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1. Bevezetés

A dinamikusan fejléd6 ipardgak egyre hatékonyabb, fenntarthaté és kornyezetbarat
technologidkat kovetelnek meg, és ezzel a novekvo igénnyel a biotechnoldgidnak 1épést kell
tartania. Ebben nyujthatnak segitséget a korszerii biokatalizatorok [1].

Az enzimek kedvez6 tulajdonsagait évezredek oOta kihasznalja az ember élelmiszerek
eléallitasara, ma mar azonban szintézisekhez és mas ipari eljarasokhoz is sikeresen
alkalmazzuk Oket [2]. Sok esetben enzimkatalizalt eljarassal lényegesen kedvez6bb
reakciokoriilmények kozott, hatékonyabban Ilehetséges enantiomertiszta vegyiiletek
eléallitasa, mint a klasszikus szintetikus utvonalak alkalmazasaval. Ennek okan napjainkban
az enzimeknek nagyobb szerep jut a gydgyszeripar optikailag tiszta hatéanyagainak, illetve
koztitermékeinek biokatalizalt modon torténd elballitasaban [3,4]. A legtobb enzimet oldott
fazist, homogén rendszerekben alkalmazzak, azonban izolalasuk a reakcidelegybdl igen
nehézkes, visszaforgatdsuk, regenerdlasuk szinte lehetetlen. Komoly probléméat jelenthet
emellett, hogy a sok esetben az oldott enzim nehezen toleralja az adott reakcio, szintézisut
koriilményeit, igy aktivitasat, szelektivitasat idejekoran elveszitheti. Ezekre a problémakra
megfelelé megoldast jelenthetnek a kiilonbozé enzimrogzitési technikak [5- 8].

Az enzimek rogzitéséhez gyakran alkalmaznak kiilonb6z6 szilard hordozokat, melyekkel
szemben elvaras, hogy legyenek inertek, biokompatibilisek, konnyen elérhetdek, és legyenek
kémiailag stabilak [9,10]. A modern biotechnologia eszkdztaraban egyre nagyobb teret
hoditanak az Gigynevezett nanoanyagok. Kiilondsen nagy lehetdség rejlik a nanoméretii vas-
oxid alapt hordozokban, amelyek méretiikbdl fakaddan nagy fajlagos feliilettel rendelkeznek,
felsziniik modosithatod, kiilonlegessé pedig magnesezhetd tulajdonsaguk teszi dket, ami
jelentésen megkonnyiti a fazisszeparacios miveleteket [11,12].

A magneses nanorészecskék feliiletére kozvetleniil torténd enzimrogzitésre szdmos példa
létezik. Azonban sok esetben gondot okoz a részecskék aggregacioja, illetve az enzim nem

kelléen stabilis, vagy kedvez6tlen konformacioban torténd rogziilése. [13,14].



Célkitiizés

TDK munkdm célja olyan magneses, nanoméretii részecskék szintézise ¢és feliileti
funkcionalizalasa, amelyek alkalmasak lehetnek enzimmolekuldk eredményes ¢és stabil
immobilizalasara. Részletesen foglalkoztunk a magnesezhetd nanorészecskék méretének, a
funkcidés csoportok feliileti elhelyezkedésének ¢€s az enzimrdgzités koriilményeinek
optimalasaval. Az enzimrogzitési kisérletekhez egy gyodgyszeriparban is relevans enzimet, a
Candida antarctica B lipazt alkalmaztuk. Az igy létrehozott magneses nanobiokatalizatorokat
dinamikus fényszorodds mérés, pasztazd elektronmikroszkop és energiadiszperziv
rontgenspektroszkopia segitségével jellemeztiikk. Az enzimkészitmények képességeit racém
alkoholok szelektiv acilezési reakciokban vizsgaltuk, az enzimkészitmények biokatalitikus

aktivitasat és szelektivitasat kiralis 4ll6fazisu gazkromatografia segitségével hataroztuk meg.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Enzimek

Az enzimek — klasszikus definiciojuk szerint — katalizatorok: olyan molekulak, amelyek az
¢l szervezetek kémiai folyamatainak lefolyasat segitik eld. Dontd tobbségiik fehérje, de
léteznek RNS enzimek (ribozimek), illetve fehérjéhez kapcsolt RNS enzimek (példaul
riboszomak) is. A katalitikus tulajdonsdg azt jelenti, hogy ezek a molekuldk
termodinamikailag lehetséges reakciok aktivalasi energidjat csokkentik anélkiil, hogy
megvaltoztatndk a folyamat irdnyat. Erre azért van sziikség, mert a metabolizmushoz
nélkiilozhetetlen folyamatok fiziologias koriilmények kozott (altalaban 30 °C  koriili
homérséklet, 1 bar koriili nyomas, semleges pH, vizes oldatok) sokszor csak végtelentil lassan
zajlananak le [5,15].

A fehérjetermészetli enzimekre korlatozva az ismertetést, ezek a molekulak egy vagy tobb
fehérjelancbol allo, természetes aminosavakbol felépiil6 linearis polimerek [16]. A Kkatalizis
pontos molekuldris mechanizmusat nem ismerjiik, az azonban 4ltalanosan elfogadott, hogy a
molekuldknak van egy aktiv centruma, ami szubsztratkot- €s katalitikus helybdl all.
Elébbihez tud kapcsoldédni — nagyon specifikus modon — az adott (tipust)) molekula, és
utobbiban torténik az atalakitds. Az aktiv centrum az enzimmolekuldnak csak egy kis része,
melynek haromdimenzids szerkezetét a fehérjelancban egymastol akar nagyon tavol esd
aminosavak alakitjak ki. A szubsztrat-enzim-kotédésben a kovalens kolesonhatasok mellett
egy¢éb (H-hid, ionos, van der Waals, stb.) kotések is szerepet jatszhatnak. Az aktiv centrumok
hasadékok vagy rések, amelyek csak nagyon ritkan polarisak, a vizmolekuldk tSbbnyire
kizarédnak bel6likk [17]. A fentiek miatt nyilvanvalo, hogy az enzimmolekulak szerkezetét
csak nagyon dvatosan lehet modositani, a hordozdkhoz vald kotésnél kiilonos tekintettel kell
lenni arra, hogy a katalizishez nélkiilozhetetlen aminosavakat ne rogzitsiik, az aktiv centrum
mitkddését ne valtoztassuk.

Szintén fontos a koriilmények megvalasztdsa, ugyanis az enzimaktivitdst nagymértékben
befolyasoljak olyan kiils6 tényezoék, mint a pH, a hémérséklet és a fémionok. A
hémérsékletfiiggésre igaz, hogy a reakciosebesség az Arrhenius-egyenlet szerint a
homérséklet novelésével né, majd a hddenaturacié miatt elkezd csokkenni [18].

Az enzimek talan legjelentdsebb tulajdonsaga a specifikussaguk. Eldnyben részesithetnek egy
adott tipusu funkcidés csoportot vagy reakcidt, képesek lehetnek optikai izomereket
szétvalasztani (sztereospecifitas), lehetnek régiospecifikusak, vagy akar egyetlen szubsztratot

atalakitok is [5].



2.2. Lipazok

A lipazok zsirbontd (lipolitikus) enzimek, észterkotések hidrolizisére képesek. Az €16
szervezetben is megtalalhatok, de a biotechnoldgiaban is széles korben alkalmazzak dket.
Elsésorban a glicerin zsirsavakkal képzett harmas észtereit, a triglicerideket bontjak
zsirsavakra és glicerinre, de észterezési és acilezési reakciokat is katalizalnak [19].
Eldallitanak beldliik gyogyszereket, emésztést eldsegitd pankredszlipaz-potlo készitményeket,
a sajtoknal izjavitoként alkalmazhatok (P. raquefartii spora), a Candida lipazokat a mosdszer-
¢s szappanipar is haszndlja, illetve felhasznaljadk Oket szintézisekben, atészterezési és
¢szterképzési reakciokban, reszolvalasokban. A biotranszformdciok nagy hanyadat lipazok
segitségével hajtjdk végre, mivel enantiomerszelektivek, konnyen hozzaférhetdk, az ipar
olcson és viszonylag egyszeriien allitja el Oket, illetve nem igényelnek kofaktorokat a
miikodésiikhoz. Leghatékonyabban emulzidkban, zsir és viz hatarfeliiletén miikkddnek, azaz a
katalizis heterogén. Aktivitasuk altalaban lugos kézegben maximalis: optimalis pH-juk 7,0 és
8,8 kozott van. Hoémérsékleti optimumuk 30 — 40 °C. A legfontosabb lipaztermeld
mikroorganizmusok az Aspergillus, a Mucor, a Rhyzopus, ¢és a Candida nemzetségek [20].

A lipdz enzimek mikodése soran a szerin nukleofil tdmadassal addiciondl az észter
karbonilcsoportjara, majd a kilépd alkohol tavozasaval kialakul az acil-enzim. A belépd
alkohollal ezutan tetrahedrélis intermedier (THI) képzddik (1. dbra), amely atmenetileg 0j

aszimmetriacentrum kialakulasat okozza.
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1. abra Lipazok miikodésének mechanizmusa [21]



2.2.1. Az egyik legsokoldalubb lipaz, a Candida antarctica B

A Candida antarctica B lipaz (CaL B) a hidrolazok csaladjaba tartozd, 342 aminosavbol
felépiild, 33 kDa molekulatomegii enzim [22]. Szerkezetét tekintve egy monomer, konzervalt
belsd struktiraval, melyet egy 8 szalu, tobbnyire parhuzamosan csavart elhelyezkedési B-redo
alkot, amihez oldalrol a-hélixek kapcsolodnak. A Kkatalitikus helyet egy aminosav-triad
(Ser-His-Asp/Glu) alkotja, a szubsztratkdtOhelyen pedig acilcsoport és masodlagos alkoholok
tudnak kapcsolodni [23].

