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Roviditések jegyzéke

A TDK dolgozatban eldfordulo roviditések

MAT540 Matspheres Series 540®

G-DGE gliceril-diglicidiléter

BD-DGE 1,4-butandiol-diglicidiléter

HD-DGE 1,6-hexandiol-diglicidiléter

PE-DGE polietilén-diglicidiléter

CD-DGE ciklohexil-dimetanol-diglicidiléter
NP-DGE neopentilglikol-diglicidiléter

N435 Novozym® 435

CV T2-150 Chiral Vision® T2-150 jelzésti hordozo
CalLB Candida antarctica B lipaz

CaLA Candida antarctica A lipaz
Triton-X100 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilén glikol
MTBE terc-butil-metil-éter
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1. Bevezetés

Az enzimeknek, azaz az €16 szervezet katalizatorainak jelentésége az elmult
évtizedekben fokozodik az ipari technologidkban, egyre nagyobb szerepet kap az
alkalmazott  biokatalizis, vagyis biotechnologia tudomanyteriiletén beliil a
biokatalizatorok gyakorlati alkalmazasa. A Dbiokatalizatoroknak szamos el6nyos
tulajdonsaguk van, ezek koziil talan legfontosabb specifitasuk, valamint enyhe
reakciokoriilmények mellett is képesek kifejteni Katalitikus hatasukat, igy
kornyezetkiméloek, kevésbé kockazatosak €s balesetveszélyes a reakciok vezetése.

Ahhoz azonban, hogy enzimeket széleskoriien alkalmazhassuk (pl. folyamatos
eljarasokban, egymast kovetd reakciociklusokban felhasznalhassuk) valamilyen médon
rogziteniink (szilard hordozon torténd rogzités) vagy stabilizalni kell dket, igy nyerhetdek
sz¢les korben alkalmazhato szilard fazisu biokatalizatorok.

A rogzitett enzimek gyakorlati alkalmazdsa népszeri az  ipari
termeldeljarasokban, az analitika, élelmiszeripar, valamint a gyogyaszat teriiletén.
Felhasznaljak oket a példaul sajtgyartasban, a sorgyartasban és az etanolgyartasban, de
novelhetik a folyamatok gazdasagossagat példaul a gyiimolcslevek és illoolajok
eldallitasanal, vagy javithatjak a termék mindségét példaul a kenyérsiitésnél és a tej
feldolgozasanal. A gyodgyszeriparban jelentds szerephez jutott a fermentéacid, melynek
termeékei koze tartoznak példaul az antibiotikumok, melyek koziil tobbet mar hatékonyan
allitottak eld rogzitett enzimkészitmények segitségével. A rogzitett biokatalizatorokkal
torténd antibiotikum-fermentacio mellett jelentések példaul a biotranszformaciok,
szteroidatalakitasok szama is, illetve a vegyiparban (szintetikus aminosav-racematok
rezolvalasara). Szakaszos analitikai eljardsokban a klinikai kémidban fontos vérsavo
illetve gliikkdztartalom meghatdrozasoknal hatékonyan alkalmazhatoak a megfeleld
enzimek rogzitett formai. A folyamatos rendszerekben is, f6ként a folyadékaramba valod
mintainjektalasi modszereknél (FIA) alkalmaznak szilard fazisu enzimeket, de igen
jelentdsek az enzimelektrodok kialakitasanal is. Az orvosi gyakorlatban a rogzitett enzim
lehet gyogyszer, vagy terapias késziilék funkcionalis eleme (aszparaginaz Klinikai
terapia), a szabad enzimre nagy koncentracioban van sziikség, de fiziologias koriillmények
kozott kevésbé aktiv, toxikus hatasokat fejt Ki tobb szervre és immunvalaszt valthat Ki.
Az enzim alkalmazasat tumorok kezelésénél, mellékhatasok jelentkezése nélkiil csak a

rogzitett forma hasznélata teszi lehetdvé. De allitottak mar eld félig mesterséges szervet
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vorosvérsejt kiiiritett membranjaba zart enzimmel, valamint alkalmaztak folyamatos
{izemi reaktorban rogzitett uredzt karbamid hidrolizalasara is.!?

TDK dolgozatomban kovalens enzimrogzitési modszerrel foglalkoztam. A munka
soran Célunk volt szférikus szilikagélek feliiletének modositasa  kiilonbozo
biszepoxidokkal, hogy azok kovalens enzimrogzitésre legyenek alkalmasak. A
hordozokhoz Candida antarctica B lipazt immobilizaltam, majd modell-reakcionak a
racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasat valasztottuk. Kisérleteket végeztiink szakaszos
és folytonos lizemii laborreaktorokban is, illetve vizsgalni akartuk az enzimkészitmények

stabilitasat visszaforgatasos kisérletekben.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Enzimek

Az enzimek a molekulak egy kiilonleges csoportjat alkotjak, amelyeknek feladata
a biokémiai folyamatok elésegitése. A sejtekben spontan végbemend nagyszamu,
termodinamikailag lehetséges (azaz szabadenergia-csokkenéssel jaro) reakciok az €16
szervezetben uralkodd enyhe koriilmények miatt (30°C koriili hdmérséklet, 1 bar kortili
nyomads, semleges koriili pH) igen lassan jatszodnanak le. Ezen folyamatok
végbemenetelét tdmogatjak, gyorsitjdk az enzimek a katalizis mechanizmusaval. A
katalizatorok olyan vegyiiletek, amelyek az aktivalasi energia csokkentésével, azaz egy
energetikailag kedvez6bb ut megnyitasaval, az egyensulyi helyzet befolyasolasa nélkiil
novelik meg a reakciok sebességét (1. abra). Tehat a katalizatorok nem befolyasoljak a
reakciok  irdnyat, csak
elosegitik, hogy a kémiai K
reakcio egyensulya
gyorsabban beélljon, s bar

reagadlnak a reakcidban

résztvevd anyagokkal, a
folyamat végén az eredeti,

kiindulési allapotukat

veszik fel. Sokféle anyag - re
., , A reakeio elorehaladasa
lehet katalizator: szerves és

szervetlen vegyiiletek, sot 1. Abra: Az aktivalasi energia csokkentése
elemek is. A katalizatorok katalizatorral®

mar az élet kialakuldsdban is

fontos szerepet jatszhattak, példaul az 6ceanok vizében megtalalhato vas, az egyéb fémek
¢és a foszfat is katalizatorként viselkedhetett az UV sugdrzas vagy az dcedni forrd vizes
kiirték hatasara, igy segitve bizonyos anyagcsere utak létrejovetelét.® Az enzimek olyan
katalizatorok, melyek magas specifitassal és hatékonysaggal segitik nagyszamu reakcio
lejatszodasat, igy szamos teriileten alkalmazzdk Oket, beleértve példaul az ipari
dgazatokat és az orvostudomanyt.* Az enzimes katalizis mechanizmuséanak legfontosabb

tulajdonsaga tehat, hogy csokkenti a reakciok lejatszodasdhoz sziikséges aktivalasi
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energiat, igy eldidézve a reakciosebesség novelését. Az enzimes katalizis sebessége akar
milli6-millidrdszorta gyorsabb lehet egy szervetlen katalizator altal okozottnal.

Az enzimek dontd tobbsége fehérje szerkezetli, ezek egy specialis csoportjat
képezik. Léteznek azonban tisztin RNS (ribonukleinsav), ezek a ribozimek, illetve
fehérje kapcsolt RNS enzimek, vagyis riboszomak is. Tehat az el6 szervezetet
felépitésében, miikodésében szerepet jatszo fehérjéknek egy fontos osztalyat az enzimek
képviselik, viszont az €16 anyagban lejatsz6do reakcidkat nem csak fehérje alapti enzimek
katalizaljak. Katalitikus hatasukkal a biokémiai torténésekben részt vesznek a mar
emlitett ribozimek, a tRNS-ek (transzfer ribonukleinsav), az ATP (adenozin-trifoszfat), a
NAD (nikotinamid-adenin-dinukleotid). Az é16 szervezetben sok RNS-katalizator ma is
fontos szerepet jatszik a folyamatok végbemenetelében, bizonyitva azt a feltételezést,
hogy az evoltcio soran eldbb létezett a nukleinsav alapu reakciokatalizis, mint a
fehérjéhez kotott. Ez az "RNS-vildg” azonban kevésbé hatékony, hiszen joval kisebb
sebességnovelést eredményeznek az RNS-katalizatorok, mint a fehérjék. Ennek
koszonhetden az eld szervezet katalitikus rendszere atalakult fehérjealapuva, ma mar
donté tobbségben fehérje alapu enzimek segitik a biokémiai folyamatok lejatszodasat.>®
Dolgozatom témdjahoz a fehérje alapt enzimek kapcsolddnak, igy a tovadbbiakban ezeket
targyalom.

Az enzimek biokatalizatornak tekinthet6k tobb szempont alapjan is:

e az ¢l0 szervezetben segitik az energiagat atugrasat, melynek csokkenése olyan
jelentds mértékii lehet, hogy a reakcio sebessége akar tobb millidszorosara is
nohet az eredetinek;

e a szervezetre gyakorolt hatasuk miatt szabalyozasuk rendkiviil jelentds, a sejt
metabolizmuséanak szempontjabol kiemelt fontossagu;

e kizar6lag termodinamikailag lehetséges reakciokat katalizdlnak, mivel az
aktivacios energiat csokkentik, igy megndvelve a reakcidoba 1épé molekuldk
szamat;

e mivel dontd tobbségiik fehérje, reakciora és/vagy szubsztratra specifikusak;

e areakcid végbemenetele soran nem valtoznak, lejatszédasa utan eredeti formaban
visszanyerhetdek.’

