


Doktori (Ph.D) értekezés 

Biokatalitikus szennyvíztisztítási technológia 

fejlesztése 

Varga Béla 

okleveles környezetmérnök 

Témavezető: 

Dr. Somogyi Viola 

egyetemi docens 

Pannon Egyetem 

Vegyészmérnöki- és Anyagtudományi Doktori Iskola 

2023 

DOI:10.18136/PE.2023.844



  

 

  

 

 
Az értekezés doktori (PhD) fokozat elnyerése érdekében készült a Pannon Egyetem 

Vegyészmérnöki- és Anyagtudományi Doktori Iskolája keretében 
 

bio-, környezet- és vegyészmérnöki tudományok tudományágban 
 
 

Írta: Varga Béla 
 

Témavezető: Dr. Somogyi Viola 
 
   
Elfogadásra javaslom (igen / nem)    

………………………. 
Dr. Somogyi Viola 

 
 
Az értekezést bírálóként elfogadásra javaslom: 
 

Bíráló neve: …........................ …................. igen /nem 
         ………………………. 
            (bíráló) 
 

Bíráló neve: …........................ …................. igen /nem 
         ………………………. 

 
(bíráló)  

 
A jelölt az értekezés nyilvános vitáján  …..........%-ot ért el. 
 
Veszprém,       ………………………. 

 (a Bíráló Bizottság elnöke) 
 
 
A doktori (PhD) oklevél minősítése…................................. 
Veszprém,        ………………………. 

             (az EDHT elnöke) 
 
 

 
 



  

 

Tartalmi összefoglaló 

A szerves mikroszennyezők jelenléte a különböző víztestekben és azok által okozott 

problémák kiemelt figyelmet kaptak az elmúlt évtizedben. Ennek eredményeként az Európai 

Unióban átfogó monitoring kampányok indultak, illetve számos technológia kidolgozása 

kezdődött meg a mikroszennyezők környezetterhelésének csökkentésére. Az egyik ilyen 

megoldás oxidoreduktáz enzimek, mint pl. a lakkáz által katalizált folyamatokban történő 

átalakítás kevésbé toxikus anyagokká. A lakkáz enzim szennyvíztisztításban történő ipari 

léptékű használatának elterjedéséhez azonban szükség van olyan költséghatékony 

immobilizálási módszerek kidolgozására, amelyek lehetővé teszik az enzim többszöri 

felhasználását és stabilitás megőrzését a tisztítás során.  

A doktori munkámban ennek érdekében két lakkáz immobilizálási módszer kidolgozását 

végeztem el, karakterizáltam az előállított biokatalizátorokat, és tesztelem azok 

alkalmazhatóságát. Az első immobilizációs módszer a lakkáz alginát mátrixban való 

csapdázása volt. Az előállított katalizátor jellemzését követően megvizsgáltam diklofenák 

eltávolítására történő használatát.  

Az első immobilizálási kísérlet eredményei és a szakirodalmi adatok elemzése alapján 

felismertem, hogy a lakkáz által katalizált mikroszennyező átalakítás eredményeként olyan 

reakciótermékek keletkeznek, amelyek membránszeparációval elválaszthatóak. Ennek 

érdekében az enzim integrált membrán bioreaktorban való használatához dolgoztam ki egy új 

immobilizálási módszert, amellyel az enzimből aggregátumokat hoztam létre egy cellulóz 

mikroszűrő membrán pórusaiban.  

Az rögzítés optimális paramétereit a válaszfelületek módszerével határoztam meg az enzim 

adszorpciójára (lakkáz: 3 mg/ml, pH: 4, idő: 9 óra, hőmérséklet: 29°C), illetve a 

keresztkötésre vonatkozóan (glutáraldehid koncentráció: 100 mM, idő: 2 óra, hőmérséklet: 

4°C). Az előállított enzimkatalitikus membránt ezt követően jellemeztem, és megvizsgáltam 

annak gyakorlati alkalmazhatóságát diklofenák lebontására.  

.  

Kulcsszavak: lakkáz, mikroszennyező, alginát, enzimkatalitikus membrán bioreaktor, 

diklofenák 

  



  

 

Abstract 

The presence of organic micropollutants in various water bodies and the problems 

caused by them have received special attention in the last decade. As a result, comprehensive 

monitoring campaigns and the development of different remediation technologies were 

launched to reduce the environmental impact of micropollutants. One such solution is the 

utilization of oxidoreductase enzymes, such as laccase, which can transform micropollutants 

into less toxic substances. However, in order to spread the use of the laccase enzyme in 

wastewater treatment on an industrial scale, it is necessary to develop cost-effective 

immobilization methods that allow the enzyme to be used multiple times and maintain 

stability during the treatment. 

During my doctoral work, I developed two laccase immobilization methods, 

characterized the produced biocatalysts and tested their applicability. The first immobilization 

technique was the entrapment of laccase in an alginate matrix. After the characterization of 

the produced catalyst, I examined its use for the removal of diclofenac. 

Based on the results and analysis of literature data, I realized that during the 

micropollutant transformation catalyzed by laccase, several transformation products are 

formed that have to be eliminated by membrane separation. For this purpose, I developed a 

new immobilization method for using this enzyme in an integrated membrane bioreactor. The 

method I formulated can make cross-linked enzyme aggregates from laccase in the pores of a 

cellulose microfilter membrane. 

The optimal parameters of the immobilization were determined using the response 

surface method for enzyme adsorption (laccase: 3 mg/ml, pH: 4, time: 9 hours, temperature: 

29°C) and for cross-linking (glutaraldehyde concentration: 100 mM, time: 2 hours, 

temperature: 4°C). After that, I characterized the produced enzyme catalytic membrane and 

examined its practical applicability for diclofenac degradation. 

 

Keywords: laccase, micropollutant, alginate, enzymatic membrane bioreactor, diclofenac 



  

 

Auszug 

Die Gegenwart organischer Mikroverunreinigungen in verschiedenen Gewässern und 

die dadurch verursachten Probleme haben im letzten Jahrzehnt besondere Aufmerksamkeit 

erhalten. Infolgedessen wurden umfassende Überwachungskampagnen und die Entwicklung 

verschiedener Sanierungstechnologien gestartet, um die Umweltauswirkungen von 

Mikroverunreinigungen zu verringern. Eine solche Lösung ist die Verwendung von 

Oxidoreduktase-Enzymen wie Lakkase, die Mikroverunreinigungen in weniger toxische 

Substanzen umwandeln können. Um jedoch den Einsatz des Lakkase-Enzyms in der 

Abwasserbehandlung im industriellen Maßstab zu verbreiten, ist es notwendig, 

kostengünstige Immobilisierungsmethoden zu entwickeln, die eine mehrfache Verwendung 

des Enzyms ermöglichen und die Stabilität während der Behandlung erhalten. 

Während meiner Doktorarbeit habe ich zwei Lakkase-Immobilisierungsmethoden 

entwickelt, die hergestellten Biokatalysatoren charakterisiert und auf ihre Anwendbarkeit 

getestet. Die erste Immobilisierungstechnik war der Einschluss von Lakkase in einer 

Alginatmatrix. Nach der Charakterisierung des hergestellten Katalysators untersuchte ich 

seine Verwendung zur Entfernung von Diclofenac. 

Ich habe es anhand der Ergebnisse des ersten Immobilisierungsexperiments und der 

Analyse von Literaturdaten erkannt, dass bei der Lakkase katalysierten 

Mikroverunreinigungsumwandlung mehrere Umwandlungsprodukte entstehen, die durch 

Membrantrennung eliminiert werden müssen. Zu diesem Zweck habe ich eine neue 

Immobilisierungsmethode entwickelt, um dieses Enzym in einem integrierten 

Membranbioreaktor zu verwenden, womit vernetzte Enzymaggregate aus Lakkase in den 

Poren einer Zellulose-Mikrofiltermembran hergestellt gewirt. 

Die optimalen Parameter der Fixierung wurden mit der Response-Surface-Methode für 

die Enzymadsorption (Lakkase: 3 mg/ml, pH: 4, Zeit: 9 Stunden, Temperatur: 29°C) und für 

die Quervernetzung (Glutaraldehydkonzentration: 100 mM, Zeit: 2 Stunden, Temperatur: 

4°C). Danach habe ich die hergestellte enzymkatalytische Membran charakterisiert und ihre 

praktische Anwendbarkeit für den Diclofenac-Abbau untersucht. 

 

Keywords: Lakkase, Mikroverunreinigung, Alginat, enzymatischer Membranbioreaktor, 

Diclofenac  
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Rövidítésjegyzék 

2,4-DCPh: 2,4-diklorofenol 

ABTS:(2,2'-azino-bisz(3-etil-benzotiazolin-

6-szulfonsav) 

AMP: ampicilin 

AMX: amoxicillin 

APAP: acetaminofén 

AS: acetosyringon 

BPA: biszfenol A 

CA: cellulóz-acetát 

CBZ: karbamazepin 

CHL: klóramfenikol 

CIPRO: ciprofloxacin 

CLEA: cross-linked enzyme aggregates 

COUM: cianursav 

CP: klorofenol 

CPS: klórpirifosz 

DCF: diklofenák 

E1: ösztron 

E2: 17β-ösztradiol 

EDC: Endokrin rendszert károsító anyag 

EE2: Etinilösztradiol 

EMR: enzimatikus membránreaktor 

ERYC: eritromicin 

GFB: gemfibrozil 

HBA: 4-hidroxi-benzil-alkohol 

HBT: 1-hidroxibenztriazol 

IBU: ibuprofén 

IPU: izoproturon 

KCZ: ketokonazol 

LOEC: Lowest observed effect 

concentration 

MFA: Mefenaminsav 

NOM: natural organic matter 

NP: nonil-fenol 

NPX: naproxén 

OP: oktilfenol 

OTC: oxitetraciklus 

PES: poliéter-szulfon 

PLGA: tejsav-glikolsav kopolimerek 

QSAR: Quantitative Structure-Activity 

Relationship 

SA: sziringaldehid 

SAR: structure activity relationship 

SMZ: szulfametoxazol 

STZ: szulfatiazol 

TC: tetraciklin 

TFA: trifluor-ecetsav 

TMP: trimetoprim 

U: aktivitás egység 

VLA: vialursav 
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1 Bevezetés és célkitűzés 

A szerves mikroszennyezők jelenléte a különböző víztestekben és azok által okozott 

problémák kiemelt figyelmet kaptak az elmúlt évtizedben [1]. Ennek eredményeként az 

Európai Unióban is átfogó monitoring kampányok indultak [2].  

Számos technológiai megoldás létezik a mikroszennyezők kibocsátásának 

csökkentésére. Az egyik lehetőség, hogy oxidoreduktáz enzimek, mint pl. a lakkáz [3] 

vagy a tormaperoxidáz [4], által katalizált folyamatokban alakítjuk át a szennyezőket 

kevésbé toxikus anyagokká [5]. Ezek az enzimek ipari méretben előállíthatóak, akár 

mezőgazdasági hulladékok felhasználásával [6], így a fajlagos költségeik 

csökkenthetőek, ezáltal javul a hozzáférhetőségük [7], ami elősegíti a gyakorlati 

alkalmazást.  

A lakkáz enzim 1800-as évek végén történő kimutatása [8] óta, számos ipari 

felhasználása alakult ki [9]. Például használható színezékek bontására textiliparban, így 

pl. farmer fehérítésre [10] vagy színezékeket tartalmazó szennyvíz tisztítására [11]. 

Használják élelmiszeriparban különböző fenolok bontására, pl. a borászatban [12]. 

Alkalmazható számos szervesanyag zöld kémiai szintézisének első lépéseként [13]. 

Emellett a lakkáz szelektivitásából és nagy reaktivitásából adódóan bioszenzorok 

fejlesztésénél is használják pl. fenolok [14], gyógyszerhatóanyagok [15] detektálására. 

Bioremediációban policiklusos aromás szénhidrogének eltávolítására [16] vagy 

gyógyszermaradványok eltávolítására [17] használható. 

A lakkáz enzim szennyvíztisztításban történő ipari léptékű használatának 

elterjedéséhez szükség van olyan költséghatékony immobilizálási módszerek 

kidolgozására, amelyek növelni képesek az enzim stabilitását, és lehetővé teszik az 

enzim többszöri felhasználását a tisztítás során. A disszertációmban két ilyen módszer 

kidolgozását végeztem el. A szakirodalomban számos immobilizálási módszerre 

találhatunk példát, ahogy az a szakirodalmi áttekintésben olvasható, azonban ezek 

szennyvíztisztításban való alkalmazása vagy nagyon költséges, vagy a hordozó és az 

adalékanyagok miatt ökológiai kockázatot hordoz. A kutatásom célja olyan módszerek 

kidolgozása, amelyek biológiailag lebontható anyagokat használnak hordozóként, így a 

katalizátor elhasználóadása után azok ártalmatlanítása nem okoz környezetterhelést. 

Ebből kifolyólag a választás a kalcium-alginátban való rögzítésre és a cellulóz-alapú 

membránok használatára esett. Ezekre vonatkozóan kevés információ állt rendelkezésre 

a kutatás kezdetekor. Az alginát egy univerzálisan használható hordozó, amelynek a 
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lebontása biológiailag kivitelezhető. A cellulóz-acetát (CA) hordozóként való 

használatának előnye, hogy egyrészt biológiailag lebontható, másrészt membránként 

való használatával ötvözhető a membránszeparációs eljárás az enzimkatalitikus 

átalakítással anélkül, hogy a nehezen lebontható mikroműanyagok kibocsátásának 

kockázata növekedne. Emellett fontos szempont volt, hogy olyan módszereket 

dolgozzak ki, amelyek magukban rejtik a keletkező, esetlegesen akár toxikus 

reakciótermékek eltávolításának lehetőségét is. 

A kísérleti munkám célja, hogy feltérképezzem a választott két immobilizálási 

módszer lehetőségeit és korlátait és esetleges fejlesztési lehetőségeit. Ennek érdekében a 

kísérleti munkám két részre osztható: 

Lakkáz immobilizálása alginát mátrixban: Az alginátban való rögzítés, számos 

enzim immobilizálására használható. Mivel az immobilizálási módszer alapjai a 

szakirodalomban már fellelhetőek (2.2.3.1 fejezet), így a kutató munka céljaként a 

lakkáz enzimre való adaptálásának kidolgozását, az előállított biokatalizátor jellemzését 

és egy nem-szteroid gyulladáscsökkentő, a diklofenák (DCF), mint választott modell 

mikroszennyező lebontására való alkalmazásának vizsgálatát határoztam meg. (3.3. és 

4.1 fejezet) 

Lakkáz immobilizálása membránon: A kutatás első időszakában megjelent 

szakirodalmi adatok elemzése alapján felismertem, hogy a lakkáz által katalizált 

mikroszennyező átalakítás során olyan reakciótermékek keletkeznek, amelyek 

membránszeparációval elválaszthatóak. Ennek érdekében a lakkáz integrált membrán 

bioreaktorban való használatához kidolgoztam egy új immobilizálási módszert, amellyel 

enzim aggregátumokat hoztam létre egy mikroszűrő membrán pórusaiban. A rögzítés 

paramétereit a válaszfelületek módszerével optimalizáltam, majd az előállított 

enzimkatalitikus membránt jellemeztem. Ezt követően megvizsgáltam annak gyakorlati 

alkalmazhatóságát DCF lebontására. (3.4 és 4.2. fejezet) 

A kutatásom eredményei elsősorban lakkáz enzimmel történő mikroszennyező 

lebontást kívánják segíteni, de a kidolgozott eljárás alkalmazható más lakkáz által 

katalizált folyamatban is pl. fenol származékok, színezékeket tartalmazó ipari 

szennyvizek kezelésére is. 
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2 Szakirodalmi áttekintés 

Disszertációm szakirodalmi áttekintéseként elsőként a mikroszennyezők 

problémakörével és a biológiai szennyvíztisztítókban való eltávolításukkal foglalkozom. 

Ezt követően bemutatom a kutatás során használt lakkáz enzim tulajdonságait, 

immobilizálási lehetőségeit, majd összefoglalom a mikroszennyezők szabad és 

immobilizált lakkázzal végzett eltávolítására vonatkozóan megjelent fontosabb 

publikációk eredményeit. 

2.1 Mikroszennyezők problémája 

Mikroszennyezők alatt olyan szennyezőanyagokat értünk, amelyek koncentrációja 

ng/l - µg/l tartományban van a vizsgált mintákban [18] és káros hatásúak, 

toxicitásukból, ellenállóképességükből vagy bioakkumulációs tulajdonságukból 

adódóan [19]. A mikroszennyezők kifejezést szerves és szervetlen szennyezőanyagokra 

is használják, azonban a disszertációmhoz kapcsolódó kutatás során csak a szerves 

mikroszennyezőkkel, azon belül is egy szűkebb csoporttal, a gyógyszerhatóanyagokkal 

foglalkoztam.  

A mikroszennyezők káros ökológiai hatásainak vizsgálata már az 1990-es évektől 

zajlanak [20]. A krónikus és akut toxicitásra vonatkozó adatok alátámasztják, hogy ezek 

a szennyezőanyagok humánegészségügyi kockázatot jelentenek, és károsak a vízi 

élővilágra. Egy 2004-es felmérés kimutatta, hogy a szteroid hormonok szaporodási 

rendellenességet okozhatnak bizonyos halaknál, már ng/l koncentráció tartományban 

[21]. Az ökológiai kockázatok mellett bizonyítást nyert, hogy a szennyvíztisztítókban a 

folyamatos kis koncentrációjú antibiotikum terhelés hatására bizonyos baktériumok 

képesek voltak adaptálódni [22], ami felveti az antibiotikum rezisztens baktériumok 

kialakulásának lehetőségét is. 

Ahogy azt 2006-ban Fent és mtsi. [23] is sürgették, hosszú távú ökotoxikológiai 

vizsgálatok lefolytatása szükséges, mivel az akkori felmérésben mért koncentráció 

tartomány bizonyos komponensek esetén (pl. DCF) közel volt ahhoz a legkisebb 

koncentrációhoz, amelynél a hatás már megfigyelhető (lowest observed effect 

concentration, LOEC érték). Egy ezzel foglalkozó tanulmány [24], ökológiai 

kockázatbecslésen alapulva megerősítette, hogy a folyóvizekben található számos 
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mikroszennyező rendkívül bioaktív és károsíthatja az ökológiai rendszereket. 

Laboratóriumi kísérletek során, amelyben 4 modellkomponensre (acetaminofén 

(APAP), venlafixin, karbamazepin (CBZ), gemfibrozil (GFB)) vonatkozóan végeztek 

alacsony terheléses vizsgálatokat Zebradánióval (Danio rerio), kimutatták, hogy a halak 

számos szervrendszere károsodást szenved [25]. Ezt később populáció szinten is 

megállapították [26].  

2.1.1 Mikroszennyezők forrásai 

A mikroszennyezők számos forrásból kerülhetnek a környezetbe és az ivóvízbe (1. 

ábra Gyógyszermaradványok útja a környezetbe és az ivóvízbe [27]), azonban a 

mikroszennyezők anyagáramainak pontos meghatározásához szükséges adatok még 

hiányosak, mivel sok olyan forrás van, amelyre vonatkozóan ritkán végeznek csak 

monitoring kampányokat [27]. Mivel elsősorban a szennyvíztisztításra vonatkozóan 

állnak rendelkezésre adatok, ezért ezeket tekintik a legjelentősebb forrásoknak. Ennek 

ellenére a természetes víztestekbe kerülő összes kibocsátás akár 30-80%-áért más 

kibocsátók a felelősek [28]. 

