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1. Bevezetés

A modern szintetikus és diagnosztikai eljarasok kozott az
enzimkatalizalt folyamatok kiemelt fontossaguak, a
gyogyszer- ¢és finomkemikalia ipar, az élelmiszeripar, a
textilipar, az energiatermelés vagy a modern orvostudomany
nélkiilozhetetlen elemivé valtak.! Enzimekkel
hatékonyabban juthatunk az értékes optikailag tiszta
vegyiiletekhez, mint a klasszikus szintetikus ttvonalak
alkalmazasaval.>? A természetben az enzimek tdbbnyire
oldott allapotban mitkddnek, azonban a homogénfazisu
reakciokbol izolalasuk igen nehézkes, visszaforgatasuk,
regeneralasuk szinte lehetetlen. Komoly problémat jelenthet
emellett, hogy az oldott, nativ enzim nehezen toleralja az
adott reakcio koriilményeit, igy aktivitasat, szelektivitasat
elveszitheti. Ezekre a komoly technoldgiai és nem utolso
sorban gazdasagi probléméakra megoldast jelenthetnek a
kiilonboz6 enzimrogzitési technikak.*>

Napjainkban sokféle enzimrogzitési eljaras létezik, melyek
sok esetben jol illeszkednek az adott biotranszformacios
folyamat koriilményeihez. A modern biotechnologia
eszkoztaraban egyre nagyobb teret hoditanak a két vagy
harom dimenzidjaban is nano mérettartomanyba esé anyagok,
az ugynevezett szerkezeti és funkciondlis nanoanyagok. Az
enzimek és a nanostruktiralt anyagok ko6zott hatékony és
finomhangolt kdlcsonhatasok hozhatoak 1étre, melyek révén
egy adott enzim stabilan, vagy akar szelektiven is
immobilizalhaté. Az igy eldallithatd nagy fajlagos feliiletli
nanobiokatalizatorok ndvelik az anyagtranszport folyamatok
sebességét, ami Osszességében magasfokt katalitikus
hatékonysagot eredményez.® Az enzimek véltozatos
rogzitésére ez idaig sikeresen alkalmaztak kiilonbozo
nanorészecskéket, beldliik szervez6do nanoszerkezetli matrix
rendszereket, nanoporusos  anyagokat, nanoszalakat,
nanocsdveket és iireges nanorudakat is.’

Doktori munkdam célja olyan nanostrukturalt anyagok
kifejlesztése és vizsgalata volt, melyek alkalmasak lehetnek
enzimek immobilizalasra. A kisérletek soran alkalmazott
enzimek  (lipAzok és  ammonia-lidzok)  relevans
biokatalizatorok ipari és orvos diagnosztikai
alkalmazéasokban. Részletesen vizsgaltuk a kiilonb6zd
nanoanyagok (nanoporusos térhalok, nanoszalak, nanocsdvek
és nanorészecskék) segitségével eldallitott rogzitett
enzimkészitmények biokatalitikus képességeit és stabilitasat.

* Dr. Balogh-Weiser Diana; Tel.:+3614632230; e-mail:dweiser@mail.bme.hu

Kutatasaink egyik célja szol-gél modszerrel eléallithatd
nanoszerkezetli szilicium-dioxid (és hibrid: szubsztitualt
szilan tartalmu) térhalok eldallitasa, amelyek képesek enzim
molekuldkat magukba zarni, rogzitett biokatalizatort
eredményezve® A szol-gél térhalé  prekurzoraiként
egyszeresen ¢s kétszeresen szubsztitudlt organoszilanokat
vizsgaltunk, melyek varhatéan nagy hatdssal lehetnek a
térhaloba agyazott enzim biokatalitikus mikodésére ¢és
stabilitasara. Enzimekbdl felépitett nanoporusos térhalok
kialakitdsa sordn vizsgaltuk az enzimek kozott kovalens
keresztkotéseket 1étrehozo bifunkcids agensek hatasat a
rogzitett enzimkészitmény biokatalitikus miikddésére és
stabilitdsara.” Célunk volt egy Uj keresztkotd dgens révén
stabilabb ¢és aktivabb, egyszerlien létrehozhatd rdgzitett
biokatalizatorok kifejlesztése, melyek jol alkalmazhatéak
szerves ¢s vizes kozegben végbemend biotranszfromaciokra.

