molekularis mechanizmusara tobbféle modell 1étezik, amelyek az enzim és a
szubsztrat molekula egymashoz torténd kapcsolodasat jellemzik. Az egyik modell Emil Fischer
kulcs-zar elmélete (1890), amely szerint a szubsztrat ugy illeszkedik az enzimbe, mint kulcs a
zarba (2. abra/A). Az indukalt illeszkedés elmélete (D. E. Koshland, 1958) szerint a szubsztrat
hogy az enzim-szubsztrat komplex Iétrejohessen (2. abra/B). A harmadik modell az un.

fluktuacios elmélet (1900-as évek), amely azt feltételezi, hogy az enzimnek allandoan valtozik

crer

szubsztrattal (2. abra/C) [20].

®

19 1

€
~(

2. abra: A fehérje — ligandum ko6tédés modelljei. A: , kulcs a zarban”, B: indukalt illeszkedés, C: fluktuacids
modell (L: ligandum) [21]
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Maga az aktiv centrum az egész enzimnek csak egy Kkicsiny részét alkotja. Az
enzim-szubsztrat kotésben a kovalens kotéseken kiviil gyenge masodlagos kotéerdk (van der
Waals, hidrofob kolesonhatas), H-kotések és ionos kotések is részt vesznek. Az aktiv centrum
nem polaris karakterli, a kotés specifitdsat az aktiv centrum atomjainak meghatirozott

elrendezddése adja.



2.2. Az enzimkatalizalt reakciok jellemzése

Az enzimek enantiomer szelektiv reakciokban valo alkalmazasat lehet6vé teszi, hogy kiralis
makromolekulakként képesek megkiilonboztetni egy racém elegy enantiomerjeit. Ennek

kapcsan fontos néhany fogalmat megemliteni:

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

meg, ami a kovetkezoképpen definialhato:

M-M
ee[%] = YL %X 100

ahol M a f6 enantiomer moltortje, M* a szennyez0 enantiomer moltortje.

e az enantiomerszelektivitas (E) segitségével az enantiomereck megkiilonboztetésének

eredményessége fejezhetd ki. Ez reverzibilis reakciok esetében:

. m[1-—A+K)c(1+eep)] _In[1- 1+ K)(c+ees{1 —c})]
T In[1-(A+K)c(1—eep)] In[l—(1+K)(c—eesfl—c)]

Az Osszefiiggésben szerepld K egyensulyi allandot jeldl, mig ¢ a konverzio.

e akonverzio (C) a kovetkezo kifejezéssel adhatd meg:
eep

 eeg + eep
A fenti 6sszefliggés (E) irreverzibilis reakciok esetében nagymértékben egyszeriisodik. Ekkor a
konverzio (C) és a termék (eep), illetve szubsztrat (ees) frakciok enantiomer feleslegeinek

értékeibdl haromféleképpen szamolhat6 az enantiomerszelektivitas (E): [22]

e C¢és eep értekekbol:
In[1—-c(1+eep)]

E. =
P In[1—c(1—eep)]

e C¢és ees értékekbdl:

: B In [1—C(1_eeS)]
“ees " In[1 —c(1 + eeg)]

9



e ees és eep értekekbol:

eeg

In[(1—ees)/(1+ eep ]

Eees,eep =

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

Valgjaban ritkan dolgoznak tiszta enzimpreparatumokkal, igy nem ismert pontosan az enzimek
tdmege sem grammban, sem molarisan, éppen ezért a g/dm® vagy mol/dm?® koncentraciok sem
alkalmazhatéak a jelen 1évé biokatalizator mennyiségének megadasara. Ehelyett az
enzimegységet (Unit) hasznaljak, amely szubsztrat atalakitasi vagy termékképzddési sebességet
jelent [20]. Az enzimegység altalanosan elfogadott definicidja:

egy egység az az enzim mennyiség, amely 1 pmol szubsztratot alakit 4t vagy 1 pmol terméket
képez 1 perc alatt adott reakciokoriilmények kozott. Az adott reakciokoriilményeket
(hémérséklet, pH, puffer molaritasa, stb.) tehat minden aktivitas egység esetén egyértelmiien

meg kell adni a rendszer egzakt meghatarozasa érdekében.

A biokatalizator specifikus aktivitasa [Ug (umolxperc™xg?), (U/g)] a kiindulasi alkohol
molszamabol [N (umol)], a konverziobdl [c], a reakcididébol [t (perc)] és biokatalizator

tomegebdl [mp (g)] szamithatd az alabbi képlet szerint:
Ug = (Nyac X €)/(t X mg)

2.3. Enzimrogzitési modszerek

Az enzimek aktivitasa €s stabilitdsa nagyban fligg a reakcidokoriilményektdl és a kornyezeti
paraméterektdl, a nem megfeleld koriilményekre biokatalitikus aktivitasuk és szelektivitasuk
elvesztésével reagalhatnak [12]. A homogén enzimes reakciok elénye, hogy az enzim
izolalasan kiviill mas el6késziletet nem igényelnek, de ezzel szemben allnak a gazdasagi
hatranyok. Homogén vizes kozegben alkalmazva az enzimek dragak, csak egyszer
hasznalhatok fel, az alkalmazott reakcié utan elvesznek. A pH, a hémérséklet, a surlédasi
konformacio valtozas és az ozmotikus nyomas egylittes hatdsa miatt hasznalatuk soran csokken
a stabilitasuk. Masfelol, 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 [11, 23]. Tarolasuk soran is csokken

stabilitasuk, technologiai hatranyuk, hogy a terméket szennyezik, annak tisztitdsat nehezitik
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[20], amely komoly technologiai problémat jelent az ipar szamara. Terapids alkalmazasuk

soran pedig a kivant biohasznosulasuk elérése okozhat nehézséget.

A hagyomanyos enzimatikus reakciokat helyettesitve a rogzitett készitményekkel lehetévé
valik, hogy az enzim nagy mennyiségli szubsztratot alakitson at, hiszen konnyen elkiilonithetd
a termék és szubsztrat keverékébol, ezaltal ujra felhasznalhatd. Az immobilizalt enzimek a
nativ formaval Osszevetve fokozott stabilitast, aktivitast és szelektivitast mutatnak, kdnnyen
kezelheték és tarolhatok, igy fontos iranyvonalat jelentenek a biotechnoldgiaban [24-29]. A
fent emlitetteknek koszonhetden napjainkban az immobilizalt enzimek egyre nagyobb teret

hoditanak szamos iparagban [30].

Gydgyszeripar
Biotech K+F

Orvos diagnosztika
Biokatalizis
Elelmiszeripar
Textilipar és haztartds
Biolizemanyag

» Allat élelmezés
Egyéb

S

2010

3. abra: Rogzitett enzimek alkalmazasi teriiletei vilagszerte [30]

A rdgzitett enzimeket kiilonb6z6 mddon osztalyozhatjuk. A felosztas alapja lehet az enzim és a
hordozo6 kozott kialakult kotés jellege, valamint a hordozo tipusa. A kialakul6 kapcsolat alapjan
kémiai és fizikai modszereket kiilonboztethetiink meg

(1. tablazat) [11, 23].



1. tablazat: Enzimrogzitési modszerek csoportositasa

Keresztkotések enzim e egyszeril e kedvezdtlen
aggregatumok kozott e olcso mechanikai
(CLEA) e hatékony sajatsagok
Kovalens kotés e stabil készitmény e csokkenhet az
hordozbéhoz enzim  aktivitésa,
szelektivitasa
Egyedi enzim e hatékony enzimes e koriilményes
nanorészecskék (SENs) rendszerek modszer
e potencialis e ¢érzékeny, rovid
biomedicina ¢lettartam
Adszorpci6 a  hordozd e cgyszeri e kisebb stabilitas
pérusaiban e hatékony e enzim deszorpci6
Alginatba zaras e cgyszeri e instabil
olcso készitmények
e hatékony
Nanorészecskébe, e nagy hatékonysag e koltséges
nanoszalba zarés e szabad diffuzio
Szol-gélbe zaras e hatékony e nagyobb diffuzids
e stabil készitmény gat

A kovetkezOkben az a két enzimrogzitési technika keriil bemutatasra, amelyek szorosan
kapcsolodnak a TDK munka soran alkalmazott mddszerekhez. A két enzimrogzitési eljaras
koziil az egyik a keresztkotott enzim aggregacio, azaz a CLEA modszer (2.2.1 fejezet). A
masik pedig a nanorészecskékre, azon belill is a szilika nanorészecskékre torténd

enzimrogzitési lehetdségek (2.2.2. fejezet).

2.2.1. A CLEA modszer

A keresztkotések létrehozdsa az enzimrdgzités egyik vonzd fajtaja. A végsO preparatum
alapvetGen a tiszta fehérje, egységnyi mennyiségben nagy enzim koncentracioval [12, 31]. A
keresztkotott enzimek ugy hozhatoak létre, hogy egy vizes enzim oldatot kevertetnek
glutaraldehid vizes oldataval. Ez a mdédszer mar az 1960-as években is ismert volt [32]. Az
eljards gyors ¢és egyszer, de a készitmények kezelése bonyolult volt és alacsony
enzimaktivitast, gyenge reprodukalhatoségot és gyenge stabilitast mutatnak. Igy a kovetkezd
harom évtizedben inkdbb a hordozohoz kotott enzimek fejlesztése terjedt el. Az 1990-es évek
elején azonban az Altus Biologics bemutatta a keresztkotott enzim kristalyokat (CLECs:
Cross Linked Enyzme Crystals), melyek fokozott aktivitast és stabilitasu biokatalizatorok, és

a méretiik is konnyen szabalyozhat6 (1-100 um) [33]. A kristalyok létrehozasa viszont egy
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1d6igényes és igen koltséges folyamat, mivel nagy tisztasagi enzimet kovetel, igy ennek
kovetkeztében a CLEC moddszer még nem terjedt el széleskortien. Néhany évvel ezel6tt tgy
gondoltak, hogy a kristalyositast helyettesitheti az enzim kicsapasa pufferelt kozegbdl, amely
egy egyszeribb, kevésbé draga modszer és nem koveteli meg a nagy tisztasdgi enzimek
alkalmazasat. Korabban azt is leirtdk, hogy sok, vizzel elegyedd szerves olddszerek, vagy
nem ionos polimerek hozzaadasa a fehérje vizes oldatahoz a makromolekuldk kicsapasahoz
vezet, amelyek aggregatumokat képezve, kovalens kotések nélkiil tudnak kapcsolodni [34,
35]. Ha ehhez a csapadékhoz vizet adnak, az az enzim feloldasat eredményezi. Ezzel
szemben, ha keresztkotéseket hoznak létre az aggregatumok kozott, az lényegében egy
térhaloés polimerhez vezet, mely oldhatatlannd teszi a készitményt, mikézben meg0rzi
szerkezetét és ebbdl kifolydlag az enzim aktivitasat. Ez vezetett az enzimrogzités egy uj
fajtajanak, a keresztkotott enzim aggregdtumok (CLEAs) bevezetéséhez. A CLEA moddszer
Iényegében két folyamatot egyesit, tisztitast és rogzitést egy miiveletben. A keresztkGtések
kialakitasara legelterjedtebben a glutaraldehidet alkalmazzak, amely Schiff-bazis képzés
kozben a fehérjék szabad amino csoportjaival (N-terminalis) 1ép reakcidba
(4. abra). A rogzités soran fellépé koriilmények, mint példaul az enzim szerves kozeggel
torténd kicsapasa érintheti az enzim aktiv centrumat, igy a folyamat aktivitasvesztéshez is
vezethet. A nyers enzim extraktum kozvetlenill a fermentlébdl is vehetd, és egy egyszerii
mivelettel 1étrehozhatd a rdgzitett enzim, kozvetleniil a termelés helyén, kdzbenso

feldolgozas vagy tisztitas nélkiil [36].