A gyógyszerhatóanyagok kibocsátásának legkézenfekvőbb forrása lehetne a gyártás 

során keletkező szennyvizek okozta terhelés, azonban az erre vonatkozó szigorú 

szabályozás és a „Good Manufacturing Practice” előírásainak köszönhetően ezek az 

anyagáramok gyakorlatilag elhanyagolhatóak. Bizonyos országokban azonban, ahol az 

erre vonatkozó előírások kevésbé szigorúak, ott jelentős emisszióval járulnak hozzá a 

környezetterheléshez [20]. 

Hasonló okokból a kórházakból kikerülő szennyvizek sem tartoznak a legnagyobb 

terhelést okozó források közé [20], bár a kórházakhoz hasonló pontszerű szennyező 

forrásokból származó kibocsátás igen változó lehet [29]. A kórházak esetén az 

elsődleges szennyezést a szennyvízzel együtt kikerülő antibiotikumok jelentik. 

A legnagyobb forrást a lakossági gyógyszer felhasználás és a felhasználást követően 

keletkező hulladékok jelentik [20]. Ezek gyűjtésére szigorú jogi szabályozás van 

érvényben az Európai Unióban (2004/27/EC irányelv) és számos más országban is [30]. 

Ennek ellenére a fel nem használt gyógyszerek jelentős része nem megfelelően kerül 

ártalmatlanítására [31], és közvetlenül a csatornahálózatba vagy a lakossági hulladékba 

kerül [32]. Utóbbiak a hulladékkezelési technológiától függően, áltálában deponálásra 

kerülnek [20], ennek következtében a hulladéklerakókon a keletkező csurgalékvizek 
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jelentős mennyiségben tartalmaznak különböző mikroszennyezőket. Ezek nem 

megfelelő ártalmatlanítása esetén potenciális szennyező források alakulnak ki [33] .  

Az állattenyésztésben használt gyógyszerek és azok metabolitjainak egy jelentős 

része a trágyába kerül. Ezeknek a mezőgazdasági felhasználása során a szántóföldekről 

a bemosódás [34] vagy a hígtrágyák szennyvíztisztítókban való nem megfelelő kezelése 

esetén jelentenek környezetterhelést [35].  

 
1. ábra Gyógyszermaradványok útja a környezetbe és az ivóvízbe [27] 

 

A gyógyszerhatóanyagok általában nem szívódnak fel teljesen a szervezetben. Ebből 

kifolyólag jelentős mennyiség átalakítás nélkül vagy metabolitként kerül a 

szennyvízhálózatba [36]. Mivel a kommunális szennyvíztisztítók elsősorban a szilárd 

anyagok, a főbb tápanyagok (nitrogén, foszfor) és a szervesanyagok eltávolítására 

szolgálnak, a nehezen lebontható gyógyszermaradványok egy része átalakítás nélkül 

halad át a technológián, ezzel szennyezve a befogadó víztestet [37]. Ennek okait a 

következő fejezetben fejtem ki részletesen. 
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2.1.2 Mikroszennyezők sorsa a hagyományos szennyvíztisztítóban 

A szennyvíztisztítóban történő mikroszennyező lebontás függ az adott molekula 

szerkezetétől. Azok a komponensek, amelyek elektron donor csoporttal rendelkeznek 

(fenol-, amin-, metoxi-, fenoxi- és alkil-csoport), általában hatékonyabban 

eltávolíthatók, mint azok, amelyeken az erős elektron akceptor csoportok dominálnak 

(halogenid-, karbonil-, karboxil- és szulfonamid-csoport) [38]. Utóbbiak esetén 

általában alacsony (<30%) hatékonysággal történik csak a biológiai 

szennyvíztisztítóban [38]. 

Gyakran előfordul a különböző publikációkban, hogy egy-egy mikroszennyező 

esetén az alacsony hatásfok helyett negatív hatásfokot határoznak meg a befolyóból és 

az elfolyóból vett minták vizsgálata alapján. Ennek az az oka, hogy a mikroszennyezők 

egy része nem a mért molekula formájában, hanem konjugáltan érkezik a 

szennyvíztisztítóba [39]. Bár néhány esetben már ismertek ezek a molekulák, mint pl. a 

CBZ esetén [40], de ezek általában nem képezik a mérési kampányok részét. Ebből 

kifolyólag számos komponens esetén a befolyóból vett mintákhoz képest magasabb 

koncentrációt mértek a szennyvíztisztítót elhagyó tisztított szennyvízben. Az egyik 

leggyakoribb, negatív eltávolítási hatásfokkal rendelkező komponens a CBZ [39], de 

DCF-ra vonatkozóan is jelentek meg erre vonatkozó adatok [41]. 

A különböző szerves mikroszennyezők a szennyvíztisztítóba bekerülve, amennyiben 

nem hozzáférhetőek a mikroorganizmusok számára, sok esetben töltésüktől és hidrofób 

jellegüktől függően a szennyvíz iszapon adszorbeálódnak [42]. Az így megkötött 

komponensek az elő- és utóülepítés során kerülnek eltávolításra a szennyvízből. Ezek 

azonban másodlagos szennyezésként jelennek meg a fölösiszap-hasznosítási 

technológiákban. Ezt követően, biogáz előállítására történő hasznosítás esetén az 

anaerob rothasztóból kikerülő maradék iszapban [43] vagy komposztálás esetén a kész 

komposztban [44] csak részlegesen kerülnek átalakításra ezek a szennyezőanyagok.  

Figyelembe véve, hogy a biológiai átalakítás során nem teljes az eltávolítás, ezért a 

tisztítást akkor tekinthetnénk megfelelőnek, ha az elfolyó toxicitása csökkenne. Ennek 

vizsgálata azonban összetett feladat. Ha meghatározásra került az elfolyóval távozó 

mikroszennyezők összetétele, ez alapján lehetőség van szerkezet-aktivitási 

összefüggésen (SAR) és a mennyiségi szerkezet-aktivitási összefüggésen (QSAR) 
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alapuló modellek használatára [45]. A toxicitás becsléséhez azonban az egyes 

komponensekre vonatkozóan többféle toxikológiai tesztet kellene készíteni, több 

szervezetet és többféle hatásmechanizmust vizsgálni. A szennyvíz komplexitásából 

adódóan a toxicitás vizsgálatánál nem elegendő az alkotó elemek ismerete, általában 

mért információra van szükség [46].  

A szennyvíztisztítókban tehát a mikroszennyezők átalakítása nem játszódik le 

teljesen. Így a hagyományos biológiai szennyvíztisztítási technológiákat kiegészítve 

negyedleges tisztításként további kezelésen kell átesnie a szennyvíznek, ha a 

mikroszennyezők okozta környezeti kockázatot is csökkenteni kívánjuk.  

2.2 Mikroszennyezők eltávolításának technológiai megoldásai 

A mikroszennyezők szennyvízből való eltávolítására számos technológiai megoldás 

áll rendelkezésre. Ezen szennyezők lebontására szolgáló eljárásokat csoportosíthatjuk 

aszerint, hogy azok már ipari méretben alkalmazásra kerültek vagy még fejlesztési 

fázisban vannak. A már használt technológiák (pl. ózonos kezelés, fotolízis, adszorpció, 

membrán szűrés) jellemzően olyan eljárások, amelyek már korábban is valamilyen 

funkciót láttak el a fejlett szennyvíztisztító telepeken (pl. fertőtlenítés). Más megoldások 

fejlesztése még olyan fejlettségi szinten van, hogy annak költségei vagy hatékonysága 

még nem tette lehetővé a nagyobb léptékű alkalmazást, ilyenek pl. elektrokémiai 

oxidáción, fenton-kémiai oxidáción, fotokatalízisen alapuló eljárások [47].  

A biológiai tisztítás során nem eltávolítható szerves és szervetlen szennyezőanyagok 

eltávolítására egyik legrégebb óta használt negyedleges tisztítási eljárás, a különböző 

adszorbenseken történő megkötés. Az adszorpcióval való sikeres mikroszennyező 

eltávolításra vonatkozóan számos kutatási eredmény érhető el, különösen bíztatóak a 

különböző hulladékokból előállított adszorbensek szennyvíztisztításban való 

használatára vonatkozó eredmények [48]. Ezen eljárás használata esetén azonban 

számolni kell az adszorbens előállításának, elválasztásának és regenerálásának 

költségeivel, így elsősorban mint utókezelés használható más eljárásokat követően a 

melléktermékek eltávolítására [47]. 

Lehetőség van nyomáskülönbségen, illetve molekulaméreten alapuló membrános 

eljárások használatára is a mikroszennyezők kijutásának meggátlása érdekében [49]. A 

nanoszűrés és fordított-ozmózis alkalmazásával megbízható eltávolítás érhető el, 

azonban ezek esetén 10-20% másodlagos, töményebb szennyvíz keletkezésével kell 

számolni, amely további kezelést igényel [47]. 
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Az ózonnal történő eltávolítás során mesterségesen előállított ózont juttatnak a 

folyadék fázisba. Az ózon, mivel vizes közegben instabil, szabadgyökök keletkezése 

mellett bomlik, amelyek számos szerves szennyezőanyag oxidációjára képesek. 

Elterjedten íz és szagrontó anyagok oxidálására és fertőtlenítésre használják [50], de 

mikroszennyezők eltávolítására is alkalmazható [51].  

Az úgynevezett nagyhatékonyságú oxidációs eljárások használata esetén különböző 

módszerekkel oxidálják a szerves mikroszennyezőket [52]. Ezek az eljárások magukban 

foglalják többek között a fotolízist, fotokatalízist, amely során fény hatására történik az 

oxidáció, a vegyszeres oxidációs eljárásokat, mint pl. a fenton eljárás és annak 

különböző változatai, amelyek hidroxi-gyökök segítségével oxidálják a szerves 

komponenseket [53]. Ezen túl lehetőség van kavitáción alapuló ultrahangos eljárásokat, 

elektrokémiai oxidációt, és a mikrohullámú oxidációt is alkalmazni erre a célra [47]. 

2.3 Mikroszennyezők lebontása enzimkatalitikus technológiával 

A mikroszennyezők enzimekkel való átalakítására során oxidoreduktáz enzimek 

(lakkáz, tirozináz, tormaperoxidáz, mangán-peroxidáz) segítségével kerülnek 

eltávolításra a szerves komponensek [54].  

A doktori disszertációmban a lakkázzal foglalkoztam részletesen, mivel az 

oxidoreduktázok közül ez az enzim képes a legtöbb mikroszennyezőt oxidálni anélkül, 

hogy bármilyen külön vegyszer (pl. hidrogén-peroxid) adagolására lenne szükség 

szennyvíztisztításban való alkalmazás során. Az alábbiakban erre az enzimre 

vonatkozóan olvasható egy szakirodalmi áttekintés. 

2.3.1 Lakkáz bemutatása 

A lakkáz (EC 1.10.3.2), az oxidoreduktázok csoportján belül az oxigenáz enzimek 

csoportjába sorolható. Az oxigenázok csoportosíthatóak aszerint, hogy a lejátszódó 

redox reakcióban egy oxigén molekulát (monooxigenáz) vagy két oxigén molekulát 

(dioxigenáz) redukálnak. Általában az oxigenázok működéséhez valamilyen kofaktor, 

jellemzően FAD/NADH, NADPH jelenléte szükséges [55]. Az oxigenázok közül 

kerülnek ki a természetes folyamatokban az aromás komponenseket lebontó enzimek. 

Ezek képesek oxidálni számos kis-molekulatömegű szubsztrátot, mint pl. dihidroxi-

benzolok, aminofenol, polifenol, poliamid [56].  

A lakkázok réz-tartalmú monooxigenázok, amelyek számos fenolszármazék és 

aromás vegyület oxidációját képesek katalizálni, de elsősorban a lignin szerkezetéhez 
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hasonló komponensnek lebontására használható [57]. Számos izoenzimét termelik 

különböző baktériumok, gombák és növények [58], amelyek eltérő szerkezetűek 

lehetnek. A lakkáz által katalizált folyamatban egy molekula oxigénből keletkezik víz, 

amelyhez a remediációs felhasználás esetén szerves szennyezőanyag szolgáltat egy 

elektront. A talaj bioremediációban való használata során, ezek az extracelluláris 

enzimek képesek oxidálni a nehezen oldódó szennyezőanyagokat, illetve olyan a 

talajhoz kötődő komponenseket, amelyek a baktériumok számára nem hozzáférhetőek 

[57]. Szennyvíztisztításban való alkalmazás során elsősorban fenolszármazékok 

oxidációjára használható. A katalizált reakcióban a lakkáz elsősorban fenolos 

csoportokat támad, de természetes vagy szintetikus mediátorok alkalmazása esetén 

indirekt elektrontranszfer is lehetséges [59]. 

A lakkáz szerkezetében legalább három réz található (multiréz oxigenáz), amelyek 

elhelyezkedését 3 típusra szokták osztani (2. ábra). Ezek elhelyezkedésükből, 

koordinációjukból adódóan eltérően detektálhatóak [60]. Az első típus (T1) réznek erős 

adszorpciója van 600 nm körül, míg a második (T2) csak gyenge fényadszorpciót mutat, 

de elektron paramágneses spektroszkópiásan (EPR) detektálható. A harmadik típus (T3) 

adja a karakterisztikus kék színt, mivel erős fényelnyelése van 330 nm-en. 

 

 
2. ábra Lakkáz enzimben található réz tartalmú aktív helyek [60] 
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A lakkáz szerkezete függ attól, hogy milyen szervezetből származik az enzim. A 

kutatás során használt Trametes versicolorból származó lakkázra vonatkozóan, 

modellezésen alapuló részletes információk találhatóak a szakirodalomban [61], 

amelyek összefoglalása az alábbiakban olvasható.  

A lakkáz fehérje mérete hozzávetőlegesen 70 kDa, szerkezete három domainbe 

rendeződik. Mind a három domain hasonló β-redő típusú architektúrával rendelkezik, 

amelyek kis, réz tartalmú proteinekhez kapcsolódnak. Az egyes réz atomoknak a 

fehérjében eltérő funkciója van [61]. A T1 helyen történik a primer oxidációja a 

különböző szerves komponenseknek. Az elektrosztatikus felületi feszültségek vizsgálata 

alapján a Trametes versicolorból származó lakkáznak negatív töltése van, izoelektromos 

állandója (pI) savas, értéke: 3,5. Az enzim-szubsztrát komplex modellezése alapján 

Piontek és mtsi. [61] számos a szerkezetből adódó következtetést vontak le. 

Megállapították, hogy a szubsztrátok ehhez a gyengén negatív töltésű részhez 

kapcsolódnak a T1 helyen. Ennek a negatív töltésnek az lehet a funkciója, hogy 

stabilizálja a keletkező gyökös reakcióterméket a folyamatban. A lakkáz szubsztrát 

szelektivitását általában ennek a kötőhelynek a geometriája és kémiai szerkezete 

határozza meg, továbbá a T1 helyen található réz határozza meg az enzim redox 

potenciálját, amely korrelációt mutat az lakkáz reaktivitásával. Az oxigén redukciója a 

T2/T3 helyen történik, amely két „csatornán” keresztül hozzáférhető. Az egyik a T2 

helyhez, a másik a T3 helyhez vezet, amelyekben eltérően hozzáférhető a réz. Ezek a 

csatornák lehetővé teszik a víz áramlását a fehérje szerkezetén belül, miközben a víz 

hidrogén-híd kötéssekkel kapcsolódik az egyes aminosavakhoz. A reakció 

mechanizmusa "two-sited ping-pong bi-bi", ami azt jelenti, hogy a víz molekulák már 

az új szubsztrát bekötése előtt távoznak az enzimről. A „kék réz oxidáz” enzimekre 

jellemző ilyen szerkezet teszi lehetővé a gyors hozzáférést az oxigén molekulákhoz a 

reakció során. 

 

2.3.2 Enzimkatalitikus lebontás mechanizmusa 

A lakkázzal végzett átalakítások reakciómechanizmusának kutatása régóta 

foglalkoztatja a kutatókat. 1960-ban már jelent meg publikáció [62] erre vonatkozóan, 

amelyben spektrofotometriás és magnetometriás módszerrel vizsgálták a lakkáz által 
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katalizált reakciót. A lejátszódó redox folyamatot az alábbi egyszerűsített 

reakcióegyenletekkel (1, 2) írták le [62]: 

 

 
(1) 

 
(2) 

 

A lakkázzal történő átalakítás során az enzim a vizsgált molekula fenolos csoportjait 

támadja, de indirekt módon mediátorok alkalmazásával lehetőség van nem fenol-

származékok oxidációjára is. A szerves mikroszennyezők, oxigenázok által katalizált 

lebontása nem feltétlenül vezet a molekula degradációjához [5]. A katalizált reakció, 

gyökös oxidáció, ahogy az az előző fejezetben már említésre került, ahogy az a (3) 

egyenleten is látható Hiba! A hivatkozási forrás nem található.. 

 

 

(3) 

 

Mivel a lakkáz ipari termelésben hasznosítható zöld kémiai szintézisekben 

katalizátorként, ezért átfogó ismeretek állnak rendelkezésre az általa katalizált reakciók 

mechanizmusáról, amely lehet párképzés, Michael addíció, Diels-Alder reakció vagy 

polimerizáció [13].  
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3. ábra A lakkáz enzim által katalizált átalakítások lépései, lehetséges szintézis utak [13] 

2.3.3 Lakkáz immobilizálása 

A megfelelő immobilizációval növelhető a kezelés hatékonysága és az enzimek 

stabilitása [63]. A különböző immobilizálási módszerekkel elért eredményeket az 1. 

táblázatban foglaltam össze.  

Az enzimek stabilizálásának és immobilizálásának elsődleges célja, hogy az enzimek 

élettartamát megnöveljük. A különböző alkalmazások megkövetelték azt, hogy akár 

extrém körülmények például magas hőmérséklet vagy szélsőséges kémhatás között is 

használhatóak legyenek ezek az enzimek. A szennyvíztisztítás során az extrém 

körülmény azonban nem a magas hőmérsékletet, sótartalmat vagy szerves oldószerek 

használatát jelenti. A szennyvizek kezelése során nagyobb esélye van a nyíróerők által 

okozott enzim denaturációnak [64] vagy a mikroorganizmusok által történő lebontásnak 

[65], így elsősorban ezektől kell védeni az enzimet. 

Az enzim stabilitásának növelésére az immobilizáláson kívül más módszerek is 

használhatóak. Rögzítés nélkül pl. kémiai módosítással, enzimek tudatos tervezésével 

[66] vagy stabilizáló anyagok [67] hozzáadásával is növelhető az enzimek 

ellenállóképessége. A hordozó nélkül történő stabilizálásának az egyik legegyszerűbb 

módja a keresztkötések létrehozása [68]. Ennek elterjedt módszere a glutáraldehiddel 

történő keresztkötések kialakítása, de más két funkciós csoporttal rendelkező vegyület is 

használható, mint pl. 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid [69]. Általában véve 
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az ilyen módon történő kémiai kötések nem irányítottan, egy meghatározott helyen 

jönnek létre a fehérjék között, hanem egy-egy funkciós csoporton keresztül. 

Glutáraldehid esetében például az amin funkciós csoportokon  keresztül (4. egyenlet) 

[70]. Ennek eredményeként nem csak intermolekuláris, hanem intramolekuláris kötések 

is létrejöhetnek. 