Célunk volt tovabba a nanoszalakban torténd enzimrogzités
vizsgalata elektrosztatikus szalképzés segitségével.! A
nanoszalba agyazas soran nem-ionos feliiletaktiv anyagokat
és organoszilanokat alkalmaztunk additivként, melyek
befolyasolhatjak a  rogzitett enzim  biokatalitikus
képességeit. Szén nanocsdvek  kiilonbozo  feliileti
funkcionalizalasa révén olyan hordozok eldallitasat
terveztliik, melyek képesek lehetnek enzimek stabil ¢és
hatékony rogzitésére.!! Végezetiil enzimrogzitésre alkalmas
magneses nanorészecskék eléallitasat céloztuk meg, melyek
hatékonyan alkalmazhatoak mikrofluidikai rendszerekben
megvalositott szelektiv biotranszformaciokra.'>!13

2. Eredmények
2.1. Enzimrogzités szol-gél térhalokban

Lipazok szol-gél matrixba zarasat kétszeresen szubsztitualt
organoszilan prekurzorokkal (DPDEOS:
difenildietoxiszilan,  DMDEOS: dimetildietoxiszilan,
MPDEOS: metil,fenildietoxiszilan) valdsitottuk meg,
melyek ilyen céli alkalmazédsa nem ismert az irodalomban
ezaidaig. Az 1j prekurzorok hatasat, a szakirodalom ¢és
korabbi kutatasaink alapjan egyszeresen szubsztitualt
szilanokkal ~ (PTEOS:  feniltrietoxiszilan, = OTEOS:
oktiltrietoxiszilan) hasonlitottuk &ssze.!*!> A kiilonbdzé
prekurzorokkal szol-gélbe agyazott lipazok biokatalitikus
miikodését a racém-1-feniletanol (rac-1a) kinetikus
reszolvalasaban vizsgaltuk (1. abra).
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1.abra. A rac-1a kinetikus reszolvalasa lipaz biokatalizatorokkal

A szol-gél matrixba agyazott lipazokkal végzett reszolvalasban
képz6dd termék enantiomertisztasiga (ee g 2,) javult és az elért
konverzié (c) szinte minden szol-gél matrixba agyazott lipaz
esetében meghaladta, a nem rogzitett nativ lipazzal elértet (1.
Tablazat). Mig az enzimkészitmények biokatalitikus aktivitasa
(Up) Osszemérhetd a nativ lipdzéval, addig fajlagos
enziaktivitasuk (Y,) minden esetben tobbszorosére ndvekedett,
mivel a rogzitett lipazkészitmények enzimtartalma joval
kevesebb, mint a nativ lipazé. Kiemelkedden jo eredményt
mutatott a kétszeresen szubsztitualt DMDEOS prekurzor
alkalmazasa, mellyel megkozelithetd volt az elméleti
maximalis  konverzi6 (¢ = 47,2%), nagyfoku
enantiomertisztasag mellett (eeg).2, = 99,3%).

1.T4blazat. Nativ és szol-gél matrixban immobilizalt lipaz biokatalitikus
hatékonysaga 4 ora reakci6idd utan a rac-1a kinetikus reszolvalasaban.

T -

Szilan prekurzor (02) ) e(eo%_z £ (UL ;_]) (z/i)
nativ lipaz 29,7 97.9 >100 10,0 100
TEOS 27,5 98.3 »200 9,1 350
TEOS:PTEOS 30,6 98,3 >100 10,5 360
TEOS:OTCOS 49,4 98.3 »200 17,0 374
TEOS:DPDEOS 14,4 98,8 >100 5,0 750
TEOS:MPDEOS 289 98.8 >200 82 900
TEOS:DMDEOS 472 99.3 »200 16,3 994

Az eddigieckben legjobb eredményeket hozo szol-gél
készitményeink visszaforgathatosagat Osszehasonlitottuk a
rogzitetlen lipazzal (nativ lipdz AK), és egy az irodalomban
egyik jol ismert szol-gél lipazzal (Reetz-TMOS/IBTMOS =
5/1).16 A 2. abran lathato eredmények alapjan elmondhatd,
hogy a vizsgalt hét visszaforgatasi ciklus alatt az altalunk
eldallitott szol-gél enzim készitmények aktivitdsa valtozatlan
maradt, mig a rogzitetlen és kereskedelmi forgalomban kaphato
szol-g¢él lipaz jelent6sen veszitett aktivitdsabol.
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2.Abra. A lipaz biokatalizator aktivitis valtozasa (marad6 Uy, %) a
rac-1a kinetikus reszolvalasaban hét visszaforgatasi ciklus soran.