2. abra Cal B szerkezete egy szubsztrat analog jelenlétében

Az enzim a hémérséklet és a pH valtozasait jol tiiri, szubsztratjait nagyfokt specifitassal, jo
mindségben, minimalis melléktermék képzésével, hatékonyan tudja atalakitani. Kedvezd
tulajdonsagai miatt széles korben alkalmazzak, példaul aminolizishez, észterezéshez és
atészterezeéshez, glikolipidek szintézis¢hez, enantiomer- €s régioszelektiv
biotranszformaciokban, vizben és szerves oldoszerekben is [24].

Mivel vizoldhato, az iparban megkovetelt hosszl tava stabilitas érdekében kivanatos az enzim
rogzitése. Szamos kisérlet alapjan a CaL B alkalmas arra, hogy szilard hordozohoz rogzitsiik
[23]. A lipaz immobilizalt formaja idealis biokatalizatornak tlinik racém alkoholok és aminok

szakaszos és folyamatos lizemben végzett kinetikus reszolvalasara.

2.3. Enzimrogzitési technikak

Az enzimek altalaban vizoldhatok, vizes rendszerben konnyen alkalmazhatok. Ennek azonban
szamos hatranya van, ugyanis ilyenkor az enzim szennyezheti a terméket, valamint
visszanyerése draga ¢és nehézkes. A reakciokorilmények helytelen megvalasztasa a
biokatalizatorok aktivitasanak, stabilitasanak csOkkenéséhez, akar elvesztéséhez is
vezethet [5].

A rogzitett enzimek esetén is el6fordulhat aktivitdscsokkenés, azonban a legtobbszor igy 1S

érdemes a katalizatorokat heterogén rendszerben alkalmazni. A hatékony immobilizalas



lehetové teszi az enzimek tobbszori felhasznalasat, igy nagy mennyiségben, gazdasagosan
alakithatunk at szubsztratokat, és egyszertisodik a terméktdl valo elvalasztas. Nagy elonyt
jelenthet, hogy a rogzitett enzimek folytonos tlizemii reaktorokban is alkalmazhatok, és a
reakciot barmikor egyszerien le lehet allitani az enzim és a szubsztrat kontaktusanak
megsziintetésével. Az immobilizalt enzimek gyakran stabilabbak az oldottaknal, a megfeleld
rogzités novelheti a pH- és hostabilitdsukat, egy stabilis szilard régzitési forma pedig a
biokatalizator mechanikai ellenalloképességét is fokozhatja. A rogzitett készitmények
tarolasa, eltarthatosaga és kezelése is sok esetben konnyebb, mint az oldatban 1évo
formaé [25,26].

Az enzimrogzitési modszereket osztalyozhatjuk a hordozé tipusa, vagy az enzim és a hordozo
kozott kialakulo kotés jellege szerint. Ez utobbi alapjan fizikai és kémiai modszereket foglalja

Ossze az alabbi tablazat. [27,28]

1.T4blazat Enzimrogzitési modszerek osztalyozasa

Kémiai modszerek Fizikai médszerek
v X v X
Kova|enS kotés Stabil, csOkkent ., cgyszeru, .,
, M s Adszorpcio gyors, deszorpcid
hordozohoz egyszeri aktivitas ,
hatékony
egyszeru, i
Keresztkotések oi?lsé gyenge Gelbe 2irs izb!,s gatolt
(CLEAS) 5% | stabilitas clbezaras | magas diffizié
univerzalis védettség
E i enzi stabil,
gyedle 2|m, nanoformula, | draga, Szol-gélbe , o e s
nanorészecskék stabil bonvolult ., magas gatolt diffuzio
zar
(SENs) y aras védettség

A szamos enzimrogzitési technika koziil sok esetben kivalaszthatéak az adott alkalmazashoz
leginkabb megfeleld eljarasok. A kovalens kémiai kotések révén kialakulod rogzités igen stabil
kapcsolatot jelent az enzimmolekula és a hordozo kozott, ezaltal az enzim a szilard
hordozdval egyiitt konnyedén izolalhatdva valik a reakcioelegybdl. Hatranyos lehet azonban,
ha a kovalens kotdédés az enzim olyan szerkezeti elemeit is érinti, amely fontos szerepet
jatszik a biokatalizis végbemenetelében. Ennek negativ kovetkezménye lehet az enzim
aktivitas- és/vagy szelektivitascsokkenése. A keresztkotések létrehozdsa soran szintén erds
kovalens kotések alakulnak ki bifunkcidos reagensek révén enzim molekuldk kozott
(Keresztkotott enzimaggregatumok, Cross Linked Enzyme Aggregates — CLEAS) [29]. Fontos

kiemelni, hogy bar a kémiai rogzitések kozé sorolhatd ez a technika, de a rogzitett



enzimkészitmény kizardlag egymassal dsszekapcsolt enzimmolekulakbol all, szilard hordozé
nélkiil. Ebbdl kifolyolag, bar a magas enzimtartalom révén igen jo biokatalitikus aktivitdsok
érhetéek el, a csupan fehérjébdl felépitett rogzitett enzimkészitmény stabilitdsa gyenge,
mechanikai sajatsagai kifejezetten kedvezétlenek. Ujdonsidgnak szamitanak az un. egyedi
enzim nanorészecskék (Single Enyzme Nanoparticles — SENs), melynek nagy eldnye, hogy
egy enzimmolekulat tartalmazd polimer nanorészecske rendkiviil kis méretébdl adodoan 1j
lehetségeket jelenthet a fehérjék terapias célokra torténd alkalmazasaiban [30]. A modszer
hatranyos oldala a bonyolult eljarasban mutatkozik meg, mely soran az enzimmolekula
bizonyos régidit kémiai ton modositjadk, majd a moddosité csoportokon kiindulva egy
komplett polimerizaciot hajtanak végre az enzim feliilletén. A moddositasok gyakran a
fehérjeszerkezet megvaltozasahoz vezethetnek, amely sok esetben kedvezotlen.

A fizikai modszerek gyengébb, masodlagos kotések révén (példaul ionos kdlcsonhatas, Van
der Waals kotés, H-hidas kotés) rogzitik az enzimet a hordozohoz. A kiilonb6zé szilard,
porusos hordozok kiilonosen jol alkalmazhatéak e rogzitési technikakra, megfeleld
porusméret esetén ugyanis kell6 szamua enzim képes a poruscsatornakban rogziilni [31]. A
modszerrel konnyen, hatékonyan igen jo rogziilés hozhatd 1étre, amennyiben a hordozo
fizikai-kémiai és geometriai paraméterei is megfeleléek. Hatranyos azonban, hogy az enzimek
konnyedén leoldodhatnak a hordozorol, ami ezaltal a biokatalizator kimeriiléséhez vezethet. A
gélbe zaras technikai szintén a népszerli enzimrogzitési technikdkhoz sorolhatd, amely soran
az enzimeket valamilyen térhalds szerkezetbe, kapszulaba zarjuk. A modszer elénye, hogy a
gél- illetve térhaloképzés koriilményeivel in situ befolyasolhaté az enzimet koriilvevod
kornyezet. A bezart, kapszuldba csomagolt enzimek nagyfoku stabilitdssal rendelkeznek,
hiszen az Oket koriilvevd matrix képes tompitani a kdrnyezeti hatdsokat. Ezzel azonban a
gatoltabb anyagatadds oOhatatlanul egyiitt jar, igy a gélbe zart készitmények biokatalitikus
aktivitdsa sok esetben alacsonyabb, mint az egyszerli adszorpcid révén rogzilt

készitményé [29].

2.4. Magneses nanorészecskék mint enzimhordozok

A nanoméretii anyagok kozos jellemzdje, hogy rendkiviil nagy fajlagos feliilettel
rendelkeznek, ezaltal hatékony hordozé anyagként funkcionalhatnak. A nanorészecskék, bar
szilard anyagok, kis méretiikb6l adodoan jol kozelitik a homogén folyadék fazisu
reakciokoriilményeket, igy a kiilonbozd transzport folyamatok, anyagatadasi folyamatok
hatékonyan mehetnek végbe. A nanorészecskék fent emlitett elényei révén azonban nehezen

izolalhatoak a reakcioelegybdl, hiszen iilepitésiik, sziirésiik sokszor komoly technologiai



kihivast jelenthet. Ezt képes kikiiszobolni a magnesezhetd tulajdonsag, hiszen a kisméretd,
mozgékony részecskék magneses erétér hatasara konnyedén mozgathatok, iranyithatok, avagy
izolalhatok. Ezen elonyos tulajdonsagaiknal fogva a magnesezhetd (roviden magneses)
nanorészecskék (Magnetic nanoparticles — MNPs) igéretesek lehetnek mint hordozok. A
modern vegyészmérnoki, biotechnoldgiai, villamosmérnoki alkalmazasi teriileteken és az

orvostudomanyban kiemelten fontosak (3. abra) [32— 34].

célzott bioszenzorok

Terd pia hatéanyag-leadas

MRI
hipertermia
Gssejt-
monitorozas
biokatalizis
sejtizolalas
Szintézis
kemokatalizis fehérje-
tarképezis Elvalasztas

3. abra Magneses nanorészecskék alkalmazasi teriiletei

Jon

A magneses nanorészecskék egyre sokrétiibb alkalmazasa nagyon j6 kiegészitje a modern
technikai, diagnosztikai és analitikai eszk6zoknek is, melyekre egyre erdsebben jellemzo
miniatiirizalas.

Enzimek rogzitésére is alkalmasak lehetnek mint szilard hordozok: megfeleld feliileti és
geometriai paraméterek esetén a magneses nanorészecskéhez kotott enzimek jol kozelithetik
az oldott fehérjemolekulak viselkedését, am lényegesen konnyebben elvalaszthatok az
alkalmazott kozegtél [35]. Segitségiikkel sikeresen végezheték el kemo- illetve
sztereoszelektiv reakciok [36]. A magneses nanorészecskékre rogzitett biokatalizatorok
alkalmazasaban kiilondsen sok lehetdség rejlik, ezért napjainkban szdmos kutatas €s kisérlet
zajlik ezekkel kapcsolatban. Kitozanréteggel bevont méagneses nanorészecskékhez rogzitett
vércukorszintmérésben is hasznalt gliikk6z-oxidaz enzimet is lehet nanohordozdékhoz régziteni,
¢és vas-oxid részecskéknek — melyekkel részletesen foglalkoztunk — is Szamos alkalmazasi

teriilete van. Ezek koziil néhanyat a 2. tablazat mutat be [37,38].