 

(4) 

Az enzim immobilizálási módszerek fejlesztése egy nagyon szerteágazó kutatási 

terület, bizonyos kutatók szerint csak részben tudomány, részben már inkább művészet 

[13], mivel a felhasználásnak megfelelő immobilizációs módszer megválasztásánál 

számos tényezőt kell figyelembe venni [71]: 

• az enzim tűrőképességét az immobilizáláshoz használt vegyszerek és 

körülményekkel szemben, 

• az enzim felületén elhelyezkedő funkciós csoportokat, 

• a fehérje méretét, 

• az enzim töltését, izoelektromos állandóját, 

• az enzim polaritását, hidrofób vagy hidrofil részeit, 

• a szubsztrát és a termék enzimen belüli és enzimen kívüli transzport folyamatait. 

 

Az immobilizálási módszerek három fő típusát különböztethetjük meg azok szerint, 

hogy adszorpción, kémiai keresztkötésen, csapdázáson vagy kapszulázáson alapulnak.  

Az adszorpciós módszerek alapja, hogy a fehérje és az adszorbens között 

intermolekuláris kölcsönhatások eredményeként az enzim feldúsul a szilád hordozó 

felületén [71]. Ennél a módszernél kifejezetten fontos az enzim töltése és polaritása. 

Ennek a módszernek a használatánál általában nem elkerülhető, hogy idővel az enzimek 

lemosódjanak a hordozó felületéről [72]. Ez bizonyos felhasználások esetén amellett, 
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hogy csökkenti az átalakítás hatékonyságát, az előállított termék elszennyeződését is 

eredményezheti. 

A kovalens rögzítés vagy keresztkötésen alapuló immobilizáció során az enzim és a 

hordozó felülete között vagy az enzim molekulák között, erős kémiai kötések alakulnak 

ki. Az ilyen jellegű rögzítéshez használt felület sokféle lehet [70]. Lehet akár a 

bioreaktor fala, töltetes reaktor esetén, valamilyen üvegből vagy polimerből előállított 

hordozó vagy akár egy membrán pórusa is.  

Az enzimek közötti kötések létrehozásával különböző aggregátumok hozhatók létre. 

Ennek legelterjedtebb változata a keresztkötött enzim aggregátumok (CLEA) előállítása 

[70]. Ennek a módszernek a legfőbb előnye, hogy nem szükséges segédanyagként 

hordozót adni az enzimhez, ami növelné a katalizátor fajlagos tömegét, mert a kialakuló 

CLEA elválasztható az oldatból. Ezáltal akár nagyobb dózisban használható az enzim a 

reaktorban, mint hordozón történő rögzítés esetén [73]. 

A keresztkötéssel való rögzítés során figyelembe kell venni, hogy az enzim aktivitása 

csökkenhet annak függvényében, hogy hogyan történik a kötések létrehozása [73]. Az 

enzim érzékeny lehet a kémiai reakció során használt vegyszerekre, illetve a reakció 

körülményei (pH, hőmérséklet, oldószerek stb.) denaturációt okozhatnak. Emellett a 

kialakuló kovalens kötések megváltoztathatják az enzim három-dimenziós szerkezetét. 

A lejátszódó reakció során megszűnhetnek bizonyos kovalens vagy másodlagos 

kötések, amely a konformáció megváltozását eredményezhetik, továbbá a kialakuló új 

kötések rögzíthetik az enzim szerkezetét valamilyen állapotban. Ezek egyrészt 

ellenállóbbá teszik azt a környezeti hatásokkal szemben, másrészt azonban bizonyos 

enzimek esetén, amelyek pl. szubsztrát hatására változtatják a konformációjukat 

(szubsztrát indukált illeszkedés), elveszíthetik ezt a tulajdonságukat, aminek 

eredményeképpen jelentősen csökkenhet az aktivitásuk. 

A harmadik csoportja az immobilizációs módszereknek a csapdázás vagy 

kapszulázás valamilyen polimer mátrixban. A csapdázás során az enzimet valamilyen 

monomerrel vagy kis molekulatömegű polimerekkel keverik össze [71], majd ezt 

követően a polimerizációt úgy végzik el, hogy az enzim a kialakuló polimerben 

rögzüljön. Az egyik legelterjedtebb módszer, az ún. sol-gel eljárás, amelyet gyakran 

használnak felületeken való rögzítéshez. 

A csapdázáson alapuló módszereknél a legfőbb kezelendő probléma, a 

polimerizációhoz szükséges környezet és vegyszerek denaturáló hatásának 

kiküszöbölése. Emellett csökkentheti az átalakítás hatékonyságát a szubsztrát és a 
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termékek polimer mátrixban történő diffúziójának gátlása. Ezek következtében 

jelentősen csökkenhet az immobilizált enzim látszólagos aktivitása a szabad enzimhez 

képest. 

A kapszulázás nagyon hasonló a csapdázásos módszerhez, azonban ebben az esetben 

az enzim a polimer mátrixban kialakított résekben, pórusokban helyezkedik el. Ilyenek 

pl. a micelláris polimerizációval végzett rögzítések, amelyek esetén a micellákban 

történik az enzim rögzítése [71]. Ennek a módszernek az előnye, hogy az így kialakított 

hordozókban gyakorlatilag polimer membránok választják el az enzimet a 

reakcióközegtől, hasonlóan a sejtfalakhoz biológiai rendszerekben. Ezek megfelelő 

tervezésével speciális mikrokörnyezet hozható létre az enzim körül, amely 

megnövelheti az enzim ellenállását a reakcióközeg pH-ja, hőmérséklete vagy a gátlást 

okozó szervesanyag tartalmával szemben [23]. 

Az ipari felhasználás elősegítése érdekében olyan módszerek kerültek kifejlesztésre, 

amelyek ezen módszereken alapulnak, vagy ezeket kombinálják. Ilyen például a 

rögzítés különböző hordozókhoz, pl. faszénhez [74], mágneses nanorészecskékhez [75], 

csapdázás alginát gyöngyökben [76] vagy rögzítés membránon [77]. 

Minden módszernek megvannak a maga előnyei és hátrányai. Például az ún. “single 

enzyme” nanorészecskék létrehozásával kiváló diszpergálhatóság érhető el, ami 

nagyban javítja a szubsztrát hozzáférését az enzimhez és az enzim stabilitását [78]. 

Biológiailag lebontható hordozók előállíthatók hulladékokból, mint pl. kókuszrostból 

[79], amelyek csökkenthetik az előállítás és a felhasználás utáni ártalmatlanítás 

költségeit. Keresztkötések kialakításán alapuló módszerek esetén, mint pl. a CLEA 

előállítása, intermolekuláris kötések alakulnak ki az enzimmolekulák között, amelyek 

nagy katalizátor sűrűséget eredményeznek, és megnövelik az enzim élettartamát és 

működési stabilitását. A keresztkötés megfelelő módszerének használatával növelhető a 

stabilitás, amellett, hogy még elfogadható mértékben csökken az enzim aktivitása [80]. 

A CLEA előállításának a fő problémája, hogy nehéz szabályozni az aggregátumok 

méretét, amely bizonytalan hatékonyságot és elválasztási problémákat okoz.  

Utóbbi probléma kiküszöbölése érdekében lehetőség van az enzimeket ún. rendezett 

szerkezetű mezopórusos hordozókon rögzíteni [81]. Ezek az anyagok biztosítják a 

szubsztrát hozzáférést az enzimhez, amellett, hogy növelik a stabilitást az 

összeköttetésben lévő pórusok segítségével. Nguyen és mtsi. [82] egy üreges 

keresztkötött enzim aggregátumot állítottak elő, amelyet poliéter-szulfon membránban 

rögzítettek tripánkék színezék lebontása céljából.  



 

28 

 
1. táblázat Különböző lakkáz immobilizációs módszerek alkalmazása során elért eredmények 

(adaptálva saját gyűjtésből [5]) 

Immobilizációs 
módszer 

Kezelt mikroszennyező Eredmény Forrás 

Módosított kerámia 
membrán 

38-féle antibiotikum 
keveréke 

A hatékony eltávolításhoz mediátor 
alkalmazása szükséges 

[83] 

EDC-k keveréke Az immobilizálást követően a membrán 
aktivitása alacsony. Az eltávolítás fő 
mechanizmusa az adszorpció.  

TC 56% eltávolítás (30% szabad 
enzimmel) 
megnövekedett stabilitás 

[84] 

BPA nagy mennyiségű lakkáz megkötése a 
membránon 

[85] 

CLEA[86] APAP szélesebb pH profil, 
megnövekedett stabilitás 
nagyobb reakciósebesség 

[87] 

APAP, MFA, CBZ 
 

szinergikus hatás CLEA és a 
mikroszűrés együttes használatakor 

[88] 

Bárium-alginát 
gyöngyök 

APAP 
 

előnyösebb karakterisztika 
immobiliázálást követően, 
>70% aktivitás 5 ciklus után 

[86] 

Akril-gyöngyök EDC-k keveréke az eltávolítás részben a hordozón való 
adszorpcióval történik. 

[3] 

Poliakrilnitril  
gyöngyök 

Biszfenol származékok 80% kezdeti aktivitás megtartás 30 nap 
működtetés után 

[89] 

NP, OP fluidizált reaktorban való alkalmazás, 
95% aktivitás 50 nap működtetés után  

[90] 

Porózus SiO2 gyöngyök STZ, 
SMZ 

Stabilitás növekedés magas 
hőmérsékleten, szélesebb pH 
tartományban való használat 

[91] 

Mágneses CLEA 13 különböző 
gyógyszerhatóanyag 

mágneses enzim visszanyerés 20 mp 
alatt, 
1 év tárolási stabilitás  

[92] 

 TC, OTC, AMP, SMZ, 
ERYC, TMP, CHL 

46,8% aktivitás visszanyerés [93] 

Mágneses alginát 
gyöngyök 

TCS Aktivitás megtartása valós 
szennyvízben 

[94] 

Kitozán bevonatú 
mágneses 
nanrorészecskék 

CPS 99%-os eltávolítás semleges pH-n [75] 

SiO2 nanorészecskék BPA jelentősen javult az enzim stabilitása 
lakossági szennyvízben 

[95] 

BPA, DCF teljes eltávolítás lúgos közegben 
(pH=8.4)  

[96] 

Poliamid/kitozán 
nanoszálak 

BPA, EE2 Nagyobb hatékonyság immobilizált 
enzimmel, mint szabad enzimmel. 

[97] 

Keresztkötött kitozán 2,4-DCPh, CP megnövekedett aktivitás, újrahasználat 
7 napon át.  

[98] 

PLGA nanoszálak DCF javított aktivitás semleges pH-n [99] 
Oxigén-funkcionált 
bioszén 

CBZ javított tárolási, pH és hőmérséklet 
stabilitás 

[74] 
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2.3.3.1 Lakkáz immobilizálása alginát mátrixban 

Az immobilizálás számos előnnyel rendelkezhet a szabad enzimhez képest [100]. 

Javítani tudja az enzim stabilitását extrém körülményekkel szemben (magas 

hőmérséklet és pH) [101], ráadásul megkönnyítheti az enzim visszatartását a reaktorban 

azaz a katalizátor elválasztását az elfolyótól. Például mágneses nanorészecskéken való 

lakkáz immobilizáció esetén mágneses elválasztással eltávolítható az enzim a kezelést 

követően a szennyvízből [102]. Hasonlóan könnyen elválaszthatóak azok a 

katalizátorok is, amelyek makro-méretű hordozón, mint pl. alginát gyöngyökben 

megkötve tartalmazzák a lakkázt. Ezek elválasztása egy egyszerű szűréssel lehetséges, 

vagy alkalmazhatóak töltetes bioreaktorban is [103].  

Az alginát egy algákból előállítható poliszacharid [104], amely remek hordozó 

víztisztításban való használathoz [105], mivel gazdaságosan előállítható és kis 

egészségügyi kockázatot hordoz [106]. Utóbbit jól példázza, hogy egészségügyben is 

használják különböző gyógyszerhatóanyagok burkolására [107], de számos 

élelmiszeripari felhasználása is létezik [108]. Például kalcium-alginát gyöngyökben 

sikeresen immobilizáltak poligalakturonáz enzimet almalé-tisztítása céljából, amely 

során nem csak nőtt az enzim stabilitása, hanem még annak optimális hőmérséklete és 

pH függése is módosult [109].  

A kalcium-alginát gyöngyök előállítása egy reverzibilis keresztkötéssel történik, 

amely során a kétszeresen pozitív töltésű kalcium ionok alakítanak ki kötéseket az α-L-

guluronsav és β-D-mannuronsav láncok között [106]. Az immobilizálás során használt 

alginát nátrium-ionokat tartalmaz, amelyeket kalcium-klorid oldatba való csepegtetéssel 

lehet kalciumra cserélni [110]. Amint az alginát-gél érintkezik a kalcium-tartalmú 

oldattal lejátszódik a sol-gél átmenet és egy hártya keletkezik a külső felszínén [111]. 

Ez a hártya idővel megvastagszik, attól függően mennyi ideig vannak a gyöngyök az 

oldatban. A gyöngyök szerkezetének merevségét meghatározza a kalcium-klorid oldat 

koncentrációja, az alginát koncentrációja és a keresztkötés ideje [112].  

2.3.3.2 Lakkáz immobilizálása membránon 

Az enzimek membránon való immobilizációjával nagy hatékonyság érhető el, 

azonban ehhez nem csak a megfelelő rögzítési módszer kiválasztása és optimalizálása 

szükséges, hanem fontos a megfelelő hordozó megtalálása is. A membránokkal 

szembeni legfontosabb elvárás üzemeltetési szempontból, hogy a kezelés körülményei 
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között is stabil elválasztást biztosítsanak és szerkezetük stabil maradjon [113]. Ezeket 

az elvárásokat szerves és szervetlen membránok is képesek teljesíteni. 

Membránnal integrált rendszerben, amennyiben a membrán molekulatömeg vágási 

értéke kisebb, mint a lakkáz molekulamérete, akkor a lakkáz a reaktorban visszatartható, 

ami folyamatos üzemeltetést tesz lehetővé. Az enzim stabilitásától függően akár 

hosszabb időn át is nagy hatékonysággal tud működni [114]. Ebben az esetben a lakkáz 

nem kerül kémiailag rögzítésre a membránon. A kis vágási értékű ultraszűrő 

membránok alkalmazása azonban bizonyos felhasználási területeken, mint pl. a 

szennyvíztisztítás, az eltömődés miatt számos üzemeltetési problémát vet fel [115]. 

A membránon történő kovalens rögzítéshez sok esetben kémiailag módosítani kell a 

membrán felületét. Ezt a műveletet „grafting”-nak nevezik a szakirodalomban [116] . A 

grafting során általában a felületen található hidroxilcsoportokhoz kovalens kötéssel egy 

olyan szerves anyagot kötnek, amely funkciós csoportjaival már képes az enzimhez 

kapcsolódni. Erre az egyik elterjedt megoldás szilán vegyületek használata, 

pontosabban organo-alkoxi-szilánoké [63]. Ezek a molekulák egyik részükön szabad 

metoxi- vagy etoxicsoportokkal rendelkeznek. A felület módosítása során a szilánok 

hidrolízisével és az azt követő kondenzációval jönnek létre a szilán és a hordozó 

hidroxilcsoportjai között a kötések. Az így kialakított kötőhelyeken lévő szerves 

funkciós csoportok tovább módosíthatók, az adott enzimhez történő kötés érdekében. 

Ezzel a módszerrel többek között amino- (-CH2), tiol- (-SH), vinil- (CH=CH2), 

karbonil- (-CHO) vagy halogénfunkciós (-X) csoporttal rendelkező kötőhelyek 

alakíthatóak ki.  

Alternatív megoldás lehet egy vékony, enzim megkötésére alkalmas réteg 

létrehozása a membrán felületén. Ehhez használható például zselatin, amiből Chea és 

mtsi. [117] hoztak létre egy rögzítésre alkalmas réteget titánalapú kerámia membránon. 

A zselatinban lévő aminocsoportokhoz glutáraldehid keresztkötő használatával tudták 

immobilizálni a lakkázt [118]. Ezzel a módszerrel lepketaplóból (Trametes versicolor) 

nyert lakkáz kerámia membránon való rögzítésével megnövekedett hatékonyságot értek 

el gyógyszermaradványok átalakítása során [77], és sikeresen alkalmazták az így 

előállított membránt biszfenol eltávolítására is [119]. Hasonlóan kitozánból is 

előállítható membrán bevonat poliszulfon membránon, amelyben immobilizálható 

lakkáz [120].   

Különböző pórusméretű (0,2 μm és 1,4 μm) membránon történő lakkáz 

immobilizálás alapján megállapították [116], hogy a nagyobb pórusméretnek 
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köszönhetően nagyobb mennyiségű lakkáz köthető meg. Ennek magyarázata az, hogy a 

nagyobb pórusokhoz a lakkáz könnyebben hozzáfér az immobilizálás során, így az nem 

csak a felületen kerül megkötésre [116].  

Polimer membránból különböző adalékanyagokkal előállíthatóak kompozit 

membránok, amelyek jó alapot adnak a különböző kémiai immobilizációs 

módszereknek. Például TiO2 poliéter-szulfon membránnal való bekeverésével 

megkönnyíthető a membrán funkcionalizálása [121]. Az így előállított membrán nem 

csak az enzim stabilitását növelte meg különböző pH értéken, de megváltoztatta a 

membrán hidrofil jellegét is. Hasonlóan TiO2-ból és polivinilidén-fluoridból (PVDF) 

sol-gél eljárással előállítható funkcionalizált mikroszűrő membrán [122]. A mikroszűrő 

membrán használatával kiküszöbölhető volt a biszfenol A (BPA) átalakítás során 

keletkező polimerek által okozott eltömődés.  

Fontos szempont, hogy az immobilizációhoz használt membrán anyaga stabil és 

gazdaságosan előállítható legyen, valamint esetleges roncsolódása esetén ne okozzon 

környezeti kockázatot. Zhang és mtsi. [123] ezt szem előtt tartva Koji gombából 

(Aspergillus oryzae) nyert lakkázt immobilizáltak porózus geopolimeren adszorpciós 

módszerrel. A használt geopolimer egy szervetlen, alumínium-szilikátból képződő 

polimer, melynek szerkezete nagyon hasonlít a zeolitokéhoz, azonban gazdaságosabb az 

előállítása. Felületén található oxigén-tartalmú funkciós csoportjainak köszönhetően 

erős affinitást mutat a különböző fém-ionokkal szemben, amelyet kihasználva hidrogén-

híd kötéseken keresztül valósítható meg az enzim immobilizációja. Ezen a hordozón 

való rögzítés hatására egyrészt a lakkáz enzimnek megnőtt a termikus stabilitása, 

másrészt kevésbé érzékeny lett a hőmérséklet és a pH ingadozásaira [123]. 

2.3.4 Mikroszennyezők eltávolítása 

A különböző mikroszennyezők lakkázzal való átalakításának eredményeként, ahogy 

azt a 2.2.2. fejezetben is bemutattam, elsősorban gyökök keletkeznek, amelyek további 

lépésekben reagálnak el más szerves anyagokkal. Ez felveti annak a kérdését, hogy a 

lakkázzal történő kezelés hatására milyen termékek maradnak a reakcióelegyben és 

azok toxicitása kisebb-e, mint a kiindulási oldaté. Mivel a lakkázzal történő eltávolítás 

mechanizmusa nem mineralizáció, ezért pontosabb kifejezés lenne az átalakítás, mint az 

eltávolítás. Ennek részletes indoklását és a reakciótermékek toxicitásra vonatkozó 

adatokkal való összevetését, a kutatás keretében megjelent publikációm tartalmazza [5], 
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így az alábbiakban elsősorban a lebontás hatékonyságára vonatkozó eredményeket 

foglalom össze. 