2.2. Enzimek rogzitése nanoszalakban elektrosztatikus
szalképzés segitségével

Lipazok poli(vinil-alkohol) (PVA) nanoszalba zarasat
elektrosztatikus szalképzés segitségével valositottuk meg,
mely soran els6ként a szalak enzimrogzitd kapacitasat
vizsgaltuk Pseudomonas fluorescens lipaz (lipaz AK)
esetében (2. Tablazat). Az egyre nagyobb enzim
mennyiséget tartalmazé nanoszalakkal végzett rac-la
szubsztrat  kinetikus ~ reszolavalasban az  5%-os
enzimmennyiség bizonyult elénydsnek, mivel ebben az
esetben volt elérhetd a legmagasabb specifikus, azaz enzim
mennyiségre vonatkoztatott aktivitas (Y, = 178%).

2.Tablazat. Kiilonboz6 enzimmennyiséget tartalmazé PV A nanoszalak
altal katalizalt rac-1a kinetikus reszolvalasa

Enzim tartalom e ee(py2a Us Ya
(%) (%) (%) Ugh (%)
nativ enzim 48.3+0,03 95,2+0,03 333 100
5 4240,04  99,4+0,03 29 178
10 5,940,14 99.4+0,01 4.1 126
15 10,2+0.,18 99,6+0,03 7.0 143
20 18,4£0,88  99,640,05 12,7 169
25 20,6+£1,93 99,5+0,07 14,2 155
33° - - - -
2 ora reakcio id6
bsikertelen szalképzés
Az  elérhet6  biokatalitikus  aktivitas  (Up)  és

enantiomertisztasdg (ee(r).2,) mellett a biokatalizator
morfologiaja, szerkezeti homogenitasa is fontos szempont a
készitményfejlesztés  soran.  Ezért a  kiilonbozd
enzimtartalmi mintakat pasztdzo elektronmikroszkop
(SEM) segitségével is megvizsgaltuk (3. Abra), ahol azt
tapasztaltuk, hogy 5 %-os enzimtartalom felett mar fehérje
aggregatumok, illetve jelentésebb szal heterogenitasok
jelennek meg a készitményekben. Ez az eredmény
egybehangzik a kinetikus reszolvalasban tapasztaltakkal,
ugyanis az 5%-nal tobb lipazt tartalmazé PVA nanoszalak
fajlagos enzimaktivitasa csokken.

3.Abra. SEM felvételek a kiilonboz6 lipaz AK tartalmi PVA
nanoszalakrol: enzimtartalom 0% (A), 5% (B), 10% (C) 15% (D), 20%
(E) és 25% (F).

A PVA nanoszalakban torténd enzimrogzitési kisérleteket a
Candida antarctica B lipazzal (CalLB) is elvégeztik,
azonban ezuttal kiilonb6z6 additivek hatasat vizsgaltuk a
beagyazott lipazok biokatalitikus milkodésére (Brij30:
polietilén-glikol dodecil éter, PEG400: polietilén-glikol 400,
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PTEOS: feniltrietoxiszilan, OTEOS: oktil-trietoxiszilan).
Az enzimkészitményeket a racém-1-feniletanol (rac-1a),
valamint a racém-1-fenil-2-propanol (rac-1b) kinetikus

reszolvélasaban vizsgaltuk (4. Abra).
vmll acetat ©W %

OH
% lipaz (R)-2a, b S)Hab
13| 2 h vinil-butirét

01 (R)—3a b (s) 3a,b

4.Abra. rac-1a,b kinetikus reszolvéalasa PVA nanoszalakban immobilizalt
CaLB-vel vinil-acetat és vinil-butirat acilezoszerek jelenlétében.

Az eredmények azt mutattak, hogy a nanoszalakban rogzitett
lipazok minden esetben joval meghaladtdk a nativ enzim
képességeit, a CalLB enzim fajlagos aktivitdsa tobb
tizszeresére javult a reszolvalasi reakciokban a rogzités
soran alkalmazott PEG400 ¢és Brij30 additiveknek
koszonhetden, a fenil- és oktiltrietoxiszilan (PTEOS és
OTEOS) jelenléte bizonyos esetekben szintén fokozta az
enzim aktivitast (3. Tablazat).

3.T4blazat. Additivek hatasa PVA nanoszalba zart CaLB biokatalitikus
képességeire a rac-1a,b kinetikus reszolvalasaban.