Q fehérje keresztkéts
¢ Q Q 9 kicsaéészer %}&) - agens
QO O L 99 _ \..

Q9
@ 9 09 i e
N Q kicsapodott keresztkotott enzim .
enzim aggregatum aggregatum (CLEAs) 5

4. abra: Kovalensen kotott enzimaggregatumok eléallitasa (CLEAS) [37]

A kiilonféle enzimekbdl torténd CLEA eldallitdsanal a keresztkotd agens kivalasztdsa soran
legtobbszor a glutaraldehidre esik a valasztas. A glutiraldehid alacsony koncentracioban
egyidejiileg 1étezhet monomerként, hidratként és félacetalként. Magasabb koncentracioban
oligomer félacetalokkd polimerizaldédik és ebben a forméban kiilonb6zé médon tud reagdlni
fehérjékkel, ami rogziti, immobilizalja ket Schiff-bazis és egyéb kotések kialakitisa soran

[38, 39]. Mivel az enzimrogzitésben résztvevd glutaraldehid formai kiilonbozé tényezoktol
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figgnek (homérséklet, pH, koncentracid, oldoszer dsszetétel), a glutaraldehid hasznalatanal a
protokollnak igazodnia kell az adott fehérjéhez. Altalinos modszerek, melyek a
glutaraldehidet alkalmazzak keresztkotoként, mar sokféle enzimcsaladra ismertek [40-45].
Biszepoxi vegyiileteket, példaul a glicerol-diglicidilétert (GDE) is széleskoriien alkalmazzak
adalékanyagként amin, hidroxil vagy karboxil csoportokat tartalmazo polimerek
térhalositasandl. Kutatocsoportunk mar vizsgalta a GDE hasznalatat keresztkotd agensként
CLEAs képzésnél glutaraldehid helyett [37]. Enyhe koriilmények kozott képesek stabil
kotések kialakitasara nem csak lizin amin csoportjaval, hanem a ként és oxigént tartalmazo
ciszteinnel, tirozinnal, aszpartattal és glutamattal is. Raadasul a GDE egy olcso, vizben

részben 0ldodo biszepoxi vegyiilet, mely kevésbé toxikus, mint a glutaraldehid.

HX _ XH OH OH OH OH
O Cl))\/o\.)\/ov/a? HX /X\/J\/O\/\/O\/J\/X\ _~XH
n -
\ bifunkcios epoxid Q Q
NH, stabil kovalens kétés NH
NH2 2

enzim: X = NH,8,0
vagy funkcionalizalt szilika nanorészecske: NH

16. abra: Kovalens kotések kialakitasa bifunkcios epoxidokkal

3.1.2. Nanorészecskék alkalmazasa enzimrogzitési célokra

Az enzimrdgzitési modszerek kozott egyre népszeriibb a nanoméretli hordozokon torténd
immobilizalas. A nanohordozokra kotott enzimeket széles korben alkalmazzak gyogyaszati,
diagnosztikai és bioszeparacios célokra [46-48]. A nanorészecskékre felvitt enzimek kis
méretiilkbdl adodoan jol kozelittk a homogén fazist, rogzitetlen fehérje molekuldk
viselkedését, am szilard allapotuk miatt konnyebben elvalaszthatdak az alkalmazott kozegtdl.
Elonyként emlithetd az is, hogy a hordozohoz kotés novelheti az enzimek stabilitasat, terapias
célu alkalmazas esetén pedig segitheti a célszervhez torténd eljuttatasukat, emellett Uj teret

nyit az orvosdiagnosztikaban is [49, 50].

A 2. tablazatban példak lathatoak nanorészecskék alkalmazéasara enzimrogzitési célokra.
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2. tablazat: Nanorészecskék alkalmazasa enzimek rogzitésére

KOIe‘?’Zt,e”n Fe;0, nanorészecske Koleszterin szint meghatarozas [51]
oxidaz
Haloalkén Szilika réteggel boritott Dehalogenaz szekvenciat tartalmazo [52]
delhalogenaz Fes;0,4 nanorészecske proteinek eldallitasa
Lakkiz Kltozan:magneses Kornyeze‘:tl szennyez§ anyagok 53]
nanorészecske bioremediacidja
Keratinaz Fes0,4 nanorészecske Keratin szintézis [54]
a-Amilaz Celluloz réteggel boritott Keményitd bontés [55]
Fe;0,4 nanorészecske
B-Galaktozidaz ZnO nanorészecske Laktoz hidrolizis [56]
Lipaz Fe;0, nanorészecske pNPP hidrolizis [57]

Amennyiben az enzim molekuldkat nanoméreti hordozokhoz, nanorészecskékhez kivanjuk
rogziteni, nagyon fontos szempont a nanorészecske mérete és morfologiaja, valamint feliileti
tulajdonsagai. A nanoanyagok eldallitdisa alapvetéen kétféle utvonalon mehet végbe
(3. tablazat). Az egyik az n. “top-down” szintézis, mely soran feliilrdl lefelé, tehat makro-,
illetve mikroszkopikus méret feldl torténik az eléallitas a nano méret felé. Ilyen technika
példaul a nanomalmokkal megvaldsithatd Orlés, apritas, illetve lebontas [58]. Ezzel a
tradicionalis megkdzelitéssel ellentétes a nanotechnoldgiai megkozelitésmod, amely az un.
“bottom-up” szintéziseket foglalja magaban. Ez esetben a nanoanyagok eldallitasa alulrdl
felfelé épitkezik, tehat atomos, molekularis szintrdl indulva halad a folyamat a nanoméretli

részecske felé [59, 60].
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3. tablazat: Nanoanyagok eléallitasanak altalanos lehetdségei

Orlés, Gaz fazisu novesztési technikak, Precipitacios
nanomalom atomréteg levalasztas modszerek
Aprités, Folyadék fazisti novesztési technikak, Szol-gél
LASER pirolizis kolloid rendszerek, onszervez6do rétegek eljarasok
Lebontas, Szilard fazisu novesztési technikak, Solvothermal
litografia fazis szétvalasztas szintézisek

A folyadék fazisi ndvesztési technikdkkal eldallithatdo kolloid méretii szilika részecskék
rendkiviil népszerliek konnyl eldallithatésaguk, valamint méretiikk és méreteloszlasuk pontos
kézbentarthatosaga miatt [61]. Stober és munkatarsai monodiszperz szférikus szilika részecskék
egyszerll szintézisét publikaltak [62]. A szintézis a tetractoxiszilan (TEOS) hidrolizisével és
kondenzacids Iépésével jon létre, alkohol és vizes ammonia oldat keverékében. A hidrolizis
Iépésben egy kissé hidrolizalt TEOS monomer keletkezik és ez a hidrolizalt koztitermék
kondenzalodik, végiil szilicium-dioxidot formadl (5. dbra). A keletkezett részecskék az ammonia

oldat ionjainak elektrosztatikus taszitasa soran stabilizalodnak.

Si(OR); + H,0 (RO);Si(OH) + ROH

(RO)3Si(OH) + H,0 SiO, + 3ROH

5. abra: TEOS hidrolizise és kondenzacigja

A hidrolizis sebessége alapvetdéen haromféle uton befolydsolhatd. Az egyik lehetdség, hogy a
folyamatot iniciald OH-ion mennyiségét valtoztatjuk. A masik lehet6ség, hogy a részecskét
felépité organoszilan prekurzor alkoxi csoportjat cseréljiik le gyorsabban, illetve lassabban
hidrolizal6 fajtdkra. A harmadik lehetdség a reakcid soran alkalmazott homérséklet novelése,

amely szintén gyorsithatja a reakciot.

A nanorészecske tulajdonsagai alapvetden befolyasoljdk a részecskére felvihetd enzim
molekulak szamat, valamint az enzim rogziilésének mindségét. Annak érdekében, hogy a

nanorészecskékre enzimeket rogzithessiink, ki kell alakitani azokat a funkcids csoportokat,
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amelyek képesek kémiai kolcsonhatasokon keresztiil megkotni az enzim molekulakat. A szilika
részecske feliiletének kémiai tulajdonsagait foként a kiilonb6zd szilanol €s sziloxan csoportok
hatdrozzak meg, melyek jelen vannak mind a kiilsé, mind a belsd szerkezetben. A részecskék
funkcionalizalasa konnyedén megvalosithatd kiilonb6zé kémiai eljarasokkal [63]. A
leggyakrabban az amino, epoxi, izocianat csoportokat alakitjdk ki organoszilanokkal,

epiklorhidrinnel, illetve diizocianatokkal (6. abra) [64].

kalcinalas
SiO» CS
(600 °C 2h

1000 °C 1h)

Epiklérhidrin > .

Sio .

Kl/ Koronaéter @OCHZ@ SERE

6o
APMDES
S .
toluol @OCH20H2CH@ e

HC,
TDI, trietil-amin :
SiOz—0ON H(P S-NCO
toluol C\)

6. abra: Feliiletmodositasra alkalmas funkcios csoportok [64]

2.3. Az alkalmazott enzimek bemutatasa
2.3.1. Bacillus licheniformis alkalaz

Az alkaldz enzim a proteazok csalddjaba tartozik, melyek a fehérjéket hasitjdk ugy, hogy a
peptid kotés felbomlasat katalizaljak. A szerin-proteazok csoportjaba tartozé endopeptidaz
széles szubsztratspecifitassal rendelkezik [65]. Az alkalaz egy 275-aminosavbol allo
globularis fehérje tobb alfa-hélixszel €s egy nagy béta-redével. Az aktiv centrumot alkoto
katalitikus triad tagjai: Asp-32, His-64, Ser-221. A Ser nukleofilként viselkedik és peptid
kotéseket formdl a parcidlis negativ toltésli oxigénjének segitségével. Ezt a Subtilisin
természetes toltéseloszlasa teszi lehetové [66].

Az alkalazt sokrétlien alkalmazzak haztartdsi célokra, mososzerként nagyon jol hasznalhatd
fehérje eredetii foltok (fiifolt, vér, tojas, stb.) tisztitdsara. Emellett fontos enzim az
élelmiszeriparban is, példaul kukorica fehérjéinek hidrolizisére. Segitségével értékesebb,
nagyobb tapanyagtartalm(, konnyen felhasznalhaté készitményt hoznak létre, mely az

¢lelmiszeriparban alternativ helyettesit6je lehet az allati fehérjéknek [67]. Az orvostudomany
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¢s az élelmiszeripar egy kozos felfedezést is tett az alkalazzal kapcsolatban. Az angiotenzin I-
et angiotenzin l1-vé konvertaldo enzim (ACE) inhibitorai a leggyakrabban alkalmazott magas
vérnyomas elleni terapids szerek kozé sorolhatok. Azaltal fejtik ki hatdsukat az inhibitorok,
hogy gatoljak az angiotenzin II keletkezését, igy csokken a vérnyomds. A szintetikusan
eléallitott ACE inhibitorok hasznalatanak azonban kellemetlen mellékhatasai lehetnek,
példaul kohogés, izérzékelési zavarok és borproblémak. Egyes tengeri allatokban természetes
formaban is el6fordulnak ACE inhibitorok. Ezek azonban hidrolizis nélkiil nem
hozzaférhetok, igy aktiv allapotba kell 6ket valamilyen moédon hozni. Erre lehet alkalmas az
alkalaz, mely enzimatikus hidrolizissel kinyerhetové teszi a bioaktiv, gyogyszerként
hasznalhato inhibitor-peptideket. Igy példaul a lazacfeldolgozas sordn keletkezd, kordbban
hulladékként kezelt melléktermékekbdl (fej, bél, uszonyok) enzim segitségével kinyerhetd az

inhibitor gyogyszerhatdanyag [68].