2.3.4.1 Mikroszennyezők eltávolítása szabad enzimmel 

Az immobilizáció nélkül, a lakkáz feloldásával végzett kísérletek eltávolítási 

hatékonyságát számos paraméter befolyásolja. Ilyenek például kísérletek során használt 

puffer pH értéke, hőmérséklete, az oldat ionerőssége. Ezek a paraméterek, amelyek 

meghatározzák az enzim aktivitását. A lebontás szempontjából ezen túl fontos 

paraméter még az alkalmazott enzim mennyisége, a reakcióidő, szubsztrát koncentráció 

és az oldatban jelen lévő inhibitorok, más szerves anyagok is.  

Az enzim szelektivitását az adott szubsztrát molekula szerkezete és az azokon 

található funkciós csoportok határozzák meg [124]. A lakkáz nem mutat szelektivitást 

az enantiomerekkel szemben [125], de a különböző mikroszennyezők csoportosíthatóak 

aszerint, hogy azok molekula szerkezetében az elektron akceptor vagy elektron donor 

funkciós csoportok dominálnak (2. táblázat). Azok a komponensek, amelyeken az 

elektron donor funkciós csoportok, mint pl. a hidroxil- vagy az amin funkciós csoportok 

vannak többségben, általában könnyebben bonthatóak lakkázzal. Ilyen 

mikroszennyezők például a különböző hormonok. Az ösztron (E1) [126], 17β-ösztradiol 

(E2) [127] és 17α-etinilösztradiol (EE2) [126] eltávolítása ebből adódóan rövid idő 

alatt, nagy hatékonysággal elvégezhető. Hasonlóan jól bontható a BPA is, amely esetén 

akár 1,5 óra alatt teljes átalakítás érhető el [89]. Ezzel ellentétben azok a molekulák, 

amelyek erős elektron akceptor funkciós csoporttal rendelkeznek, mint pl. halogenid-, 

amid-, karboxilsav-csoportok, általában kevésbé reagálnak a lakkázzal. Tipikus ilyen 

mikroszennyező a karbamazepin (CBZ), amelynek szerkezetében karboxamid csoport 

található és nehezen bontható lakkázzal [128]. Azok a nem-fenolos szervesanyagok, 

amelyeken az elektron akceptor csoportok dominálnak, általában csak mediátorok 

segítségével oxidálhatóak, kivéve a DCF és az indometacin [129].  

Ahogy az a 2. táblázatban is látható, az eltávolítás hatékonyságát nem csak a 

szerkezet határozza meg. Még az ún. „nagy redox potenciálú” lakkáz enzimek redox 

potenciálja sem haladja meg a 800 mV-ot [130]. Azokat a mikroszennyezőket, 

amelyeknek a redox potenciálja ennél nagyobb, nem képesek a lakkázok oxidálni [130]. 

Ezeknek a komponenseknek az oxidációjára redox mediátorok használatával van 

lehetőség. A mediátorok olyan kis molekulatömegű szerves anyagok, amelyek az enzim 
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által könnyen oxidálhatóak, és a belőlük keletkező köztitermékek nagyon reaktívak, 

magas a redox potenciáljuk [131]. Ilyen mediátorok az enzimek természetes közegében 

is előfordulnak, ezzel elősegítve pl. a lignin lebontását [130]. A technológiai alkalmazás 

során lakkáz-mediátor rendszerben lehet ezeket használni. Alkalmazhatóak természetes 

eredetű mediátorok is, de számos szintetikus alternatíva is elérhető [132]. Ilyen 

természetes mediátorok például a sziringaldehid (SA), acetosziringon (AS), vanillin 

(VA), acetovanillin, metil-vanillin, 4-hidroxi-benzil-alkohol (HBA) és a p-cianursav 

(COUM) [133]. A szintetikus mediátorok közül pedig a (2,2'-azino-bisz(3-etil-

benzotiazolin-6-szulfonsav)-at (ABTS), 1-hidroxibenztriazolt (HBT), violursavat 

(VLA) használják erre a célra [134]. Margot és mtsi. [135] különböző lakkáz-mediátor 

rendszereket teszteltek, izoproturon (IPU) és szulfamethoxazol (SMZ) kezelésére. 

Egyik komponens sem mutatott számottevő eltávolítást a természetes mediátorok (SA, 

AS) használatakor, azonban az ABTS használata esetén teljes eltávolítást értek el 

viszonylag rövid idő alatt. Hasonlóan HBT mediátorként való használatának 

eredményeként jelentősen javult a ketokonazol (KCZ) [136] és az IPU [137] eltávolítás 

hatásfoka.  

Bár a mediátorok használatával az eltávolítás hatékonysága növekszik, ezek az 

anyagok az elfolyóval együtt távoznak, amely ökológiai kockázatot hordoz. 

Szulfonamid antibiotikumok különböző mediátorokkal (VLA, HBA, SA, ABTS) 

történő lebontása során teljes eltávolítást érhető el, azonban az elfolyó toxicitása nagyon 

változó a használt mediátortól függően [138]. Ilyen szempontból a természetes 

mediátorok használata előnyösebb [133]. Lloret és mtsi. [139] számos 

gyógyszerhatóanyag (DCF, naproxén (NPX), E1, E2, EE2) lebontását vizsgálták 

különböző mediátorokkal és a szintetikus mediátorokhoz hasonlóan jó eltávolítási 

hatékonyságot értek el.  

A szakirodalomban megjelent toxicitásra vonatkozó vizsgálatokkal kiegészített 

kutatások alapján elmondható, hogy bár a mediátorok javítják az eltávolítás 

hatékonyságát, az elfolyó toxicitását is növelik, ezért használatukat célszerű mellőzni 

szennyvíztisztításban való alkalmazás esetén. Ennek részletes, a toxicitásra vonatkozó 

eredmények alapján történő alátámasztását, egy publikációban fejtettem ki [5].  
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2. táblázat Mikroszennyezők eltávolításának hatékonysága szabad enzimmel végzett 

kísérletekben 

Komponens Enzim Mediátor Közeg Reakció
-idő 

Eltávolítási 
hatékonyság 

Forrás 

Mikroszennyezők erős elektron donor csoporttal 
NP LTv (nyers) - szintetikus 12 h 60% [140] 

LTv (nyers) HBT szintetikus 6 h 80% [140] 
 

BPA LTv  - szintetikus 1,5 h 100% [89] 
LCg  HBT szintetikus 4 h 100% [141] 

E1 LTv  - szennyvíz 1 h ~67% [126] 
E2 LTv - szintetikus 2 h ~90% [127] 
EE2 LTv - szennyvíz 1 h ~73% [126] 
CIPRO LTv - szintetikus 2,8 h 0% [142] 

LTv SA szintetikus 3 h 40% [142] 

Mikroszennyezők erős elektron akceptor csoporttal 
CBZ LAo  - szintetikus 24 h 10% [128] 

LTv COUM szintetikus 96 h 60% [143] 

Mikroszennyezők, amelyek elektron akceptor és donor csoporttal is rendelkeznek 
TCS LTv - szintetikus 6 h 100% [144] 
SMZ LAo - szintetikus 24 h 9% [128] 
DCF LTV - szintetikus 4 h 100% [145] 
IBU LTV (nyers) - szintetikus 24 h 1,4% [146] 

LTV (nyers) SA szintetikus 24 h 11,7% [146] 
NPX LTV - szintetikus 24 h 95% [147] 
AMX LTV - szintetikus 72 h ~60% [142] 

LTV SA szintetikus 2,8 h ~50% [142] 
 

Bár szakirodalomban számos információ található az egyes termékek átalakítása 

során keletkező reakciótermékekre vonatkozóan, azok mechanizmusa a kezelendő 

reakcióközegben eltérő lehet. A szintetikus szennyvízben végzett kísérletek elsősorban 

pufferoldatokban lettek elvégezve, azonban a tisztítandó szennyvízben számos olyan 

komponens található, amelyek befolyásolják az eltávolítás hatékonyságát, a reakció 

mechanizmusát és az enzim stabilitását.  

A szakirodalomban csak „natural organic matter”-ként (NOM) nevezett anyag, olyan 

természetes eredetű szerves komponenseket takar, amelyek a lakkáz által katalizált 

reakcióban részt vehetnek vagy inhibitorként [129] vagy akár mediátorként [137] is. A 

reakcióközegben lévő szervesanyagok jelentős inhibíciót okozhatnak, amennyiben 

olyan komponensek vannak jelen, amelyekhez nagyobb az affinitása a lakkáznak, mint 

az eltávolítani kívánt mikroszennyezőkhöz. Erre vonatkozóan az N,N-dietil-meta-
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toluamid (DEET) esetén jelent meg publikáció, ahol a szennyvízben található fenolok 

csökkentették az eltávolítás hatékonyságát [129]. Valós szennyvízben való IPU 

lebontása esetén a kutatók pont ennek ellenkezőjéről számoltak be [137]. 

Összehasonlítva a citrát-pufferben végzett kísérleteket a valós szennyvízben 

végzettekkel, azt tapasztalták, hogy az utóbbiban nagyobb volt a reakció sebessége, 

amelynek oka valószínűleg, hogy ezek a szerves anyagok, mint természetes mediátorok 

vesznek részt a reakcióban.  

Bár a lakkázzal végzett átalakítás mechanizmusa általában gyökös polimerizáció 

(lásd 2.2.3. fejezet), az oligomerek előállítása mesterséges körülmények között, 

szintetikus oldatokban érhető el [148], a valós szennyvízben lévő szerves anyagokkal 

való összekapcsolódás ezt a folyamatot azonban gátolja [149], és számos más 

reakciótermék keletkezik. Az E2 felszíni vizekben végzett átalakításának vizsgálata 

során, a NOM jelenléte részben gátolta az E2 molekulák összekapcsolódásából létrejövő 

termékek képződését [150]. Hasonlóan a huminsav jelenléte gátolta triklozán (TCS) 

átalakítás esetén az eltávolítani kívánt komponensek összekapcsolódását, ezáltal 

módosítva a reakció mechanizmusát [151]. Ez is azonban eltérő lehet az egyes 

mikroszennyezőknél. Az APAP szennyvíztisztító elfolyójából vett mintákban való 

lebontásának vizsgálata alapján elsősorban oligomerek képződéséről számoltak be [87]. 

2.3.4.2 Mikroszennyezők eltávolítása immobilizált enzimmel 

Mint ahogy azt a 2.2.3 fejezetben már bemutattam, az immobilizálási módszerek 

elsődleges célja, hogy javítsa a lakkáz élettartamát, stabilitását, elősegítse a reaktorban 

való visszatartását, esetleg regenerálását. A mikroszennyezők lebontására történő 

felhasználás esetén ezeknek kiemelten nagy szerepe van a gazdaságos megvalósítás 

érdekében [152]. 

Lakkáz enzim immobilizálására és annak mikroszennyezők lebontására való 

felbontására számos cikk jelent meg a szakirodalomban. Ezek a 2.2.3 fejezetben említett 

immobilizációs módszerek jelentős részét felölelik (3. táblázat). 
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3. táblázat Immobilizált enzimmel végzett lebontások eredményei 

Immobilizációs 
módszer 

Hordozó Mikro-
szennyező 

Reakcióidő Eltávolítási 
hatékonyság 

Forrás 

Adszorpció 
 

nanoszén CBZ 24 h  83-86% [74] 

szilícium nanorészecskék BPA 24 h ~100% [153] 

Fizikai rögzítés  alginátban APAP 4 h 94 %  [86] 

mágneses alginát TC 8 h 89,6% [94] 

szivacsos biopolimer BPA 24 h ~100% [154] 

Kémia rögzítés aktivált poliamid/kitozán 
nanoszálak 

BPA, EE2 6 h BPA: 8%, 
EE2: 4% 

[155] 

poliakrilnitril gyöngyök NP, OP 1,5 h 100% [156] 

Fe3O4/SiO2-DTPA 
nanokompozit 

APAP, DCF 18h APAP: 95%, 
DCF: 85% 

[157] 

Keresztkötés mágneses 
nanorészecskék 

CPS 12 h 99% [75] 

szilanizált 
nanorészecskék 

BPA 2 h ~75% [95] 

mágneses CLEA TC, OTC, 
AMP, SMZ, 

ERYC, 
TMP, CHL 

48 h TC: ~65%,  
OTC: ~60%, 
AMP ~35%, 
SMZ: ~27% 

ERYC ~29%. 
CHL: ~5%  
TMP: ~1% 

[93] 

zselatin bevonatú 
membrán 

TC 24 h 30% [77] 

mikroszűrő membrán BPA 24 h  ~100% [119] 

 

Az adszorpción alapuló módszerek esetén népszerűek a különböző hulladékból pl. 

mezőgazdasági hulladékból előállított hordozók, amellyel nem csak nagy 

hatékonysággal távolíthatóak el a mikroszennyezők, hanem csökkenthetőek is a kezelés 

költségei. Naghdi és mtsi. [74] pirolízissel és őrléssel fenyőfa hulladékból állítottak elő 

nanoszenet, amelyet funkcionalizáltak, majd azon lakkázt kötöttek meg. Az előállított 

katalizátorral hatékonyan távolítottak el CBZ-t vizes mintákból és kezelt szennyvízből 

egyaránt. Ebben az esetben a nanoszén adszorpciós hatása is jelentősen hozzájárult az 

eltávolításhoz. BPA eltávolítása során Gassara és mtsi. [158] ehhez hasonlóan nagyobb 

hatékonyságot értek el, mint szabad enzimek használata esetén lignolitikus enzimek 

kapszulázással végzett immobilizációját követően.  
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A nanorészecskék hordozóként való használata elősegítheti az enzim diszperzióját a 

kezelendő oldatban, amely növelheti a hatékonyságot. BPA lebontására szilícium-

dioxid alapú nanorészecskéken immobilizáltak lakkázt, amellyel megfelelő dózis 

mellett akár 8,7-es pH értékű közegben is közel teljes eltávolítást tudtak elérni [153].  

A nanorészecskék használatával szembeni legfőbb kritika, hogy a 

szennyvíztisztítóból való kikerülésük esetén ökológiai problémákat okozhatnak [159]. 

Ennek elkerülése érdekében mágneses leválasztásra alkalmas, ún. mágneses 

nanorészecskéken való lakkáz rögzítés is lehetséges. Sikeresen alkalmaztak ilyen 

mágneses részecskéket például klórpirifosz (CPS) eltávolítására [75]. A mágneses 

részecskék kombinálhatóak más módszerekkel is, pl. CLEA létrehozásával [93] vagy 

csapdázással [94].  

A kémiai kötéseken alapuló immobilizálási módszerek számos előnyös tulajdonságú 

hordozón való rögzítést tesznek lehetővé. Kiváló eredményeket értek el poliakrilnitril 

gyöngyökön való rögzítéssel nonil-fenol (NP) és oktilfenol (OP)lebontása során [156]. 

Különböző kompozit anyagokból létrehozott hordozók szintén előnyös 

tulajdonságokkal ruházhatják fel a lakkázt. Például poliamidból és kitozánból készített 

kompoziton rögzíthető lakkáz, amely BPA és EE2 lebontására való használata során a 

szabad enzimnél nagyobb eltávolítást értek el [155]. A zselatin bevonat készítése 

kerámia membránon lehetővé teszi a membrán bioreaktorban történő folyamatos 

használatát [77]. 

Az alginát mátrixban való csapdázással előállított katalizátor egyik legfőbb előnye, 

hogy az enzimes átalakítás mellett lehetővé teszik a lebontani kívánt komponensek 

adszorpcióját is [160]. Az alginátban csapdázott lakkázt sikeresen tesztelték textilipari 

színezékek [161] és BPA [162] átalakítására.   

Bárium-alginátban csapdázással immobilizált lakkázzal, 94%-os APAP eltávolítást 

értek el vizes oldatban, valamint az immobilizálás hatására magasabb aktivitást mértek 

semleges körüli pH értéken [86]. Továbbá az enzimkinetikai vizsgálatok során kapott 

eredmények a szubsztráthoz való affinitás növekedésére utaltak. 

Lakkáz alginátban való csapdázása mágneses részecskékkel együtt nemcsak lehetővé 

tette a mágneses tér segítségével történő visszanyerést és növelte a katalizátor 

stabilitását szennyvízben, hanem hatékonynak bizonyult TC eltávolítására is valós 

szennyvízben [94]. 

A membránon való immobilizálás lehetővé teszi az enzimkatalitikus reakciók és az 

enzim elválasztásának integrálását. Az így kialakított rendszereket enzimatikus 
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membránreaktoroknak (EMR) nevezzük, amelyekben az enzim stabilitásának 

növekedése mellett hosszabb ideig valósítható meg a tisztítás folyamatos üzemben. 

A lakkáz által katalizált reakciók membránszeparációval való integrálásával, egy 

lakkáz visszatartására alkalmas 10 kDa-os vágási értékű poliéter-szulfon (PES) 

membránnal, szennyvíz elfolyóban mindössze 80 U/l aktivitás fenntartásával, 100 óra 

alatt folyamatos üzemben hatékonyan tudtak különböző ösztrogéneket eltávolítani (80-

92%) [163]. Hasonló rendszerrel végzett kísérletben, 30 különböző mikroszennyező 

lebontása során egy gél réteg kialakulását írták le, amelyben enzimkatalitikus átalakítás 

nélkül is megkötődnek a mikroszennyezők [164]. 

A membránon való immobilizálás esetén kombinálható a lakkázzal végzett lebontás 

adszorpcióval is. Poliakrilnitril membránon elektro-szálképzés (angolul: 

electrospinning) segítségével bioszenet csapdáztak [165]. Az így előállított membránon 

az enzimkatalitikus eltávolítást kiegészítette az aktívszénen való adszorpció, amellyel 

diklofenákot 72,7%-os, CTC-t 63,3%-os, CBZ-t 48,6%-os hatékonysággal tudtak 

eltávolítani 8 óra alatt. A kutatók az aktív szén kötőhelyeinek regenerálódását 

tapasztalták, amelynek okát a megkötött komponensek lakkázzal való lebontásával 

magyarázták. 

Hasonlóan jó eredményeket értek el egy olyan rendszerben, ahol keresztkötött 

karbon-nanocsövekből készítettek bevonatot egy polimer membránon [166]. Az így 

előállított EMR nem csak nagy hatékonysággal volt képes átalakítani a vizsgált 5 

különböző mikroszennyezőt, de a reverzibilis fizikai adszorpciós rögzítésnek 

köszönhetően könnyen regenerálható volt a bevonat a lakkáz inaktiválódását követően.  

Az enzim stabilitásának növekedését jól példázza, hogy kerámia membránon 

létrehozott zselatin rétegben rögzített lakkázzal 10 napon át 56%-os TC eltávolítási 

hatékonyságot értek el [77]. Az így kapott eredmények alapján matematikai modell is 

készült, amely segítségével megállapították, hogy az így kidolgozott eljárással kaszkád 

membrán reaktor rendszerrel lehet elfogadható tisztítást elérni a különböző lakossági, 

kórházi vagy előkezelt ipari szennyvizek kezelése során [118].  

