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1. BEVEZETES

A biokatalizis egyre inkdbb teret hodit a nagy mennyiségli ipari vegyszergyartasban, a gyogyszeripari
€s agrokémiai intermedierek, aktiv hatdanyagok, valamint élelmiszeripari alapanyagok elddllitdsaban. Az
alkalmazdsok mérsékelt szdma éppen a biokatalizatorok vélt vagy valds korlataibdl ered, mint pl. a
korlatozott hozzaférés az enzimekhez, a szubsztratok korldtozott kore vagy a miikodési stabilitdsbdl ered6d
problémak. Az ujkeletli tudomdnyos 4ttorések, mint a genomika, a molekuldris genetika (genetikai
szekvencidk meghatdrozédsa, génexpresszid, ,.site-directed mutagenesis”, stb.), a bioldgiai rendszerek
szerkezetkutatdsa, a bioinformatika, biodiverzitds illetve ezek egyre fejlodd és bdviild mddszereinek
kiakndzasa segithet legydzni ezeket az akadalyokat.

A kémikusok vildgszerte teljes erdbedobdssal a szintetikus modszerek fejlesztésén és a ,,zold”
technoldgidk megvaldsitdsdn dolgoznak, amelyek eldsegitik a fenntarthaté kornyezettudatos fejlodést. A
szintetikus szerves kémikusok és technoldgia-fejlesztd mérnokok manapsdg mar a biokatalitikus
transzformdciokat, mint gazdasagilag és okoldgiailag versenyképes technoldgidkat, — a finomvegyszerek,
gyogyszerek, agrokemikalidk s6t még a tomegaruk eldallitdsandl is — 4j elddllitasi alternativaként veszik
szamba.

A piaci kereslet személyre szabott, specidlis alkalmazdsokhoz sziikséges biokatalizdtorok irdnyaba
tolodik, amelynek az dj enzimek felfedezése, tulajdonsdgaik finomhangoldsa, ,,djraszabhatésdga” a hajtd
ereje. A finomvegyszerek eloallitiséhoz az ipar folyamatosan igényli az egyre szelektivebb és
hatékonyabb katalizdtorokat, technoldgidkat. Az enzimnek, mint katalizatornak szerkezetébdl fakadéd
szelektivitdsa egyre inkdbb kiakndzhat6vd vilik, mivel az enantiomertiszta anyagok, gyogyszerek irdnti
kereslet is folyamatosan novekszik.

A hidroldzok széleskorli alkalmazdsanak szamos nyilvdnvalé oka van, melyek koziil kiemelkedd,
hogy az enzimosztalyok terjedelme technoldgiai szemszdgbdl nézve jelentdsen novekszik €s egyenletesen
novekszik a kiilonbozd laborszintrdl sikeresen ipari 1éptékre novelt biotechnolégidk szdma is. Ez a
novekedés nagymértékben a stabil, mely az igény szerinti aktivitdssal és szelektivitdssal bird
biokatalizdtorok egyre novekvd hozzaférhetoségének koszonhetd. Mindez a molekuldris bioldgia, a
nagyhatékonysagu tesztelési technikdk és a mérnoki teriiletek fejlodését is tiikrozi.

A biokatalizis ipari, szintetikus kémiai hasznédlata mara mar jelentds 1éptékii. A biotranszformécidk
szerves oldoszeres €s vizes kozegben egyardnt kivitelezhetdk. A biokatalizdtorok uj hatékony
lehetdségeket biztositanak a modern szerves kémia szdmdra és kornyezetbarat technoldgiét jelentenek az
élettudomanyokhoz kothetd szinte Osszes ipardgban (gyogyszeripar, élelmiszeripar, takarmdnyozas és
agrar teriileten). Az udjszeri Osszetevok szintéziséhez lipdz enzimeket haszndl6 eljardsok 1j teriileteket

héditanak meg és novekedni latszik az ipari alkalmazdsok szdma is.



Napjainkban az egyik legnagyobb kihivdas— amivel a szerves kémia szembenéz— az egyre nagyobb
szamu Osszetett, biologiailag aktiv anyagok gazdasdgos szintézise. A kiilonbozd ipardgak (foként
gyogyszeripar, emellett miianyag-, kozmetikai- és élelmiszeripar) szdmara egyértelmiien sziikségessé valt
a nagytisztasdgu enantiomerek eldéllitdsa és felhaszndldsa. Valos veszélyt jelent egy hatékony gyogyszer
aktiv enantiomer formdja mellett a mésik enantiomer jelenléte. Erre az egyik legismertebb példa az (R)-
thalidomide (o-ftalimido-glutdrimid, Contergan), amely altatd, nyugtat6 hatdsu, viszont enantiomer parja
— az (S)-thalidomide — kis mennyiségben is teratogén hatdsu.

A sztereoszelektiv szintézismodszerek irdnti megnovekedett igény és a kornyezetvédelmi kérdések
fokozatos eldtérbe keriilése konnyen érthetdvé teszi a "hagyomdnyos" kémiai mddszerek mellett a
biokatalitikus eljardsok irdnti érdekl6dés robbandsszerli megjelenését mind laboratériumi, mind ipari
méretekben. Az enantiomerek eltérd bioldgiai hatdsainak és a kdrnyezeti kérdések sulyat bizonyitja, hogy
a vilag vezetd gyogyszergydrai oridsi pénzosszegeket forditanak az e kérdések megoldasat keresd kutatdsi
és fejlesztési projektekbe.