Az alkalaz a kereskedelemben kaphato oldat formajaban nehezen kezelhetd, a reakcidelegytol
nem elvalaszthato és idével csokken, majd nagyjabol fél év alatt szinte teljesen megszlinik az

enzimaktivitas.

2.3.2. Candida antarctica B lipaz

A lipazok a legszélesebb korben alkalmazott enzimek. Biotechnoldgiai szempontbol
jelentdsek, az enzimtechnoldgia teriiletén is vezetd szerepet jatszanak. ElsOsorban a glicerin
zsirsavakkal képzett harmas é€sztereit, a triglicerideket hidrolizaljak glicerinre €s zsirsavakra,
de emellett katalizalhatnak észterezési és acilezési reakciokat is [69]. Megtalalhatok az
emldsok majaban, a ricinusmagban, tovabba egyes penészgombak ¢és baktériumok
anyagcseretermékei  kozott egyarant [70]. A kiilonbozd eredeti lipazok aktivitasa
szubsztratumonkeént eltérd, de valamennyi megegyezik abban, hogy hatasukat emulziokban, a
zsir- ¢és viz hatarfeliiletén fejtik ki legjobban, ebbdl a szempontbol az altaluk katalizalt
folyamat heterogén katalizisnek mindsiil. A lipazok aktivitdsa altalaban lugos kdzegben

maximalis. Optimalis pH-juk 7,0 és 8,8 kozott van. Homérsékleti optimumuk 30 - 40°C.

A Candida antarctica B lipaz 324 aminosavbol épiil fel, 35 kDa molekulatomegii enzim.
Kedvez6é tulajdonsagai (pH ¢és ho tlirés, nagy hatékonysdg és szelektivitds, megfeleld
mindségli termék €s kevés melléktermék képzése) révén széleskorlien alkalmazhatod lipaz.
Regio és sztereospecifikus reakcioban is felhasznalhaté mind a hidrolizist, mind a szintézist
tekintve. Acilezési reakcioknal szubsztratként tobbféle anyagot, példaul alkoholokat,

aminokat is képes hasznositani, beleértve a természetes eredetiicket [71, 72]. A Kivalasztott

18



lipaz rogzitett formdja idedlis biokatalizator lehetne olyan biotranszforméciokban, mint
példaul racém alkoholok szakaszos ¢és folyamatos lizemli rendszerben végzett kinetikus

reszolvalasa.
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3. Kisérleti rész
3.1. Felhasznalt anyagok

A felhasznadlt vegyszerek €s oldoszerek a Sigma-Aldrich, Merck, Fluka, Alfa Aesar és Molar
Chemicals termékei: racém 1-feniletanol, tetractoxiszilan (TEOS), 3-aminopropil-trietoxiszilan
(ApTEOS), 3-aminopropil-trimetoxiszilan (ApTMOS), etil-trimetoxiszilan (EtTMOS), hexil-
trictoxiszilan (HeTEQS), decil-trietoxiszilan (DeTEQS), 2-propanol (IPA), vinil-acetat, trisz-
(hidroximetil)-amino-metan (TRIS), natrium-foszfat-monohidrat, dinatrum-foszfat-heptahidrat,
n-hexan, terc-butil-metiléter, terc-butanol, benzil-amin, etanol, n-propanol, n-butanol. A
felhasznalt enzimek a C-LEcta és a Sigma-Aldrich termékei: Candida antarctica B lipaz,
Alcalase Enzyme Bacillus licheniformis.

A racém-N-Boc-Fenilalanin-etil-tioészter (N-Boc-Phe-S-Et) preparativ uton lett eléallitva a

Bioorganikus kutat6 csoport munkatarsai altal.

3.2. Szilika nanorészecskék szintézise

A kiilonb6z6 méretli szilika nanorészecskéket modositott Stober modszer szerint allitottam eld.
Jellemzéen 180 ml absz. alkoholhoz (n-butanol, n-propanol, vagy etanol) kiilonb6z6
mennyiségi (30, 38, vagy 22 ml) NH4OH oldatot adtam (35 %-o0s vizes oldat). Az elegyet 10
percig razattam, majd 18 ml TEOS prekurzort adagoltam az elegyhez. Ezt koveten a mintakat
24 6ran 4t réazattam (szobahOmérsékleten, 450 rpm). Végil a mintdkat rotacids

vakuumbeparalas segitségével szaraz allapotba hoztam, majd 550°C-on 4 6ran 4t kalcinaltam.

3.3. Nanorészecskék funkcionalizalasa

Egy 45 ml-es zarhat6 centrifugacsébe 800 mg nanorészecskét 8 ml etanolban ultrahangos
szonikalas segitségével diszpergaltam (15 perc, szobahdmérséklet). Ezt kovetéen 80 ul NH4,OH
oldatot (25%-0s vizes oldat) adtam hozza és 10 percig razattam Oket. Végiil a megfelel6
organoszilan elegyeket a nanorészecske szuszpenzidjahoz adtam, majd a lezart, leparafilmezett
mintat 24 o6ran at szobahdmérsékleten razattam. 24 ora eltelte utan a mintat centrifugaltam
(3500 rpm, 10 perc, 8°C). A feliiliszot ledntdttem, majd a mintat kétszer 20 ml etanollal
mostam (azonos koriilmények mellett centrifugaltam). Ezutdn a mintakat Petri csészére

helyeztem és egy napon at vegyifiilke alatt (elszivas mellett) szaradni hagytam.

20



3.4. NHM enzim készitmények eloallitasa

Kimértem 100 mg-ot a megfelelé nanorészecskékbdl és 6 ml Na-foszfat pufferben (100 mM,
pH 7.5) diszpergaltam ultrahangos szonikalas segitségével, 30 percen keresztiil. Ezt kovetden
3 ml alkalaz vagy lipaz enzim oldatot (10 mg/ml, Na-foszfat puffer, 100 mM, pH 7,5) adtam a
szuszpenzidkhoz. Az elegyeket 10 percen at razattam (szobahémérséklet, sikrazogép, ~ 450
rpm) majd 27 ml absz. etanolt adtam hozzajuk. 10 perc razatas utan 900 ul keresztk6té agenst
(GDE vagy NPE vagy PDE) adtam hozza, majd az elegyet 24 6ran at razattam. Ezt kdvetéen
a mintakat centrifugalassal (3500 rpm, 10 perc, 8°C), 15 ml Na-foszfat pufferrel (100 mM, pH
7,5), majd kétszer 2-propanollal mostam. Végiil a mintakat vegyifiilke alatt, elszivas mellett 1

napon at szaradni hagytam.

A fent leirtaknak megfelelden jartam el a funkcids csoportot nem tartalmazd és a

funkcionalizalt szilika nanorészecskék esetében is.

3.5. Hagyomanyos CLEAs eléallitasa

Alkalaz CLEAs

20 ml alkalaz oldathoz (~10 mg/ml, a gyartdi oldat pontos dsszetétele ismeretlen) folyamatos
razatas mellett (szobahOmérséklet, sikrazogép, ~ 450 rpm) 60 ml etanolt adtam lassan
adagolva. Ezutan az elegyet 15 percig razattam, majd 2,0 ml keresztkot6 agenst (GDE, vagy
NPE, vagy PDE) adtam hozza, végiil tovabb razattam 24 oran at. Ezt kdvetden a mintakat
centrifugalassal (3500 rpm, 10 perc, 8 °C) 15 ml Na-foszfat pufferrel (100 mM, pH 7,5) majd,
kétszer 2-propanollal mostam. Végiil a mintakat vegyifiilke alatt, elszivas mellett 1 napon at

szaradni hagytam.

Lipaz CLEAs

20 ml lipaz oldathoz (10 mg/ml, Na-foszfat puffer, 100 mM, pH 7.5) folyamatos razatas
mellett (szobahdmérséklet, sikrazogép, ~ 450 rpm ) 60 ml etanolt adtam lassan adagolva.
Ezutan az elegyet 15 percig razattam, majd 2,0 ml keresztkot6 agenst (GDE, vagy NPE, vagy
PDE) adtam hozza, végil tovabb razattam 24 oran at. Ezt kovetéen a mintakat
centrifugalassal (3500 rpm, 10 perc, 8 °C) 15 ml Na-foszfat pufferrel (100 mM, pH 7,5) majd,
kétszer 2-propanollal mostam. Végiil a mintakat vegyifiilke alatt, elszivas mellett 1 napon at

szaradni hagytam.
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3.6. Rogzitett enzimek tesztelése biokatalitikus atalakitasokban

Rogzitett lipaz készitmények

A reakcidkat 4 ml-es, légmentesen lezart reakcidedényben végeztem, melybe 25 mg rogzitett
enzimet, 1,0 ml hexan:MTBE 2:1 aranya elegyét 50 ul 1-feniletanolt, 100 pl vinil-acetatot
mértem be, majd a reakcidkat 30 °C-on termosztialva razattam (~ 700 rpm). A
reakcioelegyekbdl 30, 60 és 120 perc elteltével 50 pl mintat vettem, amelyet etanollal 1
mg/ml tdménységlire higitottam. Az igy kapott mintakat kirdlis all6fazisai GC segitségével

elemeztem (Id. 3.8 fejezet GC).

Rogzitett alkalaz enzimkészitmények:

A reakciokat 4 ml-es l[égmentesen lezart reakcidedényben végeztem, melybe 15 mg rogzitett
enzimet, 2,0 ml terc-butanolt, 15 mg racém N-Boc-Phe-S-Et és 6 pl benzilamint mértem be,
majd a reakciokat 30 °C-on termosztalva razattam (~ 700 rpm). A reakcidelegyekbdl 3, 6 és
24 Ora elteltével 60 pl mintat vettem, amelyet 440 ul hexan:IPA 98:2 aranyu elegyével
higitottam, majd hidroféb HPLC sziir6n (d = 0,42 um) sziirtem. Az igy kapott mintakat kiralis
allofazisut HPLC segitségével elemeztem (ld. 3.8 fejezet HPLC).

3.7. Rogzitett enzimek miikodésének hofokfiiggése

Rogzitett lipaz készitmenyek

A készitményeket a 3.6. pontban leirtak szerint teszteltem, amely soran a reakciot az adott
hémérsékleteken (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C) termosztalva végeztem. Olddszer

kozegként a 3.6 pontban leirt hexdn:MTBE 2:1 oldoszer keverék helyett vizmentes toluolt

alkalmaztam.

Rogrzitett alkalaz készitmények

A készitményeket a 3.6. pontban leirtak szerint teszteltem, amely soran a reakciot az adott

hémérsékleteken (30, 40, 50, 60, 70, 80°C) termosztalva végeztem.

3.8. Biokatalizatorok visszaforgathatosaganak vizsgalata

A biokatalizatorokat a 3.6. pontban leirtaknak megfelelden teszteltem. A mintavétel 1 6ra utan
tortént, ezutan a reakcioelegyet centrifugaltam (12000 rpm, 2 perc) majd egyszer vizzel és
kétszer IPA-val mostam. 1 oras szaritas utan (szobalevegd) a visszanyert biokatalizatorok
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pontos tomegét visszamértem, majd megismételtem a tesztreakcidot a 3.6. pontban leirt
komponensek aranyainak pontos betartasaval (biokatalizator/1-feniletanol/vinilacetat/n-

hexan:MTBE 2:1 = 1/2/4/40). Ily mddon a visszaforgatast 4 ciklusban végeztem el.