Amellett, hogy az enzimek segitenek abban, hogy a kémiai reakci6 egyenstlya
gyorsabban bealljon, meghatarozhatjak a reakcié iranyultsagat. Ha példaul a katalizalt

reakcidban van egy anyagunk (szubsztrat), amely az adott koriilmények kozott képes tobb
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eltéré anyagga is atalakulni (termék), akkor az enzim azon reakci6 lejatszodasat fogja
tamogatni, amely reakcid szabadentalpia valtozasa a legkedvezdbb. Ezt hivjak az enzim
specifitasanak. A reakciok szabadentalpidjanak valtozasa meghatarozd fontossagu.
Egyensulyi allapotnak nevezziik azt az allapotot, mikor nincs szabadentalpia valtozas, a
reakcio mind a két iranyban ugyanolyan gyorsan jatszodik le. Spontan modon egy reakcid
csak olyan irdnyban jatszodik le, amely soran a szabadentalpia csokken, azaz felszabadul
energia (AG <0), forditott reakcid csakis specialis koriillmények kozott johet 1étre. Erélyes
koriilményeket (magas nyomds vagy homérséklet) eld szervezetben nem lehetséges
megteremteni, azonban az enzimek segitségével még egy ilyen forditott irdnyu reakcio
végbemenetele is lehetséges. Ugyanis fiiggetlen reakciokat kapcsolhatnak Ossze az
enzimek, igy az energetikailag nem preferalt reakcid hozzékapcsolodik egy
energetikailag preferalt reakciohoz. Ha az igy kapott kapcsoltsdg eredményeként a két
reakcio szabadentalpia valtozasanak ereddje negativ, akkor a reakcid végbemehet. Ezt,
az energetikai szempontbdl szintén fontos tulajdonsagot, a kapcsoltsag megteremtésének
nevezziik.”®

Az enzimekre Aaltaldnossagban jellemzd, hogy enyhe koriilmények kozott
nagyfoku aktivitasra képesek, vagyis magas atalakitasi aranyt produkalnak. Tovabba az
enzimek egyik legfontosabb tulajdonsaga a nagyfoku specifitas, ami megnyilvanulhat
szubsztrat-, reakcio-, régio- €s sztereo-specifitasban melyek meghatarozzak, hogy milyen
reakciokban vehetnek részt. Azt pedig, hogy az adott reakcié milyen koriilmények kozott
mehet végbe, az enzimek szerkezete, azaz a fehérje vaz hatdrozza meg. Mivel az enzimek
talnyomo tobbsége fehérje, emiatt miikddésiik erdsen fiigg a pH-tol, a hdmérséklettdl, az
ionkoncentraciotol. Az evolucioés folyamatoknak koszonhetéen egy adott enzimre
jellemzd hémérsékleti- és pH-optimum arra a kozegre jellemzd, ahol a feladatat el kell
latnia. Ennek koszonhetdéen a kiilonb6zd enzimek tulajdonsdgaikban szélsdségesen
eltérhetnek, ismeriink erdsen savas és erdsen lugos kdzegben, alacsony illetve magas
homérsékleten mikodoket is.

A mai napig nem ismert pontosan, hogy hogyan mitkddnek az enzimek. Viszont
szamos enzim térszerkezete ismert, mely alapjan mas enzimekre kiterjeszthetd atfogd
miikddési sémakat ismeriink. Nagyszamu kisérleti eredmény alatdmasztja, hogy létezik
az igynevezett aktivalt komplex (enzim-szubsztrat komplex). Altalanosan elfogadott az
is, hogy az enzimeknek van egy (vagy tobb) szubsztratk6t6 helye. Ezen a helyen az enzim
képes specifikusan megkoti az atalakitandd szubsztratot, a nem-szubsztrat molekulak

kotésének affinitdsa joval kisebb. Az aktiv helyen torténik az atalakulas, azonban a

9
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szubsztratkotd hely és az aktiv hely nem feltétleniil egyezik, lehet, hogy azonosak, lehet,
hogy kiilonboznek, ekkor lehetnek egymashoz kozel illetve egymadstdl tavol is
elhelyezkedhetnek. Raadasul egy enzimmolekuldn a szubsztratk6td helytdl eltérd, egyéb
molekulakat megkoté helyek is létezhetnek (példaul aktivator-, inhibitor-,
koszubsztratk6to helyek). Fontos, hogy a megkotésben szerepet jatszo kitiintetett régiokat
kotohelynek, az atalakitasért felelds régiokat aktiv helyeknek (aktiv centrumnak)
nevezziik. Ezen régiok az enzimmolekula feliiletének csak egy relative kis részét foglaljak
el 56
Az enzimes katalizis létrehozasanak hatterében tobb kiilonboz6d tényezd Aall.
Altalanosan jellemzé az enzimekre, hogy:
e aziltal, hogy az enzimek megkdtik a szubsztratokat, megndvelik a katalitikus hely
kornyezetében a lokalis szubsztrat-koncentraciot;
e az enzim-szubsztrat komplex létrehozasaban gyenge és erés kotderdk is
kozremtkoddhetnek, gyakran a parcialis elektromos toltések vonzasa (illetve mas
Van der Waals-er6k) vagy hidrogénhidak tartjak Ossze a komplexet, de
eléfordulhat ionos vagy akar kovalens kotés is;
e abban az orientdcioban tartjadk az atomokat, ahogy azt a reakcié megkivanja;
e aszubsztratkotési energia hozzajarul a kdzvetlen katalizishez.
A szubsztratmolekuldk tobb kiillonbozd geometridjii és energidju allapoton mennek
keresztiil, mire a legvégsd, késztermékformdba jutnak (a katalizis sordn az enzim
atrendezi a szubsztrat molekulak elektroneloszlasat, részleges pozitiv és negativ részeket
eredményezve). A  legstabilabb  atmeneti  allapot  felvételéhez  sziikséges
szabadenergia-mennyiség az aktivacios energia, ez hatarozza meg a reakcio sebességét.
Az enzimek sokkal nagyobb affinitissal birnak az atmeneti allapotd szubsztrat, mint a
stabil forma irdnyéaba (az enzim megfesziti a megkotott szubsztratmolekuldkat, ezzel az
atmeneti allapot felé tolva). Ez a kotés csokkenti nagymértékben az aktivacios energiat,
jelentésen gyorsitja a reakciot.57
Mechanikusan vizsgalva az enzimmiikodést a kovetkezd folyamathoz jutunk: az
enzim megkoti a szubsztratmolekulat, atalakitja azt termékké, majd a termék levalik az
enzimrdl, amely igy ismét alkalmas egy masik szubsztrat megkotésére. Tobb kotddési
modell is magyarazza az enzim-Szubsztrat kotddésnek a kialakuldsat. Az elsd ilyen
elmélet a kulcs-zar elmélet volt, amely szerint a szubsztrat pont gy illeszkedik az

enzimbe, mint a kulcs a zarba, tehat a szubsztratk6té hely feliilete pontosan az inverze a

10
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szubsztrat feliiletének. Ez az elmélet j6l magyarazza az enzim szubsztrat-specifikussagat,
kimondja, hogy a fehérjemolekuldk aminosavlancai ugy hajtogatédnak, csavarodnak a
térben hogy a reaktiv aminosav-oldallancok megfeleld csoportjai a szubsztrat
megkotéséhez specifikusan alkalmas térbeli konformaciot hozzanak 1étre. Egy
modernebb elmélet szerint az enzim feliilete csak a kapcsolodas soran alakul a szubsztrat
formajara, el6tte nem volt a pontos inverze. Ezen atalakulashoz az sziikséges, hogy a
szubsztrat megfelelen orientalt helyzetben kellden megkozelitse az enzim koto-, illetve
aktiv helyét. Ezt a modellt indukalt illeszkedés elméletének nevezziik. Egy harmadik
elképzelés, a fluktuacidés modell szerint az enzim konformacidja allandoan valtozik, csak
egy bizonyos térszerkezetben képes arra, hogy megkdsse a szubsztratot.>®

Ez enzimeket nem szerkezetiik alapjan osztalyozzuk, hanem a hasonl6 reakciokat
katalizal6 enzimeket egyazon csoportba soroljuk, mely csoportositds nemzetkdzileg
elfogadott. Az ,,Enzyme Commission” (EC) létrehozott egy négyszintli besorolasi
rendszert, amelyben minden enzimnek van egy négy szamjegyll azonositdja. Az elsd
szamjegy egy hattagu besorolas alapjan adodik, tehat egytdl hatig valtozhat, jeldlve azt,
hogy milyen reakci6 tipust katalizdl az adott enzim. A masodik és harmadik szamjegy
alcsoportokat jelol, mig a negyedik definidlja, hogy pontosan melyik enzimrdl van szo.
Az els6 szamjegy altal jeldlt csoportok a kovetkezoek:

1. Oxidoreduktazok, oxidacids-redukcios folyamatokat katalizadlnak, melyek soran
elektronok vagy hidrogénatom keriil at az egyik molekular6l a masikra. Példaul:
glukéz-oxidaz.

2. Transzferazok, egy maghatarozott atomcsoportot visznek 4t egyik molekularol
egy masikra. Példaul: metil-transzferaz.

3. Hidrolazok, fehérjék peptid kotéseit, poliszacharidok glilozidkotéseit, zsirok,
foszfatok észterkotéseit hasitjak. Példaul: lipazok, protedzok, észterazok.

4. Liazok, a szubsztratum egy adott csoportjat hidrolitikusan eltavolitjak. Példaul:
aldolaz.

5. Izomerazok, kiilonb6zo atrendezodéses reakcidkat katalizalnak. Példaul: tridz-
foszfat izomeraz.

6. Ligdzok, két molekula Osszekapcsolodasat katalizaljak. Példaul: szintetazok,
karboxilazok.

A csoportokon beliil minden enzim specifikus, viszonylag sziik szubsztrat

tartomanyban egy adott reakciot katalizal, gyakran csak egy adott szubsztrat atalakitasara

képes.”
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2.2. Lipazok

A lipazok (EC 3.1.1.3) olyan enzimek, amelyek a hidroldzok csoportjaba
tartoznak, tehat hidrolizisen keresztiil kotéseket hasitanak, foleg triglicerideket és mas
karbon-észtercket bontanak vizes kézegben. A lipazok minden é161ényben el6fordulnak,
tipikusan a zsirok, olajok lebontdsdban jatszanak szerepet, észterkotéseket hasitd
enzimek, fontos szerepiik van az €16 szervezetben, elsGsorban az emésztés soran. A
lipazok tobbek kozott segitik a zsirfelvételt, mivel a zsir csak vizes emulzid forméjaban
képes felszivodni és a vérbe keriilni.

Biotechnoldgiai szempontbdl igen jelentdsek a lipdzok, régdta vizsgaljak illetve
hasznaljak ezeket a sokoldaluan hasznosithaté enzimeket. A legszélesebb korben
tanulméanyozott lipazok extracelluralis enzimek, melyeket elsdsorban penészgombak
¢lesztdgombak és baktériumok is kivalasztjdk fermentleviikbe a fermentacid soran.
Alkalmazzak o©ket a példaul a tejiparban, a takarmanyozasban, vegyiparban és
gyogyszeriparban, biolizemanyag készitésénél (ezaltal szerepet kaphatnak az alternativ
energia stratégidk fejlesztésében),’® de fontos szerepet toltenek be az
enzimtechnoldgidban is, mind a hidrolizisen keresztiili kotéshasitdssal, mind a szintézises
reakciokban. Felhasznaljak Oket peszticid készitmények gyartdsanal, aromak
készitésénél, transzészterezésnél illetve aszimmetrikus szintéziseknél.!'*? Kutatas
bizonyitja, hogy a lipadzok képesek aktivan mitkddni hidrofob szerves olddszerben is, ha
az tartalmaz minimalis mennyiségben vizet, illetve ha a kémiai egyensuly el van tolva az
észter szintézis irAnyaba.!® Ez az eredmény is elésegiti a biotranszformicio egyre
nagyobb térnyerését a szintetikus kémidban, bizonyitja, hogy enzimes reakciok
megvalosithatok vizes és szerves olddszeres kozegben egyarant.