A folyamatos technolégia kornyezetbardt és gazdasagilag is hatékony megoldds lehet; bar az integralt
folyamatos iizemi eljardsok kis-, kozepes- és nagyléptékben jelentds eldrelépést jelenthetnek, de olyan
ipari technol6gidk, amelyek laboratériumi mérettdl tizemi méretig miitkodnének ma nagy altaldnossdgban
még nem vagy csak szorvanyosan érhetdk el. Csak alig néhany példat lehet taldlni hidrolaz tipusti enzim
altal katalizalt, enantiomer szelektiv, folyamatos tizemi technoldgia ipari alkalmazdsara. Annak ellenére,
hogy a rogzitett biokatalizatorok jol haszndlhatok folyamatos lizemii rendszerekben, a legtobb eddig
kozolt folyamatos tizem eljarast f0leg relative nagy 1éptékben hasznéltdk rogzitett lipazzal toltott dgyas
reaktorokban kirdlis gyogyszeripari intermedierek eldallitasara.

Csak ujabban alkalmaztak lipdz-katalizalt kinetikus rezolvalasi reakciokat kutatdsi célokra, rozsdamentes
acélbol késziilt folyamatos lizemi, toltott dgyas bioreaktort felhaszndlva a hOmérséklet, nyomds és
aramlasi viszonyok tanulmdnyozasara.

A XXI. szdzad emberének olyan kronikus betegségekkel kell felvennie a harcot, mint a tulsuly
(elhizds), magas vérnyomds és koleszterinszint, cukorbetegség, sziv- €s érrendszeri megbetegedések
valamint a vastagbélrak. Ma mar biztosan allithatjuk, hogy a genetikai hattér és az életmod mellett a
taplalkozdsnak is Oridsi szerepe van a betegségek kialakuldsdban. Ezért figyelmiinket inkdbb a
megeldzésre kell Osszpontositanunk, mint a mér kialakult betegségek kezelésére.

Napjainkban egyre jelentdsebb szerepet kapnak a funkciondlis élelmiszerek, melyek jotékony élettani
hatdst fejtenek ki az emberi szervezetre €s/vagy csokkentik a kronikus betegségek kialakuldsdnak
veszElyét. Az élelmiszeriparnak meg kell felelnie az 4j kihivdsoknak és egyre nagyobb figyelmet kell
forditani az un. ,.kiméletes” eljardsok bevezetésére. Ilyen lehetdséget biztosit a biokatalizis alkalmazdsa a

funkcionalis élelmiszerek osszetevoinek eloallitasara.
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2. CELKITUZESEK

Doktori munkdm a biokatalizis lehetdségeit felhaszndlva, enzimkatalizalt mddszerrel eldallitott

specifikus strukturdlt lipid és novényi szterinészter-keverék tanulmanyozasat, valamint a szol-gél

rendszerben torténd lipdz rogzités szisztematikus tovabbfejlesztését és a lipdz enzimrogzitési modszer

tovébbi javitdsdra alkalmas elv, a “bioimprinting” vizsgdlatdt tlizte ki célul.

Célkitizéseim a kovetkezok voltak:

integralt enzimes modszer fejlesztése értéknovelt triglicerid és novényi szterinészter keverék
elddllitasdra, kiilonOs tekintettel a természetes forrdsbol szarmaz6 alapanyagokra és a kizarolag
enzimesen torténd elddllitdsra, és ezaltal a nemkivédnatos transz-zsirsavak képzdédésének
visszaszoritasdra

szintézis modszer fejlesztése a specifikus strukturalt lipid is ndvényi szterinészter keverék
hatékony eldallitasara

a lipdz enzim kompozit szol-gél rogzitéséhez hasznalt kiillonbozo alkitrietoxiszildnok (alkilTEOS),
feniltrietoxiszildn (PhTEOS) és tetraetoxiszilan (TEOS), mint terner szildn prekurzor rendszerek
biokatalitikus tulajdonsdgokra gyakorolt hatdsdnak szisztematikus vizsgédlata

a szol-gél és az adszorpcids kompozitrogzités egyiittes hatdsanak feltardsa,

a biner és terner szilan prekurzor rendszerek hatdsdnak tanulmdnyozdsa a kompozit szol-gél
rogzitésre

a lipazok kisérleti kristdlyszerkezetében taldlhaté szubsztrat(szer(i) bioimprinting molekuldk szol-
gél rogzitésre kifejtett hatdsdnak vizsgalata

biokatalitikus hatékonysdg vizsgédlata folyamatos ilizeml reaktorban és multiszubsztrat
rendszerekkel

hatékony rogzitett biokatalizator fejlesztése folyamatos iizemben megvaldsitott kinetikus

rezolvalashoz



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Anyagok
3.1.1 Enzimek

Doktori munkdmban a kovetkez6 mikroba eredetli lipdz enzimeket hasznéltam fel: Novozym® 435
(rogzitett Candida antarctica lipédz B — jelenleg Pseudozyma antarctica nem specifikus), Novozym Cal.B
L (folyékony, szabad enzim), Lipozyme TL IM (1,3-specifikus, Thermomyces lanuginosus-bdl szirmazd
lipdz) Novozymes A/S-t6l (Bagsvaerd, Dénia). CalLA-T2-150 (Candida antarctica lipdz A (CalA,
Novozymes Bagsverd, Dédnia) a Chiral Vision BV terméke.