3.9. Alkalmazott analitikai modszerek

GC vizsgalat

A gazkromatografids méréseket Agilent 4890D késziilékeken végeztem, Hydrodex-p-6-
TBDM (25m x 0,25 mm x 0,25 mm film, t-butil-dimetilszililezett [B-ciklodextrin;
Macherey&Nagel), enantiomerszelektiv kiralis all6fazist tartalmazo kolonnaval. Vivogazként
hidrogént hasznaltam (fejnyomas 0,83 bar, lefuvatasi arany 50:1). Az injektor és a FID
detektor hdmérséklete: 250°C. Hémérsékletprogram:

racém 1-feniletanol: 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.
HPLC vizsgalat

A HPLC méréseket fotodioda-soros detektorral (DAD) felszerelt HP 1090 késziiléken
végeztem, Daicel Chiralpak® IB (150%2,1 mm, 5 um szemcseméret, szilikagélre rogzitett
trisz-(3,5-dimetilfenilkarbamat)-tal modositott celluloz toltet) enantiomerszelektiv kiralis
allofazist tartalmazo kolonnaval. A reakciok kovetéséhez a HPLC-hez sziikséges mintakat
kozvetleniil a reakcidelegybdl vettem, majd hexan/2-propanol 98/2 eluenssel higitottam a

megfeleld koncentraciora (1-1,5 mg/ml).
Primer amino csoportok meghatarozasa Ninhidrin reagenssel

10 mg szilika nanorészecskéhez 1 ml natrium-acetat/ecetsav puffer oldatot (100 mM, pH 5,5),
valamint 2 ml Ninhidrin reagenst (3 m/m %-0s n-propanolos oldat, ecetsavval savanyitva)
adtam, majd az elegyet 15 percig 100°C-on intenziven kevertettem. Ezt kovetden a mintakat
szobahémérsékletlire hiitdttem, majd centrifugaltam (3500 rpm, 5 perc, 25 °C). Ezutan a
feliiliszobol mintat vettem, melynek megmértem a reakcio soran képzddo lilas szinli komplex
abszorbanciajat (A = 570 nm, T = 30 °C) [74]. A fotometrias méréseket Spectronic Genesys 2

tipust UV-spektrofotométer segitségével végeztem el.
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SEM

L JSM JEO -5500LV SEM-EDS késziilék: Pasztazd elektronmikroszkéop (SEM)
energiadiszperziv analizatorral (EDS/EDX/EDAX) és kornyezeti (ESEM) tizemmoddal, mely
energiadiszperziv rontgen-analizatorral (energy dispersive spectroscopy — EDS, energy
dispersive X-ray analysis — EDX/EDAX) is fel van szerelve. A minta el6készités soran a
mintakat kétoldalii karbon szalaggal fixaltuk, majd a jobb képalkotas érdekében a mintakat
arany nanofilmmel vontuk be porlaszto késziilékkel. Ezt kovetden a felvételeket nagyvakuum

uzemmodban készitettiik.
DLS

A DLS mérés soran a vizsgalandé részecskék stabil szuszpenziojat laser fénnyel sugarozzuk
be. A besugarozott részecskéket a fényszorddas jelenségén alapulva vizsgéljuk a szort fény
detektalasaval, amelynek jellemz6i a vizsgélt részecskék tulajdonsagaira engednek
kovetkeztetni. A DLS mérés a szort fény iddbeli intenzitds valtozasdnak vizsgalata,
autokorrelacios fliggvényének felvételével és analizalasaval. A fényszorodas jellege nagyban
fligg a részecske méretétdl. Ha a laser fotonnal besugarzott részecske nano mérettartomanyba
esik, akkor Reyleigh-szoras jelentkezik, mig a nagyobb, mikrométeres részecskék esetében

mar inkabb a Mie-szoras figyelhetd meg.

A méréseket etanolos kozegben Horiba LA-950 tipust DLS késziilékkel végeztem, 25°C-on.
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4. Eredmények és értékelésiik

TDK munkadm soran egy olyan 1j tipusi enzimrogzitési modszert dolgoztam ki, amely
altalanosan alkalmazhat6 enzimek rogzitésére, emellett hatékony biokatalitikus miikodést tesz
lehetdvé. A kisérletek soran kiilonboz6 reaktiv feliilettel és mérettel rendelkezd
nanorészecskék és enzim molekulak kozott hoztam 1étre stabil, kovalens kotéseket bifunkcids

keresztkotd agensek segitségével.

Kiilonb6z6 nanoméretii anyagok, kiilondsen a nanorészecskék egyre gyakrabban és egyre
szélesebb korben alkalmazhatoak enzimek és egyéb biologiailag aktiv anyagok rogzitésére.
Kis méretiikbdl fakado eldényiik, a nagy feliilet/térfogat arany rendkiviil j6 hatékonysagot
jelent kiilondsen a katalitikus folyamatok soran. Ez az eldny azonban szdmos technolodgiai
hatrannyal is jar. A nanoméreti anyagok reakcidelegybdl torténd kinyerése,

ujrahasznosithatdsaga komoly probléma és sok esetben gazdasagtalan.

Az irodalomban ugyan mar jol ismert a CLEA (Cross Linked Enzyme Aggregate) modszer,
amely sordn keresztkotéseket hoznak 1étre az enzim molekuldk kozott. Ez a technika szdmos
enzim esetén alkalmazhato, de a pusztan fehérje molekulakbol felépiilé aggregatumokban
kialakul6é szoros kapcsolat komoly difftizids gatat jelenthet az enzimatikusan atalakitani

kivant szubsztrat molekulak szadmara.

A fent vazolt két modszer oOtvozését kiilonb6z0 szempontok szerint optimaltam. Az
enzimrdgzitési folyamat soran a kiilonb6z6 funkcios csoportokkal rendelkezé nanorészecskék,
az enzim molekulak és a bifunkcios reagensek egy idében torténd reakcioja alakitja ki azt az
un. hibrid matrix szerkezetet (NHM enzimrogzitési rendszer), amelyben az enzim molekulak

¢és a nanorészecskék stabilan egymashoz rogziilnek (7. abra).

25
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> ¥ szilika nanorészecske - enzim keresztk6td agens

7. abra: Uj tipusa NHM enzimrogzitési rendszer

Munkam soran vizsgaltam a nanorészecskék méretének és feliileti csoportjainak, valamint a
keresztkotéseket kialakitd biszepoxidok hatdsat az enzimrogzités folyaman (8. ébra). Az
altalam létrehozott (ij komplex NHM (Nano-hibrid matirx) enzimrogzitési rendszerekben két

fontos enzimcsalad immobilizalhatosagat vizsgaltam.

valtozo
paraméterek

szilika 4 eltérd lanchosszu
részecske

nanorészecske 2 biszepoxidok
meret

modell illesztés
Statistica

> g /
[ - / o
funkcionalizalt szilika 5 keresztkots
nanorészecske agens

8. dbra: Az enzimrogzitési rendszer felépitése
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A NHM enzimrogzités soran a rendszer vizsgalatira harom fé paramétert valasztottam,
melyek varhatéan befolyasoljak majd a rdgzitett enzim biokatalitikus aktivitasat. E harom
paraméter az alkalmazott szilika nanorészecskék mérete, feliileti tulajdonsdgai, valamint a

keresztkotéseket 1étrehozo biszepoxidok lanc hosszlisaga.

4.1. A nanorészecskék méretkontrollalt eloallitasa

Az elsd paraméter az alkalmazott szilika nanorészecskék mérete volt. Ennek érdekében a
nanorészecskéket harom kiilonboz6 0Osszetétel szerint allitottam elé (M1, M2, M3). A
részecske szintézis alapja sordn az irodalomban ismert Stober modszer, amely soran
tetraalkoxi szilan prekurzorbol ammonias alkoholos kdzegben képzédnek a szférikus szilika
részecskék [73]. A részecskéket tetractoxiszilanbdl (TEOS) épitettem fel, a szintézis soran
pedig az ammoénium-hidroxid mennyiségének és az alkohol szénlanc hosszanak hatasat
vizsgaltam a képzddd részecskék méretére. Az eredményiil kapott mintdk méreteloszlasat

dinamikus fényszorédas mérés (DLS, Dynamic Light Scattering) segitségével vizsgaltam.

100
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60 ——ML1
50 ——M2

40 ——M3
30

20
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0 < "o g
150 450 750 1,050 1,350 1,650

Részecske atmérd (nm)
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9. abra: A szilika nanorészecskék méreteloszlasa

A DLS mérésekbdl jol lathatd, hogy a mintdk méreteloszlasa sziik, egyértelmiien kivehetd a
harom kiilonb6z0 részecske méret: 350, 700 és 950 nm (9. abra). A kapott méreteket
Osszevetve a nanorészecske szintézis paramétereivel elmondhatdo, hogy az NH,OH

mennyisége és a megvalasztott alkoholos kozeg is befolydsolta a részecske atmeérdt. A
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részecskék méretét és morfologiai tulajdonsagait pasztazd elektronmikroszkop (SEM;

Scanning Electron Microscope) segitségével is vizsgaltam (10, 11, 12. ébra).

11. abra: M2 jeli szilika nanorészecskék SEM felvétele
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12. abra: M3 jelti szilika nanorészecskék SEM felvétele

A képeken lathatd, hogy a részecskék alakja szabalyos, szférikus, sziik méret eloszlastak és
ez egybevdg a DLS mérés soran tapasztaltakkal. A részecskék méretét leginkabb az
alkalmazott NH,OH mennyisége és az alkalmazott alkohol szénlanc hosszusaga befolyasolta.
Az oldészer polaritdsanak (dielektromos allanddjanak) tehat kulcsszerepe van a
részecskeméret szabalyozasdban. Az altalam moddositott Stober mddszer rokon viselkedésli az

irodalomban leirtakkal [74].

4.2. A részecskék felilletmodositasa

A nano-hibrid rendszerek eldallitasa soran, amikor a cél stabil, kovalens kotések kialakitasa
az enzim molekuldk és a szilika nanorészecskék kozott, nagyon fontos a jol definialt,
egységes, megfeleléen funkcionalizalt szilika nanorészecskék jelenléte. Ahhoz, hogy az
enzim molekuldk hatékonyan rogziiljenek, mindenképpen sziikségszerli a nanorészecske
feliiletén olyan funkcios csoportok kialakitasa, amelyek egyszerti koriilmények kozott, rovid
id6 alatt reakcioba vihet6ek. llyen funkcios csoportok lehetnek az amino csoportok, amelyek
mint jo nukleofil agensek szamos vegyiilettel konnyen reakcioba vihetdk. Mar szamos esetben
jutottak a kutatok arra a megallapitasra, hogy az un. kevert feliiletek, - amik nem csak a
reaktiv funkcids csoportokat, hanem inert (tehét az elsddleges kémiai kotésekben részt nem
vevl) csoportokat is tartalmaznak - sokkal hatékonyabb enzimrogzitéseket tesznek lehetoveé.

Ennek okan a szilika nanorészecskék feliiletét reaktiv amino csoportot tartalmazo organo
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szilannal ~ (3-aminopropil  trimetoxiszilan, 3-aminopropil trictoxiszilan) és  inert
organoszilanokkal  (etil-trimetoxiszilan.  hexil-trietoxiszilan,  decil-trietoxiszilan) IS

modositottam (13. abra).

R= Etil, Hexil, Decil

13. abra: Szilika nanorészecske funkcionalizalasa

A reaktiv €s inert funkciokat tartalmazo6 szilanok kiillonb6z6 aranyu elegyével végeztem el
funkcionalizalési eljarast mindhdrom méretli nanaorészecske esetében. A feliiletmddositas
végeztével annak sikerességét Ninhidrin-reagenssel torténé oxidativ dezaminalassal

allapitottam meg (14. abra).