Az enzimtechnolodgia folyamatos fejlddésének hatdsara a biokatalizis szintetikus
kémiai hasznadlata mdra mar jelentds, szamos enzimet alkalmaznak laboratoriumi
méretekben, és egyre tobb folyamatot dolgoznak ki az ipar szamara. Uj teriileteket
hoditanak meg a lipdz enzimet alkalmazé eljarasok, példaul a rogzitett

enzimkészitmények fejlesztése, alkalmazasa.141

2.2.1. A CaLB enzim

Ipari mértékben és laboratériumi felhasznalas szempontjabdl is a CalLB a
legnagyobb mértékben alkalmazott lipaz enzim. Ezt az enzimet a Candida antarctica,

mas néven a Pseudozyma antarctica nevii bazidiumos gomba termeli. A Candida
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antarctica B lipaz azaz CalLB enzimen kiviil még egy lipazt termel ez a gomba, mégpedig
a Candida antarctica A lipazt, azaz CaLA enzimet. Az A-jelzésti enzim Ca-fiiggd és
héstabil, mig a B-jelzésé nem Ca-fiiggd és kevésbé hostabil, valamint szelektivitasukban
is kiildnboznek.

A CaLB elony0s tulajdonsagaihoz tartozik, hogy enyhe korilmények kozott
(légkori  nyomds, szobahOmérséklet) megvalosithatd — reakcidiban  kivételes
szelektivitassal rendelkezik. Az optimalis katalitikus pH-ja 7, de vizes kdzegben széles
pH-skalan stabil marad (pH=3,5-9,5). Denaturalasi hdmérséklete 50-60°C kozott van
(alacsonyabb pH-nal nagyobb termostabilitast mutat), mely érték novelhetd az enzim

rdgzitésével 1718

2.3. Szilard hordozok

A biotechnologia fejlédése soran egyre nagyobb szerepet kap a biomolekulak,
mikroorganizmusok rdgzitési technikainak fejlesztése.! Az 1950-es évektdl napjainkig
szdmos kutatds zajlik azzal a céllal, hogy minél magasabb hatékonysagh rogzitett
enzimkészitményt allitsanak el6. Mint minden kutatdsi terlileten, a rdgzitett
enzimkészitmények fejlesztésénél is fontos szempontok tobbek kozott a gazdasagossag
kovetelményei, az ujrafelhaszndlhatosag illetve visszaforgathatosag, a stabilitas.® A
rogzitett enzimkészitményeknek tehat tobb elvarassal szemben kell megfelelniiik, fontos,
hogy a valtoztathat6 paraméterek kutatasanal, fejlesztésénél az optimalis viselkedéshez
egyre kozelebb jussanak.

Az enzimek és sejtek rogzitéséhez elényds fizikai és kémiai tulajdonsagokkal
rendelkezé hordozokra van sziikség. A rogzitett enzimkészitmények eldallitdsakor az
elsé felmertild kérdés, hogy milyen hordozét alkalmazzanak a kisérlet soran, ahol az
eldnyos fizikai és kémiai tulajdonsagokon kiviil fontos szempont, hogy az adott hordozo
folyamatosan, nagy mennyiségben és minél olcsobban hozzaférhetd legyen az ipar
szdmara. Feliiletiiket tekintve a hordozok meghatarozo6 tulajdonsaga lehet a részecskék
alakja (lehetdleg gomb), feliiletének jellege illetve a fajlagos feliilet nagysaga.
Mechanikai szempontb6ol a minél nagyobb nyomas- és kopasallosag a kedvezo.
Eredetiiket tekintve lehetnek természetes illetve mesterséges hordozok, szerves illetve
szervetlen vegyiiletek. Szervetlen hordozok példaul az aktiv-szén, a homok, a nem
porozus €s pordzus liveg, magnetitszemcsék, szilikagél, stb. A természetes eredetd,

szerves hordozok kiemelkedd jelentdségli csoportjat alkotjak a poliszacharidok
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(keményit6, celluloz-szarmazékok, dextran, agardz), melyeket altalaban szintetikusan

modositanak.!

2.3.1. Aktiv szén

Az aktiv szén jol alkalmazhaté enzimrogzitésekhez, koszonhetden a nagy
poérusméreteinek, az erds adszorpcios kapacitasanak, és jo mechanikai tulajdonsagainak.
Az aktiv szén elény0s tulajdonsagai kozé tartozik, hogy nem mérgezd, inert rendszer.
Mezoporusos szenet haszndlnak kiilonféle aktivalasi folyamatoknal, aktivald szerek
készitésénél. S noha jo hatékonysaggal rogzitenek aktiv szénre enzimet, az eldallitasanak
magas koltsége az ipari folyamatokban val6 alkalmazasakor hatranyt jelent, viszont a
biomasszabol eléallitott aktiv szén megoldast jelenthet erre a problémara.?°

Kimutattak, hogy a feliiletén modositott aktiv szén (SMAC) felhasznalasaval
késziilt enzimkészitmények stabilak ¢és hatékonyan alkalmazhatoak. Kémiai
modositasokkal elérték, hogy az aktiv szén feliiletén taladlhaté reaktiv csoportok
dusuljanak, igy tobbpontos kovalens rogzitéssel kapcsolodhatott a hordozo6 az enzimhez,
novelve a készitmény stabilitdsit. Bar a készitmény stabil, a gazdasdgossag
szempontjabol még fejleszthetd, mivel a rendelkezésre all6 enzimmennyiségbdl egyeldre
keveset képes megkotni (3,25%).2! Az aktiv szén egy sokoldala hordozo, mely
tulajdonsagai alapjan szamos teriileten alkalmazhato példaul CO2 megkotésére,??
szennyviztisztitasra a kérnyezetvédelemben?®, enzimrogzitésre az

enzimtechnolégiaban,?® hordozoként hasznalva rezolvaldsos technologidban.?

2.3.2. Polimer hordozok

A polimer hordozok esetében talan a legfontosabb tulajdonsagok a véazat alkoto
anyag kémiai szerkezete illetve a keresztkotések szama. Az egyik legkorabban
alkalmazott szilard hordozd, a polisztirol mind a mai napig a gyakran alkalmazott polimer
hordozok kozé esik, habar a keresztkotések szama igen alacsony ebben a hordozdoban
(1-2%).2>2% A polimer hordozok egy csoportositasa is a keresztkotések szamaval all
kapcsolatban, megkiilonboztetiink makropdrusos (sok keresztkotést tartalmazo, >5%) és
mikropérusos (kevés keresztkotést tartalmazo, 1-2%) gyantakat.?”%8

A polisztirolon kiviil gyakran alkalmazott polimer hordoz6 a poliakrilamid.
Felhasznalasaval tobbek kozott allitottak eld olyan hordozét, melynek glutaraldehides
kezelésével enzimrogzitéshez sziikséges aldehidcsoportokat tartalmazé készitményt

kaptak (a glutaraldehid valoszintileg az akrilamid szabad amidcsoportjaval reagalt).12°
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Egy értékes milanyag, a poli(vinil-alkohol), azaz a PVA is alkalmazhat6 szilard
hordozdoként. A PVA mint hidrofil polimer, gélképzésre hajlamos. Kiilonboz6 reaktiv
hordozodkat allitottak eld PVA-bol enzimek régzitéséhez, példaul polietilén tartalmt
papiripari pépet PVA-val kezelve kaptak elonyOs tulajdonsagu, kémiailag aktiv
hordozokat. Az alkalmazott aktivalasi eljardsok kozott szerepelt a glutardialdehides

kezelés. 130

2.3.3. Uveg hordozék

Porozus szerkezet alakul ki a megfeleléen megvalasztott osszetételli boroszilikat
tivegben hevités hatdsara. Az rendszerben két 0sszekeveredett, folytonos fazis alakul ki a
hé kozlés kovetkeztében. Az egyik fazis szilikatdus és savas oldatokkal szemben
ellenalld, a masik fazis bor-oxidban gazdag, és savakban oldodik. Ennek, a bérsavban
gazdag fazisnak a kiolddsdval nyerhetd egy nagyon nagy szilikattartalmia porozus
szerkezet. Kutatasok bizonyitjak, hogy a pordzus szerkezetli iiveg hordozdknak tobb
hatranya is van, példaul a pérusokon beliil gatolt a szubsztrat és a termék diffuzidja,
valamint a porusok eltomOdhetnek. Nem pordzus iiveggyongyok alkalmasak
enzimrogzitésre,  feliiletikre  felvitt enzim  madsodlagosan  glutdraldehides

keresztkotésekkel fixalhaté.t

2.3.4. Szilikagél hordozok

A szilicium a F6ldon a masodik, a vildgegyetemben a hatodik leggyakoribb elem,
azonban elemi szilicium a természetben nem fordul eld, csak vegyiiletei gyakoriak,
legfontosabb asvanyai a kvarc (SiO2) és a kiilonboz6 szilikatok. Gyakorisaga azzal
magyardzhato, hogy atommagja igen stabil (leggyakoribb izotoépjdban 14 neutron és 14
proton, azaz 28 nukleon talalhato).