Amano Lipaz PS (Burkholderia cepacia lipaz (szin.: Pseudomonas cepacia); >30.000 U/g; nem
specifikus) és Amano Lipdz AK (nem specifikus, Pseudomonas fluorescens-bdl szarmazdé lipaz; >20.000
U/g) az Amano Pharmaceutical Co. Ltd-t6]1 (Nagoya, Japan). Lipdz A Pseudozyma antarctica-bdl, korabbi
nevén Candida antarctica — specifikus) és Candida rugosa-bol (nem specifikus; kordbbi neve: Candida
cylindracea) szarmazo lipaz a Fluka-tdl. Lipozyme, Rhizomucor miehei-bdl (1,3-specifikus, kordbbi neve:
Mucor miehei) szarmazo rogzitett lipdz a Sigma-t6l.

A kisérletek sordn felhaszndlt szterinészterdz aktivitdssal rendelkezd biokatalizatorok, Aspergillus
oryzae NRRL 6270 (AoSSF) és Aspergillus sojae NRRL 6271 (AsSSF) szilard fazisu fermentaci6jabol
(solid state fermentation, SSF) szdrmaztak, amelyeket downstream miiveletben csak sziirtek és levegén

szaritottak.

3.1.2 Vegyszerek, oldoszerek, sztenderdek, nyersanyagok

A strukturdlt lipidek szintéziséhez a kovetkezd triglicerideket allitottuk el6: MMM (tricaprilin), LML
(olajsav-kaprilsav-olajsav), MLM (kaprilsav-olajsav/linolsav-kaprilsav), LLM (olajsav/linolsav-
olajsav/linolsav- kaprilsav), MML (kaprilsav-olajsav / linolsav -kaprilsav).

A bioimprinting rogzitéshez a kovetkezd anyagokat szintetizdltuk: hexdn-2-il-acetat, heptdn-2-il-
acetat, octanol-2-il-acetdt, nonan-2-il- acetdt, dekdn-2-il-acetdt dodekan-2-il- acetdt, tetraetilén glikol

dilauril észter (L-TEG-L),1-(thiofén-2-il)etanol and 1-(thiofén-2-il)etilacetat.

3.2 Eszkozok, miiszerek

Doktori munkdm sordn méréseimhez a kovetkezd miiszereket haszndltam: a szintetikus standardok
(sztenderdek) tisztasdgdnak és a végtermékek regioizomer 0sszetételének meghatarozasahoz PL-ELS 1000
(Polymer Laboratories, 40 °C) detektorral és Ultra C-18 oszloppal felszerelt Alliance Waters 2690 HPLC

késziiléket haszndltam. A novényi szterinek acilezésének és a trigliceridek atészterezésének a konverzidjat
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FID detektorral, HP-1 oszlopon (25 m X 200 wm i.d. X 0,11 wm, Agilent Technologies) és apoldris szilika
eldtét-kolonndval (0,53 mm i.d., Supelco) szerelt Hewlett Packard 6890 GC berendezésen kovettem
nyomon. A szol-gél rogzitési és bioimprinting reakcidk konverziéjat FID detektorral és Hydrodex -
6TBDM [25 m X 0,25 mm x 0,25 pm heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-#-butyldimethylsilyl)-f-
cyclodextrin] oszloppal szerelt Hewlett Packard 6890 GC gazkromatograffal kdvettem nyomon. A
kisérletek kiértékelése sordn pdsztdzo elektronmikroszkopos (scanning electron microscopy, SEM)

felvételeket és magneses magrezonancia (NMR) méréseket is végeztiink.

3.3 Kisérleti leiras
3.3.1 Enzimes eldallitasi folyamatok ,,egy edényes” (one-pot) specifikus strukturalt lipid és
novényi szterinészter keverék eléallitasahoz

Két kiilonbozd biokatalizatort, azAoSSF-t (Aspergillus oryzae NRRL 6270 készitmény, szterinészter
szintézishez) és a Lipozyme-t (rogzitett lipAz Mucor miehei-bdl strukturdlt lipid szintéziséhez)
felhaszndlva hat kiillonb6z6 mddszerrel valdsitottam meg az egy edényben torténd integrdlt enzimes
specifikus strukturdlt lipid és novényi szterinészter elddllitdsat. A reakcidkat mmolos mennyiségben
standard reakcidkoriilmények kozott 0,12 w/w% (a kiinduldsi komponens tomegére vonatkoztatva) viz
hozzaadasdval végeztem. Mindegyik reakciotipust 3-3 parhuzamos kisérletben végeztem el, hdrom
kiilonbozd fitoszterin:napraforgdolaj:kaprilsav ardnyt (1:2:12, 1:2:18 és 1:2:24) felhasznalva. Naponta
vettem mintit a reakcidelegybdl, (50 pl mintat oldottam 1 ml diklérmetdnban) a strukturdlt lipid és

szterinészter képzddést VRK mddszerrel illetve GC és HPLC analizissel kdvettem nyomon.