2.Tablazat Példak magneses nanorészecskékhez rogzitett enzimekre

Enzim Alkalmazas
koleszterin-oxidaz koleszterinszint meghatarozasa [39]
keratindz keratin szintézise [40]
a-amilaz keményit6 bontasa [41]

haloalkén-dehalogendz deflralc’)genaz szekvenciat tartalmazé proteinek
eloallitasa [42]
kiralis gyogyszerhatéanyagok megfelelé izomerjének

lipaz eldallitasa [43]

2.4.1. Magneses nanorészecskék eloallitasa

A biotechnologidban, orvosbiologidban széles korben hasznalt vas-oxid alapi hordozok a
Fe3O4-részecskék. A Fes04 — mas néven magnetit, magnesvaské vagy magnesvasérc — fekete
szinll vasércasvany. A vas ll-es illetve lll-as oxidacios szammal van jelen benne, tigynevezett
vegyes oxid. Magnetitbdl a késébbiekben ismertetett modszerekkel viszonylag egyszeriien és
sikeresen allithatok eld nanorészecskék, melyek a szervezetben le tudnak bomlani, magneses
tulajdonsaggal rendelkeznek, és feliiletiik bevonhato, ami alkalmassé teszi Oket arra, hogy
immobilizalt enzimek hordozoéi legyenek.

Mivel a magneses nanorészecsk€ék mérete és alakja meghatdrozé az enzimrogzités
szempontjabol, szamos modszert dolgoztak ki a szintézisiikre, melyeket folyamatosan
érdekében. Régebbiek a fizikai, ugynevezett ,,top-down” szintézisek, melyek Iényege, hogy a
szintézis feliilrél lefelé, a makro- illetve mikroszkopikus méret feldl torténik a nano
mérettartomany felé. Ilyen technika példdul az 6rlés nanomalmok segitségével, a LASER
pirolizises apritds, az ultrahangos besugarzas vagy a litografias lebontds. Ezek a modszerek
sok esetben bonyolultak, koltségesek, valamint az eldallitott nanorészecskék méreteloszlasa és
alakja sem teljesen egységes [44].

A tradicionalis megkozelitéssel szemben hamarosan megjelentek a ,,bottom-up” moédszerek,
amelyek nanotechnoldgiai szemszdgbdl, az atomok, molekuldk szintjérdl épitkezve haladnak
a nanoméretli részecskék felé. Az ilyen kémiai uton torténd eldallitasok sokkal
kézbentarthatobbak, 1ényegesen egyszeriibbek, mint a fizikai modszerek, és egységesebb
részecskék allithato el6 a segitségiikkel [45,46]. A legfontosabb ,,bottom-up” szintéziseket és

tulajdonsagaikat a 3. tablazat foglalja 6ssze.

10



3. Tablazat Magneses nanorészecskék eldallitasara szolgaldo modszerek [47- 51]

ko-precipitacios mikroemulziés Szolvo-termal szol-gél
modszer modszer modszer modszer
Kivitelezés nagyon egyszer( bonyolult egyszerl egyszerl
méreteloszlas széles szik nagyon sziik széles
morfologia , . . .
h , nehézkes konnyl nagyon konnyii nehézkes
kontrolalhatésaga
homérséklet 20-90 °C 20-50 °C 160-300 °C 40-400 °C
) o kisfoku T
nyomas 1égkori 1égkori , ) 1égkori
tulnyomas
reakciokozeg vizes vizes/szerves szerves vizes
reakcioido percek orak orak orak
kitermelés magas alacsony kozepes kozepes

A bemutatott moddszerek koziil a ko-precipiticioval és a szolvo-termal eljarassal
foglalkoztunk részletesen. Elobbi a legelterjedtebb a kémiai Uton megvaldsitott szintézisek
koziil. A modszer Fe?*:Fe** ionok 1:2 molaranyt vizes oldatabol indul ki, leggyakrabban
alkalmazott kiindulasi alapanyagai a FeClsx6H,0 ¢és a FeCl,x4H,0. Ehhez bazikus anyag
adagolasanak hatasara (mely leggyakrabban NH,OH vagy NaOH vizes oldata) a
reakcioelegybol fekete csapadék formajaban vas-oxid részecskék valnak ki. A keletkezett
részecskék tulajdonsagait szamos koriilmény befolyasolja. Az alak, a méret és az dsszetétel is
fiigg attol, hogy milyen sokat hasznalunk prekurzorként. A Fe?* és a Fe®* aranyat a keletkezett
szemcsékben meghatarozza az oldat pH-ja és a reakciokozeg mindsége. A pH értéktdl a
részecskék mérete is fligg, amit még az ionerdsség, a hdmérséklet és a kevertetés intenzitasa
is befolyasolhat [48].

Ezt a fajta szintézist akkor érdemes valasztani, ha a részecske méreteloszlasaval,

crer
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olcso, viszont az emlitett tulajdonsagok nehezen kontrollalhatok. Az eljaras tovabbi hatranya,
hogy segitségével csak kis mennyiségli vas-oxid allithatd el6 egyszerre, valamint a reakcio

soran képzddo részecskék mérete sem kelléen egységes.

A szolvo-termal eljaras soran a vizes fazist ko-precipitacioval ellentétben szerves kézegben
alakulnak ki a magneses tulajdonsagu nanorészecskék. A kiinduldsi anyag ebben az esetben
vas(ll1)-s6, a szerves kozeg pedig valamilyen magas forrasponti poliol. A részecskék
natrium-acetat jelenlétében, magas hémérsékleten jonnek létre. A poliol szerepe sokrétii:
oldészerként ¢s redukéloszerként is funkcional, valamint fizikai-kémiai tulajdonsagai
is hatdssal van a keletkez0 szemcsék tulajdonsdgaira. Ezzel a modszerrel altaldban
monodiszperz rendszer jon létre, a koriilmények optimaladsdval a kivant méretli, sziik
méreteloszlasu nanorészecskéket tudunk szintetizalni [32,33]. Ez kiilondsen fontos, ha olyan
terlileten szeretnénk a részecskéket felhaszndlni, ahol fontos az egységes, jol definialhatod
készitmények eldallitasa, példaul biomedicinak esetében. Mivel a mddszer amellett, hogy
egységes terméket eredményez, viszonylag konnyen is kivitelezhetd, ezért megfeleld lehet

enzimek immobilizalasara alkalmas magneses nanorészecskék eldallitasara.

2.5. Aszol-gél eljaras enzimek rogzitésére

A szol-gél modszer soran kezdetben folyadék kozegbdl olyan szilard kozeget alakitunk ki,
amely képes az enzimet magaba zarni. Egy tipikus szol-gél immobilizacios folyamat két
szakaszbol all: az elsd 1épésben stabil kolloid rendszert (szolt) allitanak el a prekurzor
molekulak sav- vagy baziskatalizalt hidrolizisével, ezt kdvetéen egy kondenzacios 1épés jon,
melynek végére egy még jelentds folyadékmennyiséget tartalmazd polimer matrix (gél)

képzodik (4. abra).
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4. abra A szol-gél képz6dés folyamata
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A rendszer a megfelel6 szaritasi, oregitési eljarasok utan éri el végso, felhasznalasra alkalmas
allapotat [49]. A rogzitend6 enzimet az elsé 1épésben kialakuld szolhoz adjak hozza, majd a
megfeleld ideig hagyjak lezajlodni a gél képzést. Végeredményben egy szilard térhalds anyag

alakul ki, amely belsejében konzervalja az enzim molekulakat (5. abra) [25,50].

5. abra Szol-gél rogzitett enzim sematikus rajza

A bezérason alapuld rogzités kedvezden hat a fehérjék stabilitdsara, felhasznalhatdsagi és
eltarthatosagi idejiikre, hiszen a koriilottiik in situ kialakuld matrix képes lehet a kornyezeti
behatasok ellen hatékony védelmet biztositani az enzim szamara. Az szol-gél rogzités soran
leggyakrabban el6forduld prekurzorok az un. organoszilanok, ezen beliil is a tetraalkoxi-
szilanok [Si(OR),] és ezek szerves csoporttal modositott szarmazékai [R’-Si(OR)s]. Az eddigi
kutatasok eredményei alapjan elmondhatd, hogy bizonyos segédanyagok jelenléte, mint
példaul a PEG, polihidroxi vegyiiletek, vagy fehérjék, jelentésen fokozzak ezen

enzimkészitmények katalitikus aktivitasat [51].
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3. Kisérleti leiras

3.1. Alkalmazott anyagok

A kisérletekhez az Alfa Aesar, a Fluka, a Merck, a Molar Chemicals és a Sigma-Aldrich altal
forgalmazott termékeket hasznaltunk fel. Vegyszerek és oldoszerek: FeCl, (vizmentes),
FeCl3x6H,0, FeCls (vizmentes), sésav, ammonia oldat (35 %-0s vizes oldat), tetractoxiszilan
(TEOS), feniltrimetoxiszilan (PTMOS), 3-glicidoxipropiltrimetoxiszilan (GTMOS),
feniltrietoxiszilan, propiltrietoxiszilan, 3-glicidoxipropiltrietoxiszilan, viniltrietoxiszilan,
3-aminopropiltrietoxiszilan,  natrium-foszfat-monohidrat,  dinatrum-foszfat-heptahidrat,
natrium-acetat, etilénglikol, polietilén-glikol 400 (PEG 400), polietilén-glikol 1000 (PEG
1000), polietilén-glikol 4000 (PEG 4000), polietilén-glikol 8000 (PEG 8000), 2-propanol,
etanol, rac-1-feniletanol, n-hexan, terc-butil-metiléter, vinil-acetat, rac-1-fenil-2-propanol,

rac-2-heptanol, trisz-(hidroximetil)-amino-metan (TRIS), natrium-fluorid, Bradford-reagens.