Additiv ¢ (%) ee (%) Y (%)

®- B R- B B ®- ®- R ®-
2b 3a 3b 2b 3a 3b 2b 3a 3b

b 21,0 08 75992 984 979 100 100 100
o 35 O3 43984 96,5 99,6 280 237 115
Brij30 27,6 16,0 382 995 999 983 1311 8496 6362
PEG400 29,6 14,0 343 99,5 99,7 99,0 1406 7438 9157
PTEOS 33 03 2,1982 957 987 158 183 354
OTEOS 24 05 3396,0 974 99,0 116 269 542

2 ora reakcio id6

nativ Cal.B

°PVA nanoszalban rogzitett CaLB additiv nélkul
A vizsgalt additivek koziil a Brij 30 és a PEG szarmazékok
ismert szubsztrét analégjai a lipézoknak Alkalmazésukkal
nanoszalba agyazas soran. Organoszilanok szubsztrat
analogként kifejtett hatasa azonban az irodalomban nem
ismert. Pozitiv hatdsuk megértése okan molekula modellezés
segitségével a PTEOS, OTEOS, DMDEOS szilanokat
beillesztettiik az CalLB aktiv centrumaba. A modellezés
soran bizonyitottuk, hogy az organoszilanok szintén
kedvezd enzim-szubsztrat tetraéderes koztiterméknek
megfelel(')' analog molekulék melyek képesek lipézok aktiv
magyarazhatd a rogzitett enzimkészitmények nagyfoku
hatékonysaga, amit a kisérleti eredmények is
alatamasztottak.'”

2.3. Fehérje térhalok, kovalensen keresztkotott
enzimaggregatumok

Fenilalanin ammonia-lidz (PAL) enzimbdl olyan térhalos
aggregatumot allitottunk eld, melyben a fehérje molekulakat
egymassal az irodalomban eddig nem ismert moédon,
biszepoxi vegyiilettel (glicerin-diglicidil-éter, GDE)
kapcsoltuk 6ssze. A PAL molekuldk keresztkotését irodalmi
példa alapjan egy elterjedt keresztk6té agenssel,
glutaraldehiddel (GA) is elvégeztik. A kétféle agenssel
keresztkotott enzimkészitmények mechanikai stabilitasat
erbs ultrahangos behatas segitségével vizsgaltuk. A
fényszorddason alapulé mérések soran a készitmények
atlagos részecskeméret eloszlasat hataroztuk meg az
ultrahangozasi  id6 fiiggvényében (5. Abra). Azt
tapasztaltuk, hogy mig a biszepoxi vegyiilettel keresztkotott
(5. Abra, A) enzim erés ultrahang hatasara is stabil maradt,
addig a glutaraldehiddel térhaldsitott enzim jellemzd
részecske meérete csokkent, ami a készitmény instabilitasara,

A 15 B 15
&
¢ <
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4 3008 s 2
1% [Tk + 600s| /1% + i
5] ‘3 s 5] PN
% T
-~ L NN
0 T “"." % o_%m%“
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5.Abra. Glicerin-diglicidil-éter A) és glutaraldehid B) alkalmazésaval
keresztkotott PAL enzimkészitmények részecskeméret eloszlasa az
ultrahangozasi id6 fliggvényében.

A keresztkotott PAL készitmények biokatalitikus aktivitasat
ugy a racém-2-amino-3-(tiofén-2-il)propansavbol (rac-3)
torténé ammonia eliminéciéban mint az (E)- 3 (tiofén-

crrr

vizsgaltuk (6. Abra).

NH,; NH.
(A, 2 {3, (D
S COCH - COOH S COOH

s
pHB,8
rac-3 (E)-4 D-3
B PALEMNHy ) e
7 —_— :
s cooH — ~— s COOH
pH 10,0
(E)-4 L3

6.Abra. PAL éltal katalizalt ammonia eliminacié és addicid.

A Kkisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy mind az
eliminacids, mind az addicids reakcidban a glutaraldehiddel
kotott  PAL  biokatalitikus  aktivitdsa  1ényegesen
alacsonyabb, mint a biszepoxi agenssel kotott PAL
készitményé. Ezen felill a glutaraldehid esetében az enzim
mar az elsé ciklus utén inaktivalédott (7. 4bra).'®
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7.Abra. Keresztktott PAL enzimkészitmények mitkodése rac-3-bol
torténd ammonia eliminacioban A) és (E)-4-re végbemend ammonia
addicioban B).