Q HO
CHO
OH 80-110°C_
NH2 +2 n N= + @
Ters 0 “CHO
(0] (0]
CHO

szilika-NH2 ninhidrin Ruhemann lila

14. abra: A Ninhidrin reagens és a szilika nanorészecskén 1év6 primer amino csoportok reakcidja

Az amino Csoport meghatérozésnél a felilletmodositas soran alkalmazott 3-aminopropi|-
kalibracidt végeztem. Ezt kovetden meghataroztam az egyes feliiletmddositott nanorészecskék
amino csoport tartalmat. A kapott eredmények alapjan lathaté volt, hogy a kiindulasi
amino/inert csoport arany a felilletmodositas utan is érvényesiilt, azonban az amino csoportok

Osszmennyiségét 5-10 %-os eltéréssel lehetett meghatarozni.

4.3.  Lipaz enzim rogzitése hagyomanyos CLEA médszerrel és NHM rendszerekben

A Candida antarctica torzsbdl szarmazo B tipust lipaz bifunkcios keresztkotokkel torténd
CLEAs képzését a kutatocsoportban korabban mar vizsgéaltdk. A legelterjedtebben hasznalt
glutaraldehidet sikeresen kivaltottak egy biszepoxi molekulaval, a glicerol-diglicidiléterrel

(GDE). Az enzimaktivitasi tesztek nem csak a Candida, hanem mas torzsbdl szarmazo
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lipazok ¢és ammonia lidzok esetében is azt mutattdk, hogy a két végén epoxi gytiriit tartalmazo
linker molekuldval jobb eredmények érhetéek el, mint a széles korben elterjedt
glutaraldehiddel [37]. Ezen feliili elény, hogy a biszepoxi vegyiiletek toxikussaga is
csekélyebb, mint a glutaraldehidé.

Ezen tapasztalatokbol kiindulva harom eltéré vazu biszepoxi vegyliletet alkalmaztam a lipaz
CLEAs el6allitasa soran (15. abra).

o}

GDE ROTYTOR R=(12)Hor N
OR

NPE 7 O X 0"

0] HsC CHj 0]

PDE 7 To Y

15. abra: A CLEAs képzés soran alkalmazott biszepoxi vegyiiletek

A NHM rendszerek kialakitasa soran is ugyanezt a haromféle epoxi molekulat alkalmaztam
az el6z6 fejezetben bemutatott funkcionalizalt nanorészecskék és az alkalmazott enzimek
kozotti kovalens kotések kialakitasara. A nanorészecskék feliiletmodositasa soran kialakitott
amino csoportok €s az enzim aminosav lancain taldlhaté amino, tiol, hidroxi csoportok kozott
a két végén oxiran gyiiriit tartalmazé bifunkcios epoxi molekulak képesek stabil, irreverzibilis
kovalens kotéseket kialakitani. A hagyomanyos CLEAs képz6dés soran a kotések két vagy
tobb enzim molekula kozott jonnek 1étre, hiszen ez esetben nincsen jelen semmilyen szilard

hordozé vagy egyéb templat anyag.

A keresztkotd tulajdonsaga is varhatdan beleszol az enzimkészitmény aktivitdsaba, hiszen az
NHM rendszer kialakuldsa végsd soron egy kvazi térhaldés matrixot eredményez, igy annak
atjarhatosdga, mozgékonysaga fontos paraméter lehet a biokatalitikus folyamatok lejatszodasa

soran.

Az irodalombdl jol ismert hagyomanyos CLEAs ¢és az altalam Iétrehozott NHM
enzimrogzitési modszereket elsé korben ugy hasonlitottam Ossze, hogy mindharom, a 15.
abran bemutatott biszepoXi reagenssel kiilon-kiilon CLEAs készitményeket hoztam Iétre,

majd a CLEAs képzést olyan szilika nanorészecskék jelenlétében hajtottam végre, amelyek
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nem estek at semmilyen feliiletmodositasi eljarason, tehat nem tartalmaztak se inert, se reaktiv
csoportot. Erre azért volt sziikség, hogy megvizsgaljam, hogy egyaltalan 1étrejohet-e az enzim
rogziilése a kiillonbozé méretli nanorészecskék jelenlétében. A rogzitett lipaz készitményeket
minden esetben a racém 1-feniletanol acilezési reakcidojaban vizsgaltam (16. abra). Az enzim
teszteket parhuzamosan teljesen azonos koriilmények kozott végeztem el, a reakciokbdl levett
mintakat pedig kiralis allofazisi GC segitségével analizaltam (Id. 3.9. fejezet). A kapott
kromatogramokbol a 2.2. fejezetben ismertetett képletek alapjan hataroztam meg az enzim
miitkodésére jellemz6 paramétereket, azaz a konverziot (C), az enantiomertisztasagot (eep) és a
biokatlitikus aktivitas (Ug) értékeket.
O

OH k OH

CaLB '
T . +
vinil-acetat

hexan:MTBE 2:1
racém 1-feniletanol 30°C (R)-feniletil-acetat (S)-feniletanol

IIO

16. abra: A racém 1-feniletanol lipaz katalizalt acilezése

4. tablazat: Rogzitett lipazok biokatalitikis miikodése a racém 1-feniletanol acilezésében

GDE -

2,0 97,3 54
NPE ] 0,5 90,6 14
PDE ) 08 94,4 21
GDE 350 nm 5.9 98.7 16.3
NPE 350 nm 8.8 99.1 244
PDE 350 nm 6.9 9.2 18,9
GDE 700 nm 5.3 08.7 146
NPE 700 nm 55 09,1 15.1
PDE 700 nm 57 99.0 157
GDE 950 nm 4.0 988 111
NPE 950 nm 35 97.9 9.6
PDE 950 nm 18 96.5 5.1

Az eredményekbdl lathatd, hogy a hagyomanyos CLEAs készitmények minden esetben
gyengébb eredményeket mutattak, mind a konverzid, mind az enantiomertisztasag terén. A

harom kiilonb6z6 részecske méretet tekintve, a legkisebb 350 nm 4tmérdjii nanorészecske
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jelenlétében létrehozott rogzités bizonyult a legjobbnak. A részecskék méretének tovabbi
novelése rontja az eredményeket, azonban minden esetben jobbak az enzimatikus miikddések,
mint a hagyomanyos, pusztdn csak enzimet tartalmazo mintdk esetében. Ennek oka
feltehetden az, hogy a részecskék jelenléte nem engedi igazan kozel az enzim molekulakat,
tehat noveli az enzim kozotti szabad teret, amely kedvezd a biokatalizis sordn, hiszen a
szubsztrat molekulak szabadabban mozoghatnak. A nagyobb részecskeméreteknél, kiilonosen
a mar majdnem mikronos nagysagrendbe es0 szilika részecske esetében, a tul nagy részecske
atmérd mar fizikailag akadalyozza az enzimek kozotti kovalens kotések kialakulasat, ezaltal
elképzelhetd, hogy kevesebb enzim molekula képes stabilan megkotddni a rogzités soran.
Mivel az rogzités befejeztével minden esetben a készitmények alapos pufferrel torténé mosasa
kovetkezik, a be nem rogziilt enzimek ekkor kimosddhatnak, igy csak a biztosan beépiilt
enzimek vehetnek részt a biokatalitikus reakciokban. Erdemes azt is megjegyezni, hogy a
valosagos enzimaktivitas a nanorészecskés rendszerekben még ennél is jobb, hiszen ezek a
rogzitett biokatalizatorok fajlagosan kevesebb enzimet tartalmaznak, mint az egyszertt CLEAS

rendszerek.

A tovéabbiakban olyan enzimkészitményeket allitottam eld és vizsgéaltam, amelyben a szilika
nanorészecskék eldzetes feliilletmodositdson mentek keresztiil, amely sordn egy eldre
meghatarozott aranyban kaptak inert (etil-, hexil-, vagy decil-) illetve reakiv (amino-)
csoportokat. Az igy el6allt nanorészecskékkel és a kordbban is bemutatott harom kiilonbdzd

biszepoxi vegyiilettel az NHM enzimrogzitéseket végeztem el.

Az 1) NHM rendszer viselkedésének megismeréséhez, optimalasdhoz kisérlettervezési
modellt alkalmaztam. Az optimalando6 objektum a rendszert felépité nanorészecskék mérete, a
feliletmodosité mindsége €s aranya, valamint a keresztkoté agens mindsége volt. A rendszer
mitkddése nagyon leegyszerlisitve gy képzelhetd el, mintha egy tobbvaltozds matematikai
fliggvény (Gn. célfiiggvény) lenne: pl.: Y= bot+bixi+hoXo+bioXiXo+. .., ahol Y az altalunk
meghatarozott fiiggd valtozd (pl. a biokatalitikus aktivitas), x; fiiggetlen valtozok vagy
faktorok (pl. részecskeméret, keresztkotd agens), amelyektdl Y értéke fiigg. Amennyiben e
matematikai modellt optimalasra kivanjuk felhasznalni, a célfiiggvény fiiggd valtozdjanak
maximumat keressiik, melyhez a faktorok e szempontbol optimalis beallitasi értékei (faktorok

szintjei) tartoznak.

Annak érdekében, hogy megkapjuk a legjobb kisérlettervet, definialni kell a faktorok nevét,

szamat és szintjeiket, valamint a fliggé valtozokat (a Statistica program alkalmazasaval). A
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kisérlet soran alkalmazott faktorok az NHM rendszert felépité részecske mérete, a
feliilletmodositd mindsége, valamint Osszetételi aranya, és végil a keresztkotd agens
mindsége. A fiiggd valtozok pedig a biokatalitikus aktivitas és szelektivitas értékei. A
kisérlettervet a Statistica program Experimental Design Builder opcidjaval készitettem, ahol
megadtam, hogy a faktorok f6hatasara vagyok kivancsi, ezen feliil a feliiletmodosito
csoportok és azok aranya, valamint a feliiletmodositod és a keresztkotd kozotti masodlagos

kolcsonhatasokra. Ezeket a pontokat a kovetkezo tablazat mutatja be:

5. tablazat: A kisérleti terv

1 950 etil / amino 1/0 PDE
2 950 etil / amino 1/1 GDE
3 950 etil / amino 4/1 NPE
4 950 hexil / amino 8/1 NPE
5 950 hexil / amino 1/1 NPE
6 950 hexil / amino 8/1 PDE
7 950 hexil / amino 1/0 GDE
8 950 decil / amino 4/1 GDE
9 950 decil / amino 8/1 PDE
10 950 decil / amino 1/0 NPE
11 950 decil / amino 2/1 PDE
12 700 etil / amino 4/1 GDE
13 700 etil / amino 1/0 GDE
14 700 etil / amino 2/1 PDE
15 700 etil / amino 4/1 NPE
16 700 hexil / amino 1/0 PDE
17 700 hexil / amino 1/1 NPE
18 700 hexil / amino 2/1 PDE
19 700 hexil / amino 8/1 GDE
20 700 decil / amino 1/1 GDE
21 700 decil / amino 2/1 PDE
22 700 decil / amino 8/1 NPE
23 350 etil / amino 1/0 NPE
24 350 etil / amino 1/1 PDE
25 350 hexil / amino 2/1 PDE
26 350 hexil / amino 4/1 GDE
27 350 hexil / amino 8/1 GDE
28 350 hexil / amino 1/0 NPE
29 350 decil / amino 1/1 NPE
30 350 decil / amino 2/1 GDE
31 350 decil / amino 4/1 GDE
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reziduumanak vizsgalata, amely soran az altalam vizsgalt

Kisérletek tervezésekor alapvetd kovetelmény az alkalmazott modell eloszlasanak és

biokatalizator aktivitas (Ug) értékeket néztem meg.

valtozdk kozul elOszor a

Normal Prob. Plot; Raw Residuals
Dependent variable: UB
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17. abra: A biokatalizator aktivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halos abra
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18. abra: A biokatalizator aktivitas eloszlas fiiggvénye — reziduuma

Lathato, hogy a pontok alapvet6en jol illeszkednek az egyenesre, tehat az eloszlas normalis
eloszlasnak tekinthetd (17. abra). A reziduumok pedig a kisérletek elvégzésének sorrendjében

nem mutatnak rendszerességet, véletlenszertien helyezkednek el, tehat a modell alkalmas a

rendszer viselkedésének statisztikai elemzésére (18. 4bra).

biokatalizator aktivitasra. A kisérlettervezés soran a rendszerre

A varianciaanalizis arra a kérdésre ad vélaszt, hogy van-e a kiilonb6z6 faktoroknak hatdsa a
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modellben a filiggé valtozora szamitott (Ug) értékeket megadtam, majd a Statistica
programmal meghataroztam a rendszer viselkedésének szignifikans paramétereit (6. tablazat,

zolddel jelolve).