Mar a XVIIIL szdzad végén kimutattdk, hogy egyes gombakban SiO2 talalhato,
sokaig az volt az altalanos vélemény, hogy a sziliciumvegytileteknek semmiféle élettani
jelentdséglik nincs. Az azdta eltelt években viszont kimutattdk, hogy a
sziliclumvegyiiletek nem csak hogy megtalalhatoak a ndvényi és allati szervezetekben is,
de a szilicium az esszencialis mikroelemek kozé sorolhaté.3! A szilicium a természetben
kiilonféle szilicium(IV)-oxid modosulatok, tovabba agyagasvanyok, azbesztek, csillamok
¢s szilikatok formajaban fordul eld. A szilikagél a szilicium(IV)-oxid hidratalt forméja.
J6 adszorpcids képessége miatt alkalmas vivéanyagnak.3? A szilikagél hordozok feliiletét

gyakran modositjak kiilonbozd szénlancokkal, hiszen az adszorpcid tobbnyire hidrofob
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kolcsonhatasok révén jon létre a feliilet és az enzim kozott.® A feliiletiikon modositott
szilikagél hordozdk bizonyitottan alkalmasak enzimek régzitésére adszorpcids kotésen

1134

keresztiil, 2* illetve kovalens kotésen keresztiil is.2°

2.4. Enzimrogzitési modok

A biokatalizatorok kiemelt szerepe miatt fontos, hogy a nativ allapotban gyakran
nem kielégité eredményeket produkaldé enzimek ismételt felhasznalasa, folyamatos
eljarasokban vald alkalmazhatosaga megvalosithato legyen. Ennek érdekében rogziteni,
mas néven immobilizalni célszerli ket szilard fazisa hordozok feliiletére, igy kdnnyen
megvalosithaté veliik heterogén katalizis. A rogzitett enzimkészitmények szamos elényos
tulajdonsaggal rendelkeznek az oldott enzimekhez képest, nem szennyezik a folyamat
soran keletkez6 terméket, hiszen elvalasztasuk altalaban egyszerti (szliréssel,
centrifugalassal megvalosithato), elkiilonitésiik utan ujra felhasznalhatoak, tehat fajlagos
koltségiik kisebb. Folyamatos iizemben is alkalmazhatéak, melynek eredményeként a
folyamatok jobban kontrollalhatéak, a hozam tekintetében is javulds érhetd el.
Altalanosan jellemzd, hogy a rogzitett allapotban 1évé enzim veszit az aktivitasabol, de
novekedéséhez vezethet. Igy a rogzitett enzimkészitmények altalaban konnyen
eltarthatoak, szallithatdak és ujra felhasznalhatoak, valamint kevésbe tamadhatbak a
kiilonbdz6é mikroorganizmusok 4ltal. 3637

Az immobilizalt enzimkészitményeknek tehat Iényegében két kdvetelménynek
kell megfelelnitik, egyrészrél a nem-katalitikus tulajdonsagokon alapuld kovetelmények
a konnyl izolalhatosag, a megfeleld stabilitas, az Gjrafelhasznalhatosag, mig a katalitikus
tulajdonsagokkal szemben tdmasztott kovetelmények tekintetében a megfeleld aktivitas,
produktivitas és hozam elérését jelentik. Ezen tulajdonsagok persze folyamatfiiggdk, a
rogzités alapanyagat, modjat és koriilményeit az adott reakcio, a szubsztrat, a termék, a
reakciokdzeg hatarozzak meg, amely tényezdket figyelembe véve kell keresni
enzimrdgzitésnél a valtoztathatd paraméterek optimumat, 1938

A biokatalizatorok és a hordoz6 anyagok kozotti kélcsonhatasok, a kotés tipusa
¢és erOssége alapjan sokféle lehetdség ismert a rogzitett enzimkészitmények eldallitasara.
Az enzimek rogzitése a hordozokhoz torténhet fizikai illetve kémiai modszerekkel. A
fizikai modszerek kozott az enzim bezarasanak, bedgyazasanak technikai elterjedtebbek.
Az egyik legegyszerlibb modja az enzim rogzitésének, ha azt féligatereszto hartyak kozé

zarjak. A hartya a szubsztrat- és a termékmolekulak szdmara atjarhato. Elonye, hogy
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maga az enzimmolekula attdl fliggetlentil, hogy nem szabadulhat, nem, vagy kismértéki
adszorpcids kolcsonhatassal kotddik a hartyadhoz.

Az enzimek beagyazhatoak természetes vagy mesterséges eredetii térhalds, vizben
oldhatatlan polimerek bels¢ terébe. Ha a polimer megfelelé porusméretii, az
enzimmolekuldk nem tudnak kijutni a matrixbdl, ezzel szemben a szubsztratok és
termékek athatolnak a gél szerkezeten.

A bezarashoz hasznalt gélrendszerek mechanikai tulajdonsagai sokszor nem
kielégitdek, ennek kikiiszobolésére alkalmazhatéoak a kapszuldk, mikrokapszulak. A
kapszulak gombhéj formaju féligateresztd, vékony €s erds hartyabol, membranbol, és az
azon belill elhelyezkedd, folyékony magbol allnak. A kapszulat koriilvevé hartya a
méretiik szerint korlatozza a nagy enzimmolekuldk mozgasat, illetve engedi a kis
szubsztrat- és termékmolekuldk dramlésat.

Liposzomaképzésnél az enzim vizes oldatat lagy, deformalhato és kozel
cseppfolyos lipid kettds membranba zarjak be.!

Egy enzim ¢és egy oldhatatlan hordozé kozotti kotddés megteremtésének
legrégebbi fajtaja az adszorpcids kolesonhatas. A modszer eldnye, hogy nagyon egyszerti
¢s nem igényel erélyes kémiai behatdsokat. Az enzimmolekuldk a hordozo feliiletén
nagyon gyenge Van der Waals-er6kkel, esetleg hidrogénhidakkal rogziilnek. Az
egységnyl mennyiségli hordozéra felvihetd sejttomeg novelése érdekében célszerli a
porozus hordozok alkalmazasa, melyek rendelkeznek belsd ,hasznos” feliilettel is,
melyen megtapadhatnak az enzimek.*® A kolcsonhatds megteremtésének érdekében az
enzim vizes oldatat hozzdk a hordozoval érintkezésbe, ez a miivelet négyféle képen
végrehajthato:

e statikus eljaréas,

e clektrodepozicid,

e adszorpci6 a reaktorban,

e adszorpci6 keverés €s razatas segitségével.
Laboratoriumban leggyakrabban az utolsé megoldast alkalmazzak. Az enzim oldatdhoz
hozzaadjak a hordozot €s ezt a szuszpenzidt a szorpcids egyensuly bealltaig kevertetik
vagy razatjak. Az adszorpciés modszer hatranya, hogy gyenge kotderdk tartjak dssze az
enzimkészitményeket, hasznalatuknal a reakcid koriilmények megvaltozasa (példaul
szubsztrat- ¢és ionkoncentracio valtozasok, hémérséklet emelkedés) deszorpcidhoz

vezethet. Sziikség esetén (példaul erds gazfejlodés, nagy szubsztratkoncentracio) az
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adszorbedltatott  enzimek  maésodlagosan  bifunkcidos  reagensekkel, példaul
glutaraldehiddel rogzithetdk.!

A kémiai rogzitések kozil a legjelentdsebb a kovalens rogzités, de mas modon is
1étrehozhato erds kdlcsonhatds az enzim és hordozé kozott.

Ionos kotés kialakitasaval er0sebb kdlcsonhatas hozhatd 1étre, mint az adszorpciod
esetében, de gyengébb a kovalens rogzitésnél. lonos, azaz heteropolaros kdlcsonhatas az
enzim ¢és a hordozd ellentétes toltésii csoportjai kozotti, elektrosztatikus vonzas révén jon
létre. A modszer jelentds eldnye a hordozé regeneralhatosaga, a kovalens rogzitéssel
szemben hatranya viszont a mas ionok altal fellépd zavar6 hatas lehet. Alkalmazéasakor
kiilonds figyelmet kell forditani a megfeleld6 pH és ionerdsség biztositdsara a
reakcidelegyben, kiilonben a kotés felbomolhat az enzim és a hordozd kozott.*
Alkalmazhat6 kémiai beépités polimerek szerkezetébe vagy fémkeldtkomplexek

kialakitasa is.!

2.4.1. Kovalens rogzités

A kovalens kotéseken keresztiili rogzités esetében a biokatalizator és a hordozo
kozott megosztott elektronpar képez kapcsolatot, igy erds kotés alakithatd ki az enzim és
a hordoz6 bizonyos funkcids csoportjai kozott. Elonye, hogy nagyon széles
szubsztrat-koncentracid tartomanyban alkalmazhato, kevésbé érzékeny a kornyezet
valtozasaira. Kémiai értelemben az eredeti enzim katalitikus aktivitasat megtartd, 1j
polimer vegyiilet keletkezik. Ugy kell alakitani a rogzitést, hogy az enzimnek a
katalitikus-aktivitas szempontjabol kozombds, a stabilitast nem befolyasoldé aminosav
oldallancai vegyenek részt a kotésekben. A kovalens rogzités kialakitasanak
legéltalanosabb modszerei:

e diazotalas,
e amidkotés képzése,
o alkilezés és arilezés,
e Schiff-bazis képzése,
e Ugi-reakcio,
e aminidalasi reakciok,
e fémmerkaptid-képzés Hg?* ionnal,
e vy-besugarzas altal indukalt kapcsolas.
Az adszorpcids illetve ionos rogzitésnél altalaban erélyesebb koriilmények

szlikségesek a kovalens kotéseken keresztiili rogzitéshez. A kémiai moddositds
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kovetkeztében eldfordulhat, hogy megvaltozik az enzim konformacioja, az aktiv centrum
részlegesen karosodhat. Ez csdkkenthetd, ha a hordozé funkciods csoportjait aktivaljak, és
nem az enzim aminosav-oldallancait. Csak jol ellendrzott koriilmények kozott lehet nagy

aktivitast rogzitett enzimkészitményhez jutni kovalens rogzités esetében. 4!
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3. Eredmények és értékelésiik

Munkam soran célom volt, hogy biszepoxidokkal mddositott szférikus szilikagél
alapt hordozok feliiletét ugy modositsam, hogy az enzimek kovalens immobilizalasara
legyen alkalmas. Egy kanadai partner cégtél, a Materium Innovationstél kaptunk
hordozdt — a Matshperes Series 540® szférikus szilikagélt (2. dbra) — kisérleteinkhez
enzimrogzités céljabol. Kisérleteinkben Candida antarctica B lipazt kovalensen
rogzitettiink és az igy eldallitott enzimkészitmény biokatalitikus aktivitdsat a racém
1-feniletanol kinetikus rezolvalasdban vizsgaltuk. Az aktivitds (konverzio) és a
szelektivitds (enenatiomer-tisztasdg) ¢értékek ¢s az eldallitasi paraméter kozti
Osszefliggést vizsgalva, a technologiat fejlesztése volt a cél, a hatékonysag ndvelése
érdekében a valtoztathatd paraméterek optimumaénak keresésével. A kiilonbozo
biszepoxidokkal végzett kisérletek sordn a kovalens rogzitésre széles korben alkalmazott,
erdsen mérgezd €és nehezen kezelhetd glutdraldehid produktiv alternativait is kerestiik. A
sajat termékeinket Osszehasonlitottuk parhuzamos kisérletekben kereskedelmi

forgalomban kaphat6 kovalens enzimkészitményekkel is.

2. Abra: Matspheres 540® szilikagél elektronmikroszképos képe

3.1. Kovalens rogzitésre alkalmas hordozok fejlesztése

A kutatocsoport kordbbi eredményei alapjan egyértelmiivé valt, hogy a
feliletmddositasnak meghatdroz6 szerepe van mind a kovalens, mind az adszorpcios

enzimrogzités esetében. A szilikagélek feliiletét hat kiilonboz6 biszepoxid (G-DGE,
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BD-DGE, HD-DGE, PE-DGE, CD-DGE, NP-DGE) felhasznaldsaval (3. 4bra)

modositottam, valamint referenciaként glutaraldehides modositast is elvégeztem.