2.4. Kovalens enzimrogzités szén nanocsoveken

A fenilalanin ammonia-liaz (PAL) kovalens rogzitését
kétféle modszer szerint karboxi-funkcionalizalt egyfala szén
nanocs6 hordozon (SwCNT) végeztiik el. Egyik esetben az
enzim karboxilcsoportokhoz kozvetleniil kapcsolodik a
hordozohoz (SwCNT-A-PAL). A karboxilcsoportokkal
funkcionalizalt hordozok jol ismertek enzimrogzitési
célokra. A masik esetben egy 0j funkcionalizalasi eljaras
soran a szén nanocsdveken epoxicsoportokat alakitottunk ki,
a korabban is jo eredményeket mutato gliceril-diglicidil-éter
segitségével, melyen keresztiil a PAL kovalensen kotédott a
hordozéra (SWCNT-B-PAL).!® Az immobilizalt PAL
készitményeket a 6. Abran bemutatott eliminacios és az
addicios reakcioban vizsgaltuk hét visszaforgatasi cikluson
at (4. tablazat). Mindkét hordozotipus esetében az
immobilizalt PAL hasonlé konverziot ért el, valamint a
készitmények jo stabilitassal birtak az eliminacio vizsgalt hét
ciklusa alatt. Az ammoénia addicid sordn azonban a
SwCNT-A-PAL hordozén savamid kotésekkel rogziilt PAL
csak harom ciklus erejéig volt miikddoképes, mig az epoxi
csoportokkal kotott PAL négy kordn at alig veszitett
aktivitasabol, még a hetedik ciklusban is csekély mértékben
ugyan, de miikodéképes volt a biokatalizator.

4.T4ablazat. Kiilonbozoképp funkcionalizalt szén nanocsdveken rogzitett
PAL biokatalizatorok (SWCNT-A-PAL és SWCNT-B-PAL)
Osszehasonlitdsa rac-3-bol torténé ammonia eliminacidban és (E£)-4-re
végbemend ammonia addicioban.

Ciklus Eliminacid Addicio
’ rac-3, TRIS-puffer (F)-4, 6 M NH3
c (%)‘d c (%)a
SWCNT-A- SwWCNT-B- SWCNT-A- SwCNT-B-

PAL PAL PAL PAL
1 48,4 49,2 36,9 36,7
2 49,2 48,5 24,2 372
3 49,0 48,8 3.8 36,2
4 49,3 474 - 34,2
5 45,6 46,3 - 17,5
6 43,7 424 - 5.7
7 42,5 42,3 - 2,2

“reakcid id6 17 ora

A hagyoményos rézatott lombikos rendszerekben jol
mikodd immobilizalt PAL (SWCNT-B-PAL) készitményt
folyamatos iizemii mikroreaktorban is alkalmaztuk (8. Abra)
az (E)-4 akrilsavra torténd ammonia addicios reakcidjaban,
mely soran enantiomertiszta L-aminosav allithato eld.

T

I — NH
(Z@f/\ 2MNH3 ()  swenT-B-PAL A
7N NCO0H  pH 10.0 WCNT-B s COOH
(Er4 L3

8.Abra. Szén nanocsovén immobilizalt PAL (SWCNT-B-PAL)
készitménnyel katalizalt (£)-4 akrilsavra torténé ammonia addicio
folyamatos tizemii mikroreaktorban.

Az atfolyasos reaktor alkalmazasa joval hatékonyabb
biotranszformaciokat tesz lehetévé, mint az eddig vizsgalt
szakaszos, razatott lombikos rendszer, hiszen 30°C-on mar 2
ora elteltével 60 %-os konverzi6 (c) volt elérhetd (9. Abra).
Erdekes jelenség azonban, hogy 50°C-nal a konverzié 60
%-rol 49 %-ra csokken, ezt kovetden a homérséklet
emelésével a konverzidé emelkedik. Ez a jelenség az enzim
szerkezet homérsékletfiiggésével magyarazhatd. Az enzim
masodlagos szerkezeti elemei 40-50°C kozott reverzibilis
valtozast szenvednek. Ett6l magasabb hdémérsékleten
60°C-on, a szén nanocsdveken rogzitett PAL 80 oran at
stabilan miikddik folyamatos izemben (9. abra).