A membránon való immobilizáláskor fontos paraméter a megkötött enzim 

mennyisége, amelyet fajlagos enzim aktivitással, U/cm2-ban szoktak kifejezni. Az 

enzim aktivitásának egységét (U) cikkenként sokféle módon definiálták, mivel számos 

szubsztráttal (ABTS, katekol, gvajakol) és körülmény között történik a meghatározása, 

ami megnehezíti a különböző eljárások összehasonlítását [5]. A definíciótól függetlenül 

ennek a fajlagos értéknek maximalizálására célszerű törekedni [119], mivel ez 
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közvetlen kapcsolatban van a membránon való átáramlás közben lejátszódó reakció 

sebességére [118]. Barrios-Estrada és mtsi. [119] különböző forrásból származó 

lakkázok kerámia membránon való rögzítését követően vizsgálták a BPA lebontását. 

Megállapították, hogy a ~620 U/l lakkáz immobilizálásával, optimális körülmények 

között 79-204 μmol/min lebontási sebesség érhető el, a használt lakkáz forrásától 

függően. Mikroszűrő membránon (pórusátmérő 1,4 μm) való lakkáz rögzítéssel 

sikeresen távolítottak el BPA-t [165] és TC-t [118]. 

Az átalakítás sebességének növelésére, ahogy a szabad enzimek használata esetén is, 

lehetőség van mediátorok alkalmazására. Guo és mtsi. [167] SA hozzáadásával 

vizsgálták folyamatos üzemű enzimes membrán reaktorban 31 különböző 

mikroszennyező lebontását. Megállapították, hogy kis mennyiségű mediátor hatására nő 

az eltávolítás sebessége, de bizonyos érték felett ez számottevő toxicitás növekedést is 

eredményez, hasonlóan a szabad enzimek mediátorokkal való használathoz. 

A különböző immobilizálási módszerek nagyban növelni tudták az enzim stabilitását, 

és megfelelő mennyiségben alkalmazva hatékonyan tudták átalakítani a vizsgálat 

mikroszennyezőket, azonban nyitott kérdés marad a keletkező reakciótermékek 

eltávolítása. Ezen termékek eltávolítására célszerű lenne olyan immobilizálási 

módszereket kidolgozni, amelyek képesek ezen probléma megoldására is. Ennek egyik 

megoldása lehetne az adszorpción alapuló termék eltávolítás. Az alginátban való 

csapdázáskor például a keletkező reakciótermékek eltérő diffúziós sebességgel tudnak a 

távozni a gyöngyből, mint ahogy a kiindulási komponens bejutott, így a termékek is 

csapdázódhatnának az alginátban. Ebből a hipotézisből kiindulva vizsgáltam az alginát 

gyöngyökben immobilizált lakkázzal végzett átalakításokat. Hasonlóan jól 

alkalmazhatóak a reakciótermékek eltávolítására a membránszeparációs eljárások, ezért 

a második immobilizálási módszer egy membrános rendszerben használható katalizátor 

létrehozása céljából történt. 
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3 Kísérleti rész 

A laboratóriumi kísérletek a célkitűzésnek megfelelő két részre oszthatóak. Ezek 

módszertanának bemutatása a Felhasznált anyagokra vonatkozó alfejezetet követően 

három szakaszra bontva olvashatók. Az első szakaszban az általánosan használt 

módszerek, majd a második két szakaszban az alginát és a membránon való 

immobilizációra vonatkozó kísérletek leírása található elkülönítve.  

3.1 Felhasznált anyagok 

3.1.1 Enzim 

A kísérleteimet egy kereskedelmi forgalomban kapható oxidoreduktáz enzimmel, a 

lakkázzal végeztem. A felhasznált lakkázt Trametes versicolor gombából nyerték ki. A 

kiválasztás során fontos szempont volt, hogy különböző forrásból származó lakkázok 

közül az enzim rendelkezik a legnagyobb redox potenciállal, ami a többi lakkázhoz 

képest több szubsztrát oxidációját teszi lehetővé. A vizsgálatokhoz használt lakkáz 

enzimet a Sigma-Aldrichtől szereztem be. A gyártó által megadott fajlagos (katekol) 

aktivitása: >0,5 U/mg. A kísérletekhez használt enzim aktivitása az adott csomagra 

vonatkozóan kiállított tanúsítvány alapján változó, azonban a kutatás különálló 

részeiben végig azonos fajlagos aktivitású enzimmel dolgoztam. Az algináttal végzett 

kísérletek során használt lakkáz tanúsítvány szerinti aktivitása 0,9 U/mg, míg a 

membránon való immobilizációhoz használt csomag 0,84 U/mg aktivitású lakkázt 

tartalmazott.  

3.1.2 Membrán 

Az enzim rögzítéséhez 0,1 µm-es névleges pórusátmérőjű hidrofil poliéter-szulfon 

(PES) és CA mikroszűrő síklap membránt használtam. A membránok gyártó által 

megadott specifikációi a 4. táblázatban láthatóak.  
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4. táblázat A kísérletekhez használt membrán tulajdonságai [168] 

Anyaga Hidrofil CA Hidrofil PES 

Gyártó Hawach Hawach 

Névleges pórus méret 0,1 µm 0,1 µm 

Térfogatáram: >10 ml/min/cm2 (1 bar, 0,22 

µm, 23°C) 

>15 ml/min/cm2 (1 bar, 

0,22 µm, 23°C) 

Fehérje megkötő kapacitás 0,15 mg/cm2 (nincs adat) 

Vastagság 90 – 110 µm 110 – 140 µm 

pH tartomány 3,5 – 8 1 - 14 

Maximális nyomás 4,2 bar (23°C), 1,5 bar 

(85°C) 

4,2 bar (23°C), 1,5 bar 

(85°C) 

 

3.1.3 További vegyszerek 

Az aktivitás méréshez és a lebontási kísérletekhez a reakcióközeg McIlvain 

pufferoldat volt, amelynek az elkészítéséhez analitikai minőségű dinátrium-foszfátot és 

citromsavat használtam. Ezen vegyszerek a VWR Internationaltől lettek beszerezve.  

Az analitikai vizsgálatok során és a lakkáz által katalizált reakció megállításához 

HPLC tisztaságú metanolt használtam, amely a Sigma-Aldrichtól került beszerzésre. 

Az immobilizálási kísérletekhez használt vegyszerek mind analitikai tisztaságúak 

voltak, kivéve a nátrium-alginát, amely élelmiszeripari minőségű. Ezen vegyszerek a 

Sigma-Aldrichtól (ABTS, acetonitril, Bradford reagens), a Molar Chemicalstól (etil-

acetát, nátrium-hidroxid), illetve a VWR Internatialtől (glutáraldehid, sósav) kerültek 

beszerzésre.  

A lebontási kísérletekhez használt mikroszennyező, a diklofenák analitikai 

tisztaságúak. Az analitikai vizsgálatokhoz a kalibrálók oldatok elkészítéséhez standard 

minőségű vegyszert használtam, amely szintén a Sigma-Aldrichtól származik.  
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3.2 Vizsgálati módszerek 

3.2.1 Enzim aktivitás mérése 

Az enzim aktivitásának meghatározásához egy, a szakirodalomban elterjedten 

használt szubsztrátot, az ABTS-t használtam. A kutatás során használt lakkáz aktivitás 

egységét az alábbiak szerint definiáltam: egy egység (U) aktivitásnak felel meg az a 

mennyiségű enzim, amely 1 µM ABTS szubsztrát átalakítására képes percenként 

(pH=5) pufferoldatban, szobahőmérsékleten (22 °C). 

Oldott enzim aktivitásának meghatározásához egy küvettába 1,2 ml (pH=5) puffer 

oldathoz adtam 0,15 ml 0,5 mg/ml-es koncentrációjú ABTS oldatot, majd 0,15 ml 

lakkáz tartalmú oldatot. Ezt követően szobahőmérsékleten rögzítettem az abszorbancia 

változását 420 nm-en 10 másodpercenként Macherey Nagel Nanocolor UV-Vis 

spektrofotométer segítségével. A küvettába pipettázott minta mennyiségét úgy 

választottam meg, hogy az aktivitás mérés során a reakciósebességet ne a szubsztrát 

mennyisége, hanem az enzim koncentrációja határozza meg. 

A rögzített adatokból meghatároztam a kezdeti reakciósebességet. Ehhez a mérés 

kezdetén kapott lineárisan növekvő abszorbanciát mutató tartományra illesztettem egy 

egyenest, majd annak meredekségéből számoltam az aktivitást a reakciótermék 

extinkciós koefficiensének (36000 1/M·cm [169]) felhasználásával (5). Az illesztéshez 

csak azon adatok kerültek felhasználásra, amelyeket a fotométer 1,000 abszorbancia 

érték alatt rögzített, mivel efelett a készülék pontossága lényegesen kisebb. Ennek 

megfelelő az aktivitás mérésének időtartama 0,5 – 15 perc között változott. 

 

A (U/l) =
∆E ∙ Vt

 ε ∙b ∙ Vm
 (5) 

Ahol: 

- A: lakkáz aktivitása [U/l] 
- ΔE: abszorbancia változása 420 nm-en 1 perc alatt 
- Vt és Vm: a teljes és az enzimtartalmú minta térfogata [l] 
- ε: moláris extinkciós koefficiens [1/M·cm] 
- b: használt küvettában a fény úthossza [cm] 
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3.2.2 Diklofenák koncentrációjának meghatározása 

A vizsgálatok során a diklofenák koncentrációjának meghatározásához nagy 

hatékonyságú folyadékkromatográfiás módszert (HPLC) használtam. A mérendő 

komponensek vizes oldata a koncentrációtól függően a mérést megelőzően szilárd-

fázisú extrakciós dúsításon esett át. 

A szilárd fázisú extrakcióval való mintaelőkészítést a JRC jelentésben [170] 

ajánlottaknak megfelelően végeztem el. Ehhez Oasis HLB (200 mg / 6 cm2) cartridge-

eken elsőként 5 ml etil-acetátot, 5 ml metanolt, majd háromszor 5 ml ultratiszta vizet 

engedtem át ~1 ml/perc-es térfogatárammal. Ezt követően 25 ml DCF tartalmú mintát 

engedtem át 5 ml/perces térfogatárammal. A minta feladását követően az 5 percig szűrt 

levegőt szívattam át, ezzel eltávolítva a maradék folyadékot a töltetről. A szárítást 

követően a megkötött komponenseket 10 ml etil-acetáttal eluáltam, majd szűrt levegő 

segítségével szobahőmérsékleten bepároltam. A bepárlást követően a kémcső alján 

összegyűlő sókat 2,5 ml metanolban oldottam vissza a HPLC mérés előtt.  

A mikroszennyező tartalmú mintákat UV-Vis detektorral ellátott HPLC rendszer 

segítségével vizsgáltam meg (YL9000 és Hitachi D-7000). A vizsgálatokhoz fordított 

fázisú C18-as kolonnát használtam (Zorbax SB-Aq, 4,6 x 150 mm, 5 µm). A 

mérésekhez 10 µl mintát injektáltam 30°C-on. A vizsgálathoz gradiens elúciót 

alkalmaztam, az eluens metanol és 0,1 % trifluor-ecetsavat (TFA) elegye volt. A 

vizsgálatokhoz az alábbi program szerint történt az elúció 1 ml/perc térfogatárammal: 

0-1 perc: 60:40 TFA:metanol,  

1-5 perc: 0:100: TFA:metanol, fokozatos beállítással 

5-8 perc: 100% metanol 

8-10 perc: 60:40 TFA:metanol fokozatos beállítással 

10-15 perc: 60:40 TFA:metanol 

 

A vizsgálati módszer validálása, valamint a kalibráló egyenes felvétele metanolban 

feloldott HPLC tisztaságú standard vegyszerekkel történt [171].  

 

3.2.3 Fehérjék koncentrációjának meghatározása 

Az immobilizációt követően a megkötött enzim mennyiségét fehérje 

koncentrációban is megadtam. Ehhez a lakkáz tartalmú mintából 800 µl-hez adtam 200 
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µl Bradford reagenst, majd 5 perc várakozás után mértem az oldat abszorbanciáját 595 

nm-en. Az enzim koncentrációjának meghatározásához a kalibráló oldatsorozatot lakkáz 

enzimmel készítettem.  

3.3 Lakkáz immobilizálása alginát mátrixban 

3.3.1 Lakkáz rögzítésének menete 

Az alginát mátrixban való rögzítés alapját a Daasi és mtsi. [110] által 2014-ben 

publikált módszer adta, azonban ezen néhány módosítást hajtottam végre. Az 

immobilizálás során 4,5 ml 2 m/m %-os nátrium-alginátot kevertem össze 0,5 ml 1 

mg/ml lakkáz oldattal. A keveréket bürettából adtam cseppenként 20 mM 

koncentrációjú CaCl2 oldathoz. A gyöngyök az oldattal érintkezve azonnal elkezdtek 

megszilárdulni. A gyöngyöket 1 órán át hagytam a kalcium tartalmú oldatban, majd 

leszűrtem szűrőpapírral, átmostam 20 ml ultratiszta vízzel és lemértem a nedves 

tömegét. Az immobilizálási hatékonyság meghatározása érdekében a gyöngyök 

aktivitása mellett mértem a CaCl2 oldat (ACaClమ) és a mosáshoz használt ultratiszta víz 

aktivitását (Amosóvíz) is. 

Az immobilizálás hatékonyságát a mért aktivitás értékekből a 6. egyenlettel 

számoltam. 

 η (%) =
Akezdeti ି  ACaCl2  ି Amosóvíz

Akezdeti
 ∙ 100 (6) 

3.3.2 Előállított alginát gyöngyök karakterizációja 

A gyöngyök tömegének meghatározása analitikai mérlegen történt. A szárazanyag 

tartalom meghatározásához a gyöngyöket exszikkátorban, 24 óra alatt szárítottam ki. A 

szárítás szobahőmérsékleten végezem, elkerülendő az alginát magasabb hőmérsékleten 

bekövetkező termikus bomlását [177]. 

3.3.2.1 Alginátban rögzített lakkáz aktivitásának mérése 

Az alginátban történő immobilizálást követően a lakkáz aktivitásának mérése a 3.2.1 

fejezetben leírtak szerint történt ABTS szubsztrát felhasználásával. Azzal a 

különbséggel, hogy szabad enzimmel ellentétben az előállított gyöngyök aktivitásának 

meghatározásához egy 10 ml-es küvettába helyeztem adott mennyiségű gyöngyöt, majd 
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lemértem azok tömegét. Ezt követően került hozzáadásra a puffer (4 ml) és a szubsztrát 

(1 ml). 

Az aktivitás mérés során 5-15 perc alapján számított reakciósebességekből és a mért 

darabszámból és tömegből a fajlagos aktivitást U/mg és U/db mértékegységben adtam 

meg, három ismétlés átlagként. 

3.3.2.2 A pH függés meghatározása 

Az alginát mátrixban immobilizált lakkáz aktivitása függ a reakcióközeg pH 

értékétől. Ennek meghatározása érdekében különböző pH értékű pufferoldatokban 

mértem az enzim aktivitását a 3.3.2.1 fejezetben leírtak szerint.  

A szabad enzimmel meghatározott reakciósebesség értékeket összevetettem az 

alginátban immobilizált lakkázra meghatározott értékekkel. Az aktivitások abszolút 

számértéke nagyságrendileg eltér, ezért a pH hatásának vizsgálata során az 

összehasonlítás alapját a relatív aktivitás adta. 

3.3.2.3 Hőmérsékletfüggés meghatározása 

A szabad lakkáz aktivitása növekszik a vizsgált tartományban a hőmérséklet 

emelésével [173]. Az alginátban való immobilizálás hatására azonban nem csak az 

enzim határozza meg a szubsztrát átalakításának sebességét, hanem közrejátszik a 

mátrixban lejátszódó transzport folyamatok sebessége is. 

Ennek vizsgálata érdekében a szennyvíztisztításban előforduló 20 – 35°C közötti 

hőmérséklet tartományon végeztem méréseket. Ehhez az aktivitás mérése alatt a 

gyöngyöket és az oldatot temperáltam, termosztát szekrény segítségével. Az 

összehasonlítás során a relatív aktivitás értékeket használtam. 

3.3.2.4 Tárolási stabilitás meghatározása 

Az immobilizált lakkáz enzim tárolás közben történő aktivitás csökkenésének 

meghatározásához a gyöngyöket 20°C-os ultratiszta vízben tároltam. 24 óránként az 

aktivitás méréshez szükséges mennyiséget eltávolítottam az oldatból, majd megmértem 

az aktivitását a 3.3.2.1 fejezetben leírtak szerint.  

A vizsgálatok során a kiindulási (Akezdeti) és az adott idő (t) után mért aktivitás 

értékek (At) alapján exponenciális csökkenési egyenletet (7) illesztettem és 

meghatároztam a csökkenési állandó (kd) értékét. 
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 At = Akezdeti  ∙ e-kdt (7) 

3.3.3 Alginátban immobilizált enzim újrahasználatának vizsgálata 

A lakkáz tartalmú alginát gyöngyök aktivitásának meghatározása után (5 perc), a 

gyöngyök szűréssel elválasztásra kerültek az oldatból, majd 5 ml desztillált vízzel 

mostam azokat. A kísérletet 7 további ilyen ciklusban ismételtem meg. A szűrést és 

mosást követően a gyöngyökről fényképes dokumentáció készült, amely alapján 

meghatároztam a gyöngyök méretének változását. Ezt összevetettem az aktivitásban 

tapasztalt változásokkal. 

3.3.4 Kinetikai paraméterek meghatározása ABTS szubsztráttal 

A szubsztrát koncentrációjának hatását a különböző koncentrációjú (23, 46, 91, 228, 

456, 911 µM) ABTS oldat átalakításával vizsgáltam. Ehhez a gyöngyökből 10-10 

darabot pH=5 pufferoldatba raktam, majd mértem az oldatok abszorbanciájának 

változását. Ez alapján a keletkező reakciótermék extinkciós koefficiensének 

segítségével, meghatároztam a koncentráció változását és a kezdeti reakció sebességét. 

A kapott reakciósebesség értékek alapján és a szubsztrát koncentrációjának 

függvényében lineáris regresszióval meghatároztam a Michaelis-Menten (KM) állandó 

és maximális sebesség (vmax) értékeit a 8. számú egyenletből. 

 

d[P]

dt
= 

vmax  ∙  [S]

KM +  [S]
 

(8) 

Ahol: 

[P]: reakcióban keletkező ABTS gyök koncentrációja [µM] 

[S]: méréshez felhasznált kiindulási ABTS koncentrációja 

t: időegység [perc] 

vmax: maximális reakciósebesség [µM/perc] 

KM: Michaelis-Menten állandó [µM] 

3.3.5 Diklofenák lebontása alginátban immobilizált lakkáz enzimmel 

Az előállított gyöngyökkel 50 ml-es térfogatban pH=5 pufferoldatban végeztem 

lebontási kísérleteket 40 µg/ml kezdeti diklofenák koncentráció beállítása mellett. 

Ehhez az oldat hőmérsékletét 20°C-on tartottam, enyhe keverés mellett. A szabad és 
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rögzített lakkáz hatékonyságának összehasonlítása érdekében a 2,5 g lakkáz tartalmú 

alginát gyöngyöt használtam a kísérletben, amely enzim tartalma megfelel 0,5 ml 

1,0 mg/ml lakkáz oldatnak. Az adszorpciós hatás meghatározása érdekében a kísérletet 

azonos mennyiségű, lakkázt nem tartalmazó alginát gyönggyel is elvégeztem.  