6. tablazat: Szignifikans valtozok vizsgalata Ug értékekre

20474,51 1 20474,51 266,7685 0,000000
112,0 2 56,0 0,7296 0,494485
3022,66 2 1511,33 19,6916 0,000019
3786,48 4 946,62 12,3338 0,000032
5,49 2 2,75 0,0358 0,964920

A masodik oszlopban a négyzetosszegek (SS), a harmadik oszlopban a szabadsagi fokszamok
lathatéak. A méret szabadsagi foka 2, mivel harom részecskeméretet hasonlitunk Ossze, a
feliiletnél és a keresztkotonél szintén, az arany szabadsagi foka pedig 4, mivel itt 6t kiilonb6z6
aranyt hasonlitunk Ossze. A negyedik oszlop a szorasnégyzeteket (MS) tartalmazza. A
kovetkezd két oszlop a probastatisztika (F) és p értékét mutatja. A felilletmoddositd és az
inert/reaktiv csoportok aranya esetén lathato, hogy az F probastatisztika értéke nagy, igy kicsi
annak p valdszinlisége, hogy ekkora, vagy ennél nagyobb értéket kapjunk a véletlen
miiveként, ha a faktornak nem lenne hatdsa. A szignifikans hatdsok zdlddel vannak jeldlve,
ahol p értéke kisebb, mint 0,05.

A kovetkez6 abran (19. abra) a négy faktor kiilonb6z6 szintjeinek hatasat grafikusan
abrazoltam. Az abran talalhat6 d-fiiggvényt Harrington dolgozta ki 1965-ben. A fliggvény a
(0; 1) intervallumban vesz fel értékeket.

d=1 az y fols6 hataran, melynél nagyobb érték nem fordulhat eld,

d=0 az y also6 hatarértékénél, melynél kisebb érték nem lehetséges.

A d-fiiggvény hasznalhat6 optimum keresésére. A d kivanatossagi fliggvény és a kozvetleniil
meért fliggd valtozok (Ug, eep) kozotti dsszefiiggés a Statistica programban linearis fliggvény a
d=(0; 0,5) és a d=(0,5; 1) intervallumokban. A program a d-fiiggvényt optimalizalja, ez akkor

is alkalmazhatd, ha egyszerre csak egy fiiggd valtozora akarunk optimalizalni [75].
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19. abra: Profilok a biokatalizator aktivitas értékekre lipaz enzim esetén

A 19. 4bra f6ls6 részén a négy faktor fliggvényében a biokatalizator aktivitas célfiiggvény, az
als6 abran a kivéanatossagi fiiggvény lathatd. A program megkeresi azokat a beallitdsokat,
amelyekhez a d-fiiggvény maximuma tartozik. Optimalizalaskor a program nemcsak a
fohatasokkal szamol, hanem a teljes modellel, ehhez képest az dbran csak a féhatasokat latjuk.
Az abran lathato, hogy a részecskeméretnek és a keresztkotOnek nincs szignifikans hatasa. A
feliletmodosito hatasa a legjelentGsebb, a biokatalizator aktivitasra gyakorolt szerepe a decil-
csoport esetén a legjobb. A feliiletmodositdé ardnyanak valamivel kisebb, de szintén jelentds
hatasa van, az optimalis bedllitds ebben az esetben a 8/1-es inert/reaktiv felilletmddositd

aranyra esik.
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Current effect: F(4, 20)=12.334, p=.00003
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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20. abra: Az inert és reaktiv felilletmodositok aranyainak hatdsa a biokatalizator aktivitasra

A 20. abran lathat6, hogy az 1/0 aranynal, vagyis csak az inert felilletmodositot tartalmazo
szintnél a legkisebbek a biokatalizator aktivitas értékek, ami annak tulajdonithat6, hogy ekkor
a szilika nanorészecske feliiletén nincsenck reaktiv amino csoportok, amelyek képesek
lennének az enzimmel kovalens kotést kialakitani. Ebben az esetben a rendszer hasonlé a
4. tablazatban bemutatott enzimkészitményekhez, amelyeknél semmilyen feliiletkezelés nem
tortént a szilika nanorészecskéken. Bar a hosszabb alkil csoportok segithetik az enzim
hidrofob adszorpciojat a feliileten, ez a rogziilési er6 nem igazan erés ahhoz, hogy a fehérje
molekula tartdsan a hordozon maradhasson, ezéltal a készitmény pufferes mosasaval az enzim
konnyedén eltavolithatd. Az 1/1 inert és aktiv organoszilan aranynal mar javulnak az
enzimaktivitas értékek, de a legjobb aktivitast ott kapjuk, ahol 8/1 az inert és aktiv hanyad,
vagyis az sem el6nyds, ha tal sok amino csoport van a felszinen. Ez azzal magyarazhat6, hogy
a sok reaktiv csoport ,talzstafoltta” teheti a feliiletet, mivel az enzimrogzités soran nagy
feleslegben alkalmazott keresztkotd agens telitheti a nanorészecske feliiletét. Ez ugy torténhet
meg, hogy az enzim molekuldndl tobb nagysagrenddel kisebb keresztkotd dgens konnyedén
eléri a részecske feliiletén 1év0 amino csoportokat, és ha azokbol egymashoz kozel, térben tul
sok helyezkedik el, akkor megnd a valoszinlisége annak, hogy a mindkét végén epoxi
gytriivel rendelkezé keresztkotd két szomszédos amino csoportot kapcsol Ossze az adott
részecske szegmensen. Ezéltal gyakorlatilag ledrnyékolja a kotdhelyeket az enzim molekulak
szdmara. Ezzel magyarazhatd, hogy miért lehet elony0s, ha a reaktiv csoportokat egymastol
kiss¢ tavolabb, rendezettebb formdban helyezziikk a hordozon. Ez az allapot a kapott

eredmények alapjan az inert csoportok mindségével és mennyiségével befolyasolhato.
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21. abra: Az inert feliiletmodositok és azok reaktiv felilletmodositokkal képzett kiilonbz6 aranyainak hatasa a

Mivel a féhatasok koziil a felilletmodositonak és az alkalmazott aranyuknak kiilon-kiilon van
szignifikans hatasa, abrazoltam a két faktor egylittes hatasat is. Azonban, ahogy az a 21. abran
is lathato, nincs szignifikans kolcsonhatés a feliilletmodositd fajtajanak és azok aranya kozott.
Az enzimkatalizalt folyamatok kulcsfontossagu jellemzdje az aktivitas mellett a reakcid soran

képz6dd termék enantiomertisztasaga (eep). Az Ug fiiggd valtozohoz hasonldan, itt iS meg

biokatalizator aktivitasra

kell allapitani a szignifikdns paramétereket (7. tablazat).

7. tablazat: Szignifikans valtozok vizsgalata az eep értékekre

262662,7 1 262662,7 1889,397 0,000000
173,1 2 85,6 0,623 0,546595
874,1 2 437,0 3,144 0,064987

2562,3 4 640,6 4,608 0,008444
1771 2 88,5 0,637 0,539311
2780,4 20 139,0

A tablazat alapjan az enantiomertisztasag értékeire a feliiletmodositok aranya van szignifikans

hatassal (p<0,05). Itt a feliiletmodositonak latszolag nincs hatasa, de a p értékeknél
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megfigyelhetd, hogy joval kisebb az értéke, mint a méretnek, vagy keresztkotd agensnek. Ezt

kovetden grafikusan is dbrazoltam az eredményeket (22. abra).
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22. abra: Profilok az enantimertisztasag értékekre lipaz enzim esetén

A grafikus abrak is a tablazat adataival vannak 0sszhangban. A 22. dbra elsd sordnak abrain
latszik, hogy a szorasok nagyjabol lefedik egymast, egyediil az aranynal van egy kiugro érték,
igy annak szignifikans a hatasa. Hogy ez jobban lathatova véljon, a kiilonb6z6 ardnyokrol és a

hozzajuk tartozo szorasokrol hatasabrat készitettem.
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Current effect: F(4, 20)=4.6079, p=.00844
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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23. abra: Az inert és reaktiv feliiletmodositok kiilonbozé aranyainak hatasa az enantiomertisztasagra

A hatasabra alatdmasztja a fontebbi megallapitast. Lathaté, hogy ahol nem volt reaktiv
csoport, ott sokkal nagyobb az ingadozas az értékek kozott. Ha a reaktiv csoport megjelenik,
ott mar kezd szilikiilni a tartomény, azonban ott a legkisebb az ingadozas, ahol alacsonyabb a
reaktiv organoszilan aranya az inerthez képest. Az enzimkatalizis soran egy adott szubsztratra
vonatkoztatott szelektivitas nagyban fiigg az enzim természetétél. Egy rogzitett enzimes
rendszernél a diffuzios koriilményeknek dontd szerep jut, melyet a hordozo anyag fizikai-
kémiai karaktere igen erdsen befolyasolhat. Ezért az eep értékek nem tértek el egymastol
szamottevden, az egyes kisérleti Osszetételek egy szlik tartomanyban fejthetik ki hatdsukat,

igy ez esetben nem nyilvanult meg akkora mértékben a vart hatas.

7.3.  Alkalaz enzim rogzitése hagyomanyos CLEA mdédszerrel és NHM rendszerekben

A 4.3. fejezetben targyalt lipaz hagyomanyos CLEA modszerrel torténd rogzitését, valamint a
kezeletlen feliiletii szilika nanorészecskék jelenlétében megvaldsitott valtozatat és az 4j NHM
enzimrogzitéseket egy teljesen mas karakter(i enzim, az alkalaz rogzitésére is Kiterjesztettem.
A rogzitett alkalaz enzimkészitményeket minden esetben a N-Boc-Phe-S-Et benzilaminnal
torténd amidalasi reakciojaban teszteltem, teljesen azonos koriilmények kozott (24. abra). A
reakcidelegyekbdl levett mintdkat kiralis allofazisi HPLC segitségével vizsgaltam (1. 3. O.
fejezet), a kapott kromatogramokbol pedig a 2. 2. fejezetben bemutatott dsszefliggések alapjan

hataroztam meg a biokatalitikus jellemzdket.
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s _Akalaz ©/Yﬁ\ @ ©/\/ﬁ\
NH benzilamin NH NH

)\ terc-butanol

O O 30 cC

N-Boc-Phe-SEt (S)-N-Boc-Phe-N-Bn (R)-N-Boc-Phe-SEt

24. abra: A N-Boc-Phe-S-Et alkalaz 4ltal katalizalt amidalasa

8. tablazat: Rogzitett alkalaz készitmények a racém-N-Boc-Phe-S-Et amidalasaban

B I A

GDE - 133 90,8 0.3
NPE - 6,1 76,0 0,1
PDE ) 15,6 90,2 0,4
GDE 350 nm 25.9 96.6 0.6
NPE 350 nm 34,2 96.6 0.8
PDE 350 nm 30,8 967 07
GDE 700 nm 209 051 05
NPE 700 nm 216 068 05
PDE 700 nm 223 944 05
GDE 950 nm 25,0 95.9 0.6
NPE 950 nm 27 061 06
PDE 950 nm 16 070 07

A 8. tablazat eredményeibdl lathatd, hogy a lipdzhoz hasonldéan a hagyomanyos CLEAS
készitmények joval gyengébb enzimatikus miikodést produkaltak, mint a szilika
nanorészecskéket tartalmazé mintdk. Latvanyos a kiilonbség, nem csak az elért
konverzidkban, hanem az enantiomertisztasagokban is. Hasonlosagot mutat a lipazokkal az is,
hogy a legkisebb, 350 nm koriili részecske méret volt a leghatékonyabb az alkalaz rogzitése
soran, viszont érdekes, hogy ezt nem a kozepes, hanem a legnagyobb 950 nm &tmérdji

részecskét tartalmazod rendszerek kovetik.