100
80
\_1\\!\/’——ﬁ~—
L = e,
%’ F—k—*wbw\\’ \—l\—.._.\
40 \\ \
og || *30°C  %40°C  +50°C \\
~-60°C =-70°C —80°C
0
0 20 40 60 80

idd (h)
9. Abra Szén nanocsévén immobilizélt PAL (SWCNT B- PAL)

folytonos atfolyasu mikroreaktorban.

A GDE biszepoxi vegyilettel moddositott szén
nanocsovekkel tehat egy 1j, stabil hordozorendszert hoztunk
létre, amely tobb reakcidcikluson keresztiil erélyes
koriilmények  kozott is  hatékonyan  alkalmazhato
aminosavak enantiomertiszta szintézisére szakaszos €s
folyamatos iizemii reaktorokban is.'”

2.5. Fenilalanin ammonia-liaz vizsgalata, Gj aciklikus,
nem-aromas szubsztrattal MagneChip mikrofludikai
eszkoz segitségével

Ez idaig nem sziiletett egységesen, elfogadott mechanizmus
az ammonia-liazok katalitikus miikddésével kapcsolatban. A
javasolt mechanizmusok kozti dilemmakat egy aciklusos
aminosavat segitségével dontottiik el. Amennyiben a PAL az
aciklusos, nem aromas aminosavat szubsztratjaként
elfogadja, ugy az kizarhatna az eddig leginkabb javasolt
Friedel-Crafts tipusi mechanizmust.”’ Kisérleteinkhez a
racém racém-propargilglicint (PG), mint aciklusos
aminosavat valasztottuk, a PAL enzimet pedig magneses
nanorészecskékhez rogzitettilk (MNP). A PG és foképp a
beldle keletkezd eliminalt termék rendkiviil instabil. A
hagyomanyos enzimkinetikai mérések instabil anyag
esetében nehézkesek, sok anyagot, gyors munkavégzést és

124. évfolyam, 1-2. szam, 2018.



Magyar Kémiai Folyoirat 53

szigoru koriiltekintést igényelnek. A PG enzimkatalizalt
probareakciojat ezért a kis anyagmennyiségeket igényld,
gyors, ¢és folyamatosan in-line kovethetd magneses
nanorészecskékkel feltdlthetd mikrofludikai eszkdzben
(MagneChip)vizsgaltuk (10. Abra). Az enzim reakciot
deuteralt oldészerben hajtottuk végre, ily moédon a chip-et
elhagyd minta egyidejiileg 'H NMR segitségével is
vizsgalhato.
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10. Abra. A racém-propargilglicin eliminacidjanak vizsgalata MNP-PAL
biokatalizatorral t6lt6tt MagneChip mikrofluidikai eszkdzben

A chipben folytatott mérések soran azt tapasztaltuk, hogy
mar 20 perc eltelte utan € = 242 nm hullamhossz koriil
abszorbancia novekedés latszik a chipet elhagy6 oldat teljes
UV-VIS spektrumaban. Az az ido fiiggvényében
abszorbancia folyamatosan novekedett, majd 480 perc utan
maximalizalodott (Ayy, = 1,2). A spektrumban megjelend
jellegzetes abszorbancia ndvekedés, majd a telitédés
jelensége nagy valdsziniiséggel az enzim reakcio jelenlétére
utal. Ezt igazolta az sszegytijtott minta '"H NMR spektruma
is, melyben termékként vart (F)-pent-2-én-4-inoatra
egyértelmiien utal6 olefinkotések 0= 6,34 (d) és 6,85 (d) ppm
csatolasi allanddkkal azonosithatéak voltak. A MagneChip
kisérletek és NMR mérések egyértelmiien arra utalnak, hogy
a PAL Kkatalizalja a racém-propargilglicin ammonia
eliminaciot, tehat sikerilt kisérletesen kizarni a
Friedel-Crafst tipust reakcidmechanizmust és megerdsiteni
az N-MIO intermedieren at térténé mechanizmust.?!