A reakcióelegyből adott időközönként mintát vettem. Az így vett minták diklofenák 

koncentrációját HPLC-UV használatával a 3.2.2 fejezetben leírtak szerint határoztam 

meg, majd összehasonlítottam a kontroll kísérlet és szabad enzimmel végzett kísérletek 

eredményeivel. 

3.4 Lakkáz immobilizálása membránon 

3.4.1 Membrán kiválasztása 

A membrán anyagának kiválasztásához két különböző anyagú mikroszűrő 

membránon végzetem adszorpciós kísérletet. A kísérletekhez poliéter-szulfon (PES) és 

cellulóz-acetát (CA) membránt használtam.  

A lakkáz megkötődését az oldatból egy protein adszorpcióra kifejlesztett módszerrel 

vizsgáltam [174], amely alapja az enzim oldatban mért aktivitásának változása. Ehhez a 

membránokat parafilmmel lezárt üvegedényzetben, lakkáz oldatba merítettem, majd 

rázópad segítségével enyhén (100 RPM) kevertettem. A vizsgálat során 15 ml pH=5 

pufferben készített 1 mg/ml koncentrációjú lakkáz oldatba helyeztem 1-1 db 47 mm-es 

átmérőjű membránt (PES, CA), majd rázópadon való kevertetés mellett, adott 

időközönként (0, 30, 60, 120, 180 perc) mintát vettem az oldatból és mértem a lakkáz 

aktivitásának változását. 

3.4.2 Lakkáz rögzítésének menete 

A 3.4.1. fejezetben leírtak alapján kiválasztott cellulóz-acetát síklap membránon 

végeztem el a lakkáz rögzítését egy két lépéses módszerrel.  

Első lépésben a lakkáz enzimet adszorbeáltattam a membránon lakkáz oldatba 

történő bemerítéssel. Ehhez a kísérleti tervben megadottak szerint (lásd. 3.3.4. fejezet) 

47 mm-es átmérőjű membrán lapokat különböző lakkáz koncentrációjú és pH értékű 10 

ml lakkáz oldatba merítettem, majd meghatározott ideig kevertettem (100 RPM) 

beállított hőmérsékletű rázóinkubátorban parafilmmel lezárt üvegedényzetben.  

Ezt követően glutáraldehid felhasználásával keresztkötéseket hoztam létre. Ehhez az 

adszorpciót követően a nedves membránokat a kísérleti tervben meghatározott 
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koncentrációjú glutáraldehid oldatba merítettem és az adszorpciós lépéshez hasonlóan 

rázóinkubátorban kevertettem különböző hőfokon. 

A keresztkötést követően, a membránok egy rozsdamentes acél, dead-end 

üzemmódban használható szűrőmodulba (4. ábra) kerültek. A membránokat ultratiszta 

vízzel mostam és mértem a szűrlet aktivitását. A mosáshoz legalább kilencszer 10 ml 

vizet használtam, attól függően, hogy volt-e még aktivitása az utolsó mosás során 

gyűjtött permeátumnak. Amennyiben a mosást követően a membránok nem kerültek 

azonnal felhasználásra, úgy ultratiszta vízben tároltam maximum 24 órán át. 

 

 
4. ábra Kísérletekhez használt kis méretű membrán tartó modul 
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3.4.3 Immobilizált aktivitás és immobilizálási hatékonyság 

meghatározása 

Az immobilizált aktivitás (Aimmobilizált) meghatározása a kezdeti minta (A0) és az adott 

idő után mért aktivitás (At) különbségéből történt. Ehhez figyelembe vettem a membrán 

nélkül, azonos lakkáz mennyiséggel végzett kísérlet során meghatározott aktivitás (Avak) 

változását is az 9. egyenlet segítségével. 

Aimmobilizált (U/l) =A0 - At - ൫Avak,0 - Avak,t൯ (9) 

Az így meghatározott aktivitás értékekből számoltam a 10. egyenlet segítségével az 

immobilizálás hatékonyságát. 

ηimmobilizált(%) =
Aimmobilizált

A0
 

(10) 

3.4.4 Immobilizációs protokoll optimalizálása 

Annak érdekében, hogy meghatározásra kerüljön az adszorpcióval és keresztkötéssel 

elérhető maximális immobilizációs hatékonysághoz tartozó pH, adszorpciós idő és 

hőmérséklet értéke nagyságrendileg, előkísérleteket végeztem, amelyet a válaszfelületek 

módszerével értékeltem ki. 

A pH hatását az adszorpciós folyamatra McIlvaine pufferoldatban vizsgáltam. Ehhez 

a lakkázt (1 mg/ml) különböző pH értékű (4 – 6) pufferoldatban oldottam fel. Mivel az 

előkísérletek során azt tapasztaltam, hogy a lakkáz oldódása a vizsgált koncentrációban 

lassú, ezért a teljes feloldás érdekében a kimért szilárd lakkázt 1 órán át kevertettem 

rázópadon a kísérleteket megelőzően. A vizsgált pH tartományának megválasztásánál 

figyelembe vettem a használt puffer lehetséges tartományát (pH 3 – 6) és a cellulóz 

acetát membránokhoz ajánlott tartományt: pH = 3,5 – 8 (lásd. 4. táblázat). 

A pH hatásának vizsgálatát követően a kísérleteket a korábbi mérések során 

legnagyobb hatékonyságot elért pH értékű puffer oldatban végeztem el 3 mg/ml-es 

lakkáz koncentrációjú oldatokkal különböző hőmérsékleteken (15 – 40 °C). A 

hőmérséklet hatásának meghatározásához 9 órás kísérletek segítségével vizsgáltam az 

oldatok aktivitását. A vizsgálatokat membrán nélkül is elvégezve, és időszakosan mintát 

véve az oldatból, információt kaptam a lakkáz termikus bomlásának sebességéről 

különböző hőmérsékleten, illetve meghatároztam az egyes hőmérsékletekhez tartozó 

bomlási állandókat. 
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Az előkísérletek eredményeként kapott információk alapján kiválasztottam az egyes 

paraméterek tartományait az optimalizáláshoz: lakkáz koncentráció: 1 – 3 mg/ml, 

adszorpció ideje: 3 – 9 óra, hőmérséklet: 15 – 35 °C. Az optimalizáláshoz 

válaszfelületek módszerét használtam, amelyhez a középpontos kompozíciós kísérleti 

séma alapján készítettem kísérleti tervet. Mivel a vizsgálatok során az egyes ismétlések 

közötti eltérés befolyásolhatja az optimumot, ezért a kísérleti tervben szereplő minden 

kísérleti ponton három ismétlést végeztem el, amellett, hogy a középpontban a kísérleti 

hibának meghatározásához 5 ismétlés szerepel a kísérlettervben.  

A mért eredményeket felhasználva egy négyzetes polinomot illesztettem (11), amely 

tartalmazza az egyes paraméterek hatásai mellett azok kombinációjának hatását is. Ezen 

hatások minden paraméter esetén egy-egy konstanssal (bi) kerültek számszerűsítésre. A 

faktorok jelölését a következő szerint választottam meg:  

A: koncentráció,  

B: adszorpció ideje,  

C: hőmérséklet.  

Az illesztéshez lineáris regressziót használtam a Matlab Optimisation Toolbox 

segítségével, majd meghatároztam az illesztett polinom maximumához tartozó 

értékeket. 

 

Y=b0+b1A+b2B+b3C+ b12AB+b13AC+b23C+b11A2+b22B2+b33C2 (11) 

 

A keresztkötés hatásának vizsgálata céljából az adszorpcióval előállított membránból 

kisebb méretű membrán lapokat vágtam ki (átmérő: 5 mm), amelyeket különböző 

koncentrációjú (50 – 500 mM) ultratiszta vízzel hígított glutáraldehid oldatba helyeztem 

2 órára. A vizsgálatokat 20°C-on és 4°C-on temperált rázóinkubátorban végeztem el. A 

reakcióidő leteltét követően a membránokat ultratiszta vízzel mostam, majd küvettában, 

folyamatos keverés mellett mértem az abszorbancia változását. Az abszorbancia 

változásából kiszámoltam a membrán aktivitását. 

3.4.5 Membrán felületének vizsgálata 

Az immobilizálási protokoll optimalizálását követően a membránon való rögzítésről 

pásztázó elektronmikroszkópos elemzés készült ThermoFischer Apero S készülék 

segítségével. A mérést megelőzően a membránok exszikkátorban való kiszárítása volt 
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szükséges, illetve mivel a cellulóz-acetát membrán az elektronsugár hatására 

roncsolódik és erősen töltődik, a vizsgált felületen aranyból egy bevonat készült. 

3.4.6 Térfogatáram hatásának vizsgálata 

Szabad enzimmel végzett átalakítás esetén elérhető hatékonyságot befolyásolhatja az 

enzim aktivitása mellett a reakcióidő is. A membránnal végzett lebontás során az 

átalakítás ideje az enzim és a szubsztrát közötti kapcsolat idejére korlátozódik. Azaz a 

membrán pórusain keresztül történő áramlás sebessége határozza meg azt az időt, ami 

alatt a konverzió lejátszódik. Ennek az összefüggésnek a vizsgálata érdekében az 

előállított membránt egy dead-end szűrőmodulba (4. ábra) helyeztem, majd arra 

nagynyomású szintetikus levegőt tartalmazó palackból reduktoron keresztül különböző 

nyomást kapcsoltam. A transzmembrán nyomás változtatásával szabályoztam 

térfogatáramot, majd összehasonlítottam az immobilizáláshoz használt, kezeletlen 

cellulóz-acetát membrán és az enzim tartalmú membrán ultratiszta vízzel mért 

térfogatáramát (Q).  

Ehhez a permeátum térfogatáramát, annak tömege alapján (m) határoztam meg 

analitikai mérleggel. A mérlegen másodpercenként került regisztrálásra a tömeg 

változása (∆m), amelyből a víz sűrűségének (ρ) felhasználásával határoztam meg az 

adott idő (t) alatt átáramlott ultratiszta víz mennyiségét (Q) az 12. számú képlet 

segítségével. 

Q =  
(∆m ·  ρ)

t
 (12) 

 

A térfogatáram hatását a konverzióra úgy határoztam meg, hogy 0,05 mg/ml 

koncentrációjú pH=5 pufferoldatban készített ABTS oldatot szűrtem át a lakkáz 

tartalmú membránon. A konverziót a permeátumban fotometriásan meghatározott 

ABTS reakciótermékek koncentrációjának változásából határoztam meg. 

A reakciósebesség (r) meghatározásához a reakció idejének a folyadék membrán 

pórusaiban való tartózkodási idejét (τ) vettem alapul, amelyet a membrán porozitásából 

(ϕ), geometriájából (Vm) és a térfogatáramból határoztam meg. A reakciósebesség 

számolása az 13. egyenlettel történt. 

r = 
(cpermeátum - cbetáp) ∙ Q

Vm ∙ ϕ
 (13) 
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Az említett adatok közül a membrán porozitásának mérése az ún. nedves-száraz 

módszerrel történt [175], membrán vízbe merítése alapján. 

3.4.7 Tárolási stabilitás vizsgálata 

A tárolási vizsgálatok során az immobilizációt követően a membránokat 20 ml 

ultratiszta vízben 4 °C-on tartottam egy héten át. A membrán aktivitását 1, 4, 5, 7 nap 

után mértem ABTS oldat átszűrésével, majd az alábbi elsőrendű bomlási egyenlettel 

(14) meghatároztam a csökkenésből a bomlási állandót. A vizsgálatokat 3 párhuzamos 

méréssel végeztem el. A membránokat a vizsgálat után ultratiszta vízzel átöblítettem, 

majd visszahelyeztem a tároló oldatba. 

 

At

A0
 =  e-kt (14) 

3.4.8 Szubsztrát koncentráció hatásának vizsgálata  

Az immobilizálás során változhat az enzim által katalizált reakciók sebessége pl. a 

diffúziós gátlás hatására [176] vagy a keresztkötések által okozott szerkezeti változások 

eredményeként [177]. Ennek vizsgálata érdekében az aktivitás méréshez is használt 

szubsztráttal végeztem kinetikai vizsgálatokat. 

Az aktivitás mérés során használt szubsztrátot, ABTS-t szűrtem át különböző 

koncentrációkban (23, 46, 91, 228, 456, 911 µM). A membránnal végzett átalakítás 

során, ellentétben az aktivitás méréssel, a membránon átszűrtem a citrát-foszfát 

pufferben (pH=5) feloldott szubsztrátot. 

A membránt egy dead-end üzemmódban használható rozsdamentes acél modulba (4. 

ábra) helyeztem, majd a szubsztrát oldatot a modulba pipettáztam. Egy sűrített levegő 

palack segítségével 1 bar nyomást kapcsoltam a membrán bemeneti oldalára, amely 

hatására a membrán két oldala közötti nyomáskülönbség alakult ki és átáramlott a 

szubsztrát oldat. A mérés során a nyomás értékét egy reduktor segítségével mérési 

sorozat elején állítottam be, majd a beállítást nem változtattam, így a mérés során a 

transzmembrán nyomás állandónak tekinthető. A permeátum oldalon kilépő folyadék 

tömegét egy analitikai mérleg segítségével másodpercenként rögzítettem, majd ezek 

alapján számítottam a permeátum oldali tömegáramot (Q). A kis térfogatból adódóan, 

minden mérésnél volt egy rövid felfutási és lefutási szakasz, ahol alacsonyabb volt a 

térfogatáram. A számításhoz a két szakasz közötti stabil állapotot vettem figyelembe. 
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A konverzió meghatározásához mértem ABTS-ből keletkező reakciótermék 

koncentrációjának változását (cbetáp. és cpermeátum) a szűrés során. Ezt az aktivitás 

mérésnél leírtak szerint UV-Vis spektroszkópiával végeztem el, majd a 13. egyenletnek 

megfelelő meghatároztam a reakció sebességét.  

A kapott reakciósebesség és a kísérletben használt szubsztrát koncentráció alapján, 

az értékekre kinetikai egyenletet illesztettem és meghatároztam a Michaelis-Menten 

kinetikai állandót és a maximális reakciósebesség értékét a 3.4.4. fejezetben leírtak 

szerint. 

3.4.9 Membrán többszöri felhasználásának vizsgálata 

A meghatározott immobilizálási protokoll alapján előállított 47 mm-es átmérőjű 

membránt dead-end üzemmódban használható modulba helyeztem. A membránt a 

protokoll szerint legalább kilencszer átmostam, majd 0,05 mg/ml koncentrációjú pH=5 

pufferoldatban készített ABTS oldatot szűrtem át 1 bar nyomás rákapcsolása mellett. A 

permeátumban UV-Vis spektrofotometriásan meghatároztam a keletkező 

reakciótermékek koncentrációját, majd ismét átszűrtem a membránon. Összesen 5 

ciklust végeztem, majd meghatároztam az ABTS konverzióját és a membrán 

aktivitásának csökkenését. 

3.4.10 Diklofenák átalakítása enzimkatalitikus membránnal 

Az optimalizált immobilizálási módszerrel előállított membránokat DCF lebontására 

használtam. A vizsgálatok során három paraméter hatását vizsgálatam: pH, 

térfogatáram, permeátum visszaforgatása. A vizsgálatokhoz 1 mg/l kiindulási 

koncentrációjú diklofenák oldatot használtam, amelyet metanolban készített 

törzsoldatból különböző kémhatású pufferoldatokban állítottam elő (metanol tartalom 

1%). A vizsgálatok során a fluxust nem túlnyomás rákapcsolásával, hanem 

perisztaltikus pumpával szabályoztam, ami lehetővé tette az egyenletes térfogatárammal 

történő vizsgálatokat. A térfogatáram hatásának vizsgálata érdekében a kísérletek három 

különböző szivattyúbeállítással (10, 20, 30 RPM) végeztem el pH=5 pufferoldatban 

készített diklofenák oldattal. A térfogatáram pontos meghatározása a 3.4.6. fejezetben 

leírtak szerint analitikai mérleggel történt. A pH hatásának vizsgálata során a közbenső 

szivattyúbeállítással (20 RPM) különböző pH értékű (pH=2, 4, 5, 6, 7) diklofenák 
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oldatot szűrtem át az enzimkatalitikus membránokon. A kísérletek során minden 

beállításhoz új membránt használtam.  

A lebontási kísérletet folyamatos üzem használatának vizsgálata érdekében 

megismételtem egy nagyobb méretű laboratóriumi EMBR rendszerben is. Ebben egy 

Sterlitech gyártmányú CF042D membrán modul van beépítve (5. ábra), amelyben a 

membrán hasznos felülete 42 cm2. A nagyobb rendszerben való kísérlet elvégzéséhez a 

membrán méretnövelése volt szükséges, ezért a használt membránt az optimalizált 

protokoll szerint, a felülettel arányosan megnövelt térfogatban végzett immobilizációval 

állítottam elő (30 ml lakkáz oldat). A vizsgálatokhoz 500 ml térfogatú 1 mg/l kiindulási 

koncentrációjú diklofenák oldatot használtam, amelyet metanolban készített 

törzsoldatból pH=5 pufferoldatban állítottam elő (metanol tartalom 1%). A kísérlet 

során a rendszert dead-end üzemmódban üzemeltettem állandó térfogatáram mellett. A 

kísérlet során adott időközönként (0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h) külön gyűjtöttem mintavétel 

céljából a permeátumot. Az így begyűjtött mintákat a 3.2.2. fejezetben leírt módon 

szilárd-fázisú extrakcióval dúsítottam, majd HPLC-UV segítségével meghatároztam a 

diklofenák koncentrációjának változását.  

 
5. ábra Sterlitech CF042D membrán modul [178] 
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4 Eredmények 

4.1 Lakkáz immobilizálása alginát mátrixban 

A lakkáz immobiliálzása érdekében két módszert vizsgáltam meg. Elsőként az 

alginát-mátrixban való csapdázást, amely segítségével a lakkáz tartalmú alginát 

gyöngyöket hoztam létre.  Mivel az alginátban történő enzim rögzítés nagy múltra tekint 

vissza (2.2.3.1. fejezet), ezért elsődleges célként a lakkáz rögzítésre és a 

mikroszennyezők eltávolításával való kombinált használatának vizsgálatát tűztem ki. 

4.1.1 Előállított gyöngyök karakterizációja 

Az immobilizációt követően az alginát gyöngyök tulajdonságait részletesen 

megvizsgáltam, amelyek a következő fejezetekben olvashatóak.  

 

4.1.1.1 Morfológia 

A bürettából történő adagolásnak köszönhetően az előállított alginát gyöngyök 

szemcsemérete 2-3 mm (6. ábra), nedves tömege átlagosan 19,2 mg/db (SD=0,7 mg, 

n=60). 

6. ábra Alginát gyöngyök méretének változása száradás során 

Frissen előállított (bal) és szárítás utáni (jobb) gyöngyök, rács mérete: 3 mm 

4.1.1.2 Előállított gyöngyök összetétele 

A gyöngyök összetétele gravimetriásan került meghatározásra (7. ábra). 

Exszikkátorban való 24 órás szárítást követően mért tömege alapján, az előállított 

nedves gyöngyök nedvességtartalma: 97% (SD=0,53%, n=60). A gyöngyök előállítása 

során felhasznált lakkáz mennyisége alapján a gyöngyök tömegének 0,10%-át adja az 

enzim. A gyöngyök szilárdanyagának nagy részét az immobilizáláshoz használt alginát 
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teszi ki (1,97%, SD=0,01%, n=4). A fennmaradó ~1%-ot az immobilizálás során 

lejátszódó ioncsere után a mátrixban csapdázott kalcium- és nátrium-klorid oldat adja. 