A rogzitési kisérletekhez hasznalt enzim a Candida antarctica B lipaz liofilizalt
enzimkészitmény (CaL B) a C-Lecta cégtdl kertilt beszerzésre. A kereskedelmi forgalomban
kaphat6 rogzitett CaL B, a Novozyme 435® a Novozyme terméke, a Chiral Vision Immobed
T2-150® pedig a Chiral Vision terméke.

3.2. Alkalmazott késziilékek

DLS:
A részecskeméret analiziséhez Brookhaven DLS fényszordsmérd berendezést alkalmaztunk.
A mintékat ultrahangozas segitségével etanolban diszpergéltuk, majd a stabil szuszpenziot
25°C-on, 488 nm hulldmhosszu 1ézerfénnyel sugaroztuk be. A besugarozott részecskéket a
fényszorodas jelenségén alapulva vizsgaltuk a szoért fény detektdldsdval, amelynek
jellemzdibdl a vizsgalt részecskék tulajdonsagaira lehet kovetkeztetni. A DLS mérés a szort
fény iddbeli intenzitasvaltozadsanak vizsgalata, autokorrelacids fliiggvényének felvételével és
analizalasaval. A fényszoérodas jellege nagyban fiigg a részecske méretétdl. Ha a fotonnal
besugarzott részecske nano mérettartomanyba esik, akkor Reyleigh-szoras jelentkezik, mig a

nagyobb, mikrométeres részecskék esetében mar inkabb a Mie-szoras figyelhetd meg.

SEM-EDS:
A részecskék kiils0 megjelenésének ¢€s méretének képszeri vizsgalatdt pasztazo

elektronmikroszképpal, L JSM JEO -5500LV SEM-EDS késziilékkel végeztik. A
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mikroszkép rendelkezik energiadiszperziv analizatorral (EDS/EDX/EDAX) és kornyezeti
(ESEM) iizemmodddal, mely energiadiszperziv rontgen-analizatorral is fel van szerelve.

A mintaelokészités soran a mintakat kétoldalu karbonszalaggal rogzitettiik a késziilékbe
helyezhetd hengerekre, majd a jobb képalkotds érdekében porlasztokésziilék segitségével
arany nanofilmmel vontuk be a mintakat. Az EDAX méréshez a mintael6készitések soran
nem alkalmaztunk vakuumporlasztast, mivel az igy felvitt aranybevonat médositja a minta

elemosszetételét. A felvételeket nagyvakuum tizemmodban készitettiik el.

UV-VIS:
A fehérjetartalom méréséhez Spectronic Genesys 2 tipusi UV-spektrofotométert

alkalmaztunk. A késziilék segitségével Bradford modszert alkalmazva 2A=595 nm

crer

GC vizsgdlat
A méréseket Agilent 4890D  késziilékeken  végeztik, Hydrodex-p-6-TBDM

25m x 0,25 mm x 0,25 mm film, t-butil-dimetilszililezett p-ciklodextrin;
Macherey&Nagel), enantiomerszelektiv ~ kirdlis  4llofazist tartalmazd  kolonnaval.
Vivogazként hidrogént hasznaltunk (fejnyomas 0,83 bar, lefavatasi arany 50:1). Az injektor
¢s a FID detektor homérséklete 250°C volt. Homérsékletprogram: racém 1-feniletanol
[120°C izoterm, 8 perc], racém-1-fenil-2-propanol:[80 °C (5 min), 80-120 °C (2 °C min™)],
racém-2-oktanol [50-150 °C (10 °C min™)]

3.3. Médszerek

Magneses nanorészecskék eloallitasa ko-precipitacios modszerrel

Egy 100 ml-es Erlenmeyer lombikba bemériink 1,0 ml FeCly-oldatot, majd ehhez 4,0 ml
FeCls-oldatot adunk. A lombikot csapvizzel termosztaljuk. Az elegyet magnesmag
segitségével intenziven kevertetjilk. Ezt kovetden az elegyhez syringe pumpa (R=50)
segitségével 50,0 ml NHs-oldatot (0,7M) adagolunk. A teljes ammodniaoldat beadagolasa

utan a kevertetést megsziintetjlik és a magneses részecskéket tilepedni hagyjuk.

Magneses nanorészecskék eloallitasa szolvo-termal modszerrel

Egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikban 480 ml etilénnglikolban feloldunk 9,75 g
FeCl3x6H,0-ot erds kevertetés és ultrahangozas segitségével. Ezutan az oldathoz adunk
14,4 g Na-acetatot és 12,0 g PEG 4000-et, majd az oldatot kb. fél 6ran at ultrahangozzuk és
kevertetjiik addig, mig egy okkersargds homogén oldatot kapunk. Ezt kdvetden az oldatot

850 ml-es rozsdamentes acél autoklavba toltjik, majd kevertetés mellett a megfeleld
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homérsékleten és a megfeleld ideig reagaltatjuk. Ezutan a mintat magneses szeparacioval,
frakciokra szedve desztillalt vizzel és etanollal mossuk, majd vegyifiilkében alland6 elszivas

mellett szaradni hagyjuk.

Magneses nanorészecskék bevonasa szol-gél modszerrel

200 mg magneses nanorészecskét és 200 mg PEG 400-at 7,0 ml etanol és 1,0 ml viz
elegyében diszpergalunk ultrahang segitségével (10 percen at, melegités nélkiil). Ezt
kovetéen 500 ul ammonium-hidroxid oldatot (35 %-os vizes oldat) és megfeleld
mennyiségii TEOS prekurzort adunk az elegyhez. A mintat 24 6ran at razatjuk (RT). Ezutan
desztillalt vizzel mossuk, amig a feliilusz6 nem lesz neutralis, végiil haromszor etanollal

mossuk, majd vegyifiilkében allandé elszivas mellett szaradni hagyjuk.

Mdgneses nanorészecskek funkcionalizdalasa

800 mg TEOS rétegelt magneses nanorészecskét és 200 mg PEG 400-at 80 ml vizben
diszpergalunk ultrahang segitségével (10 percen at, melegités nélkiil). Ezt kovetéen 960 pl
PTMOS és GPTMOS prekurzorok megfelel aranya keverékét 4 ml etanolban oldjuk, majd
a szuszpenzidhoz adjuk. A mintat 60 percen at ultrahangozzuk, majd 60 °C-on razatjuk.
Ezutan desztillalt vizzel mossuk, amig a feliiliszo neutralis nem lesz, végiil haromszor

etanollal mossuk, majd vegyifiilkében elszivas mellett szaradni hagyjuk.

Enzimrogzités

10 mg funkcionalizalt felilleti magneses nanorészecskét 1,0 ml Tris pufferben
CaL B-oldatot (Tris pufferben oldva). A mintakat 24 oran at razatjuk a megfelel
hémeérsékleten. A 24 ora letelte utdn a mintakat 2x desztillalt vizzel, 2x pedig izopropanollal

mossuk, majd vegyi fiilkében, elszivas mellett szaradni hagyjuk Oket.

Enzimrogzités magneses nanorvészecskék és szol-gél modszer kombindlasdaval

Modszer I.:

120 mg funkcionalizalt feliileti magneses nanorészecskét 120 ml Tris pufferben 15 percig
(Tris pufferben oldva). A mintat 24 oran keresztiil razatjuk, majd egyszer vizzel, kétszer
izopropanollal mossuk, és hagyjuk megszaradni. Ezutan 20-20 mg-ot mériink ki a
készitménybdl, melyekhez 250 ul izopropanolt pipettazunk, majd a megfeleld Osszetételu
organoszilan-keveréket (csak TEOS esetén 120 ul-t, két prekurzor esetén 60-60 ul-t).
Minden mintahoz 10 pl 1M NaF-oldatot adunk, majd 35 °C-on 24 6ran keresztiil razatjuk. A
24 ora letelte utan a mintakat egyszer desztillalt vizzel, kétszer izopropanollal mossuk.
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Modszer II:
Egy 4 ml-es iivegbe 20 mg funkcionalizalt feliileti magneses nanorészecskét mériink, és
mindegyiket 1,0 ml PEG-Tris pufferben (10 ml Tris és 400 mg PEG 1000 elegye)
CaL B-oldatot adunk, ¢és ezt kb. 5 percig razatjuk. Ezutan az els6 moddszerrel analog modon
adjuk a mintakhoz az izopropanolt, az organoszilanokat és a natrium-fluoridot, majd

razatjuk, mossuk, végil szaritjuk a mintakat.

Rogzitett enzimek tesztelése

Minden esetben jol zéarhaté teflonbetétes reakcidedényben S5 mg magneses
enzimkészitményhez hozzdadunk 1050 pl reakcioelegyet. A tesztreakcio-elegy Osszetétele:
600 ul hexan, 300ul terc-butil-metiléter, 50 pl szubsztrat, 100 pl vinilacetat. Ezt kdvet6en a
mintakat termosztalhato sikrazogép segitségével razatjuk (30 °C, ~750 rpm), majd 1 illetve 2
ora elteltével mintat vesziink. A mintavétel sordn magnes segitségével iilepitjiik a
részecskéket, majd a feliiliszobol 50 pl-nyi mintat vesziink, melyet 1,0 ml etanollal

higitunk. A levett mintakat kirélis allofazisu GC segitségével vizsgaljuk.
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4. Eredmények

TDK munkdm célja olyan magneses tulajdonsagi, nanoméretli hordozdk szintézise és feliileti
funkcionalizaldsa, amelyek alkalmasak lehetnek enzimmolekuldk eredményes és stabil
immobilizalasara. Az irodalomban eddig nem ismert modoén, a funkcidés csoportokat
tartalmazo magneses nanorészecskékhez torténd kovalens enzimrogzitést szol-gél modszerrel
is kombinaltuk. A két modszer, azaz a kovalens feliilethez kotés és a szol-gélbe zaras
Otvozése 1j, nanostrukturalt, kompozit rendszereket hoz létre, melyek alkalmasak lehetnek
enzimek rogzitésére.