3.3.2 Lipaz AK szol-gél rendszerben torténé rogzitése Celite® 545 hordozoéra biner vagy terner
prekurzor szilan rendszerek felhasznalasaval
A lipdz AK rogzitését kétlépéses eljarassal végeztiik.

Lipdz AK preadszorpcidja Celite® 545 hordozéra: A lipaz AK enzimet (a standard eljardsnal, 50
mg; az enzim mennyiségének a biokatalizatorra kifejtett hatdsdnak vizsgalatanal 50, 125, 250, 375, 500
mg enzim mennyiségek) TRIS-HCI pufferben (0,1 M; pH 7,5; 780 ul) feloldjuk, majd 10 percen keresztiil
4°C-on kevertetjiik. Hozzdadunk Celite® 545-t (500 mg) és folyamatos, intenziv kevertetés mellett -18 °C-
os acetont adagolunk az enzim-Celite rendszerhez (10 ml perc’ sebességgel). A szilard anyagot sziirjiik,
acetonnal mossuk (2x5 ml), majd 12 6rdn 4t levegdn szdradni hagyjuk. Az igy elkésziilt Celite-re

preadszorbedlt enzimet a kovetkezd 1épésben hasznaljuk fel.
Szol-gél immobilizdlds: A rogzitéshez TRIS-HCI puffer (390 ul), izopropanol (200 ul), PEG (4 %,
200 pl), NaF (4 %, 200 ul) elegyét egy 20 ml-es iivegben 10 percen keresztiil riz6gépen kevertetjiik (1000
7



rpm). Folyamatos kevertetés mellett hozzdadjuk az szildn prekurzorokat, biner rendszer esetén
alkilITEOS:TEOS (1,5 mmol alkilTEOS és 1,5 mmol TEOS), terner rendszer esetén
alkilTEOS:PhTEOS:TEOS keveréket (3 mmol 6sszesen; alkilTEOS:PhTEOS:TEOS mdlaranyt 0,1:0,9:1
és 0,9:0,1:1 kozott valtoztattuk 0,1 1éptékben), majd gélesedés elkezdddése eldtt az enzim:Celite
preadszorbedlt rendszert (250 mg) is hozzdadjuk. A polimerizicié teljessé tételéhez a szol-gél rendszert
tovdbbi 12 6ran 4t kevertetjiik, majd a kész prepardtumot izopropanollal (7 ml), desztillalt vizzel (5 ml),
izopropanollal (5 ml) és végiil hexdnnal (5 ml) mossuk, 5 6rdn keresztiil, majd vakuum exszikatorban

szaritjuk. Az immobilizalt enzimeket szobahdmérsékleten taroljuk.
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4. EREDMENYEK

4.1 ,Egy edényes” specifikus strukturalt lipid és novényi szterinészter szintézis
A biokatalizatorok alkalmazdsdnak uj dgaként az egy edényes szintézis tobb kedvezd vondssal
rendelkezik, példaul kevesebb reagens, munkafézis sziikséges €és sokszor nyereségesebb, termelékenyebb
a modszer.

Tobb tanulmdny is aldtdmasztja, hogy a kiilonféle élelmiszeripari alkalmazdsokban felhasznalhat6
specifikus strukturdlt lipid és novényi szterinészter elegy transz-zsirsavmentes elddllitdsa csak enzimes
eljarasokkal valdsithatdé meg. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy egy tisztdn enzimes 1épésekbdl allo,
kémiai atészterezést nem tartalmazoé eljaras eldnyodsebb lehet a mar ismert mddszereknél. Vérhato tehdt,

"oz

hogy az enzimesen elddllitott, értéknovelt termékek mind fizikai, mind pedig fizioldgiai tulajdonsdgaikat
tekintve egyenértékiiek vagy jobbak, mint a kémiai mddszerekkel eldallitott strukturdlt lipid és novényi
szterinészter keverékek.

A fentiek tiikkrében célunk, értéknovelt triglicerid és novényi szterinészter keverék integralt enzimes

z "oz

szintézis modszerrel torténd eldallitasa volt, kiilonos tekintettel a természetes forrasb6l szarmazd
alapanyagokra és a kizdrdlag enzimesen torténd elddllitdsra. A novényi szterinek a novényolajgyartas
melléktermékeként konnyen hozzaférhetbek Munkdm sordn repcébdl és napraforgdbdl szarmazod
szterinkeveréket haszndltam, melynek f6 komponensei: brasszikaszterin, kampeszterin, sztigmaszterin és
B-szitoszterin. Kisérleteinkben természetes kiinduldsi anyagként kaprilsavat, — amely kozepes szénlanci
zsirsav, f6 forrdsa a kékusz — tovabba napraforgéolajat, mint linolsavban gazdag (48-74% Osszes zsirsavra
nézve) trigliceridet haszndltuk fel.