Gliceril-diglicidil éter

RO/\ﬁOR R: (1:2) H vagy /W

OR
1,4-Butandiol-diglicidil éter
W/\O/\/\/O\/v

O
1,6-Hexandiol-diglicidil éter

W/\o/\/\/\/o\/g
@)
Polietilén-diglicidil éter

w/lt O“Jfovg n~10
O n

Ciklohexil-dimetanol-diglicidil éter

3. abra: A moddositashoz felhasznalt biszepoxidok szerkezete

A Kkisérletek soran biszepoxidokbdl etanolos torzsoldatot készitettem, majd
minden tdrzsoldatbol hozzapipettdztam a megfeleld mennyiséget a pontosan kimért
szilikakhoz. A szuszpenzidkat 24 oran at 60°C-on razattam, ami alatt megtortént a
biszepoxidok hordoz6hoz val6 kapcsolasa kovalens kotéssel (4. abra). A razatas idejének
letelte utan a mintakat tivegsziirén sziirtem (G4), majd Patosolvval és hexannal Gjra
szuszpendaltam és sziirtem, a mintdkat levegén szaritottam. A modositas elvégzésével
olyan reaktiv csoportokat kaptam, melyek szabad epoxi-funkcidikon keresztiil képesek

tovabbi kovalens kotések kialakitasara, nukleofilekkel timadhatok.
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4. Abra: A hordozok moédositasa biszepoxidokkal

3.2. CaLB enzim kovalens rogzitése

Kovetkezd 1épés a rogzitett enzimkészitmények kialakitasa volt, ezt a szaraz,
modositott szilikagél hordozok feliiletére torténd CalLB kovalens rogzitésével
valositottam meg a kovetkez6 modon (5. éabra). CalLB-bol és foszfat pufferbol
torzsoldatot készitettem, amelybdl a megfeleld mennyiséget pipettaztam a
biszepoxidokkal és a glutaraldehiddel modositott szilikagélekhez, mind a modositatlan
MATS540 szilikdhoz, illetve a CV T2-150 polimer alapt hordozéhoz. A szuszpenzidkat
24 o6réan at szobahdmérsékleten razattam, majd a mintakat iivegsziiron szlirtem, vizzel,
2-propanollal és végiil hexannal mostam, végiil levegdn széritottam. Igy 6sszesen nyolc
kovalens készitményt (hat biszepoxidos ¢és egy glutaraldehides szilika, egy referencia
kereskedelmi polimer alapu) és egy pusztan adszorpcioval rogziilt enzimkészitményt

kaptam (modositatlan szilika).

]
N/\/\|}O/\/} >~
H oH R
HoN
foszfat puffer
100 mM, pH=7,5

CalLB
OH 4
N
N/\/\|:\O/\/:|’O\)\/ ~
H  oH R

CalB

5. Abra: CaLB enzim kovalens rogzitése
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3.3. Fehérjék kovalens rogziilésének vizsgalata

Munkam soran célom volt, hogy a kovalens enzimrogzités hatékonysagat
vizsgaljam, ennek érdekében az eldallitott enzimkészitményeket egy utokezelésnek tettiik
ki, hogy megallapitsuk az enzimek mekkora része rogziilt kovalensen €s mekkora pusztan
masodlagos kotderdkkel (adszorpcidval).

A 3.2. pontban leirtak alapjan elkészitett enzimkészitményeket egy nem-ionos
feliiletaktiv anyaggal, a Triton-X 100 segitségével utokezeltiik, ezzel vizsgalva a rogzitett
enzimek deszorbealhatosagat. Ehhez Triton-X 100-bol és foszfat pufferbdl térzsoldatot
készitettem, amelybdl a megfeleld mennyiséget hozza pipettaztam a kimért hordozokhoz,
majd a szuszpenzidkat 2 oran keresztiil szobahdmérsékleten razattam, ez utan a mintakat
centrifugaltam, majd a pufferes Triton-X 100 oldatot lednt6ttem roluk. Desztillalt vizben
Ujra szuszpendaltam és ismét centrifugalassal lilepitettem a szilard készitményeket, majd
a vizes fazist ledntottem. Ezt a mosast tizszer ismételtem meg, mig az dsszes Triton-X
100-at el nem tavolitottam a rendszerbdl, vagyis habmentes nem lett a feliiluszo. Végiil

2-propanollal és hexannal mostam a mintakat, majd levegdén szaritottam.

34. A kovalens enzimkészitmények  biokatalitikus
aktivitasanak vizsgalata

A fejlesztett enzimkészitmények biokatalitikus aktivitidsanak vizsgalatat az
1-feniletanol kinetikus rezolvalasaban teszteltiik és gazkromatografiasan kovettiik kiralis
allofazis alkalmazéasaval (6. &bra). A reakciok sordn vinil-acetétot hasznaltunk

acilezOszerként és hexan illetve terc-butil-metil-étert (MTBE) hasznaltunk old6szerként.

OH OAc OH

CalLB 30°C -
> +
hexan-MTBE-vinil-acetat ©/\
6:3:1

(R)-1-phenylethyl acetate

6. abra: A racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasa

A rogzitett enzimkészitmények biokatalitikus aktivitasdnak jellemzésére
alapvetden két fontos paraméter meghatarozasa sziikséges. Ezek koziil az egyik, hogy a
kiindulédsi anyagot mekkora mértékben alakitja at a biokatalizator (konverzio, C) és a

masik kérdés, hogy az egyes enantiomerek kozott mennyire tud kiilonbséget tenni, vagyis
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az enantio-szelektivitaisa milyen az enzimnek, erre gyakran hasznaljadk az
enantiomer-felesleget (enantiomeric excess, ee). Ezek mellett hasznaljak még az aktivitas
Osszehasonlitdsara az iddegység alatt egységnyi tomegli katalizator altal atalakitott
molekulak szamat, vagyis a produktivitas értékeket szakaszos (Iszakaszos) €s folytonos
tizemben (rfolytonos). A produktivitas értékek szamitisa a 7. abran lathato képletekkel
tortént, ahol mp a termék mennyisége [pumol], t az eltelt reakcididd [perc], mp a
biokatalizitor tomege [gramm], P a termék koncentricidja [umol x mL?], v a
reakcidelegy térfogatarama [mL x perc].*?

umol > mp

Tszakaszos (

perc X gramm/ t * my
( umol > P
T =
folytonos \ e % gramm/) ~ v * my

7. Abra: Szakaszos és folytonos iizemii reakciok produktivitasanak képletei

Az enenatiomer-felesleg szamitdsa a 8. abran lathato képlettel tortént, ahol X™ a
féenantiomer moltortje, X a masik enantiomer moltortje, az értékeket tobbnyire

sz4zalékos formaban adjak meg.*

*

e.e.(%) = * 100

X*+X

8. Abra: Az enantiomer-felesleg képlete

3.4.1. Szakaszos uizemi kinetikus rezolvalas

A 3.4. pontban leirtak szerint hajtottam végre a szakaszos lizemi kinetikus
rezolvalasokat,a reakciokat termosztalhato razogépen (Heidolph Vibramax 100) 4,0
mL-es teflon zardlemezes, menetes kupak segitségével légmentesen lezart reakcio
edényben végeztem. Az elkészitett torzsoldatbol a megfeleld mennyiségeket pipettaztam
minden enzimkészitményekhez, majd a szuszpenzidkat 30°C-on razattam, a
reakcioelegyekbdl kiillonbozo idokozonként (0,5; 1; 2 6ra) mintat vettem, majd etanollal
higitottam és kiralis allofazisi GC-vel vizsgaltam. Osszesen 18 parhuzamos reakciot
végeztem, ahol dsszesen 9 kiilonbozo6 rogzités (a hat epoxidos, egy glutaraldehides, egy
modositatlan és a referencia CV T2-150) szerepelt két parhuzamos kisérlet sorozatban
(egy utokezelés nélkiili és egy Triton-X 100-al utokezelt) vizsgaltam az aktivitasukat.

A készitmények produktivitas értékeit (Iszakaszos) 8z 1. diagramon abrazoltam amin
latszik, hogy az adszorpcids, felilletén modositatlan hordoz6 minden kovalens

készitménynél alacsonyabb produktivitast mutatott, vagyis ez kototte meg a legkevesebb
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enzimet aktiv formaban. A masodik legalacsonyabb produktivitas a glutaraldehiddel
kezelt szilikagélhez tartozik, tehat az Osszes biszepoxiddal kezelt készitmény
produtivabb. Egyediil a G-DGE felhasznalasaval késziilt hordoz6 mutat alacsonyabb
produktivitast a kereskedelmi kovalens enzimkészitménynél, azaz a CV T2-150-nél, a
masik 6t biszepoxid hatasosabbnak bizonyult. Jol latszik a diagramon, hogy a Triton-X
100-zal vald kezelés nem csokkentette drasztikusan a készitmények produktivitdsat,
atlagban tobb mint 90 %-at megtartottdk az aktivitdsnak, s6t a G-DGE esetében még
novelte is azt. Ez kifejezetten érdekes eredmény, azonban a teljes kisérletsorozat, vagyis
a hordozok felilletmodositasanak, az enzim rogzitésének és a rezolvalasok wjboli
megismétlésének elvégzése utan is ugyanilyen eredményt kaptunk. Ennek
valdszintsithetéen az oka az enzim szerkezetének megvaltozasaval, reaktiv csoport(ok)

hozzéaférésének novelésével magyarazhato.

Enzimkészitmények produktivitasa

250
3200

" 150

g

2100

o

el A
¢ 0 Lo

§ O D & & & & & & D
S FF LSS SFS

6 4 ’ P ’
§F &Y ¢S
0\&' M Kezeletlen készitmények C

H Utokezelt készitmények (Triton X-100)

1. Diagram: Kezeletlen illetve utokezelt enzimkészitmények produktivitasa

A hirom legmagasabb produktivitdst mutatd enzimkészitmény a PE-DGE,
HD-DGE, NP-DGE biszepoxidok felhasznalasaval késziilt hordozok. E harom
készitmény konverzioja az utokezelés utan is 15 % f6l6tt volt, mely érték joval magasabb,
mint a kereskedelmi enzimkészitmény, azaz a CV T2-150 kezeletlen mintdjanak
eredménye, amely 11,7 %-nak adodott. Ezek a készitmények hatékonyabbnak
bizonyultak, mint a glutaraldehid, igy ezek produktivabb alternativai lehetnek az erésen

mérgez6 ¢és nehezen kezelhetd dialdehidnek. Legjobb felilletmodositott hordozonak a
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polietilén-diglicidiléterrel modositott szférikus szilikagél bizonyult a maga 19,9 %-0s
konverzigjaval, mely utokezelés hatasara 18,8%-ra csokkent (94,5 %-at megtartotta).