Elséként a magneses nanorészecskék eldallitasanak koriilményeit vizsgaltuk, amely soran az
egyik legelterjedtebb modszert, a ko-precipitacios eljarast (avagy egyiitt lecsapasos technika)
¢és egy Ujszerli modszert, a Szolvo-termalis szintézist hasonlitottuk Gssze. A nanorészecskék
szintézise utan célunk volt egy olyan feliileti bevonat kialakitasa, amely kelléen képes
stabilizalni a magneses nanorészecskéket, valamint jO alapréteget biztosit a tovabbi,
enzimrogzitésre alkalmas funkcids csoportok kialakitasara. Ezen szempontokat figyelembe
véve a részecskék feliiletén szilicium-dioxid bevonatot képeztiink tetraetoxiszilan prekurzor
alkalmazasaval. Ezt kdvetden a bevont részecskék felilletére epoxi-csoportokat vittiink fel,
melyek az enzimmolekulakkal kovalens kotéseket képesek Iétesiteni. Az ily modon
funkcionalizalt méagneses nanorészecskéket a Cal. B enzim immobilizalasban vizsgaltuk. Az
igy eldallitott enzimkészitményeket biokatalizatorként alkalmaztuk racém alkoholok szelektiv

acilezésében.

4.1. Magneses nanorészecskék eloallitasa

Az irodalomban legelterjedtebb, népszerii modszer a vas-klorid prekurzorokbol induld ko-
precipitacion alapuld eljaras. E reakcié soran FeCl, és FeCls prekurzorok 1:2 aranya
keverékébdl kiindulva a nanorészecskéket a vas vegyes oxidjaként allitottuk elé. A kicsapast

vizes ammoniaoldattal végeztiik el. A részecskeképzési folyamatot az alabbi egyenlet irja le:
2 FeCl; + FeCl, + 8 NH3 + 4 H,0 = Fez04 + 8 NH4ClI

A szintézisek soran azt vizsgéltuk, hogy az ammonia mennyisége, adagolasi sebessége €s a
homérséklet hogyan hatnak a reakcio végkimenetelére és a képz6do részecskék méretére.

Az ammoniaoldatot (NH4OH vizes oldat) harom kiilonb6zé koncentracioban juttattuk
fecskendépumpa segitségével a rendszerekbe: 0,7 M-0s, 1 M-os és 1,5 M-0s koncentracidoban,
mig az eldallitas tobbi koriilményét nem valtoztattuk. A képzddd sotét barnas-fekete

szuszpenziok magnesezhetonek bizonyultak, a nanorészecskék meéreteloszlasat dinamikus
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fényszorédas mérés (Dinamic Light Scattering, DLS) mérés segitségével vizsgaltuk. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a részecskeatmérd az ammoniakoncentracido novelésével no,

ez lathato a 6. abran is.

S
— 100 - I\
80 -
——0,7M
60 - 1M
15M
40 -
20 -
0 i T T — T 1
0 200 400 600 800 1000

részecskeméret (nm)

6. abra Az alkalmazott NH,OH mennyiségének hatasa a képz6d6 nanorészecskék méretére

A diagramon az is lathato, hogy a részecskék méreteloszlasa mindegyik esetben viszonylag
precipitaciok soran nehéz allandé értéken tartani, mivel az ammonia kénnyen eltdvozik vizes
oldatbol. Igy az instabil ammoniamennyiség miatt konnyen lehet egyenetlen a méreteloszlés.

Mivel a kisebb részecskeméret (ezaltal a nagyobb fajlagos feliilet) elméletileg elénydsebb, az
oldatot hasznalva végeztiik. Szabalyozhato fecskendépumpa segitségével harom kiilonbozo
adagolasi sebességet allitottunk be: 1, 2, illetve 4 ml/percet, mig a tobbi paramétert nem
valtoztattuk. A DLS mérések alapjan ezuttal azt allapitottuk meg, hogy az alacsony adagolasi
sebesség kisebb, de egységesebb atmérdjii részecskéket eredményeznek, mig a gyors adagolas

kovetkezményeképp a részecskeméret széles hatarok kozott oszlik meg (7. abra).
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7. abra Az ammonia adagolasi sebességének hatasa a részecskeméretre

A gorbék kozotti kiilonbség oka az lehet, hogy a lassu adagolas soran az ammonianak van
ideje kiegyenlitddni a rendszerben, ezzel a reaktansokra nézve homogén elegyet kaphatunk;
igy jonnek létre a kisebb és monodiszperzebb részecskék.

A harmadik koriilmény, a hdmérséklet valtoztatasa soran, amikor hiités nélkiil, csapvizes
illetve jeges hiitéssel végeztilkk a reakciokat, nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a
keletkezd sarzsok atlagos részecskeatmérdje kozott, a méreteloszlas pedig itt is nagyon széles

volt.

Bar a ko-precipitacios modszerrel egyszerlien és eredményesen allitottunk eld magneses
nanorészecskéket, a széles méreteloszlas és a morfologia nehéz kontrollalhatosdga miatt
nagyobb hangsulyt fektettlink a szolvo-termal moddszerrel torténd eldallitdsokra, mely
lehetévé teszi a méret és a méreteloszlas finomhangolasat, ugyanakkor ez a fajta eldallitas is
konnyen Kkivitelezhetd. Az eljaras sordn 6 kristalyvizes FeCls prekurzorbdl kiindulva,
etilénglikolban, natrium-acetat jelenlétében, rozsdamentes acél autoklavban, magas

hémérsékleten végeztiik a szintéziseket (8. abra).
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8. abra Autoklav (A) és a benne képzdott magneses nanorészecske (B)

A szolvo-termal modszer soran a vas-oxid nanorészecskék képzodése a kovetkezok szerint
zajlik:
F9C|3X6H20 + CH3COONax3H,0 + HOCH,CH,OH — Fe304.

Elészor azt vizsgaltuk, hogy a reakcididd milyen hatissal van a keletkezd részecskék
morfoldgiajara, méreteloszlasara. A szintéziseket 3, 6, 18 és 30 oras reakcididovel, 200°C-on,
a tobbi paraméter allando értéken tartdsa mellett végeztiik el. A DLS mérések eredményét a
9. abra szemlélteti. Eszerint a részecskék mérete rendre nd a reakcioidd novelésével, és az

elsé harom esetben sziik tartomanyban oszlik el.
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9. abra A reakci6id0 hatasa a részecskék méreteloszlasara
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A tovéabbiakban mas hémérsékleteken is megvizsgaltuk a részecskeképzodés tulajdonsagait.
A teszteket egységesen a praktikusan Kivitelezheté 24 oras reakcididével végeztik el.
(10. abra)
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10. abra A hémérséklet hatasa a részecskék méreteloszlasara

A fényszorddasmérés gorbéi azt mutattak, hogy 160-200 °C kozott a homérséklet Kisebb
befolyassal rendelkezik a részecskeméretre, nagy eltérést egyediil a 220 °C-0s minta mutatott,
melynek jellemz6 részecskeatmérdje 310 nm, és a méreteloszlas is szélesebb. Ennek oka
valosziniileg az, hogy a magasabb hdmérséklet nagyobb energiakdzlést jelent a rendszer
szamara, ami miatt gyorsabb lesz a gocpontok novekedése, azaz a vas prekurzorok raépiilése a

részecskékre.

4.2. A magneses nanorészecskék bevonasa

A vas-oxid részecskéken a kovetkezOkben olyan stabil bevonatot szerettiink volna létrehozni,
amelyeket azutan funkcionalizalva kotéhelyeket alakithatunk Ki az enzimmolekuldk szamara.
A részecskék feliiletén szilicium-dioxid bevonatot képeztiink, amelyet tetractoxiszilan
(TEOS) lugos koriilmények kozott torténd polikondenzacidja révén hoztunk létre (11. abra).
A szol-gél alapti bevonasként is nevezhetd eljaras soran fontos szempont, hogy a
rétegképzddés kdzben a nanorészecskék ne aggregalodjanak, valamint a kezdeti morfologia se

valtozzon meg szamottevd mértékben.
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OH
Si(OR); + H,0 ———m (RO);SI(OH) + ROH

(RO);SI(OH) + H,0 — = SiO, + 3ROH
11. abra SiO,-réteg kialakulasanak folyamata

A modszertél a részecskeméret novekedése volt varhato. Ha tobb ilyen részecske
aggregalodik, egyiittesen zarodhatnak a gélbe, ami egyenetlen morfoldgiat és kedvezotlen
tulajdonsagokat eredményez. Az aggregicid megelézésére egy ,semleges”, egyszeril
polimert, a polietilén-glikol 400-at valasztottuk, amely képes a részecskék feliiletére
adszorbealodni, és egyfajta ,tavtartoként” viselkedni a részecskék kozott, ezaltal gatolva azok
A héjréteg vastagsaganak vizsgédlatdhoz az alkalmazott TEOS mennyiségét és a reakcioidot
valtoztattuk. A kisérletekhez egy kisebb (210 nm) atmérével rendelkez6 magneses
nanorészecskét hasznaltuk fel. A részecskék szuszpenzidjdhoz a magneses részecske
tomegére vonatkoztatva 50, 100 illetve 150 m/m% aranyban adtunk TEOS prekurzort, és a
kiilonb6zé mennyiségek hatasat egy rovid és egy hosszabb, 2 illetve 24 6ra bevonasi id6
mellett vizsgaltuk.

Az igy elballitott mintakat DLS méréssel analizaltuk (12. abra A és B).