A strukturdlt lipid és novényi szterinészter keverék a szterinészterdz altal katalizalt zsirsav (kaprilsav)
€s novényi szterin kozotti atészterezési reakcidt kovetd vakuumos vizeltdvolitassal, majd az azt kovetd
rogzitett lipdz (Rhizomucor miehei — Lipozyme) katalizélta atészterezési reakcidjaval dllithat eld a
leghatékonyabban. A szterinészterek konverzidja igy 92,1%, mig a strukturalt lipidek (MLM/MML)
konverzidja 44,1%. A kivant termékek keveréke a biokatalizatorok kiszlirését kovetden egyszeri
modszerrel, a feleslegben alkalmazott szabad zsirsavak vdkuum desztillacids eltavolitasaval tisztithat. Az
alkalmazott enzimes atészterezésnek koszonhetden a tramsz-zsirsavtartalom sem emelkedett a kiindulasi
szinthez képest.

Az integrélt strukturdlt lipid és novényi szterinészter keverék eldallitasara fejlesztett eljards soran
kizér6lag élelmiszermindségli biokatalizatorokat alkalmaztunk, az igy az enzimesen elddllitott keverék

felhaszndlhat6 élelmiszerekben, idit6italokban, vagy funkciondlis élelmiszerekben. A biokatalizis



alkalmazdsaval a mindségi zsirbevitel fejleszthetd lenne, amely alternativ megoldast nydjthat az elhizas

elleni kiizdelemben.

4.2 Biokatalizatorok Kkatalitikus tulajdonsagainak fejlesztése, lipazok szol-gél rogzitéshez

hasznalt szilan prekurzorok finomhangolasa

A lipazok robusztus rogzitési formdjaként, a kutatdcsoport korabbi munkdi alapjan igen alkalmasnak
bizonyult szol-gél rogzitési technika tovabbi optimalizdldsat vélasztottuk. A szisztematikus vizsgalatok
(prekurzor / hordozé / rogzitési koriilmények / adalékok hatdsai) Osszehasonlithatésdga érdekében a
kisérleteket zomében a Pseudomonas fluorescens lipdz (lipdiz AK) enzimmel végeztik. A moddszer
(normdl, ill. kompozit szol-gél) mas lipazra (lipiz PS) és hordozora torténd kiterjesztésével is
foglalkoztunk.

A szol-gél matrix kialakitdsat biner és terner szildn rendszerek kialakitasdval végeztiik. Biner

rendszerek esetében alkiltrietoxi- (alkilTEOS) és tetraetoxiszilanok (TEOS) rogzitett molardanyud
keverékével, mig terner rendszerek esetében alkiltrietoxiszilin [R’-Si(OEt); / alkilTEOS],
feniltrietoxiszilan [PhSi(OEt); / PhTEOS] és tetraetoxiszilan [Si(OEt), / TEOS] kombinacidival hoztuk
létre a polimer hélét. A kisérletek sordn nyolc kiillonbozd alkiltrietoxiszilan komponenst vizsgaltunk:
propilTEOS  (PrTEOS), hexilTEOS (HexTEOS), oktlTEOS (OcTEOS), perfluorooktilTEOS
(PFOCtTEOS), decilTEOS (DecTEOS), dodecilTEOS (DodTEOS), oktadecilTEOS (OctdTEOS) és
fenilTEOS (PhTEOS). Szilard hordozdval torténd egyiitt-rogzitéssel az egységes szemcseméret eloszlds
megmarad és a rogzitett enzim fajlagos enzimaktivitdsa jelentésen megnd. Ezért az enzimeket minden
esetben Celite® 545 hordozéra adszorbedltuk majd szol-gél rendszerben rogzitettiik. A hordozé és a lipaz
mennyiségét 10:1, 10:2.5, 10:5, 10:7.5 és 10:10 ardnyokban véltoztattuk. Az elkésziilt prepardtumokat
pasztazé elektronmikroszkoppal (SEM) vizsgéltuk. A gazkromatografids analizis alapjan 10:1
hordozé:enzim ardny az optimdlis, melyet a elektronmikroszkopos felvételek is igazolni latszanak.
A biokatalizatorokat a legegyszerlibb aromds szekunder alkohol, a racém I-feniletanol kinetikus
rezolvéldsi reakciGjdval teszteltiik. Osszehasonlitdsul egy alacsonyabb szelektivitdssal dtalakithaté alifds
szekunder alkohol, a 2-heptanol acilezési reakcidjat is vizsgiltuk. Az eredmények értékelésénél
referenciaként minden esetben a kereskedelmi forgalomban elérhetd szabad és szol-gél rogzitett lipazok,
illetve a hordozé nélkiili szol-gél rogzitett lipazok szolgdltak. A készitmények biokatalitikus
tulajdonsdgait a kovetkezd paraméterekkel jellemezhetjiik: specifikus biokatalizator aktivitas, specifikus
enzim aktivitds, enantiomer szelektivitds és enantiomer tisztasag.

A szol-gél rogzitésnél trialkoxiszildan [R’-Si(OR);] komponensként leggyakrabban metoxiszilan

szarmazékokat [R’-Si(OR);, R= Me] alkalmaztak. A metoxi (R= Me) és etoxi (R= Et) szarmazékok hatasa
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kozott jelentds kiilonbség nincs, azonban tapasztalataink alapjan az etoxiszildnok olcsébbak €s hosszabb
gélesedési idejiik kisérleti szempontb6l elényOsebb, igy minden esetben etoxiszildn szadrmazékokkal
dolgoztunk.