A biszepoxidos mintak enantiomer-tisztasaga az utokezelés utan is 98,0 % folott
maradt, a legjobbnak itélt harom minta produktivitasa az utokezelés utan is meghaladta a
kereskedelmi enzimkészitmény altal hozott maximumot, illetve magasan feliilmulta a

glutaraldehides készitmény eredményeit.

3.4.2. Folytonos iizemii kinetikus rezolvalas

Az enzimkészitmények vizsgalata soran fontos szempont volt, hogy azok
felhasznalhatdsagat széleskoriien megvizsgaljuk és teszteljik, igy a szakaszos lizemil
kisérletek soran a harom legjobbnak adodott készitménnyel (PE-DGE, HD-DGE,
NP-DGE) folytonos iizemii kisérleteket is végeztem. Ezzel célunk volt a produktivitas
novelése is. A harom diglicidiléteres biokatalizatort (PE-DGE, HD-DGE, NP-DGE) acél
CatCart™ oszlopokba toltottem vakuumban ¢és teflon zard elemet hasznaltam a
lezarashoz. Mind a harom enzimkészitménnyel megtoltottem két-két oszlopot, az egyik
sorozattal kiilonbozd a szubsztrat koncentracid-fliggését végeztem el a hordozoknak, mig
a masodik sorozattal a hdmérsékletfiiggést vizsgaltuk.

Eldszor az olddszerekkel mostuk at az oszlopokat, majd a kiindulasi reakcidelegy
hiarom kiilonbozé oszlopon 0,2 mLxperc? térfogatdrammal 30°C-on. A kifolyo
elegyekbdl a stacioner allapot beallta utan (~40 perc) mintat vettem, majd etanollal
higitottam ¢és kiralis allofazisi GC-vel vizsgaltam. Egy olyan koncentracio beallitasara
iranyult ez a kisérletsorozat, ahol a biokatalizatorokkal elérheté konverzio a 10-20 %-0s
tartomanyon beliil van, hiszen egy ilyen tartomany megtalalasa sziikséges 30°C-on, hogy
hiszen ett6l alacsonyabb hdmérsékleten kisebb konverzid értékek, mig magasabb
hémérsékleten magasabb értékek varhatok.

A 2. diagramon a szubsztrat koncentracié fliggvényében abrazoltam a kapott
konverzié értékeket ahol jol latszik, hogy a harom enzimkészitmény 86 mgxmL™-es
szubsztrat koncentraciéo mellett éri el a 20 % koriili konverzidt, vagyis ez tekinthetd az
optimalis koncentracionak, hiszen itt még az enzimek kinetikai szempontbol a linearisan

novekvo szakaszban vannak.
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Konverzié a koncentracio fliiggvényéban
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2. Diagram: Enzimkészitmények konverzioja a koncentracio fiiggvényében, a

folytonos lizemd, t6ltott agyas reaktorban végzett kisérletek soran

Enzimkészitmények produktivitasa a koncentracio
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3. Diagram: Enzimkészitmények produktivitasa a koncentracio fliggvényében, a

folytonos lizemti, t61tott agyas reaktorban végzett kisérlet soran
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A 3. diagramon ugyanezen hiarom parhuzamos kisérlet eredményeit lathatjuk,
azonban itt a koncentraci6 fliggvényében a produktivitas értékeket abrazoltuk. A
HD-DGE-vel modositott hordozé mutatja a leggyengébb eredményeket. Lathato, hogy
mig a PE-DGE-vel ¢és NP-DGE-vel késziilt enzimkészitmények produktivitasa
67 mgxmL1-es koncentracié utan is novekszik, a HD-DGE-s hordoz6 teljesitménye mar
csak kis mértékben novekszik. A 2. és 3. diagramokon latszik, hogy ebben a kisérletben
is a PE-DGE felhasznalasaval eléallitott készitmény a leghatékonyabb, a koncentracid
novelésével a produktivitasa folyamatosan emelkedik, a 86 mgxmL™-es értéknél is még
a linearis szakaszban van a novekedés. A készitmény konverzidja a kezdeti magas
értékekrdl lecsokken ugyan, de ennek a csokkenésnek a mértéke kisebb, mint a tobbi
hordozonal, a kisérlet végén is 20% f616tti értéket mutat.

Az eldzéekben megallapitott megfeleld koncentracion (86 mgxmL™) vizsgaltam
a masodik tesztsorozat soran az enzimkészitmények homérséklettiirését, ekkor 0-90°C-0s
tartomanyban, 15°C-os 1épéskozzel noveltiik a hdmérsékletet. Az el6z6 kisérletek alapjan
harom oszlopon, ahol szintén a stacioner allapot beallta utan vettiink mintat és elemeztiik
azt. Ahogy az a 4. diagramon is latszik, az enzimkészitmények produktivitisa a
homérseklet novelésével nott, a gorbék lefutasa hasonld 75°C-ig, mely érték folott
azonban NP-DGE felhasznalasaval késziilt hordozo csokkend produktivitast mutat,
vagyis a rogzitett enzimek stabilitdsa ezen a homérsékleten mar erdsen lecsokken. A
készitmények koziil ebben a kisérletben is a PE-DGE-vel kezelt hordozo adta a
legmagasabb értékeket, de a HD-DGE-s készitmény is folyamatosan novekvo
produktivitast mutat, ezen készitmények egyértelmilen hdstabilak, magasabb
hémeérsékleten végzett kisérletekben is alkalmazhatoak.

A PE-DGE-vel illetve a HD-DGE-vel kezelt hordozokbol fejlesztett
enzimkészitmények konverzioja meghaladta a 30 %-ot 90°C-on, az enantiomer-tisztasag

pedig a teszt soran végig 98,5 % f6lott volt mind a harom készitménynél.
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Enzimkészitmények produktivitasa a homérséklet
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4. Diagram: Enzimkészitmények produktivitdsa a hdmérséklet fiiggvényében, a

folytonos lizemtl, toltott agyas reaktorban végzett kisérletek soran

Az aramlasos tesztek eredményei alapjan mondhatjuk, hogy a fejlesztett
hordozdokkal nem csak magas produktivitast érhetiink el folyamatos {izemben torténd
alkalmazasukkal, de meg is tarthatjuk azt hosszabb tavi hasznalat sordn akar magasabb

homérsékleteken is.

3.4.3. Enzimkészitmények tjrahasznosithatésaganak vizsgalata

Az enzimkészitmények ujrafelhasznalhatosaga visszaforgatasos kisérletekben
szemléltethetd a legegyszerlibben, igy kisérleteket végeztiink olyan céllal, hogy
megvizsgaljuk a készitmények ,,élettartamat” illetve 6sszehasonlitsuk azt a kereskedelmi
enzimkészitményekével. A harom legjobbnak itélt hordozot (PE-DGE, HD-DGE,
NP-DGE biszepoxidokkal modositott MAT540 szilika) hasonlitottam Ossze N435
adszorpcios enzimkészitménnyel, illetve CV T2-150 hordozoval szintén az 1-feniletanol
Kinetikus rezolvalasan keresztiil szakaszos lizemben.

A pontosan kimért hordozoékhoz hozzdadtam a reakcidelegy torzsoldatabol a
3.4.1. pontban alkalmazott aranyoknak megfeleléen, majd fél oran keresztiil razattuk az

enzimkészitményeket és mintavétel utan a biokatalizatorokat kisz{irtiik a reakcidelegybdl,
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hexannal, MTBE-vel, majd ismét hexannal mostuk. 15 percig szaritottam Oket
livegsziirdn, visszamértiik a tomegiiket, majd elérol kezdve a ciklust ismét hozzaadtuk a
mintékhoz a reakcioelegyet. Osszesen tiz kort végeztiink el.

A visszaforgatisos kisérletek soran mért eredményeket az 5-9. diagramokon
abrazoltam ¢és az 1. tablazatban foglaltuk 0Ossze. A diglicidiléteres készitmények
produktivitisa magasabbnak bizonyult a 10 ciklus utan, mint a kereskedelmi kovalens
készitményé (CV T2-150), valamint ¢lettartamuk stabilabbnak mutatkozik a
kereskedelmi adszorpcids készitményénél, mivel produktivitasuk kisebb mértékben
romlott a visszaforgatasos tesztek alatt, tehat stabilabbnak bizonyultak. A legmagasabb
produktivitast a kovalens készitmények koziil itt is PE-DGE felhasznalasaval késziilt
hordoz6 mutatta a tesztsorozat végén (1. kOr: Iszakaszos=159, illetve 10. kor: 71 molxperc

1xg?, 45%-4t megtartotta).
Enzimkészitmények Gjrahasznosithatosaga (PE-DGE)
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5. Diagram: Polietilén-diglicidiléterrel kezelt hordozo produktivitasa a visszaforgatas

ismétlésének fliggvényében
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Enzimkészitmények Gjrahasznosithatosaga (NP-DGE)
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6. Diagram: Neopentilglikol-diglicidiléterrel kezelt hordozo produktivitasa a

visszaforgatas ismétlésének fliggvényében
Enzimkészitmények Gjrahasznosithatéosaga (HD-DGE)
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7. Diagram: 1,6-Hexandiol-diglicidiléter kezelt hordozé produktivitasa a visszaforgatas

ismétlésének fiiggvényében
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Enzimkészitmények Ujrahasznosithatdsaga (CV-T2-150)
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8. Diagram: CV T2-150 enzimkészitmény produktivitasa a visszaforgatas ismétlésének
figgvényében
Enzimkészitmények ujrahasznosithatdsaga
(N435)
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9. Diagram: Kereskedelmi adszorpcioés enzimkészitmény (N435) produktivitasa a

visszaforgatas ismétlésének fliggvényében
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A visszaforgatasos kisérletek eredményei is azt mutatjak, hogy a fejlesztett
hordozok alkalmasak hosszu élettartamu kovalens biokatalizdtorok gyartasara, a
produktivitas megfelelden magas marad huzamosabb igénybevétel utan is, raadasul a
készitmények fizikailag is stabilak. Az altalunk vizsgalt modokban (szakaszos lizem,
folytonos iizem, visszaforgatas) hatékonyabbnak bizonyultak a glutaraldehiddel rogzitett

¢s a kereskedelmi kovalens készitménnyel szemben is.