3. Osszefoglalas

Doktori munkdm sordn olyan kiilonb6z6 nanostruktaralt
rendszerek létrehozasaval foglalkoztam, melyek alkalmasak
lehetnek enzimek hatékony immobilizalasra. Célunk volt
olyan, variabilis és robusztus nanoszerkezetli biokatalizatorok
fejlesztése, melyek eredményesen és jol alkalmazhatdak
szakaszos lizemdl, illetve folytonos atfolyasu
mikroreaktorokban tdrténd biotranszformaciokra. Enzimek

nanopdrusos szol-gél matrixba dgyazéasaval és funkcionalizalt
szén nanocs® hordozokon torténd kovalens rogzitésével
sikeresen hoztunk létre olyan biokatalizatorokat, melyek
kevesebb enzimmennyiséggel hatékonyabb biokatalitikus
folyamatokat tesznek lehetévé. A matrixba zart enzimek tobb
reakcio cikluson at aktvitas és enantiomerszelektivitas vesztés
nélkiil alkalmazhatdak, valamint eredményesek folytonos
iizemii Dbiotranszformacidkban is. Elektrosztatikus szal-
képzéssel polimer nanoszalakban immobilizalt lipazok
aktivitdsat tobbszorosére fokoztuk egyszerli additivek
alkalmazésaval, melyek a késobbiekben igéretesek lehetnek
folytonos iizemii membran reaktorokkal megvalosithatd
enantiomerszelektiv ~ szintézisekben. Magneses  nano-
részecskéken rogzitett enzimekkel mikrofluidikai chipekben
hatékony biotranszformaciokat valdsitottunk meg, melyek
rendkiviill egyszertien ¢és gyorsan adhatnak kisérletes
bizonyitékot egy adott enzim miikddési mechanizmuséval
kapcsolatos feltételezésekre, segitségiikkel karakterizalhato,
finomhangolhat6 egy adott biotranszformacios folyamat.

4. Kisérleti leirasok
4.1. Lipaz rogzitése szol-gél modszerrel

390 ul TRIS pufferhez (0,05 M, pH 7,5), 200 1 PEG1000
oldatot (4% v/v vizes oldat) és 200 1 2-propanolt (IPA)
adtunk, majd az elegyet szobahdmérsékleten 10 percen at
razattuk (450 rpm). Ezt kovetéen 50 mg Pseudomonas
fluorescens lipaz készitményt, 3 mmol szilan prekurzor
megfeleld molaranyu elegyét, végiil 100 1 natrium-fluorid
oldatot (1 M, vizes oldat) adtunk az elegyhez, folyamatos
intenziv razatds mellett. A mintdkat 12 oran at
szobahdmérsékleten razattuk, majd a Iétrejott géleket
iivegszlirén IPA, desztillalt viz, IPA és n-hexan (minden
esetben 10 ml) segitségével mostuk, a kapott fehér por allagi
mintakat 24 6ran at szobahémérsékleten szaradni hagytuk.

4.2. Fenilalanin ammonia-liaz térhalositasa kovalens
keresztkoto agensekkel

1 ml fenilalanin ammonia-lidz enzim TRIS pufferes
oldatahoz (enzim koncentraci6 2 mg ml-!, TRIS: 0,1M; lipaz
esetében pH 7,5; ammonia-liaz esetében pH 8,8) 3 ml
kicsaposzert adtunk (lipaz esetében acetont, ammonia-lidz
esetében etanolt), majd az elegyet 10 percen at 4°C-on vagy
szobahOmérsékleten razattuk. Ezt kovetéen 80 pl
glutaraldehidet (GA) vagy glicerin diglicidil étert (GDE)
adtunk az elegyhez folyamatos razatds mellett. 24 o6ra
elteltével a mintakat centrifugaltuk (2200%g, 15 min, 8°C), a
feliiliszot dekantaltuk, majd az iiledéket haromszor TRIS
pufferrel (0,1M; pH 8,8), végiil etanollal mostuk.

43. Lipaz rogzitése poli(vinil-alkohol) (PVA)
nanoszalakban elektrosztatikus szalképzés segitségével

100 pl lipaz oldathoz (enzim koncentracid: 35,5 mg
ml 'natrium-foszfat pufferben; 0,1 M, pH 7,5) hozz4adtuk a
megfeleld additivet (5 v/v % az enzimoldatra vonatkoztatva)
majd az elegyet 10 percen at razattuk szobahdmérsékleten.
Ezt kovetden az elegyhez 675 mg PVA oldatot adtunk (10
m/m%-os vizes oldat), majd a mintat 20 percen keresztiil
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ultrahangoztuk. Az electrospinning késziilékben a mintat
fecskendé pumpa segitségével (0,8-1,0 ml h' 4ramlasi
sebességgel) az emitterbe juttattuk, majd a rendszert
nagyfesziiltség ald helyeztik (U~20 kV). A képzd6dd
terméket alufoliaval boritott lap kollektoron gytijtottiik
(emitter-kollektor tavolsag 10 cm).