A B
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20 1 | 20 -
l [ * J >
0 < ———— 0 i —he—o—o—ii——o—
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
részecskeméret (nm) részecskeméret (nm)
—8— hevonas nélkiil —4—50 m/m%
100 m/m% 150 m/m%

12. abra A bevonasi id6: 2 6ra (A) és 24 ora (B), valamint a TEOS mennyiségének hatasa a

részecskeméretre
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Mindkét esetben latszik, hogy az organoszildnnal torténd reagaltatdis megnovelte a
részecskeméretet a bevonatlan mintdhoz képest. A 2 6ras mintdk esetén nem volt kiilonbség
az alkalmazott TEOS-mennyiség kozott, mindharom esetben 290 nm-re nétt az atlagos
részecskeatmérd. Ennek az lehet az oka, hogy a 2 6ra nem volt elég ahhoz, hogy tobb TEOS
hozzaadasakor a teljes hozzaadott mennyiség beépiiljon a bevonatba. Azonban 24 6ra utan
mar ez is lathatova valt: viszonylag szlik mérettartomanyban eloszld, 290, 440 és 680 nm
atmérdjli részecskéket kaptunk, még a legnagyobb bevitt TEOS mennyiségnek volt kell6 ideje
arra, hogy a bevonatot képezzen a magneses nanorészecske feliilletén. A nagyobb, 440 és
680 nm részecskeatmérék esetén természetesen az is el6fordulhatott, hogy egy bevonat
kapszulaként viselkedve nemcsak egy egyedi 190 nm-es nanorészecskét, hanem két-harom
részecskét is magaba foglal.

A kiilonboz6  koriilmények kozott bevont magneses nanorészecskéket pasztazd
elektronmikroszkép (Sacanning Electron Microscope, SEM) segitségével is analizaltuk. A
meért részecskeadtmérok kissé eltértek a DLS méréssel kapott értékektdl, aminek az lehet az
egyik oka, hogy az elektronmikroszkopos mérés elott a jobb lathatosag érdekében a mintak

felilletére egy vékony filmben aranyréteget kellett felvinni, igy a SEM késziilékkel mért

méretekben benne van e film vastagsaga is (13. abra).

13. abra TEOS bevonas nélkiili magneses nanorészecskék SEM képe (A), illetve 100 m/m% TEOS-

sal bevont magneses nanorészecskék képe 2 oras (B) és 24 oras (C) bevonasi idével

A bevonas nélkiili és a 100 m/m% TEOS-sal bevont, 2 6ran at kezelt nanorészecskék képe
majdnem azonos nagyitasban késziilt, igy a két minta ranézésre is konnyen 6sszehasonlithato.
Mig az elsd képen 240-260 nm koriili részecskeatmérdket latunk, a masodikon 300-as
nagysagrendieket. A harmadik képen hasonld nagysagt részecskéket lathatunk, ez azonban
csupan 18000x-szeres nagyitdsban késziilt, igy joval nagyobb, 400 nm koriili szemcséket
abrazol. A bevont mintak elemosszetételét a SEM késziilékhez kapcsolt energiadiszperziv
rontgenspektroszkopia (Energy Dispersive X-ray spectroscopy, EDAX) segitségével is
vizsgaltuk (14. abra).

24



14. abra A bevonatottal nem rendelkez6 (A) és TEOS prekurzorral bevont (B) nanorészecske

elemdsszetétele

A 14.4bra/A spektrumain jol lathatok az oxigén, a vas karakterisztikus rontgensugéarzasabol
adodo jelintenzitasok, a 14./B abran pedig mar megjelennek a szilicium vonalai is. A mintak
elemzését 6t parhuzamos mérésben végeztiik el. A bevonatlan minta elemdsszetétele: vas
35,9 +1 %, oxigén 47,5 £ 4 %, szilicium 0,0 +0 %, szén 16,3 + 3 %. A bevont részecske pedig
vas 25,9 + 2%, oxigén 42,5 + 4%, szilicium 22,5 £2 %, szén 8,3 + 3% 0Osszetétellinek adodott.
A SEM és EDAX mérések alapjan megallapithato, hogy a részecskéken tényelegesen
kialakult egy homogén szilicium-oxid bevonat, a mintak elemosszetételének szorasa pedig kis

intervallumon beliil mozog.

4.3. Enzimrogzités funkcionalizalt magneses nanorészecskéken

A kovetkezokben a stabilizalt, szilicium-dioxid bevonattal ellatott magneses nanorészecskék
feliiletén olyan funkcidés csoportokat alakitottunk ki, melyek képesek lehetnek az
enzimmolekuldk és a hordozo kozott stabil kotések kialakitasara. A kisérletek soran funkcios
csoportként gylirlis epoxi vegyiileteket vizsgaltuk, melyek nagy elénye hogy viszonylag
enyhe koriilmények kozott aminokkal konnyedén reakcidoba vihetéek. Az aminosavbol
felépiilé enzimmolekulak hozzaférhetd primer aminjai és tiolcsoportjai (példaul lizin,
cisztein) szintén eléggé nukleofilek ahhoz, hogy stabil kotést 1étesithessenek az epoxi-

vegyliletek oxiran gytriijével (15. abra).
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15. abra Az enzim rogziilésének mechanizmusa a funkcionalizalt feliiletii magneses nanorészecskéhez

A magneses nanohordozok feliiletét a 3-glicidoxipropiltrimetoxiszilan (réviden epoxi-szilan)
segitségével funkcionalizaltuk. A feliiletmodositési kisérleteket soran az epoxi-szilan mellett
feniltrimetoxiszilannal (réviden fenil-szilan) is elvégeztiik. Bar a fenil csoportok nem képesek
kovalens kotéseket kialakitani az enzimekkel, de un. inert csoportként befolyasolhatjdk az
epoxi-szilan feliilleti beépiilését azaz a kovalens kotéhelyek alakulasat. Ezért a
nanorészecskéket epoxi-szilan, epoxi-szilan/fenil-szilan keverékeivel, valamint fenil-szilannal
is elvégeztik. Az igy kialakitott hordozékhoz ezutan azonos koriilmények mellett CaL B
enzimet immobilizaltunk, egyszerli pufferelt oldatban torténd razatds segitségével. Az igy
kapott rogzitett CaL B készitmények biokatalizatorként valé mitkodését a racém 1-feniletanol
acilezésében vizsgaltuk (16. abra).

O O

OH )J\o/\ 9)1\ OH

vinil acetat ©/\
> +
CalLB

rac-1-feniletanol (R)-1-fenil etilacetat (S)-1-feniletanol

16.abra CalL B altal katalizalt acilezési tesztreakciod

A rogzitett enzimkészitmények altal végrehajtott tesztreakciokat kiralis allofazist
gazkromatografia (GC) segitségével vizsgaltuk. A GC kromatogramokon megjelend csticsok
a retencios 1dok alapjan egyértelmiien a reakcioelegyben szerepld kiindulési alkohol, mint
szubsztrat enantiomerjeihez, illetve a termékként kapott €szter enantiomerjeihez rendelhetok.

Az 1igy jol definidlhato elkiilontilt csucsok alatti teriilet ardnyos az adott molekula
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crer

legfontosabb biokatalitikus paramétercket, a biokatalizator aktivitasat [Ug (Unit/g)] és a

képz6do termékre vonatkoztatott enantiomer felesleget [eeac (%)] a kovetkezd Gsszefliggések

alapjan:
_ _Mp
€= Mormp (1)
Up = Myge XC [ tXMp (2)

ahol, c: konverzio,
Mp a termék, Ms a szubsztrat moltortje
Nrac: @ kiindulési racém elegy anyagmennyisége (pumol)
t: reakcioidé (perc)

Mg: a biokatalizator tdmege (g)

Az Ug, azaz fajlagos biokatalitikus aktivitas azt mutatja meg, hogy 1 g tomegii biokatalizator
hany pmol terméket allit eld (vagy szubsztratot alakit at) 1 perc alatt. Mértékegysége U/g,
azaz pmolxperc™xg™ [7].

Az enantiomerfelesleg (enantiomeric excess, ee) azt mutatja meg, hogy az adott enantiomer
hany szazalékban van jelen az enantiomer keverékben. Ez a mérGszam az aszimmetrikus

szintézis, vagy enzimkatalizis sztereoszelektivitasara utal.

ee[%] = 2 x 100 3)

M+M*

ahol, M: a f6 enantiomer moéltortje

M*: a szennyezd enantiomer moltortje

Az enzimrogzitési kisérletekben eldszor azt vizsgaltuk, hogy van-e a hatasa a funkcionalizalas
soran alkalmazott oldoszerkozegnek. A felilletmodositast az irodalomban is koz6lt médon
toluolban, alkoholban (2-propanol) illetve az irodalomban eddig nem ismert moédon vizben is
kiprobaltuk. A feliilet funkcionalizalasat metil-, fenil- és glicidoxipropil-trimetoxiszilannal
hajtottuk végre. Az emlitett szilanokat kiilon-kiilon és egymadssal elegyitve is alkalmaztuk. Az
igy elkésziilt hordozokkal elvégeztik a CaL B immobilizalas kisérleteit, majd a
készitményeket a 17. abran bemutatott acilezési reakcioban teszteltiik. Az 17. abran lathatok a
készitmények fajlagos biokatalitikus aktivitasai (Ug) és az elért enantiomertisztasagok (eeac).
A Kkapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a vizben torténé funkcionalizalas szinte