1. Tablazat: A visszaforgatasos Kisérletek eredményei

Biokat. Enantiomer-

Hordozd Ci l,<| us tomeg tisztaség Kongferzi() Produktix_zlitéls_1

szama (mg) (%) (%) (molxperc™xg™)
NP-DGE 1 200,0 99,0 12,1 127,3
NP-DGE 5 182,0 98,4 7,6 77,0
NP-DGE 10 133,0 98,6 4,6 37,4
PE-DGE 1 200,0 98,9 15,2 159,4
PE-DGE 5 169,0 99,0 10,7 116,3
PE-DGE 10 106,0 99,2 7,2 71,3
HD-DGE 1 200,0 99,0 11,7 123,5
HD-DGE 5 191,0 98,4 6,1 53,1
HD-DGE 10 130,0 98,9 3,6 21,4
CV-T2-150 1 200,0 99,0 8,1 85,7
CV-T2-150 5 178,0 98,6 6,8 70,0
CV-T2-150 10 159,0 98,9 3,0 19,8
N435 1 200,0 99,2 23,9 251,8
N435 5 160,0 99,0 21,3 220,3
N435 10 132,0 99,2 14,6 85,0
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

A felhasznalt vegyszerek (1-feniletanol, Triton-X 100,
natrium-dihidrogén-foszfat, sosav, natrium-hidroxid, glutaraldehid) ¢s oldoszerek
(hexan, etanol, 2-propanol, Patosolv, vinil-acetat, MTBE) a Sigma-Aldrich, a Fluka, a
Merck, az Alfa Aesar, a Reanal és a Molar Chemicals termékei, a hordozofejlesztés
alapjaul szolgalé Matspheres 540® szilikagélt a Materium Innovations gyartja, mig CV-
T2-150 a Chiral Vision terméke. A rogzitéshez hasznalt CaLB-t a C-Lecta gyartja. A
felhasznalt biszepoxidok (polietilén-diglicidiléter, neopentilglikol-diglicidiléter, 1,6-
hexandiol-diglicidiléter, 1,4-butandiol-diglicidiléter, ciklohexil-dimetanol-diglicidiléter)

az IPOX Chemicals termékei.

4.2. Modszerek

A gézkromatografids méréseket Agilent 4890 késziiléken végeztem, Hydrodex [3-
6TBDM (25m x 0,25 mm x 0,25 mm film, t-butil-dimetilszililezett p-ciklodextrin;
Macherey&Nagel) enantiomer szelektiv kiralis allofazist tartalmazo kolonnaval.
Vivogazként hidrogént hasznaltam (fejnyomas 12 psi, split 50 : 1). Injektor és FID
detektor hdmérséklete: 250°C. A reakciok kovetéséhez a GC-hez sziikséges mintdkat
kozvetleniil a reakcioelegybdl vettem, majd diklormetdnnal higitottam megfeleld
koncentracidra (1-2 mgxmL™).

GC programok és retencios idok az 1-feniletanol és az 1-feniletil-acetat mérésekor
Hydrodex B-6TBDM kolonnaval.

(S)-1-feniletil-acetat:
GC (Hydrodex B-6TBDM; 120°C izoterm, 8 perc):

3,4 perc
(R)-1-feniletil-acetat:

GC (Hydrodex B-6TBDM; 120°C izoterm, 8 perc):

3,7 perc
(R)-1-feniletanol:

GC (Hydrodex B-6TBDM; 120°C izoterm, 8 perc):

4,7 perc
(S)-1-feniletanol:
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GC (Hydrodex B-6TBDM; 120°C izoterm, 8 perc):
4,9 perc

4.3. MAT540 szilika hordozé médositasa diglicidiléterekkel

A kisérletet 40 mL-es zarhat6 tivegekben végeztem. A megfeleld biszepoxidokbol
(G-DGE, BD-DGE, HD-DGE, PE-DGE, CD-DGE, NP-DGE) torzsoldatokat készitettem
(1000 mg hordozohoz: 16 mL etanol, 2,94 mmol biszepoxid, 642 mg G-DGE, 596 mg
BD-DGE, 678 mg HD-DGE, 1678 mg PE-DGE, 754 mg CD-DGE, 636 mg NP-DGE,
aranyban), majd ebbdl 32 mL-eket pipettaztam a mar kimért szilikakhoz (6*2000 mg). A
glutaraldehides készitményhez térzsoldatot készitettem (1000 mg hordozéhoz: 16 ml
etanol, 2,94 mmol, 592 mg glutaraldehid aranyban), majd ebb6l 16 mL-t pipettaztam a
kimért 1000 mg hordozohoz. A szuszpenzidkat 24 6ran at 60°C-on razogépen (Heidolph
Vibramax 100) razattam olyan fordulaton, hogy az tivegek tartalma ne iilepedjen ki (kb.
350 rpm).

2. tablazat: A felhasznalt biszepoxidok és glutaraldehid mennyisége

Név Tomeg Mennyiség
(mg) (mmol)

G-DGE 1284 2,94
BD-DGE 1192 2,94
HD-DGE 1356 2,94
PE-DGE 3356 2,94
CD-DGE 1508 2,94
NP-DGE 1272 2,94
Glutéraldehid 592 2,94

24 6ra utan a mintdkat {ivegszliron (G4) sziirtem, majd kétszer Patosolvval ¢és
egyszer hexdnnal felszuszpendaltam és Ujra sziirtem. A mintdkat levegdn szaritottam,

majd felhasznélasig argon alatt taroltam.

4.4. CaLB rogzités modositott MAT540 szilikara

A kisérletet 60 mL-es csavaros kupakokkal ellatott tivegekben végeztem. 2800 mg
szilard CaLB enzimbdl és 700 mL foszfat-pufferbol (100 mM, pH=7,5) torzsoldatot

készitettem, amelyb6l 37,5 mL-t pipettaztam mind a 6 biszepoxidos illetve a
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glutaraldehides hordozé 750-750 mg-jahoz (egy tipust hordozobdl 1500 mg-hoz). A
torzsoldatbol 25 mL-t pipettdztam a referencia mérések céljabol eldkészitett hordozok
(CV T2-150, modositatlan MATS540) 500-500 mg-jahoz (egy tipustt hordozobol 1000
mg-hoz). A szuszpenzidkat 24 oran at szobahdmérsékleten razogépen (Heidolph
Vibramax 100) razattam.

24 oOra utdn a mintdkat livegszliron (G4) szirtem, majd kétszer vizzel,
2-propanollal és hexannal mostam, végiil a mintakat levegdn szaritottam és felhasznalasig

argon alatt taroltam.

4.5. Enzimek deszorbealhatésaganak vizsgalata

A kisérletet 15 mL-es fugacsovekben végeztem. 220 mg Triton-X100-bol és
220 mL foszfat-pufferbél (100 mM, pH=7,5) térzsoldatot készitettem, amelybdl 7 mL-t
pipettaztam minden hordozoé (hat biszepoxidos, egy glutaradehid, modositatlan szilikagél,
CV T2-150) 200 mg-jahoz. A szuszpenzidkat 2 6ran at szobahdémérsékleten razattam.

2 oOra utan a mintakat centrifugaltam 3500 rpm-en 5 percig, majd a puffert
ledntottem roluk. Desztillalt vizben szuszpenddltam a mintakat és ismét centrifugaltam
Oket 3500 rpm-en 5 percig, majd a vizes fazist ledntottem. Ezt a mosast tizszer ismételtem
meg, végiil hexdnban szuszpendaltam a mintakat, centrifugéltam 6ket 3500 rpm-en 5
percig, majd leontottem a folyadékot. A mintakat levegén szaritottam, majd

felhasznalasukig argon alatt taroltam 6ket.

4.6. Szakaszos lizemi Kinetikus rezolvalas

A racém 1-feniletanolbdl, vinil-acetatbol, MTBE-bdl illetve hexanbol torzsoldatot

készitettem a 3. tdblazatnak megfeleld ardnyban.

3. tablazat: Tesztreakciok Osszetétele

Név Tomeg Mennyiség Térfogat
(mg) (mmol) (mL)
enzimkészitmények 20*%25,0 - -
rac-1-feniletanol 4084 33,4 4,0
hexan - - 48
MTBE - - 24
vinil-acetat 7456 86,6 8
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A reakcidkat termosztalhatdé razoégépen (Heidolph Vibramax 100) 4,0 mL-es
teflon zardlemezes, menetes kupak segitségével 1égmentesen lezart reakcid edényben
végeztem (30°C, 750 rpm). Az elkészitett torzsoldatbol 2,0 mL-t pipettaztam az
iivegekbe, amelyekbe mar el6zéleg kimértem 25,0-25,0 mg-ot mind a 9
enzimkészitménybdl, illetve a 9 készitmény utokezelt mintaibol is (6sszesen 18 minta).
A reakciodelegyekbdl kiilonbozo idokozonként (0,5; 1; 2 6ra) 20 uL mintat vettem, majd

1 mL etanollal higitottam és kiralis allofazist GC-vel vizsgaltam.

4.7. Folytonos iizemii kinetikus rezolvalas

A harom legjobbnak bizonyult biszepoxidos enzimkészitményt (PE-DGE,
NP-DGE, HD-DGE) CatCart™ acél oszlopokba toltottem vakuum segitségével, majd
teflon zardelemek felhasznaldsaval zartam. Oldatot készitettem a rac-1-feniletanol,
MTBE, vinil-acetat 6 : 3 : 1 aranya oldoszer elegyben készitettem. Az oldatok
aramoltatdsa HPLC pumpak segitségével (Knauer, Azura 4.1S), a hdomérséklet-
szabalyozas folyadék termosztattal tortént (Lauda, Alpha RA8) és a rendszerben uralkodd
val6s hdmérsékletet egy kontakthomérdvel ellendriztiik

Els6 korben a CalB enzimkészitmények koncentracio-fiiggését vizsgaltuk az
atfolyasos rendszerben. Ehhez a kiilonboz6 rogzitett enzimes toltott CatCart™ atfolydsos
86 mgxmL™) racém 1-feniletanol oldatokat 0,2 mLxperc? térfogatirammal 30°C
homérsekletre termosztalva a rendszert. A kifolyd elegyekbdl folyamatosan mintat
vettiink és gazkromatografiasan vizsgaltuk (Hydrodex-B-6-TBDM kolonna), a stacioner
legnagyobb felé haladva.

Masodik  kisérletsorozatunkban a  biszepoxidos  enzimkészitmények
hémeérsékletfiiggését vizsgaltuk 0-90°C hdmérséklettartomanyban 15°C 1épésekkel
haladva 0°C-t6] 90°C-ig. Az ataramoltatott racém 1-feniletanol oldat koncentracioja 86
mgxmL7?, a térfogataram 0,2 mLxperc™ volt.