A lipaz esetében alkalmazott NHM rendszert teljes egészében az alkaldz rogzitésére is
adoptaltam. Az 5. tablazatban feltiintetett kisérleti terv alapjan végeztem el az enzimrogzitési
kisérleteket. A terv alapjan eredményiil kapott adatok normalitasat, valamint a reziduumokat

szintén megvizsgaltam (25. és 26. abra).
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Normal Prob. Plot; Raw Residuals
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25. abra: A biokatalizator aktivitas eloszlas fiiggvénye - Gauss halds abra

Predicted vs. Residual Values
Dependent variable: UB
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26. abra: A biokatalizator aktivitas eloszlas fliggvénye — reziduuma

Az eloszlas igazodik a normal eloszlashoz, és a mérések reziduuma is véletlenszeri, a nulla
koril ingadozik, tehat az enzimrogzitési kisérlet soran felallitott modell ismét alkalmasnak

bizonyult. Ezutan abrazoltam a szignifikans hatasokat a biokatalizator aktivitasra nézve.
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9. tablazat: Szignifikans valtozok hatasa az Ug értékekre

8,755455 1 8,755455 1069,388 0,000000
0,042230 2 0,021115 2,579 0,100818
0,028952 2 0,014476 1,768 0,196308
0,052120 4 0,013030 1,591 0,215370
0,003768 2 0,001884 0,230 0,796511
0,163747 20 0,008187

A 9. tablazat alapjan nincs szignifikans hatasa egyik f6 komponensnek sem. A biokatalizator
aktivitas értékek hasonloak lettek a kiilonb6zo részecskeméret, feliilletmodosito, inert/reaktiv
csoport ardnyok ¢és keresztkotd agensek ellenére is. Ezt aldtdmasztja a grafikus abrazolas is.
Lathatd, hogy a méret esetén a legnagyobb, 950 nm-es bizonyult a legjobbnak,
felilletmodositd esetén a DeTEOS, keresztkotd esetén pedig az NPE és PDE egyforma
aktivitas értékeket eredményezett, viszont ezek a hatdsok nem térnek el szignifikdnsan a

tobbitdl (27 abra).

44



Részecskeméret Inert Inert/reaktiv Keresztk6t6 arany d-fuggvény
fellletmodositd  feliletmddositd
aranya
.90000

T2217 - - --1-- C-1-1-794 - F--F ¢- - F-3-1-% - /--73430
N ] ’ 1 1 ,/‘ 1 1 7]
N - , N ,
/7

-lfl‘--llf K 1
T ,'5 5389 3

[ P ——

Dl .34362
' 4

'

'

i

1

.20000
96896 | - G- ------ 1 F----- < -] '————é\————' F----- - -
N : 5y B~g”:
\ U TN
, g BN
- o | z
7/ >
o 3
S
~0
1]
8
g
“©
>
S
950 nm 350 nm Eil  Decil 1.0 41 81 PDE NPE

27. abra: Profilok a biokatalizator aktivitas értékekre alkalaz enzim esetén

Ennek az lehet az oka, hogy az alkalaz enzim mas felszini tulajdonsagokkal rendelkezik, mint
a lipaz, aktivitasa kevésbé érzékeny a koriilotte 1évo kornyezetre, hasonldan jo aktivitassal
rendelkezik szinte mindegyik NHM rendszer esetén. Ami 1ényeges kiillonbséget jelentett, az a
szilika nanorészecskék jelenléte, hiszen ezek egyértelmiien javitottdk az enzimatikus
képességeket, a hagyomanyos kereskedelmi forgalomban kaphat6 CLEAS készitményhez
képest. Az is lathatd, hogy a funkcids csoportokat tartalmazoé rendszerek esetében a reaktiv
amino csoportnak azért szerepe van, hiszen jelenlétében jobbak voltak a biokatilitikus
aktivitasok. Ez azzal magyarazhato, hogy ha az enzim miikddésére kdzvetleniil nem is hat, de
eldsegiti az enzim molekula stabil jelenlétét a rogzités folyaman. Mivel a feliileti
csoportoknak és a keresztkoté agenseknek nem volt szignifikans hatasuk, elmondhato, hogy a
szilika nanorészecskék alapvetden stabilan bent tartjdk az enzimet a matrixban, valamint

lazitjak a rendszer belsé struktirdjat. Ezaltal nagyobb csatorndk képzdédnek a készitmény
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belsejében, ami joval konnyebb anyagaramlast tesz lehetévé a katalitikus reakcid soran.
Ennek a konnyitett diffuzidnak a hatasa 1ényegesen jobban érvényesiil, mint a részecskék

feliiletének sajatsagai, vagy a keresztkotd agens tipusa.

Az enantiomertisztasagok esetében elmondhaté, hogy az N-Boc-Phe-S-Et-rel végzett
amidalasi reakcional a legjobb értékekre a nanorészecskék mérete volt szignifikans hatassal

(10. tablazat).

10. tablazat: Szignifikans hatdsok az eep értékekre

261859,1 1 261859,1 60591,56 0,000000
47,3 2 23,6 5,47 0,012737
25,0 2 12,5 2,89 0,078760
12,0 4 3,0 0,69 0,606176
7,0 2 3,5 0,81 0,460608
86,4 20 4,3

A grafikus abran is lathato, hogy a méret kivételével a tobbi faktor hatdsa nem szignifikans, a
kiilonboz6 faktorok estén a kiilonbozd szintekhez tartozo atlagok ingadozasa kozel esik
egymashoz. Az értékek szordsa nagyjabol lefedi egymast, ebbdl latszik, hogy ezek a faktorok

nem befolyasoljak szamottevden az enantiomertisztasagot.

46



Részecskeméret Inert Inert/reaktiv Keresztkotd agens d-fliggvény
felliletmodositd  felliletmddositd
aranya
104.00 . . , —— T —— —
. - g
[ - ] - i i ]:i 100.00
/
L . /s
X s ] - ’ ]
’ o
! ] T 4 1 i /
I l l E] Jl : l ;l ! 1 7 193.344 3
! ] 1 1 4 1
I ! ; 5 : s
b’ ]
v | 88.429
I
i
84.000 L
83670 - == === TR e T T I N —
r b 1 7 P I g’ PN Y
/7 o E i 1 8 >
VA - F -4 | H g
o - -o il 2
=)
R4
[2]
172
o
@
c
©
2
X
950 nm 350 nm Etil Decil 1.0 2:1 81 PDE  NPE
28.

28. abra: Profilok az enantimertisztasag értékekre alkalaz enzim esetén

Mivel a méretnek itt jelentds hatdsa van, ezért kiilon abrazoltam a kiilonbdz6 méretekhez
tartozo atlagokat, valamint az értékek szorasat (29. abra). Itt jobban megfigyelhetd, hogy a
legkisebb mérethez tartoznak a legjobb enantiomertisztasag értékek, és itt a legkisebb a szoras
is. Ennek oka lehet az, hogy a kisebb méret olyan geometriai lehetdséget teremthet, amelyben
a szilika nanorészecskék kisebb gorbiilete miatt, a funkcios csoportok és a keresztkotok

jobban érvényesiilhetnek, ezaltal stabilabba valik az enzim aktiv konformécidja.
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Méret
Current effect: F(2, 20)=5.4701, p=.01274
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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29. abra: A nanorészecskék méretének hatasa az enantiomertisztasagra alkalaz enzim esetén

45.  Rogzitett lipaz enzimkészitmények miikodésének hofokfiiggése

A hoémérsékletnek nagy hatdsa lehet a fehérje molekula szerkezetére, az aktiv centrum
allapotara, ezaltal nagymértékben befolydsolhatja az enzim katalitikus képességeit, valamint
hatassal birhat az enzimkészitmény taroldsi koriilményeire, széllithatosdgara, amely sok
esetben komoly gazdasagi szempont lehet. Régota tudjuk, hogy Arrhenius szerint a
reakcidosebesség nd a hdmérséklet emelésével. Sok esetben igen hasznos lehetne, ha példaul
az enzimkatalizalt folyamatokat nem csak fiziologias vagy standard koriilmények kozott
végezhetnénk el, mivel a magasabb hémérséklet alkalmazasa gyorsitana a folyamatot, amely
sok elényhoz vezethet. Eppen ezért nemcsak érdekes, hanem hasznos is lehet megismerni a

kiilonbozoképpen rogzitett enzimek miikodésérnek hdmérsekleti optimumat.

Az altalam rogzitett lipazok koziil harom tipusbol valasztottam ki a legjobban miikodo
készitményeket. Az elsd tipus a hagyomanyos CLEAS készitmény, a masodik tipus a hdrom
legjobb feliiletmddositatlan szilika nanorészecskét tartalmazé készitmény, a harmadik tipus
pedig harom legjobb mar, funkcids csoportokkal rendelkezd szilika nanorészecskés NHM
készitmény. Igy Osszesen hét rogzitett lipaz milkodésének héfokfiiggését vizsgaltam. A
reakciokat teljesen azonos koriilmények kozott, egy tizedesjegy pontossaggal szabalyozhatd
razotermosztatban végeztem el 10 °C —os 1épéskozokkel. A végrehajtott tesztreakcio ezittal is
a racém 1-feniletanol acilezése volt magasabb forrasponti oldoszerben (toluol). A
reakcidelegyekbdl 1 ora elteltével vettem mintat és a 3.9 fejezetben leirtaknak megfeleléen

GC segitségével vizsgaltam.
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Rogzitett lipaz aktivitdsanak homérséklet fliggése
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30. abra: Rogzitett lipazok Ug értékeinek valtozasa a hdmérséklet fliggvényében

A kapott eredményekbdl lathato, hogy a kezdeti biokatalizator aktivitas értékek koziil a sajat
készitmények messze kiemelkednek, aktivitasuk tobb, mint haromszorosa a legjobbnak
bizonyult feliiletmddositas nélkiili készitményének, és 6tszor aktivabbak az egyszerli CLEAs-
tol (30. abra). Ez azzal magyarazhato, hogy egyrészt a feliiletmodositasnak koszonhetden a
kialakult amino csoportok segitségével tobb enzim tud kapcsolodni a keresztkotd segitségével
a részecskéhez, mint a feliiletmodositas nélkiili részecskéhez. Masrészt pedig a sima CLEAs-
hoz képest kisebb a diffuziés gat a szubsztrat molekulak szdmara, mivel a bevitt inert
csoportok, valamint a kiilonbozd hossziisagi keresztkoték egy haldzatos, jobban atjarhatd
rendszert alkotnak. Ezzel szemben CLEAs esetén az enzimek szorosan egymas mellett,
aggregatumként vannak jelen. A legkisebb méretii részecskére rogzitett készitmény bizonyult
a legjobbnak, hémérsékleti optimuma a 70°C iranyaba tolodott el. A masik két NHM
rendszernél telitési gdrbeként jelenik meg a hémérseklet profil. A gérbéknél megfigyelhetd,
hogy CLEAs esetén 50°C-on egy optimum lathatd, a homérséklet novelésével azonban
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csokken a készitmény aktivitasa. A feliiletmddositas nélkiili részecskéknél ez az optimum

nem figyelhetd meg, 40°C utan csokken a miikddésiik.