minden esetben jobb biokatalitikus aktivitasokat eredményezett, mint a toluolban vagy
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2-propanolban végrehajtott esetekben. Szintén lathatd, hogy a csupan metil- illetve fenil-
csoportokat tartalmazo feliiletek aktivitasa nem meglepden a legalacsonyabbak, hiszen ezek a
csoportok természetesen nem képesek az enzim kovalens kotésére, csupan hidrofob
karakteriik miatt tudhatjdk bizonyos mértékben a feliileten tartani a hidrofob koriilményeket
természetébdl fakadoan kedveld lipazt. Az ily moédon csupan adszorpcidval rogziilt lipaz nagy
része azonban lemosodik a régzités utani készitmény mosasi eljaras soran, feltehetden ez
okozza a csekély marado aktivitast. Erre utalhat az is, hogy a hidrofobabb karakterti fenil-
csoportokkal ellatott feliiletek aktivitdsa kismértékben nagyobb, mint a kevésbé hidrofob
metil-csoportokkal rendelkezé készitmények (elobbiek Ug értékei 6,3 és 8,4 U/g kozottiek,
mig utobbiaké 4,4 és 5,4 U/g kozé esnek). A glicidoxi-csoportban, azaz epoxi gytriiben
végzOdd feliileti csoportok mar képesek kovalens kotésekkel kapcsolni az enzimet a
felillethez, e készitmények aktivitasa ¢és szelektivitasa is magasabb, mint a tisztan metil-,
illetve fenil-szilannal moédositott hordozokkal elért esetekben. Erdekes jelenség, hogy a
kevert, tehat egyszerre kétféle szilannal moddositott hordozok (metil/glicidoxi, illetve
fenil/glicidoxi) aktivitasa és szelektivitasa is javul. Kiilondsen kiemelhetd, a fenil/glicidoxi
keverék vizben torténd alkalmazéisa, amellyel igen magas aktivitds (Ug = 85,6 U/g) és
enantiomertisztasag (eeac = 99,7 %) érhetd el. Ezt a jelenség egyfeldl azzal magyarazhato,
hogy a fenilcsoportok bar nem vesznek részt kovalens kotésekkel az enzimrogzitésben,
képesek lehetnek az enzim viszonylag gyorsan végbemend hidrofob adszorpcidjara, ami altal
a lipazok a hordozo részecske feliiletére keriilnek. A feliileten csoportosuld lipaz és a feliileti
epoxi csoportok kozott ezt kovetden konnyebben kialakulhatnak a stabil kovalens kotések.
Masfeldl a viszonylag nagyobb térkitoltésli aromas gylirli sztérikusan gatolhatja az epoxi
csoportok ,talzsufoltsagat” a hordozo felilletén, igy a kotédési pontok kedvezdbben

helyezkedhetnek el.
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17.abra A nanorészecskék funkcionalizalasi koriilményeinek hatdsa az enzim rogzitésére

Ezen eredményeket alapul véve a tovabbiakban a magneses hordozok feliiletét vizes

kozegben, fenil/glicidoxi — szilanok keverékével modositottuk.

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a fenil és epoxi csopotokat egyarant tartalmaz6 feliileten
az immobilizdlandé enzim milyen mddon rogziil a feliiletre. Ezen a ,kettds” feliileten a
fenilcsoportok révén adszorpcioval, mig az epoxi gylriikon kovalens kotésekkel kotddhet az
enzim. Annak tisztazasara, hogy e két eltérd rogziilési mod koziil melyik domindl, a rogzités
utan kapott elsd mosasi ciklus feliiliszé fehérjetartalmat Bradford moddszerrel vizsgaltuk,
majd a rogzitett készitményeket pedig erds feliilet aktiv anyaggal (Triton X-100 detergens
oldat) kezeltiik.

A Bradford-reagens egy vords festék, amely fehérjékkel reagalva elkékiil, és ennek a kék
szinnek az intenzitdsa UV/VIS spektrofotométerrel A = 595 nm hullamhosszon mérhetd. Az
immobilizalasok utani elsé vizes mosas fehérjetartalmanak vizsgalatakor nem tapasztaltunk
elszinezddést, igy arra kovetkeztettiink, hogy a rogzités utani feliillusz6 mar nem tartalmaz
fehérjét.

A mintak feliiletaktiv anyaggal torténd kezelésével a gyenge, adszorptiv modon rogziilt enzim
teljesen eltavolithatd a hordozo feliiletérdl, mig a ténylegesen kovalens kotésekkel rogziilt
enzim a hordozén marad. A mintdk biokatalitikus aktivitdsat a kezelés elott és utan is

megmértiik (18.abra).
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18. abra A Triton-X 100 feliiletaktiv anyag hatasa az immobilizalt enzimek aktivitasara

Ug (U/g)
3

A 18. abra harom kiilonboz6 sarzs (A, B, C) fenil/glicidoxi — szilannal modositott minta
kezdeti és TRX-100 feliilletaktiv anyaggal torténd kezelés utani eredményét mutatja. A
diagramon az lathat6, hogy a feliiletaktiv anyag nem csokkentette szamottevd mértékben az
enzim aktivitasat, azaz a kovalens kotések elég erdsek, és szamuk elegendd ahhoz, hogy az

enzimek a hordozo6 feliiletén maradjanak, és tovabbra is kifejtsék katalitikus képességeiket.

4.3.1. A magneses nanorészecske méretének hatasa az enzim rogzitésére

Az enzimrogzités részecskemeérettdl vald fiiggésnek vizsgalatara harom kiilonb6z méreti
hordoz6t valasztottunk ki: 250, 350 és 500 nm atlagos atmérdju részecskéket. A részecskék
azonos korlilmények mellett a fent emlitet fenil/glicidoxi keverékkel keriiltek
funkcionalizalasra. A részecskékhez kiilonb6z6 mennyiségekben (a részecske tomege:enzim
tomege 5:1; 5:2; 5:4 illetve 5:8 aranyban) adtunk CaL B enzimet, majd a rogzités lezajlasa
utan mértiik az enzimek Kkatalitikus aktivitasat a fentebb emlitettekhez hasonldan, a

racém 1-feniletanol acilezésében (19. abra).
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19. abra A részecskeatméro és az enzimkoncentracio hatasa az aktivitasra

Jol lathatd, hogy a legnagyobb méretli részecske a legalkalmasabb akar nagy koncentracidju
enzim rogzitésére is. A jelenséget a Bradford moddszer eredményei magyarazzak: egyik
esetben sem mértiik fehérje jelenlétét a feliiluszoban, igy valosziniileg a kisebb részecskéken
is ugyanannyi enzim rogziilt, csak ,,zstfoltabban”, mint a nagyobbakon. Az aktivitdsnak nem
kedvez, ha az enzimmolekuldk nem tudnak szabadon mozogni, a megfeleld konformacioba
helyezkedni, igy ez lehet az oka, hogy a nagyobb részecskéken magasabb katalitikus aktivitast
mértiink. A tovdbbiakban ezért az 500 nm-es részecskékre torténd immobilizalas

koriilményeit probaltuk optimalni.

4.3.2. A rogzités hémérsékletének hatasa

Az enzimrogzitési reakciokat tobb kiilonb6z6 homérsékleten elvégeztiik (30 — 60 °C kozott,
5 °C-os lépéskozzel). Bar a fehérjéknek sok esetben nem kedvez a magas homérséklet, a
CalL B hétiirése igen jo, igy érdemesnek tlint a magasabb hdmérsékleteket is kiprobalni,
hiszen az kedvezden hathat a rogzités soran kialakuld kovalens kotésekre. A kapott
homérseklet—aktivitds- €s homérséklet-enantiomerszelektivitds-osszefliggéseket a 20. és a

21. abrak mutatjak.

31



250

®
=)
3 200 *
150
. *
100 .
4 *
50 ¢
0
30 35 40 45 50 55 60

Immobilizaciés h6mérséklet (°C)
20. abra Az immobilizacios homérséklet hatasa a katalitikus aktivitasra

100 |
99.5
99
98.5
98
97.5
97
96.5
96

ee,. (%)

30 35 40 45 50 55 60

Immobilizacidés h6mérséklet (°C)

21. abra Az immobilizacios hémérséklet hatasa az enantiomerszelektivitasra

A diagramokbdl ugy tiinik, hogy az eddigiekben alkalmazott 30 °C rogzitési hdmérséklethez
képest a magasabb h6fokokkal jobb eredmények voltak elérhetéek, a 35 °C-on végrehajtott
enzim immobilizalas pedig kimagasloan jo eredményeket mutatott. Feltehetéen a 35 °C
kedvezden hat a kotddések létrejottére, tobb kotdpont alakulhat ki, avagy az enzim aktivabb
konformaciot vehet fel ezen a héfokon, de nem til magas ahhoz, hogy hosszabb tavon (a
rogzités idGtartama alatt, ami esetiinkben 24 6ra) sem sériil az enzim szerkezete, nem szenved

hdédenaturaciot a fehérje.

4.4. Enzimrogzités kompozitban — magneses nanorészecskéhez kotés és szol-
gélbe zaras otvozése
Az eddigiekben bemutatott nanobiokatalizatorral egy olyan 0j tipust Gn. kompozit hordozd

rendszer kialakitasat céloztuk meg, amely képes lehet alapvetden két teljesen eltérd
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enzimrogzités elonyeit 6tvozni. Az egyik enzimrogzitési mod a fent bemutatott magneses
nanorészecskéhez torténd kovalens kotés, a masik pedig és a szol-gélbe agyazas. A két eljaras
kombinalast kétféleképpen probaltunk ki. Az egyik eljards szerint el6szor az eddig
megszokott médon kovalensen kapcsoltuk az enzimet a nanorészecske feliiletére majd ezutan
kiilonboz6 organoszilan prekurzorok alkalmazasaval az enzimmel boritott hordozot szol-gél
matrixba agyaztuk (I. mddszer). A masik moddszer esetében pedig (II. modszer) az enzim
nincs a magneses hordozohoz kotve, hanem azzal egyidejlileg, de kiilon fazisként keriil a
gélképzési folyamatba. A magneses nanohordozéhoz kotés és szol-gélbe zards révén
létrehozott roviden MNP-SG kompozitok eléallitasat megkisérld két modszer kozotti elvi

kiilonbségeket a 22. abra mutatja be.

Modszer |. Modszer |l.