A 4. tablazatba foglaltam 0Ossze az oszlopok toltettomegeit, ahol a ,,hdm.”
jelzéslieket hasznaltam a folytonos teszteknél a hdmérsékletfiiggési vizsgalatokhoz, mig

a jelzés nélkiilieket a koncentracio-fiiggés esetén.
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4. Tablazat: Toltott oszlopok toltettomege.

Enzimkészitmény Tomeg
(mg)
PE-DGE 259
PE-DGE (h6ém.) 217
NP-DGE 221
NP-DGE (h6ém.) 236
HD-DGE 219
HD-DGE (hém.) 214

4.8. Enzimkészitmények visszaforgathatosaganak vizsgalata

Az enzimkészitmények visszaforgatasos teszteléséhez a harom legjobbnak itélt
biszepoxidos készitménybdl (PE-DGE, NP-DGE, HD-DGE), illetve a kereskedelmi
enzimkészitményekbdl (CV T2-150 hordozora éltalunk kovalensen rogzitett CalB
enzimes készitmény, N435 enzimkészitmény) kimértem 200,0-200,0 mg-ot 20 mL-es
zarhato livegekbe. A készitményekhez hozzapipettiztam 16 mL a 4.6. pontban leirt
Osszetételi reakcioelegyet. A szuszpenzidkat termosztalhatdo razogépen (Heidolph
Vibramax 100) harminc percen keresztiil 30°C-on razattam olyan fordulaton, hogy az
tivegek tartalma ne iilepedjen vissza (350 rpm).

A fél ora leteltével az oldatokbdl 20 ul mintat vettem, 1 mL etanollal higitottam
¢és kiralis allofazisa GC-vel vizsgaltam oOket az 1-feniletanol kinetikus rezolvalasan
keresztiil. A mintavétel utdn az oldatokat {ivegsziirén (G4) szlirtem, majd egyszer
hexannal, kétszer MTBE-vel és végiil szintén hexdnnal mostam. Az tivegszlirén 15 percig
szaradni hagytam a készitményeket.

A negyedora eltelte utan a készitményeket visszamértem tiszta 20 mL-es zarhatd
tivegekbe a tomegiiket feljegyezve, majd 16 mL, a 4.5. pontban leirt Osszetételi
reakcidelegyet pipettaztam hozzajuk. A szuszpenzidkat termosztilhatdé razogépen
(Heidolph Vibramax 100) harminc percen keresztiil 30°C-on razattam. A razatas utan a
mar emlitett moédon mintat vettem az oldatokbol és kiralis allofazisa GC-vel vizsgaltam
Oket. A mintavétel utan az oldatokat iivegszlirén (G4) szlirtem, majd egyszer hexannal,
kétszer MTBE-vel és végiil szintén hexannal mostam. Az tivegszlir6n 15 percig szaradni
hagytam a készitményeket. Ezt a ciklust ismételtem meg Osszesen tizszer. A

biokatalizatorok tomegét az egyes ciklusokban a 5. tdbladzatban foglaltam Gssze.
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5. Tablazat: A biokatalizatorok mennyisége a visszaforgatasos kisérletekben

Ciklus PE-DGE HD-DGE  NP-DGE CV-T2-150 N435
szdma (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
1 200 200 200 200 200
2 200 200 200 195 180
3 187 200 200 192 174
4 181 198 197 184 170
5 169 191 182 178 160
6 166 179 177 172 147
7 148 169 170 166 143
8 135 156 157 163 137
9 120 143 150 162 135
10 106 130 133 159 132
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5. Osszefoglalas

Az alkalmazott biotechnologia teriiletén egyre szélesebb korben hasznalnak
rogzitett enzimkészitményeket biotranszformacios célra. Az immobilizalas altal az
enzimek stabilitasa (hémérséklet, pH tlirés) és ecltarthatosaga novekszik,
felhasznéalhatosagi teriiletiik jelentdsen kiszélesedik és konnyen visszanyerheték a
reakcioelegybdl egyszerii fizikai szeparacio (sziirés, centrifugalas) utjan, sot akar ujra fel
is hasznalhatok. TDK munkéam is ehhez a teriilethez kapcsolddik, hiszen dolgozatomban
egy kovalens enzimrogzitési modszerrel foglalkoztam.

Munkam soran modositott szférikus szilikagél alapi hordozok fejlesztésén
dolgoztam, mely hordozok alkalmasak célfehérjék kovalens rogzitésére. A Matspheres
Innovations cégt6l kapott MATS40 szférikus szilikagélt kiilonboz6 biszepoxidokkal
modositottam, majd ezekhez Candida antarctica B lipaz (CaLB) enzimet rogzitettem. A
biokatalizatorok aktivitdsat a racém 1-feniletanol kinetikus rezolvalasaban vizsgaltam, a
reakcidkat kiralis allofazist gazkromatografiaval kovettem. Az enzimkészitmények
biokatalitikus aktivitdsa és az eldallitdsi paraméterek kozti 0sszefliggést vizsgalva, a
technologia fejlesztése, a produktivitas és szelektivitds novelése érdekében a
valtoztathat6 paraméterek optimumanak megtalalasara torekedtem. A kovalens rogzitésre
széles korben alkalmazott, erésen mérgez6 és nehezen kezelheté glutaraldehidnek
hatékonyabb ¢és gazdasagosabb alternativajat kerestiik. Kereskedelmi forgalomban
kaphato készitményekkel (Chiral Vision®; CV T2-150) is Osszehasonlitottuk sajat
fejlesztésti készitményeinket. Osszesen hatféle biszepoxidot vizsgiltam (G-DGE,
BD-DGE, HD-DGE, PE-DGE, CD-DGE, NP-DGE), amelyek a két epoxigytirii kozotti
szénlancban kiilonboztek.

A rogzitett enzimek stabilitdsat Triton-X 100 nem-ionos feliilet aktiv anyaggal
végzett utdkezeléssel vizsgaltuk. A kezeletlen ¢és az utdkezelt készitményeket
parhuzamos kisérlet sorozatban szakaszos iizeml razatott lombikos tesztekben
vizsgaltuk. Az eredményekbdl egyértelmiien megallapithatd, hogy a 6hat biszepoxid
bizonyult hatékonyabbnak a glutaraldehiddel rogzitett készitménynél, mig a CV T2-150
hordozonal o6t epoxid volt produktivabb. A Triton-X 100-as utokezelés hatdsira a
biokatalizatorok 90-95 %-ban megtartottak aktivitasukat és magas értékeket produktivitas
értékeket értek el (rszakaszos: PE-DGE= 197, NP-DGE= 176, HD-GDE= 166 pmolxperc’

1xgl). Emellett az enantio-szelektivitas értékek is minden esetben 98,8 % felett voltak.

40



2015 TDK Dolgozat Suba Szandra

Szakaszos lizemben a harom legjobbnak bizonyult biszepoxidos készitményt
(PE-DGE, NP-DGE, HD-GDE) folytonos {izemi kinetikus rezolvalasban is vizsgaltam.
A biokatalizatorokat CatCart™ acél oszlopokba toltdttem vakuum segitségével és teflon
sziird ¢és zardelemekkel rogzitettik és egy precizen termosztdlhatd aluminium
reaktorblokkon aramoltattuk at HPLC pumpak segitségével. Elvégeztiik a készitmények
dtaramoltatasaval (1, 5, 10, 26, 48, 67, 86 mgxmL™) 0,2 mLxperc? térfogatirammal
30°C-on. A koncentracido novelésével a készitmények produktivitasa is novekedett, a
legaktivabb PE-DGE még 86 mgxmL -es koncentracio mellett is 20 % koriili konverziot
ért el. Ezek utdn megvizsgaltuk a rogzitett enzimkészitmények homérsékletfliiggését,
ehhez 0-90°C kozott 15°C-os 1épéssel noveltem a hémérsékletet és aramoltattam at
86 mgxmL™ koncentraciéju oldatot 0,2 mLxperc? térfogatarammal. A készitmények
75°C-ig novekvd produktivitdst mutattak, majd 90°C-on mar a HD-GDE értékei
csokkentek (90°C: rfolytonos PE-DGE= 222, NP-DGE= 162, HD-GDE= 209 pmolxperc’
Legdy.

A hérom legjobb készitmény stabilitdsat visszaforgatasos kisérletekben is
vizsgaltuk, dsszehasonlitva a kereskedelmi kovalens CV T2-150 és az adszorpcids N435
készitményekkel. A kisérleti eredmények 0sszhangban vannak a szakaszos €s folytonos
tizemben végzett kisérletekkel, hiszen itt is a PE-DGE adédott a legjobbnak, még 10
visszaforgatasi kor utan is megtartotta aktivitasanak 45 %-at (I'szakaszos: 1. kor: PE-DGE=
159, 10. kor: 71 umolxpercixgh).

Osszességében elmondhaté, hogy a kitiizétt céljainkat teljesitettiik, hiszen sikeriilt
olyan mechanikailag stabil, kovalens rogzitésre alkalmas hordozokat eldallitani, amelyek
alkalmasak heterogén féazisu biokatalizis megvaldsitasara szakaszos és folytonos
tizemben. A szakaszos lizemben végzett kinetikus rezolvalasok utan harom biszepoxidot
valasztottunk ki (PE-DGE, NP-DGE, HD-DGE), amelyeknek a legmagasabb volt a
produktivitasa (Iszakaszos), Majd ezzel a harom készitménnyel végeztiink folytonos tizemi
teszteket. A folytonos laborreaktorban végzett hdmérsékletfiiggés soran a PE-DGE
adodott a leghdstabilabbnak, hiszen még 90°C-on is magas produktivitas érték (Ifolytonos
PE-DGE= 222 pmolxpercixg?) mellett 98,9 %-o0s enantiomer-felesleget ért el. A
hordozoéink eldallitdsa gazdasagos, hiszen a technoldgia nem igényel draga vegyszereket

¢és oldoszereket, illetve extrém technoldgiai koriilményeket.
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6. Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Poppe Laszlonak, a
szakmai tanacsai és tamogatasa nélkiil a TDK dolgozatom nem johetett volna létre. Halas
koszonettel tartozom Olah Mérknak, konzulensemnek is, hiszen az O szakmai segitsége
¢s lelki tdmogatdsa nagymértékben hozzdjarult ahhoz, hogy munkamat sikeresen

végezhettem a kutatocsoport részeként.

Halas koszonettel tartozom ipari partnereinknek, a SynBiocat és a Materium

Innovations Kft-nek.
Szeretném megkdszonni a ,,Déli2” laborban dolgozoé technikusainknak, Molnarné
Bernath Ritanak és Czerman Adamnak, a munkam soran nyujtott kozvetlen és kozvetett

segitségiiket.

Halaval tartozom a BioOrganikus Kutatocsoport minden tagjanak, valamint

csaladomnak, amiért tamogattak munkam soran.
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