Az aktivitas mellett a masik fontos jellemzéje az enzimkatalizalt reakcioknak az enzim
enantiomertisztasdga. A kovetkezd abran lathato, hogy ez az érték hogyan véltozik az egyre

nagyobb hdstressz hatasara.

Rogzitett lipaz enantiomertisztasagdnak homeérséklet fliggése
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31. abra: Rogzitett lipazok eep értékeinek valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

A 31. abra alapjan elmondhat6, hogy az 0j tipusi NHM rendszerek képesek a rajtuk
immobilizalt  enzim  szelektivitdsit ~a  legnagyobb  mértékben  konzervalni.
Enantimerszelektivitas értékiik szinte alig valtozik, és még 100°C-os hémérsékleten is 99%
folott marad. Ehhez képest a hagyomanyos CLEAs ¢és a felilletmodositas nélkiili
készitmények 40°C-on jobb enantiomertisztasag értékeket mutatnak a kezdetihez képest,
magasabb hoémérséklet hatdsdra azonban mdar csokken az enzimkészitmények optimalis

mukodése.
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4.6. Alkalaz enzimkészitmények miikodésének hofokfiiggése szerves kozegben

Az eléz6 alfejezetben leirtakhoz hasonldéan a rogzitett alkaldz enzim milkodésének
homérséklet-fiiggését is megvizsgaltam. A vizsgalatok soran az enzimkatalizalt amidalasi
reakcio a 3.7. fejezetben leirtak alapjan ment végbe, a tesztreakcidkat tizedesjegy pontosan
szabalyozott termosztalhatd razogépen, tiz fokos 1épéskozzel végeztem el. A reakcidobdl a
mintavételezés 12 ora elteltével tortént. Mivel a terc-butanolt nem lehetett magasabb
forraspontu oldoszerrel kivaltani, ezért a hdfokfiiggés felsé hatarat a terc-butanol forraspontja

(83°C) szabta meg, igy ezeket a teszteket 80°C-ig végeztem el.

A tesztek sordan a lipaz esetében bemutatott elv alapjan valasztottam ki a rdgzitett

enzimkészitményeket.

Rogzitett alkaldz aktivitdsanak hémérséklet fliggése
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32. abra: Alkalazok biokatalizator aktivitasanak valtozasa a hdmérséklet fliggvényében

Az enzim katalizatorok kezdeti aktivitas értékeibdl lathatd, hogy az alkalaz készitmények
kozill CLEAs rendelkezik a legkisebb kezdeti aktivitas értékkel (32. abra). A szilika

nanorészecske jelenlétében létrehozott matrix szerkezetek mar kozel kétszeres aktivitassal
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birnak, a legmagasabb kezdeti értékek viszont a sajat funkcionalizalt nanorészecskék esetén
figyelhetéek meg. A gorbeseregbdl az is latszik, hogy a hagyomanyos alkalaz CLEAS
maximumos gorbe, melynek tetdpontja 50°C —nal talalhatd. Nem ennyire szembetinden, de
hasonléan konkav a feliileti csoportokat nem tartalmazo szilika nanorészecskés mintak
lefutasa is (narancs, lila, tiirkiz gorbék). Ett6l eltér jellegii, inkabb telitésbe futéak a funkcios
csoportokat is tartalmaz6 NHM rendszerek (piros, z6ld, kék) ee, gorbéi, amelyeknél
megfigyelhetd, hogy a biokatalitikus aktivitdas 40-50°C-ig né, majd 80°C-ig stabil marad.
Ezeknek a tendencidknak az oka feltehetden az, hogy a funkcios csoportokat nem tartalmazo
rendszerek, bar kezdetben nagyobb aktivitassal rendelkeznek, nem képesek az enzimet
magasabb homérsékleteken stabilizalni a szilard részecskék kotohelyeinek hidnydban. Ezt
bizonyitja a funkcidés csoportot tartalmazo rendszerek stabil viselkedése. Itt ugyanis a
nanorészecskék feliiletén 1évé amino és decil csoportok képesek lehorgonyozni és stabilizalni

az enzim molekulat.

Rogzitett alkaldz enantiomertisztasaganak homérséklet fiiggése
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33. abra: Rogzitett alkalazok eep értékeinek valtozasa a hémérséklet fliggvényében
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A 33. abran feltiintetett enantiomertisztasag értékek alakuldsa hasonld okokra vezethetd
vissza, mint a biokatalizator aktivitas elemzése soran latottaknal. Erdemes kiemelni azonban,
hogy mig a lipaz esetében az enantiomertisztasdgok szinte mindvégig magas értékeken voltak,
addig az alkalaz esetében a homérséklet novelése kifejezetten kedvez az enzim

szelektivitasanak.

4.7. Biokatalizatorok visszaforgathatosaganak vizsgalata

Az enzimrogzités egyik legfobb célja az értékes enzim reakcidelegybdl torténd
visszanyerhetOségének biztositasa, amely az enzimek oldott allapotban torténd
felhasznalasanal joval gazdasagosabb eljarasokat tesz lehetévé. Nagyon fontos szempontok a
visszanyerhetd biokatalizator mennyisége, valamint az enzim aktivitasnak és szelektivitasnak
valtozasa az egyes ciklusok utan, melyeket az enzim sajatsagai mellett a rogzités modja is

nagymértékben befolyasolhat.

A héstabilitasi kisérletek soran bemutatott, kiilonbozoképpen rogzitett lipaz enzimeket a
racém 1-feniletanol 3.6. pontban leirt kinetikus reszolvalasaban vizsgaltam. A reakciokat
azonos koriilmények mellett végeztem el, a biokatalitikus paraméterek megallapitasahoz
szilkséges mintakat 1 ora elteltével vettem le. Ezt kovetéen az enzimkészitményeket
eltavolitottam a reakcidelegybdl, majd az oldoszerrel t6bbszor atmostam, végiil
tomegallandosagig szaritottam. Ezutan az adott biokatalizatorokat ismét tesztreakcionak

vetettem ala.
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34. abra: Rogzitett lipaz biokatalizatorok visszaforgatosaga

A rogzitett lipaz enzimkészitmények reakcidelegybdl torténd visszanyerése soran a szabad,
rogzitetlen liofilizalt enzim por (CaL B jel6léssel) mar a masodik felhasznalas utan
visszanyerhetetlennek bizonyult. A hagyomanyos CLEAs készitmények visszanyerhet6sége is
komoly tomegveszteséget okozott, valamint a tombbé Osszeallt, dsszecsomosodott CLEA a
2. kOr utan mar atmoshatatlan volt. Az NHM készitmények joval konnyebben
visszanyerhetek voltak, és még a negyedik kor utan is magasabb aktivitas értéket mutattak,

mint a referencia tarsaik (34. ébra).

4.8. Az NHM enzimkészitmények morfologiai vizsgalata

A korabbi fejezetben bemutatott aktivitas, hdstabilitas és visszaforgathatdsagi tesztek alapjan
lathato, hogy jelent6s kiilonbség van a hagyomanyos, kereskedelmi forgalomban is kaphatod
rogzitett enzimforma, vagyis a CLEAs ¢és az altalam létrehozott NHM enzimrogzitési modszer
kozott. Ezért ezek szerkezetét, morfologiajat 6sszehasonlitottam digitalis fényképezdgéppel és

SEM késziilékkel készitett felvételek alapjan (35. és 36. abra).
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35. abra: Felvétel az alkalaz enzim NHM modszerrel A) és hagyomanyos CLEA modszerrel
B) késziilt készitményeirdl

Mar szabad szemmel is jol kivehetd, hogy mig a NHM készitmények finom szemcsés
szilard, egységes megjelenésii porszerli preparatumok, addig a CLEAS mintdk nagyon

heterogén, lemezes, r6gos, nehezen kezelhetd készitmények (35. abra).

A két modszerrel késziilt mintat elektronmikroszkoppal is megvizsgaltam. A felvételeken
lathato, hogy a hagyomanyos CLEAS egy zartabb, jellegzetes struktira nélkiili, tombszert
készitmény (36. abra). Az NHM valtozat azonban hiien 6rzi az alkalmazott nanorészecskék
alatdmasztjdk, hogy a nanorészecskékkel kombinalt CLEAS lényegesen egységesebb
homogénebb és kezelhetobb enzimrogzitési format eredményez, szemben a hagyomanyos
CLEAs készitményekkel.



B) NHM készitmény

AL AN .1 S g 1 Bt

36. abra: SEM felvételek a hagyomanyos A) és NHM B) készitményekrol
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5. Osszefoglalas

Munkam soran egy uj, az irodalomban még nem ismert enzimrogzitési modszert hoztam
létre, amely két enzimrogzitési technika kombindlasaval képes Otvozni azok eldnyos
tulajdonsagait. Az egyik rogzitési eljaras az egyszerti, univerzalis CLEAS modszer, amely
soran kovalens keresztkotések 1étrehozasaval szilard hordozé nélkiil alakitjuk ki a rogzitett
enzimkészitményt. A masik modszer pedig a szilika nanorészecskékhez torténd
enzimrogzités. A kombinalt modszerrel un. NHM rendszereket allitottam el6, amelyek
hatékonysagat lipaz és alkaldz enzim rogzitésén vizsgaltam. A kisérletek soran sikeresen
alakitottam Ki amino csoportokat, amelyeken keresztiil bifunkcios epoxi vegyiiletekkel
kovalens keresztkotések hozhatdak 1étre. Részletesen vizsgaltam a szilika nanorészecskék
feliiletén kialakitott reaktiv kot6helyek és inert csoportok hatdsat az enzimrogzités
hatékonysdgara. A kovalens keresztkotések létrehozéasara harom kiilonb6zdé bifunkcios
epoxi vegyiiletet vizsgaltam. Az eldallitott enzimkészitményeket a racém 1-feniletanol és a
racém N-Boc-Phe-S-Et benzilaminnal torténd kinetikus reszolvaldsaban teszteltem, a
reakciokat pedig kiralis oszlopon GC-vel (lipaz) és kiralis allofazisa HPLC-vel (alkalaz)
kovettem. A kapott eredményekbdl elmondhatd, hogy sikeriilt egy 0j rogzitési modszert
létrehoznom,  amellyel  aktivabb  biokatalizdtorokat  és  lényegesen  jobb
enantiomertisztasagot értem el értem el, mint a hagyomanyos CLEAS technikaval. Az 4j
hogy a szilika nanorészecskék alkalmazasa jelentds javulast eredményezett az
enzimkészitmény homogenitasaban, szerkezetében ¢és mechanikai sajatsdgaiban. A
nanorészecskék alkalmazasaval egy sokkal halozatosabb, atjarhatobb rendszert sikeriilt
létrehozni, mely befolyasolja a biokatalitikus folyamatok lejatszodasat. Az 0j rendszer
mérete viszont mar béven a mikronos nagysagrend folott van, ezéltal ezzel a kombinalt
technikdval lehetdség nyilik folyamatos atfolydsos  bioreaktorokban  torténd

alkalmazasokra.
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