22. abra MNP-SG kompozitok eléallitasi modszerei

A szol-gél matrixokat tetraetoxiszilanbol (TEOS), és a TEOS egyszeresen szubsztitualt
szarmazékaibol; feniltrictoxiszilanbol (F-TEOS), 3-aminopropiltrietoxiszilanbol (A-TEOS),
3-glicidoxipropiltrietoxiszilanbol (G-TEOS), viniltrietoxiszilanbol (V-TEQS), valamint
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propiltrietoxiszilanbol (P-TEOS) hoztuk létre. A szol-gél tarhalok képzése soran a TEOS
jelenléte esszencialis, mivel négy alkoxi csoportja révén térben kiterjedtebb és teljes
térhalosodast eredményez, mig a szubsztitudlt szdrmazékok Onmagukban nem képesek
Osszefiiggd, stabil térhalos szerkezet kialakitasara. Az 1. moddszerrel eldallitott
enzimkészitményeket a fentiekben is ismertetett acilezési reakcioban vizsgaltuk, amely soran
azt tapasztaltuk, hogy a kompozit rendszerek aktivitasa csokkent, mivel a koriilotte kialakitott

,héjréteg” valdsziniileg nagyobb diffazios gatat jelent a szubsztratmolekulak szamara

(23. abra).
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23. abra Magneses nanorészecskéken elézetesen rogzitett Cal B szol-gélbe agyazott készitményeinek

biokatalitikus képességei

A kompozit rendszerek masik létrehozasi modja abban kiilonbozik az el6z6tél, hogy ez
esetben az enzimet nem rogzitettik eldzetesen a magneses nanohordozoéhoz, hanem dket
kiilonalldan és egyszerre juttattuk be a szol-gél képzési folyamatba. A szol-gél matrixok
kialakitasat ugyancsak a fent mar felsorolt organoszilanokkal végeztiik el. A készitményeket
azonos koriilmények mellett, szintén a racém 1-feniletanollal végzett észteresitésben
vizsgaltuk.

Ezzel a kompozitképzési modszerrel jelentds javulast értiink el szinte minden esetben, mind
az aktivitds és mind az enantiomertisztasag tekintetében, mint a kezdeti, csupan kovalensen
rogzitett enzimmel. Kiemelkedéen jonak bizonyult a TEOS/F-TEOS, azaz a tetraetoxiszilan
mellett feniltrietoxiszilant is tartalmazo prekurzor eleggyel gélesitett készitmény, amely oka
ugyancsak a mar tapasztalt lipdz szamara kedvezd hidrofobicitds miatt lehet. Emellett, a

fenilcsoportok potencialis ,,hiba helyek” lehetnek a matrixban, ahol nem alakulhat ki teljesen
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zart halos szerkezet. Az igy kialakul6 rések altal 1étrehozott porozitds, kedvezdbb diffuziods
viszonyokat eredményezhet a biokatalizis soran. A magas enzimaktivitasok oka az lehet, hogy
a II. modszer esetében az enzimek helyzete még nem fix, el6fordulhat, hogy bizonyos
enzimmolekuldk a szol-gél térhaloban a héj kiilsé felszinéhez kdzelebb keriilhetnek. A G-
TEOS, azaz a 3-glicidoxipropiltiretoxiszilan és az  A-TEOS, vagyis 3-
aminopropiltrietoxiszilan tartalmu rendszerek aktivitasa kissé csokkent a plusz szol-gél
bevonat nélkiili, azaz csak kovalensen rogzitett magneses katalizatorhoz képest. Ennek oka az
lehet, hogy az enzim szerkezeti amino-csoportjai reagalhatnak a G-TEOS epoxi csoportjaval,
ami az enzim dezaktivalodasahoz vezethet. Az amintartalmi szilan esetében pedig
eléfordulhat, hogy a mégneses nanorészecske felilletén 1évé el nem reagdlt epoxi
csoportokhoz kot és az igy halmozodd kotési kapcesolatok egyre atjarhatatlanabbd tehetik a

készitményt, ami komoly anyagatadasi problémakat okozhat (24. abra).
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24. abra Magneses nanorészecskéken egyidejiileg rogzitett és szol-gélbe agyazott CaL B

készitményeinek biokatalitikus képességei

4.4.1. Kompozit rendszerek héstabilitasa

A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy az el6z6 fejezetben bemutatott MNP-SG kompozit
rendszerek hogyan viselkednek, ha magasabb homérsékleteknek tessziik ki dket. Szamos
alkalmazasi teriileten, példaul gyogyszeriparban, finom kemikalidk eléallitdsa soran igény
lehet arra, hogy az enzim katalizatorokat magasabb homérsékleten is alkalmazhassak. Ennek

okan fontos szempont lehet az enzimkészitmény hdémérséklettolerancidja. A rogzitett
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készitményeket minden esetben 20 dran at toluolban tartottuk 50, 60, 70, 80, 90 és 100 °C-on.
Ezt kovetGen, a mintak visszahiilése utan feniletanol acilezésében teszteltik aktvitasukat
30 °C-on. A hostabilitéasi tesztek eredményei azt mutattak, hogy a készitmények 80 °C-ig még
j6 marado aktivitassal és szelektivitassal rendelkeznek. A diagram alapjan az is elmondhato,
hogy a ll-es tipust kompozitképzés nagyobb stabilitast kélcsonzott a készitményeknek, mint a

bevonatottal nem rendelkezd, csupan kovalensen kotott (MNP jeli) készitmény.
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25. abra Rogzitett enzimek héstabilitisa

45. Az 14j magneses nanobiokatalizatorok alkalmazasa  alkoholok
észteresitésében

Az eddig legjobb biokatalitikus miikodést tanusitd készitményeinket a racém-1-feniletanol
mellett egy vele rokon szerkezetii alkohol (racém-1-fenil-2-propanol), illetve egy hosszu nyilt
lanc vegyiilet, a racém-2-oktanol szelektiv észteresitésében is megvizsgaltuk (26. abra).

O O

OH )Lo/\ QJ\ OH
R)\ vinilacetdt RN R/V\
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\
+
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26. abra Racém alkoholok CalL B katalizalt acilezése
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A sajat magneses nanobiokatalizitoraink mellett Osszehasonlitasként a kereskedelmi
forgalomban levé CalL B enzimkészitményeket (adszoprcidsan kotott Novozyme 435® ¢és
kovalensen rogzitett ChiralVision T2-150®) ¢és az immobilizalasi kisérletekhez is hasznalt
rogzitetlen liofilizalt CaL B készitményt is kiprobaltuk a fent emlitett harom alkohol

acilezésében (4. tablazat).

4. tablazat Kiilonbozé immobilizalt CaL B készitmények biokatalitikus mitkodése racém alkoholok

¢észteresitésében

Szubsztrat Rogzitett CaL. B készitmények U [U/g] eeac [%0]

Novozyme 435® 549.4 99.5

ChiralVision T2-150® 110.6 99.2

oH Liofilizalt készitmény 13.4 96.5

MNP 150.7 99.3

MNP-SG-11-propil 401.7 99.3

MNP-SG-11-vinil 244.8 99.2

MNP-SG-1I-fenil 362.6 99.3

Novozyme 435® 304.2 99.9

ChiralVision T2-150® 42.7 99.2

Liofilizalt készitmény 154 95.5

m MNP | 54.7 99.4

MNP-SG-I1-propil 174.1 99.7

MNP-SG-11-vinil 92.3 99.4

MNP-SG-1I-fenil 246.1 99.6

Novozyme 435® 705.3 96.4

ChiralVision T2-150® 255.4 97.7

Liofilizalt készitmény 39.7 89.4

g gV 337.1 98.1

OH MNP-SG-11-propil 874.2 99.0

MNP-SG-11-vinil 390.5 98.7

MNP-SG-1l-fenil 773.2 99.1

A 4. tablazat eredményei azt mutatjdk, hogy az immobilizdlds minden esetben kedvezd
hatassal van az enzim aktivitasara, hiszen minden esetben a liofilizalt enzimkészitmény
mutatta a legalacsonyabb értékeket. A tobbi mintdndl az enantiomerfeleslegben nem
mutatkozott 1ényeges eltérés, szinte mindenhol 98-99%-o0s értékek adodtak. A specifikus
aktivitasok vizsgdlata azt mutatta ki, hogy az altalunk eldallitott magneses
nanobiokatalizatorok versenyképesek lehetnek a kereskedelmi forgalomban levé nagy piaci
potenciallal rendelkezé enzimekkel szemben: aktivitasaik a Chiral Vision termékét
meghaladtik, a Novozyme 435 ét pedig megkozelitették a feniletanol esetében. Erdekes
jelenség azonban, hogy az fenil-2-propanollal esetében a kiilonbség az Ug értékekben mar

kisebb az altalunk eldallitott legjobb MNP-SG-11-fenil készitmény és a Novozyme 435 kozott.
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Az alifas alkohol esetében pedig ez a készitmény meghaladja a Novozyme altal elért

aktivitast, lényegesen magasabb enantiomer tisztasag mellett. Ennek lehetséges oka talan,

crer

annak megvaltozik az egyes szubsztratokhoz val6 affinitasa.
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5. Osszefoglalas

TDK munkam célja olyan magneses tulajdonsagi nanorészecskék eldallitasa volt, melyek
képesek lehetnek enzimek hatékony ¢&s stabil rogzitésére. Els6ként a magneses
nanorészecskék eldallitasaval foglalkoztam, amely soran 1n. szolvo-termal modszer
segitségével sikeresen Kkiilonb6z6 atmérdjii  nanorészecskéket hoztam Iétre, szlk
méreteloszlasban. Ezt kovetéen a nanohordozok koré stabil, szilicium-oxid bevonatot
képeztem, melyek alkalmas alapot biztosithattak a részecskék tovabbi funkcionalizalasara.
Feliiletmddositasi eljardsok vizsgalata révén sikeriilt olyan kovalens kotésre alkalmas felszint
kialakitani, amely a magneses nanohordozokat alkalmassa teszi enzimek stabil megkotésére.
Az enzimrogzitési kisérletekhez szamos teriileten relevans enzimet, a Candida antarctica B
lipazt alkalmaztam. A lipaz hordozohoz kapcsolasa soran azt talaltam, hogy a kovalens
kotésre alkalmas epoxi gylirik és a hidrofob karakterli fenilcsoportok egyiittes jelenléte
hatékony immobilizalast tesz lehetdvé. Két eltérd enzimrdgzitési technika, a funkcionalizalt
magneses nanorészecskékhez torténd kapcsolas és a szol-gélbe zaras 6tvozésével sikeriilt egy
Uj, eddig az irodalomban nem ismert kompozit enzimrogzitési modszert létrehozni, amely
rendkiviil jo aktivitassal magas enantiomertisztasagu terméket szolgaltat racém aromas és

alifas alkoholok észteresitésében.
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