4.4. Fenilalanin ammonia-lidz rogzitése funkcionalizalt
szén nanocsoveken

20 mg karboxil- vagy epoxicsoportokkal funkcionalizalt
szén nanocsé hordozéhoz 1 ml fenilalanin ammonia-liaz
TRIS pufferes oldatat adtuk (enzim koncentracio: 2 mg ml!,
TRIS: 0,1 M; pH 8,8), majd az elegyet szobahémérsékleten
egy ¢éjszakan at intenziven razattuk. Ezt kovetéen a mintat
membransziird segitségével szirtik (0,45 pm), majd
haromszor desztillalt vizzel mostuk.

4.5. MNP-PAL alkalmazasa MagneChip mikrofluidikai
eszkozben megvaldsitott biotranszformaciéban

4 mg MNP-PAL készitményhez és 4 mg PEG 4000-et és 1,5
ml ultratiszta viz és 2-propanol 5:1 aranya (v/v) elegyét
adtuk, majd 15 percen keresztiil ultrahangozés segitségével
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Nanostructured systems for enzyme immobilization

During my PhD work I developed various nano structured
systems that could be used for -effective enzyme
immobilization. Our aim was to develop such variable and
robust nanostructured bio catalysts, which can be
well-applied in biotransformations in batch or continuous
flow reactors.

During embedding enzymes in nonporous sol-gel matrix
mono- and di- substituted organosilane molecules have been
used as gelling precursors. Di-substituted precursors
(dimethyl, diphenyl, methylphenyl-dietoxisilane) have not
yet been applied for immobilizing enzymes in sol-gel
method. By example of lipase it has been showed that
precursors containing two methyl groups are able to create
matrices which can be multiple specific activity of enzymes
and also provide support for effective selection of
enantiomers. Sol-gel matrix containing di-substituted
precursors is able to stabilize enzymes, which can be used
without loss of activity and selectivity during many reaction
cycles. Enantiomerically pure compounds can be produced
by embedded lipases immobilized in sol gel matrices using
continuous-flow reactor.

Enzyme crosslinking has been performed successfully by
new bis epoxides. Lipase and ammonia-lyase preparations
have stable morphology due to their covalent binding epoxy
groups. They have significantly better bio catalytic activity
comparing to frequently applied enzymes crosslinked by
glutaraldehyde. Bisepoxydes are less toxic and they can be
proper agents in crosslinking enzymes and functioning of
variety of substrate.

Lipase immobilization has been carried out successfully by
electrostatic spinning in poly (vinyl alcohol) fibers. The
specific activity of enzymes fixed in nano fibers with high
specific surface area has been dramatically increased
comparing to non immobilized native enzymes. By using
substrate analog additives the activity and enantiomer

selectivity of lipases could be further enhanced.
Polyethylene glycol 400 showed outstanding performance
on functionality of immobilized lipases. Organosilane
additives (octyl and phenyltriethoxysilane) are able to
behave as analogies of lipase substrates. They can promote
the immobilization of lipases in active conformation
resulting improved activity of biocatalyzers.

Phenylalanin ammonia-lyase covalent binded on carboxyl
and epoxy functionalized carbon nano tubes have been
applied successfully in elimination and creation of chiral
amino acids. Stable immobilization could be achieved
between enzyme and carrier by advantageous carbon nano
tubes modified with bis epoxides. Immobilized enzyme
products can be applied in several cycles efficiently in
creation of several enantio pure amino acids in batch or
continuous flow reactors. It was able to create stable
magnetic functionalized nano particles which can be used for
effective immobilization of enzymes.

Phenylalanine ammonia-lyase immobilized on magnetic
nano particles can be effectively used as biocatalyst in
continuous flow micro fluidic reactor so called
Lab-On-a-Chip (MagneChip). Biocatalytic activity of
enzyme can be increased three times in MagneChip reaction
chambers comparing to can be increased three times
compared to conventional batch reactor systems.

We are able to identify MagneChip can give answer to
opportunity for extremely small amount of materials in a
short time to respond to clear long-lasting questions about
operating mechanism of the enzyme.

This part contains a detailed and descriptive extract of the
article in English using 9pt letters, single spacing, justified
paragraphs and a 10pt space after the paragraphs. This part
should not contain any schemes or tables but it might refer to
those in the body of the main article.
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