 
7. ábra Lakkáz tartalmú alginát összetétele 

4.1.1.3 Immobilizálási módszer hatékonysága és veszteségek 

A mérés során a kiindulási oldat aktivitása: 228,5 U/l (SD=24 U/l, n=3). Ebből a 

gyöngyök mosásához használt 15 ml ultratiszta vízben mért aktivitás 2,6 U/l (SD=0,5 

U/l, n=3), és a rögzítéshez használt CaCl2 oldatban a rögzítés során mért 1,4 U/l 

(SD=0,14 U/l, n=3) veszteségként jelentkezett. Ezek alapján a módszer immobilizálási 

hatékonysága: 98,2% (SD=0,1%, n=3).  

4.1.1.4 Lakkáz tartalmú alginát gyöngyök fajlagos aktivitása 

Az alginátban rögzített lakkáz aktivitásának meghatározásához 10 db gyöngyöt 

használtam fel, amely lakkáz tartalma megfelel 0,2 mg/ml lakkáz oldat enzim 

tartalmának. Az összehasonlítás érdekében azonos körülmények (lakkáz mennyiség, 

pH, ABTS koncentráció, hőmérséklet, idő) között meghatározásra került a szabad és az 

alginátban rögzített lakkáz aktivitása. A szabad lakkáz esetén meghatározott aktivitás: 

34,03 U/l (SD=2,6 U/l, n=3), míg azonos mennyiségű lakkázt tartalmazó alginát gyöngy 

esetén a mért aktivitás csak 0,0541 U/l (SD=0,006 U/l, n=3). Ez 1 db gyöngyre 

vonatkoztatva 0,005 U/db. Tömegre vonatkoztatva ez az érték 0,00026 U/mg.  
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Különböző mennyiségű alginát gyönggyel elvégezve az ABTS átalakítását, azt az 

eredményt kaptam, hogy a gyöngyök darabszáma és a reakcióelegy aktivitása között 

lineáris összefüggés van (R2=0,9929), ahogy az a 8. ábrán is látható. 

 
8. ábra Aktivitás a gyöngyök darabszámának függvényében 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,05 mg/ml, pufferoldat pH=5, 

szobahőmérséklet (T~22°C), reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml 

 

4.1.1.5 A lakkáz tartalmú alginát gyöngyök aktivitásának pH függése 

A különböző pH értékű pufferoldatban mért ABTS átalakítás sebessége, azaz az 

aktivitás alapján kijelenthető, hogy az alginátban immobilizált lakkáz aktivitása a pH 

csökkenésével emelkedik (9. ábra). Az alginát semleges pH értéken nem mutat mérhető 

aktivitást. 
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9. ábra Alginát aktivitásának pH függése 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,05 mg/ml, használt alginát gyöngyök 

mennyisége: 20 db, szobahőmérséklet (T~22°C), reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml 

4.1.1.6 Enzimkinetikai vizsgálatok alginátban immobilizált lakkázzal 

A szubsztrát koncentráció hatásának meghatározása érdekében enzimkinetikai 

vizsgálatokat végeztem. Ezek során felvételre került a szubsztrát koncentráció és 

reakciósebesség közötti összefüggés (10. ábra), amelyre lineáris regresszióval 

illesztettem a Michaelis-Menten kinetikai egyenletet. Az illesztés alapján meghatározott 

Michaelis-állandó (KM) értéke 26,43 µM, míg a maximális reakciósebesség (vmax): 0,23 

µM/min.  
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10. ábra Michaelis-Menten kinetika alignátban rögzített lakkázra 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,025 – 0,050 mg/ml, használt alginát 

gyöngyök mennyisége: 20 db, szobahőmérséklet (T~22°C), reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml 

4.1.1.7 Aktivitás hőmérsékletfüggése 

Az alginátban történő rögzítést követően vizsgáltam a hőmérséklet növekedésének 

hatását az ABTS átalakítására. Ennek érdekében 20 és 35°C közötti hőmérsékleten 

végeztem aktivitás mérést (11. ábra). A mérések alapján a hőmérséklet és az aktivitás 

között exponenciális összefüggés határozható meg (R2=0,9854) 

 
11. ábra Alginát aktivitásának hőmérsékletfüggése 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,05 mg/ml, használt alginát gyöngyök 

mennyisége: 20 db, hőmérséklet: 20 – 35°C, reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml 
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4.1.1.8 Ismételt felhasználás vizsgálata 

A gyöngyökben való immobilizálást követően megvizsgáltam, hogy a gyöngyöket 

lehet-e többször használni. A vizsgálat során azt tapasztaltam, hogy a gyöngyök 

aktivitása fokozatosan csökkent, míg tömegük és méretük ciklusonként növekedett (12. 

ábra). A ciklusok során az alginát gyöngyök aktivitásuk mintegy 62%-át elvesztették, 

míg a tömegük 52%-kal növekedett, ami jelentős vízfelvételre utal. Ahogy az a 15. 

ábrán is látható ezzel párhuzamosan a térfogatuk is növekedett. 

 
12. ábra Immobilizált lakkáz aktivitásának és tömegének változása újrahasználat során 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,05 mg/ml, használt alginát gyöngyök 

mennyisége: 20 db, szobahőmérséklet: ~22 °C, reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml 

 

Az ABTS-sel végzett ismételt mérések során azt tapasztaltam, hogy az ABTS-ből 

keletkező reakciótermékek jellemző színét felvették az alginát gyöngyök, ahogy az a 13. 

ábrán is látható. Emellett a gyöngyök egyre puhábbak lettek a kísérlet során, így a 7. 

ciklus után már nem sikerült épségben visszanyerni mind a 20 db gyöngyöt.  
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1. ciklus 

 

2. ciklus 

 

3. ciklus 

 

4. ciklus 

 

5. ciklus 

 

6. ciklus 

 

7. ciklus 

 

13. ábra Alginát gyöngyök változása ismételt felhasználás során 

4.1.1.9 Tárolási stabilitás 

A vizsgálatok során felvettem a tárolási idő és fajlagos aktivitás közötti összefüggést, 

ami a deaktiválódott és szivárgó lakkáz mennyiségére utalhat. Az alginát gyöngyök 

tárolási stabilitásának meghatározása során a gyöngyök aktivitásának csökkenését 

figyeltem meg (14. ábra). A gyöngyök kezdeti 0,008 U/db aktivitása 5 napos tárolást 

követően 0,003 U/db-ra csökkent. Ez az aktivitás 75%-os csökkenését jelenti. A 

csökkenés exponenciális jelleget mutat. Az exponenciális bomlási egyenlet (14) 

illesztésével meghatározott bomlási állandó értéke: 0,26 1/nap. 

 
14. ábra Lakkáz tartalmú alginát gyöngyök aktivitásának csökkenése tárolás során 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,05 mg/ml, használt alginát gyöngyök 

mennyisége: 10 db, szobahőmérséklet: ~22 °C, reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml, tárolás 20°C-on 
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Összehasonlítva az alginátban immobilizált lakkáz tárolása és a szabad enzim 

tárolása során mért aktivitás értékeket azt kaptam, hogy a szabad enzim aktivitása 

kevésbé csökken, mint az alginátban immobilizált lakkáz (15. ábra).  

 
15. ábra Szabad és alginátban immobilizált lakkáz aktivitásának változása tárolás során 

A vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,05 mg/ml, használt alginát gyöngyök 

mennyisége: 10 db, használt szabad enzim koncentrációja: 1 mg/ml, szobahőmérséklet: ~22 °C, 

reakcióidő: 6 perc, küvetta térfogat: 4 ml, tárolás 20°C-on 

4.1.2 Diklofenák eltávolítása  

Az előállított alginát gyöngyöket diklofenák lebontása céljából teszteltem. A 

vizsgálat során 24 órát követően mind a négy esetben a diklofenák koncentrációjának 

csökkenését mértem (16. ábra). A DCF oldatot 24 órán át kevertetve enzim és alginát 

nélkül 13,86%-kal csökkent, míg lakkáz nélkül előállított alginát gyöngyök jelenlétében 

29,86%-ot. Szabad enzim használata esetén csaknem teljes eltávolítást értem el 

(94,78%), míg az alginátban rögzített lakkázzal végzett kísérletben csak 33,96%-ot. Az 

eredmények alapján megállapítható, hogy az algináton történő adszorpció hozzájárul a 

diklofenák eltávolításához, mivel az alginátos vak és az enzimes alginát eltávolítási 

hatékonysága között csak 4,1% van. A kísérlet során az alginát gyöngyök idővel 

megduzzadtak, majd szétestek a keverés hatására, azaz a gyöngyök mechanikai 

stabilitása idővel csökkent a használt pufferoldatban. 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3

R
el

at
ív

 a
kt

iv
it

ás
 (

%
)

Tárolás ideje (nap)

Szabad lakkáz Alginátban immobilizált lakkáz



 

63 

 
16. ábra Diklofenák eltávolítása alginátban immobilizált és szabad lakkázzal 

A vizsgálatok körülményei: kezdeti DCF koncentráció: 40 µg/ml, pH=5, reakcióidő: 24 óra, 

hőmérséklet: 20°C, reakciótérfogat: 50 ml 

A kísérlet során vett kezdeti és a 24 órás minták UV-Vis spektrumán változás látható 

mind a szabad, mind az alginátban rögzített lakkáz esetén. Mindkét kísérlet során kis 

mértékű csökkenés figyelhető meg az UV tartományban, a DCF jellemző 278 nm körüli 

csúcson (18. ábra és 20. ábra). Az alacsonyabb hullámhosszon mért csúcson a változás 

elhanyagolható a lakkázzal végzett kísérletek esetén. Ezzel szemben a vak kísérletek 

során mind a két csúcs esetén csökkenést mértem, ami a DCF adszorpciójára utal (17. 

ábra és 19. ábra). 
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17. ábra Enzim nélkül végzett vak kísérlet során mért UV-Vis spektrum 

 
18. ábra Szabad enzimmel végzett diklofenák átalakítása 
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19. ábra Enzim nélkül készített alginát jelenlétében mért UV-Vis spektrum változás 

 

 
20. ábra Alginátban immobilizált lakkázzal végzett diklofenák lebontás során mért UV-Vis 

spektrum 

Mind az alginátban immobilizált lakkázzal, mind a szabad enzimmel végzett kísérlet 

során a reakcióelegy sárgás elszíneződését tapasztaltam. Emellett egy vízben rosszul 

oldódó csapadék keletkezését figyeltem meg. Az analitikai készülékek megóvása 

érdekében, a mintákat 0,45 µm-es szűrővel szűrtem meg a mérések előtt. Erre 
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elsősorban azért volt szükség, mert a kromatográfiás mérések során ezek a kolonna 

eltömődését okozhatják. Azt tapasztaltam, hogy a csapadék és a sárga elszíneződés jól 

eltávolítható a választott mikroszűrővel, ahogy az a 21. ábra jól látható. 

 

 

 

21. ábra Diklofenák szabad enzimmel történő átalakítása során keletkező termékek  

Kísérlet körülményei: diklofenák koncentráció: 40 µg/ml, lakkáz koncentráció: 0,1 m/ml, 

hőmérséklet: 20°C, reakcióidő: 24 óra  

 
A diklofenák átalakításának eredményeként a reakciótermékek egyértelmű 

elszíneződést okoztak, azonban ezek azonosítására nem volt lehetőségem a vizsgálatok 

elvégzésének idején. Erre vonatkozóan a szakirodalomban azóta jelent már meg 

részletes tanulmány más kutatóktól [179], így ennek részletes vizsgálatával nem 

foglalkoztam a disszertációmban. 

A keletkező reakciótermékek mikroszűréssel tapasztalt hatékony eltávolítása 

motiválta elsősorban a kutatás második szakaszában kifejlesztett membrános 

immobilizálási módszer kidolgozását.  

4.2 Lakkáz immobilizálása membránon 

A lakkáz membránon való rögzítésének vizsgálata érdekében kidolgoztam és 

optimalizáltam egy immobilizálási módszert, majd az így előállított membránt 

karakterizáltam a felhasználás szempontjából fontos jellemzőinek meghatározásával.  

Ezt követően DCF eltávolítása során összehasonlítottam a membránon immobilizált 

lakkáz és a szabad enzim használatát.  
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4.2.1 Membrán anyagának kiválasztása 

A membrán anyagának kiválasztása során fontos szempont volt, hogy biológiailag 

lebontható anyagot használjak, azonban az elterjedt használata miatt megvizsgáltam a 

PES membrán alkalmazhatóságát is. 

Ahogy az a 22. ábrán is átható, a vizsgálat során a CA membrán esetén jelentős 

csökkenést mértem. A CA membránon 41% (SD=5%, n=3)-os megkötést értem el, míg 

a PES membrán esetén a lakkáz oldat aktivitása nem csökkent. A kísérlet alapján a 

cellulóz alapú membránokat célszerű adszorpción alapuló felületmódosítás nélküli 

rögzítési módszerhez használni. 

 
22. ábra Lakkáz aktivitásának változása különböző membránokon való rögzítés során 

A kísérlet körülményei: lakkáz koncentráció: 1 mg/ml, pH=5, adszorpció ideje: 3 óra, hőmérséklet: 

20°C, membránok átmérője: 47 mm 

4.2.2 Immobilizálás optimálása 

A nagyobb mennyiségű lakkáz megkötésére alkalmas CA membránon való 

immobilizációra végeztem el a módszer optimalizálását. Növelni kívántam az 

adszorpció hatékonyságát, a megkötött enzim mennyiségét, illetve az adszorpcióval 

megkötött enzimet stabilizálni kívántam a keresztkötések létrehozásával, az enzim-

károsító hatások minimalizálása mellett. 
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4.2.2.1 Adszorpció pH függése 

Első lépésként vizsgáltam a lakkáz oldat pH értékének hatását a cellulóz-acetát 

membránon való adszorpcióra (23. ábra). A vizsgálatok eredményeként azt kaptam, 

hogy a növekvő pH érték csökkenti az adszorpció hatékonyságát. A legalacsonyabb 

vizsgált pH értékű oldatból (pH=4) kötődött meg a legnagyobb mennyiségű enzim. Az 

így megkötött aktivitás: 416 U/l (SD=39,7 U/l), az immobilizálási hatásfok: 78%-os 

(SD=4%). Ezzel szemben magas pH érték esetén a rögzítés hatékonysága csupán 7% 

(SD=12%). Ezek alapján az adszorpciós vizsgálatokat a továbbiakban pH=4 

pufferoldatban feloldott lakkázal végzetem el. 

 
23. ábra Lakkáz adszorpció pH függése 

A kísérlet körülményei: lakkáz koncentráció: 1 mg/ml, adszorpció ideje: 3 óra, hőmérséklet: 20°C, 

membrán átmérő: 47 mm 

4.2.2.2 Termikus denaturáció 

A lakkáz enzim aktivitása a hosszabb ideig végzett adszorpció során a hőmérséklet 

hatására megváltozhat, ezért fontos vizsgálni a enzim termikus stabilitását is. Ennek 

meghatározása érdekében 15 – 40°C közötti hőmérsékleten végeztem vizsgálatokat (24. 

ábra). Nagy aktivitás csökkenést tapasztaltam 30°C felett már 6 óra után. A 



 

69 

meghatározott bomlási állandó értéke 35 és 40°C esetén 0,0358 1/óra és 0,0463 1/óra. 

Ezek alapján a lakkáz felezési ideje 35°C-on 19,4 óra, míg 40°C-on 14,9 óra. Ez azt 

jelenti, hogy egy 9 órás kísérlet során hozzávetőlegesen 28% és 34%-kal csökkenne az 

enzim aktivitás a termikus denaturáció következtében, míg a 30°C alatt végzett 

kísérletek során nem volt mérhető aktivitás csökkenés.  

 
24. ábra Lakkáz termikus denaturációja 15 - 40°C között 

A kísérlet körülményei: lakkáz koncentráció: 3 mg/ml, pH=4. A viszonyítás alapja a kezdeti aktivitás. 

4.2.2.3 Adszorpció optimálása 

A maximális enzim megkötés érdekében figyelembe véve a pH és a hőmérséklet 

hatásának vizsgálata során kapott eredményeket egy kísérleti tervet állítottam össze a 

(5. táblázat). A válaszfüggvényt úgy választottam meg, hogy az figyelembe vegye a 

lakkáz termikus deaktiválódását is. A központi beállításokkal 5 kísérleti pont került 

felvételre. Ezek a vizsgálatok alapján a meghatározott standard szórás hatékonyságra: 

2%, míg megkötött aktivitásra 12 U/l, ami elfogadható kísérleti hibának tekinthető. A 

kísérleti tervben szereplő minden pont meghatározása során a minták aktivitását három 

mérés átlagából határoztam meg. 

A kapott adatokra lineáris regresszióval illesztettem a (7) számú egyenletet, 

amelynek regressziós koefficiense 0,966 lett. A regressziós táblában (1. melléklet) 

látható P-értékek alapján a modell egyenlet minden fő hatása szignifikáns (α < 0,05), 

míg a kvadratikus hatások nem szignifikánsok, kivéve az adszorpció idejét. Ennek 
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ellenére a modellből nem vetettem ki ezeket a faktorokat, mivel az korrigált R2 értéke 

0,923 és az ANOVA teszt eredménye alapján a modell szignifikáns (p = 0,0001). A 

középpontban a mért és a számított aktivitás különbsége 13 U/l, ami közel van a 

kísérleti hibához. Ezek alapján a modellt megfelelőnek tartom az optimálás 

elvégzéséhez. Az illesztett koefficiensek behelyettesítésével és 1-1 paraméter 

állandónak vételével a modell eredményét felületek formájában ábrázoltam (25. ábra).  

 

5. táblázat Lakkáz adszorpciójának optimizálása cellulóz-acetát membránon 

Sorszám Lakkáz 

koncentráció 

[mg/ml] 

Adszorpció 

ideje 

[óra] 

Hőmérséklet 

 

 [°C] 

Immobilizáció 

hatékonyság 

[%] 

Immobilizált 

aktivitás  

[U/l] 

1 1 3 15 38 108 

2 3 3 15 20 172 

3 1 9 15 57 162 

4 3 9 15 42 358 

5 1 3 35 65 185 

6 3 3 35 44 374 

7 1 9 35 71 201 

8 3 9 35 54 463 

9 1 6 25 81 229 

10 3 6 25 52 446 

11 2 3 25 57 321 

12 2 9 25 77 437 

13 2 6 15 56 319 

14 2 6 35 62 351 

15 2 6 25 66 375 

16 2 6 25 64 364 

17 2 6 25 61 346 

18 2 6 25 62 350 

19 2 6 25 62 352 
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A 

 

B 

 

C  

 
25. ábra Az egyes faktorok hatása az enzim adszorpciójára.  

Vizuális megjelenítés az illesztett polinom alapján. (a) lakkáz koncentráció és idő hatása, állandó 

hőmérséklet (25°C) mellett, (b) hőmérséklet és idő hatása, állandó lakkáz koncentráció (2 mg/ml) mellett, 

(c) lakkáz koncentráció és hőmérséklet hatása állandó adszorpciós idő (6 óra) esetén. 
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A meghatározott modell egyenlet maximumának megkeresésével meghatároztam azt 

a kísérleti beállítást, amelyen a termikus denaturáció csak olyan mértékű, ami még 

kedvez az adszorpciónak. Ezek a következők: 3 mg/ml lakkáz koncentráció, 9 óra 

adszorpciós idő, 29°C adszorpciós hőmérséklet. 