A biner rendszerek koziil szelektivitds és produktivitas tekintetében a PATEOS:TEOS=1:1 moélaranyu
Osszetétel bizonyult a legjobbnak. A kétkomponensii rendszer eredményeit a terner rendszerek
optimalizdldsdnal felhaszndltuk. A hdromkomponensii szol-gél matrixok (alkilTEOS:fenilTEOS):TEOS
I:1 molardnyu Osszetételeinek finomhangoldsa sordn az (alkilTEOS:fenilTEOS):TEOS rendszerek
molardnyat 0,1:0,9:1 és 0,9:0,1:1 kozott 0,1 1éptékben véltoztattuk. A specifikus aktivitdsok tekintetében a
kozepes ldnchosszusagu szilankomponensek, mint hexil-, oktil-, perfluorooktiltrietoxiszilanok bizonyultak
a legjobbaknak. Az enantiomer szelektivitidsok tekintetében a hosszabb szénldnci alkilcsoportokat
tartalmaz6 prekurzorok (decil-, dodecil-, oktadecilTEOS) Kkatalitikus tulajdonsdgra Kkifejtett hatdsa
eredményesnek bizonyult. Mindhdrom paraméter (specifikus aktivitds, biokatalizator aktivitds,
szelektivitds) acilezési reakcidra kifejtett hatdsandl kozos optimumot keresve a terner rendszerek esetében
is egyértelmiien a PfOctTEOS a legkiemelkedébb prekurzor. Célunk a finomhangoldson €s az optimélis
Osszetétel meghatdrozdsan feliil a biokatalizatorok gazdasdsos és koltséghatékony moddon torténd
elddllitasa és méretnovelése. Katalitikus paraméterek és az ar egyiittes figyelembe vételével a kozepes
alkillanc-hosszisagi OctTEOS:PhTEOS:TEOS hidromkomponensii rendszer tiint a legalkalmasabbnak a
szol-gél rogzitési moédszer tovabbfejlesztésre.

A hordozé porozitasdnak hatédsat két kiilonbdzé inert szildrd hordozén (Celite® 545 és szilikagél), két
kiilonbozd enzimet (lipdiz AK és PS) alkalmazva vizsgéltuk. Az enzimek szol-gél matrixba zdrdsat a
tapasztalatok alapjan biner, oktiltrietoxiszildn (OcTEOS) és tetraetoxiszilan (TEOS) prekurzorok 1:1
molaranyu keverékkel végeztiik. Az aktivitdsokat két kiillonboz6 enzim-hordozé ardnynal vizsgaltuk (1:5
és 1:10 enzim-hordozd ardnyok). Lipdz AK esetében a két kiillonboz6 enzim-hordoz6 ardny nem
befolydsolja a konverzid, a szelektivitds és a specifikus biokatalizator aktivitds értékeket. Az enzim
mennyiségét felére csokkentve a specifikus enzimaktivitds dupldjdra novekszik. Lipdz PS enzimmel ez a
hatés jéval mérsékeltebb. A enzim optimalis feliileti megkdtédését Celite® 545 hordozé esetében 1:5, mig
szilikagél esetében 1:10 enzim-hordozé ardnynal értiik el.

Barmely katalitikus tulajdonsdgot jellemzé paramétert vizsgéltuk, az dltalunk eldallitott
enzimkészitmények sok esetben joval meghaladjdk a kereskedelmi forgalomban 1€v6 szol-gél

immobilizalt enzimek produktivitds, szelektivitds vagy konverzio értékeit.
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4.3 Ujszerii szol-gél lipazok eléallitasa bioimprintinggel

A bioimprinting lipadzok szol-gél rogzitésére gyakorolt hatdsdnak tanulmanyoziasdval az volt a
célunk, hogy nagymértékben tovabbfejlesztett, ujszerli, rogzitett biokatalizdtorokat 4&llitsunk eld
folyamatos iizeml reaktorban végzett biotranszformdcidokhoz. Az imprinting adalékként felhaszndlni
kivant szubsztrdt analogokat vagy szerkezetileg hasonlé molekuldkat, az eddig meghatdrozott kisérleti
lipdz rontgenszerkezetek (Protein Data Base, PDB) aktiv centrumdban fellelhetd molekuldk alapjan
szisztematikusan valasztottuk ki. Négy lipazt (lipdz AK, lipaz PS, Candida antarctica lipaz B és Candida
rugosa lipaz) rogzitettiink szol-gél mddszerrel, az igy kivélasztott kilencféle bioimprinting molekuldval és
a tetraetoxiszilan (TEOS), feniltrietoxiszilan (PhTEOS), oktiltrietoxiszildn (OcTEOS) valamint a
dimetildietoxiszilan (DMDEQS), mint szildn prekurzorok kiillonb6zé kombindcidjanak alkalmazasaval. A
rogzitett lipazok biokatalitikus tulajdonsdgait két kiilonb6zd, racém szekunder alkoholokat tartalmazd
multiszubsztrat eleggyel (egy kétkomponensti szekunder alkohol rendszer: rac-1a,b és egy 6tkomponensii
szekunder alkohol rendszer: rac-le-g) szakaszos és folyamatos {izemii reaktorokban Kkivitelezett
enantiomerszelektiv acilezési reakciokban teszteltiik. A legjobb imprintelt szol-gél lipaz katalizitorok
katalitikus alkalmazhatésagat racém 1-(tiofén-2-il)etanol (rac-1h) szubsztrat szakaszos és folyamatos
tizemi rendszerekben végzett kinetikus rezolvaldsa sordn mutattuk be.

A szol-gél rogzités sordn az enzim egy bizonyos konformdcidban rogziil vagyis ,,megfagy” a
szerkezete, igy €rthetd, hogy a rogzitett lipaz szerkezetének miért olyan nagy a jelentdsége. A megfelelden
kivélasztott koriilmények €s paraméterek is nagyban hozzdjarulnak a lipaz konformaciéjanak egy sokkal
stabilabb allapotban torténd rogzitéséhez. Ezért amennyiben a lipdz nyitott allapotban tarthatd, vagyis az
enzim aktiv konformécidja rogzithetd, abban az esetben a rogzitett lipdznak szerves olddszeres kdzegben
is elvarhatoan nagy lesz az aktivitasa.

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a szol-gél madtrix Osszetételétdl fiiggetleniil (biner vagy terner
rendszer) a lipazok kisérleti kristdlyszerkezete alapjan kivalasztott szubsztrdtanalogszerii molekuldaknak
volt a legjelentdsebb imprinting hatdsa. A Lipaz PS enzimet vizsgédlva (Burkholderia cepacia lipaz
szerkezetében a sztearinsav volt jelen) a laurinsavat taldltuk a leghatékonyabb imprinting molekulédnak,
mig a Candida sp. (CaLB, CrL) esetében tetraetilén-glikol-dodecil-éter (BRIJ 30) mutatta a legjobb
imprinting hatast.

A trialkoxiszildnokat (pl. OcTEOS, PhTEOS) tartalmaz6 szol-gél rendszerek nagy hatékonysaga
azzal a feltételezéssel magyardzhatd, hogy ezeknek a szildnoknak vagy részlegesen elhidrolizalt
szarmazékainak is imprinting hatdsa van. Ez a feltételezés lehet a magyarazata annak, hogy a lipiz AK
miért nem igényelte kiilon imprinting molekula hozzdaddsat a maximalis fajlagos aktivitds eléréséhez.

Az ésszerlien kivdlasztott imprinting molekuldk a megfeleld szildn prekurzorokkal oOtvozve

nagyléptékben is lehetdvé tennék a szol-gél lipdzok eldallitasat a kiilonbozd alkalmazasok szdmdra. A
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kivélasztott négy lipdz robusztus szol-gélben rogzitett formdja (lipiz AK, lipaz PS, Candida antarctica

lipdz B és Candida rugosa lipaz) idealis biokatalizdtor lehetne olyan biotranszformécidkban, mint pl.

racém alkoholok szakaszos €s folyamatos iizemi rendszerben végzett kinetikus rezolvalasa.

5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

I.  Enzimes specidlis strukturalt lipid és novényi szterinészter szintézis teriiletén:

T1

T2.

Bebizonyitottam, hogy természetes alapanyagokbdl értékes, az egészségre jotékony hatasu
specifikus strukturdlt lipid €s szterinészter elegy, mint egészséges élelmiszer Osszetevo

elddllithat6 kizardlag enzimes szintézissel, szerves olddszermentes kdzegben.

Megallapitottam, hogy a specidlis strukturdlt lipid és novényi szterinészter keverék
szintéziséhez a szterinészterdz altal katalizalt zsirsav és novényi szterin kozotti atészterezési
reakciét kovetd vakuumos vizeltdvolitasi 1épés, majd az azt kovetd rogzitett lipaz
(Rhizomucor miehei — Lipozyme) katalizalta &4tészterezési reakcié bizonyult a legjobb
elddllitasi folyamatnak, amelyben a szterinészterek konverzidja 92,1%, mig a strukturdlt
lipidek (MLM/MML) konverzidja 44,1%. Emellett az eredeti transz-zsirsav tartalom sem
emelkedett.

II. A szildn prekurzorok osszetételének finomhangoldsa a lipadzok szol-gél rogzitési modszerében

T3.

T4.

Péasztaz6 elektronmikroszképos vizsgalatokkal bebizonyitottam, hogy az 1:10 lipaz
AK:Celite ardny vékony feliileti boritottsdgot eredményez a nagyobb enzim-hordozo
ardnyokhoz (1.1, 1:2, 3:4) képest. A diffuzids korldtokat figyelembe véve a SEM felvételek
alapjan az 1:10 enzim-Celite aranyndl figyelhetd meg a vékony feliileti boritottsag, igy a
szilard hordozoéra (Celite) torténd kicsapast kovetd szol-gél polimerizacioval nyert
biokatalizatorok szdmos eldnyOs sajatsdggal birnak; a hordoz6 viszonylag egységes
szemcseméret eloszldsa megmaradt és a rogzitett enzim fajlagos enzimaktivitidsa egy

nagysagrenddel megnovekedett (Y,>200%)

Terner szildn prekurzor rendszerek alkalmazdsdval megerdsitettem a finomhangolds
sziikségességét, mivel az alkalmazott terner rendszerek mindegyike feliilmilta a biner

rendszerekkel kapott eredményeket.
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TS.

Az [R’-Si(OEt);:Si(OEt)4] biner szol-gél rendszerekkel eldallitott biokatalizatorok katalitikus
tulajdonsdgainak vizsgédlatindl mindent figyelembe véve (konverzid, enantiomer
szelektivitds, enzimaktivitds, fajlagos enzimaktivitds), arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a PhTEOS:TEOS=1:1 mdlardnyu Osszetétel bizonyult a legjobbnak. A kétkomponensii
rendszer eredményeit a tovdbbiakban felhasznaltuk a terner rendszerek optimalizalasandl. A
specifikus aktivitdsok tekintetében a kozepes ldnchosszusagu szildnkomponensek, mint
hexil-, oktil-, perfluorooktiltrietoxiszilanok bizonyultak a legjobbaknak. Az enantiomer
szelektivitisok esetében a hosszabb szénldncd alkilcsoportokat tartalmazd prekurzorok
(hexil-, oktil-, perfluoorooktil-, decil-, dodecil-, oktadecil TEOS) katalizatorra kifejtett hatdsa
jo szelektivitdsokat eredményezett. Mindhdrom paraméter (specifikus enzimaktivitas,
fajlagos enzimaktivitds €s enantiomerszelektivitds) acilezési reakcidra kifejtett hatasandl
kozos optimumot keresve a terner rendszerek esetében is egyértelmiien a PfOctTEOS a
legkiemelkeddébb prekurzor.

Miutdn célunk a finomhangoldson és az optimdlis Osszetétel meghatdrozdsan feliil a
biokatalizatorok gazdasdsos és koltséghatékony maédon torténd eldallitdsa és méretnovelése,
katalitikus paraméterek és az dr egyiittes figyelembe vételével a kozepes alkillanc-
hosszisdgi  TEOS:OctTEOS:PhTEOS = hdromkomponensii  rendszert  taldltuk a

legalkalmasabbnak a szol-gél matrixok tovabbfejlesztésre.

Sikeresen fejlesztettem tovabb a lipdzok hordozéhoz kotott szol-gél rogzitési modszerét. A
sajat modszerrel elddllitott dj biokatalizatorok jobb katalitikus tulajdonsdgokat mutattak,
mint a kereskedelmi forgalomban kaphaté szol-gél lipdz készitmények. Sajit
készitményekkel kereskedelmi forgalomban kaphat6é szol-gél rogzitett enzimekhez képest

1,4-szeres (109-242%) fajlagos aktivitdsndovekedést sikeriilt elérni.

Ujszerii szol-gél lipazok elé4llitdsa “bioimprinting” médszerrel

T6. Igazoltam, hogy a lipdzok kisérleti kristdlyszerkezete alapjan ésszerien kivalasztott

szubsztratanaldgszerli molekuldknak volt a legjelentdsebb imprinting hatdsa. Laurinsavat
taldltam a leghatékonyabb imprint molekuldnak a Lipaz PS szdmara (Burkholderia cepacia
lipaz szerkezetében a sztearinsav volt jelen) mig a Candida sp. (CaLB, CrL) esetében

tetraetilén-glikol-dodecil-éter (BRIJ 30) mutatta a legjobb imprint hatast.



T7.

T8.

TO.

Ravilagitottam arra, hogy a trialkoxiszilanokat (pl. OcTEOS, PhTEOS) tartalmaz6 szol-gél
rendszerek nagy hatékonysdga azzal a feltételezéssel magyardzhatd, hogy ezeknek a
szilanoknak vagy részlegesen elhidrolizdlt szdrmazékainak imprinting hatdsa van. Ez a
feltételezés lehet a magyarazata annak, hogy a lipaz AK esetében miért nem sziikséges kiilon

imprinting molekula hozzdadédsa a maximalis fajlagos aktivitas eléréséhez.

A rogzitett lipazok biokatalitikus tulajdonsdgdnak tesztelésére egy ujszeri modszert
dolgoztam ki. A szakaszos és folyamatos iizemi reaktorokban kivitelezett lipaz-katalizalt
racém multiszubsztrit eleggyel t0rténé acilezési reakciok enantiomerszelektiv. GC
elvdlasztdsi moddszerén alapul. Irodalmi adatok alapjan, a szol-gélbe =zart enzimek
produktivitdsdnak €s szelektivitdsanak Osszehasonlitdsa multiszubsztrat rendszer alkalmazdsa

még Ujdonsagnak szamit.

Bebizonyitottam a legjobb imprintelt szol-gél lipaz katalizatorok: imprintelt lipdz AK (2x-es
enzim mennyiség, TEOS:PhTEOS:DMDEOS 4:1:1 szilan prekurzor rendszerben, imprint
molekula hozzdaddsa nélkiil késziilt) és imprintelt CalLB (2x-es enzim mennyiség,
TEOS:PhTEOS:DMDEOQOS 4:1:1 szilan prekurzor rendszerben, BRIJ 30 imprint molekula
hozzdaddsdval késziilt) katalitikus hasznalhatésdgat racém 1-(tiofén-2-il)etanol (rac-1h)

szubsztrat szakaszos €s folyamatos iizemi rendszerben végzett kinetikus rezolvaldsa soran.
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