Ez a beállítás a modell alapján 485 U/l aktivitás megkötését teszi lehetővé. Ezzel a 

beállítással elvégzett 5 ismétlés során 538 U/l (SD=55, n=5) került megkötésre, 76%-os 

(SD=7%, n=5) hatékonysággal. Mivel a mért értékek magasabbak, mint bármelyik 

korábban meghatározott érték, ezért az adszorpció optimalizálását sikeresnek tekintem. 

Az optimális beállításokkal mért adszorpciót követően meghatározásra került az 

immobilizált aktivitás mellett a megkötött fehérje mennyisége is a 3.2.3 fejezetben 

leírtak alapján. Ennek értéke a membrán felületére vonatkoztatva 1,58 mg/cm2. A 

membrán száraz tömege alapján a fajlagos aktivitás értéke tömegre és felületre is 

meghatározható. Ezek értéke: 44,4 U/mg és 42,8 U/cm2. 

4.2.2.4 Keresztkötés optimálása 

Az immobilizálási módszer optimálásának következő lépéseként meghatároztam a 

keresztkötési lépés optimális beállításait. Ehhez 50 – 500 mM közötti glutáraldehid 

koncentrációval végeztem kísérleteket 4 és 20°C-on (6. táblázat). 

 

6. táblázat Keresztkötés optimalizálása 

Sorsz. Hőmérséklet 
[°C] 

GA 
koncentráció 

[mM] 

Mért 
Aktivitás 

[U/l] 

Szórás 

1 4 50 2,30 0,28 

2 4 100 2,77 0,13 

3 4 200 2,59 0,16 

4 4 300 2,13 0,22 

5 4 400 1,99 0,27 

6 4 500 1,88 0,23 

7 4 0 1,63 0,32 

8 20 50 1,38 0,11 

9 20 100 1,41 0,05 

10 20 200 1,34 0,07 

11 20 300 1,41 0,28 

12 20 400 1,30 0,13 

13 20 500 1,36 0,31 

14 20 0 1,43 0,07 
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Az eredmények alapján kijelenthető (26. ábra), hogy a hőmérséklettől jelentősen 

függ a membrán aktivitása. A 20°C-on végzett kísérletek során nem volt szignifikáns 

különbség a különböző koncentrációk esetén, míg a 4°C-on mértek esetén 

megállapítható egy maximum, 100 mM GA koncentráció használata esetén. Ebben az 

esetben a membrán aktivitása 2,77 U/l (SD=0,13 n=3), amely közel duplája az azonos 

koncentrációval 20˘C-on végzett kísérletben elért aktivitásnak: 1,41 U/l (SD=0,28 U/l, 

n=3). Fontos megjegyezni, hogy az itt mért aktivitás értékek, nem a nagy, 12,34 cm2 

méretű membránra, hanem egy lényegesen kisebb felületű membránra vonatkoznak 

(lásd. 3.4.4 fejezet). 
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26. ábra Glutáraldehid és hőmérséklet hatása a membrán aktivitására 

A vizsgálat során 3 mg/ml pH4 pufferoldatban feloldott lakkáz 9 óra alatt 29°C-on került 

adszorbeáltatásra cellulóz-acetát membránon, majd 2 órán át került keresztkötésre 50-500 mM 

koncentrációjú glutáraldehiddel 4°C-on (kék), illetve 20°C-on (sárga).  

 

Az optimalizálás során meghatározott maximális megkötéshez tartozó körülmények a 

következők: 

 Az adszorpcióval történő lakkáz megkötés 9 óra alatt, 29°C-on 3 mg/ml pH=4 

pufferoldatban feloldott lakkázzal érhető el. 

 A keresztkötés során a legnagyobb membrán aktivitás 4°C-on, 100 mM GA 

koncentrációval végzett 2 órás reakció esetén érhető el.  
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4.2.3 Membrán karakterizációja 

A rögzítési módszer optimalizálását követően az előállított membránokat különböző, 

elsősorban a felhasználás szempontjából hasznos paraméterekkel jellemeztem. Ezek 

olvashatóak a következő fejezetekben.  

4.2.3.1 Elektronmikroszkópos felvételek 

Az előállított membránokról készült elektronmikroszkópos felvételek (27. ábra) 

alapján meghatároztam a membrán immobilizálás előtti és utáni pórusméretét. A képek 

elemzése alapján a kiindulási pórusméret: 0,19 µm (SD=0,1 µm, n=176), amely a 

kezelés hatására 0,24 µm-re (SD=0,1 µm, n= 477) nőtt. 

Az elektronmikroszkópos felvételeken (27. ábra) látszik, hogy a membrán felületén 

és annak pórusaiban gömbszerű képződmények alakultak ki. Ezek átmérője 0,39 µm 

(SD=0,09 µm, n=82). 

 
27. ábra Pásztázó elektronmikroszkópos felvételek a cellulóz-acetát membránról a kezelés előtt 

(A) és után (B, C)  

 



 

75 

4.2.3.2 Membrán fluxus változása 

Az immobilizálást követően megvizsgáltam a membrán desztillált vízzel mért 

fluxusát az aggregátumok által okozott eltömődés hatásának vizsgálata érdekében. Bár a 

csökkenés mértéke kis mértékben függ a nyomástól, de elmondható, hogy minden 

vizsgált nyomás esetén eltérés jelentkezett a kezelt és a kezeletlen membrán között. A 

csökkenés mértéke átlagosan 21% (SD=12%, n=15) A különböző nyomások esetén 

mért térfogatáram, ahogy az a 28. ábra is látható. 
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28. ábra Lakkáz tartalmú és kezeletlen membrán térfogatárama különböző nyomásokon 

A kezeletlen cellulóz-acetát membrán a vizsgálat előtt desztillált vízzel történő öblítésen kívül nem 

esett át kezelésen. A kezelt membrán előállítása az optimalizált lakkáz immobilizálási protokollal történt.  

4.2.3.3 Tárolási stabilitás 

A membrán aktivitásának fokozatos csökkenését tapasztaltam a 4°C-on történő 7 

napos tárolás során (29. ábra). A csökkenés lineáris jelleget mutat, mértéke 

hozzávetőlegesen 2,4%/nap. 
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29. ábra Enzimatikus membrán tárolási stabilitásának vizsgálata 

A vizsgálat elvégzéséhez az lakkáz tartalmú membránok az optimalizált protokollal kerültek 

előállításra. Az aktivitás méréséhez 0,5 mg/ml koncentrációjú pH=5 pufferoldatban feloldott ABTS került 

átszűrésre. A viszonyítás alapja az a kísérlet indításának napján mért aktivitás. 

4.2.3.4 Konverzió-térfogatáram függése 

Megvizsgáltam a lakkáz enzim aggregátumokat tartalmazó membránnal az ABTS 

átalakítás és a térfogatáram kapcsolatát. A különböző reduktor beállítások esetén mért 

reakciótermékek koncentrációjának változásából meghatároztam a reakció sebességét a 

(9) egyenlet alapján. A kísérleteket 3 különböző nyomásbeállítás (0,5, 1 és 1,5 bar) 

mellett végeztem el (30. ábra). Mivel a nyomás szabályozása reduktorral történt, az 

ismétlések során nem volt teljesen azonos a nyomás, azonban a reduktor jellegéből 

adódóan nem volt lehetőség az eltérések regisztrálására. A térfogatáramot azonban 

pontosan meg tudtam határozni a permeátum tömegének rögzítésével minden 

kísérletben, a 12. egyenlet alapján. Ezeket ábrázolva (31. ábra) a koncentráció 

változások függvényében egyértelmű exponenciális kapcsolat állapítható meg a 

rögzített lakkáz által katalizált reakció sebessége és a membránon átáramló szubsztrát 

tartózkodási ideje között.  
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30. ábra Nyomás és reakciósebesség közötti összefüggés 

A kísérlet körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,5 mg/ml, pH=5, hőmérséklet: 22°C, 

membrán felülete: 12,34 cm2, a membrán előállítsa az optimalizált immobilizációs protokollal történt. 

 
31. ábra Különböző térfogatáram esetén mért koncentráció változás 

A kísérlet körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,5 mg/ml, pH=5, hőmérséklet: 22°C, 

membrán felülete: 12,34 cm2, a membrán előállítsa az optimalizált immobilizációs protokollal történt. 

4.2.3.5 Enzim kinetikai vizsgálatok membránon immobilizált lakkázzal 

Az immobilizáció eredményeként az enzim szerkezetében bekövetkező változások 

hatásának vizsgálata céljából enzim kinetikai vizsgálatokat végeztem. A membránon 

átszűrt különböző koncentrációjú ABTS oldattal meghatároztam a reakciósebesség és a 
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szubsztrát közötti összefüggést. Az azonos nyomás rákapcsolásával végzett kísérletek 

során kapott reakciósebességekre illesztettem Michaelis-Menten kinetikai egyenletet 

(32. ábra). A kinetika jól illeszthető, a regressziós együttható értéke 0,99299-nak 

adódott. Ez alapján kijelenthető, hogy az enzimkatalitikus membránnal végzett 

átalakítás esetén a reakciósebesség és szubsztrát koncentráció közötti összefüggés jól 

jellemezhető a Michaelis-Menten kinetikai egyenlettel, és nem lép fel inhibíció a 

vizsgált koncentrációtartományon. A mérések alapján meghatározott Vmax értéke 577,1 

µM/s, KM értéke 48,74 µM.  
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Adj. R-Square 0,99158

32. ábra Membránon immobilizált lakkáz enzimkinetikai vizsgálata 

A kísérlet körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,006 – 0,750 mg/ml, pH=5, hőmérséklet: 

22°C, membrán felülete: 12,34 cm2, a membrán előállítsa az optimalizált immobilizációs protokollal 

történt. 

4.2.3.6 Újrahasználat 

Az enzimkatalitikus membrán ismételt felhasználásának vizsgálata elsőként ABTS 

szubsztráttal történt. Az ABTS oldatot több ciklusban szűrtem át a membránon és 

meghatároztam annak konverzióját (33. ábra). Az egyes szűrési ciklusokat követően 

mértem az oldat abszorbanciáját, majd abból meghatároztam a keletkező 

reakciótermékek mennyiségét. A vizsgálat alapján elmondható, hogy a membrán 
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visszaforgatással történő alkalmazásra alkalmas, mivel a konverziót növeli az ismételt 

feladás, azonban a ciklusok során elérhető konverzió növekedés mértéke fokozatosan 

csökkent. 

 
33. ábra ABTS átalakítása enzimkatalitikus membránnal több ciklusban 

A vizsgálat során az enzimkatalitikus membrán az optimalizált protokollal került előállításra. A 

vizsgálat körülményei: szubsztrát (ABTS) koncentráció: 0,5 mg/ml, pH=5, hőmérséklet: 20°C, használt 

membrán aktív felülete: 12,34 cm2.  

4.2.4 Diklofenák lebontása immobilizált lakkázzal 

4.2.4.1 Lebontás egyszeri átszűréssel 

Az optimalizált immobilizálási módszerrel előállított enzimkatalitikus membránt 

diklofenák eltávolítására használtam. Ehhez a membránra feladott DCF oldatot elsőként 

nyomás rákapcsolása nélkül, gravitációs átszűréssel végeztem el. Az ismétlések során 

átlagosan 57,9 % (SD=0,6%, n=3) eltávolítási hatásfokot értem el egyszeri átszűréssel. 

A pH hatásának vizsgálata érdekében rögzített (0,046 l/óra) térfogatárammal szűrtem 

át különböző pH értékű pufferoldatban feloldott DCF oldatot (34. ábra). Az erre 

vonatkozó kísérletek alapján kijelenthető, hogy az enzim aktivitásához hasonlóan, a 

savas közegben magasabb hatékonyság érhető el. Semleges pH értéken gyakorlatilag 

nem volt mérhető eltávolítás a membránnal végzett kísérletben. 
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34. ábra pH hatása a diklofenák eltávolítására enzimkatalitikus membránon 

A kísérlet körülményei: DCF koncentráció: 1 mg/l, pH beállítás pufferoldattal, hőmérséklet: 20°C, 

térfogat: 50 ml, térfogatáram: 0,046 l/óra, dead-end szűrési üzemmód, membrán felület: 12,34 cm2 

A DCF átalakítási kísérletet elvégeztem perisztaltikus szivattyúval szabályozott 

különböző térfogatáramok mellett is. Azt az eredményt kaptam, hogy a térfogatáram 

befolyásolja az elérhető eltávolítás hatékonyságát, ahogy az a 35. ábra is látható. 

 
35. ábra Különböző térfogatárammal mért diklofenák eltávolítási hatékonyságok 

A kísérlet körülményei: DCF koncentráció: 1 mg/l, pH=5, hőmérséklet: 20°C, térfogat: 50 ml, dead-

end szűrési üzemmód, membrán felület: 12,34 cm2 
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A kísérletek során a permeátum UV abszorbancia spektruma növekvő elnyelést 

mutatott 220 – 340 nm közötti tartományon (36. ábra). A spektrum maximuma a 

kezelendő oldatban 278 nm körül van, míg a permeátumban 249 nm körül, azaz a csúcs 

maximuma eltolódott a lakkázzal végzett kezelés hatására. A különböző 

térfogatáramokkal elvégzett kísérlet során, ahogy a kromatográfiás módszerrel mért 

eltávolítási hatékonyságnál is, a legnagyobb abszorbancia növekedést a legnagyobb 

térfogatáram esetén mértem, míg a legkisebbet a 0,046 L/h térfogatáram esetén.  

 
36. ábra Diklofenák UV-Vis spekturmának változása enzimatikus membránnal való kezelés 

során 

A kísérlet körülményei: DCF koncentráció: 1 mg/l, pH=5, hőmérséklet: 20°C, térfogat: 50 ml, dead-

end szűrési üzemmód, membrán felület: 12,34 cm2 

4.2.4.2 Lebontás folyamatos visszaforgatással 

Az 1 mg/l DCF kezdeti koncentrációjú oldat kezelését folyamatos visszaforgatással 

is elvégeztem, nagyobb méretű membránnal egy EMBR rendszerben. A kísérlet során a 

DCF eltávolítási hatékonyságának fokozatos növekedését tapasztaltam (37. ábra). A 48 

óra alatt elért eltávolítási hatékonyság 55%. Ez alacsonyabb, mint a kis méretű 

rendszerrel elért hatékonyság, azonban ennek oka részben a két kísérleti berendezés 

közötti különbségekből adódik. Egyrészt a nagy rendszerben nagyobb térfogattal kellett 

dolgozni, így az egységnyi enzimre eső átalakítandó szubsztrát aránya kis mértékben 

eltérő. Azaz hiába nagy az átalakítás az átszűrés során, ha a permeátum a teljes 

térfogatban a hígulás miatt csak kis koncentráció változást okoz. Másrészt a nagy 

rendszerben a feladás nem perisztaltikus, hanem centrifugál szivattyúval történik, így a 
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térfogatáram pontos szabályozására nincs lehetőség. Mivel a térfogatáram és a 

szivattyút vezérlő frekvenciaváltó között nincs visszakapcsolás, eltömődés esetén nem a 

nyomás növekszik meg, mint a perisztaltikus szivattyú esetén, hanem a térfogatáram 

csökkent le. Ennek meghatározására azonban csak a kísérletet követően lenne lehetőség, 

az adatok letöltését követően. A vizsgálatok során azonban a permeátum folyamatos 

recirkuláltatása nem tette lehetővé a térfogatáram analitikai mérleggel történő 

folyamatos monitorozását, annak beállítása a kísérlet kezdetén történt meg. Az 

időszakosan elvégzett szemrevételezés alapján azonban egyértelműen csökkent a 

térfogatáram a kísérletek alatt. Ennek részletes vizsgálata más rendszer használatát 

igényelné. 

A 24 és 48 óra után vett minták UV-Vis spektrumán nem látható az egyszeri átszűrés 

során tapasztalt abszorbancia növekedés és csúcs eltolódása, azonban a kezdeti 450 nm 

körüli csúcs eltűnése figyelhető meg (38. ábra). Bár ezen a hullámhosszon a használt 

készülék már kevésbé érzékeny, az abszorbancia csökkenés mértéke hozzávetőlegesen 

90%. Az enzimkatalitikus membránnal végzett kísérletet követően a membránról 

készült fényképen azonban jól láthatóan eltávolításra került a sárga színt adó 

reakciótermékek egy része (39. ábra). 

 

 
37. ábra Diklofenák eltávolítása enzimkataltikus membránnal nagyméretű EMBR rendszerben 
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38. ábra UV spektrum változása EMBR rendszerből gyűjtött permeátumban 

A kísérlet körülményei: DCF koncentráció: 1 mg/l, pH=5, hőmérséklet: 20°C, térfogat: 500 ml, dead-

end szűrési üzemmód folyamatos recirkluláltatás, membrán felület: 42 cm2 

 

 
39. ábra Enzimkatalitikus membrán EMBR-ben végzett diklofenák átalakítás után.  

 

A folyamatos üzemű rendszerrel végzett kísérletek alapján elmondható, hogy a 

kifejlesztett membrán akár 48 óráig képes működni és a folyamatos üzem során a 

reakciótermékek egy része eltávolításra került. 
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5 Diszkusszió 

5.1 Alginátban végzett lakkáz immobilizáció értékelése 

A disszertációhoz kapcsolódó kutatás első lépéseként az alginátban történő enzim 

immobilizálási módszer használatát vizsgáltam meg. 

A rögzítés során kapott immobilizálási hatékonyság alapján (98,2%), a felhasznált 

lakkáz nagy része az alginát gyöngyökbe került. Ennek ellenére a szabad és a 

gyöngyökben rögzített lakkáz látszólagos aktivitásának összehasonlítása során 

nagyságrendbeli különbséget állapítottam meg. Ez az immobilizáció során gyakori 

jelenség. A kevert reaktoros rendszerben való használat esetén, nagyobb mennyiségű 

immobilizált lakkáz adagolásával elérhető az aktivitás csökkenés kompenzációja (8. 

ábra). Ennek meghatározásához használható a fajlagos aktivitás tömegre, vagy a Daâssi 

és mtsi. [110] által is publikált, alginát gyöngyök darabszámára történő megadása. Ez a 

használt módszerrel 0,005 U/db-nak, illetve 0,000266 U/mg-nak adódott. Ez alapján a 

kiindulási 34 U/l aktivitás eléréséhez ~6800 db gyöngyöt, vagyis 127 g immobilizált 

lakkázt kell adagolni 1 liter térfogathoz. Figyelembe véve, hogy a szakirodalomban 

publikált kísérletek során 1000-2000 U/l aktivitást is használnak, aminek eléréséhez 

nagy mennyiségű katalizátor hozzáadására lenne szükség, az alginát gyöngyöket töltetes 

oszlopban célszerű alkalmazni. 

Az alginát mátrixban rögzített lakkáz esetén mért látszólagos reakciókülönbség-

csökkenés oka valószínűleg az, hogy a polimer befolyásolja az enzim hozzáférését a 

szubsztráthoz. Ahogy azt Tanaka és mtsi. [180]. is megállapították, a polimerben 

történő átalakítás során a szubsztrát diffúzió lehet a sebességmeghatározó lépés 

alginátban történő immobilizáció esetén. Ebből adódóan az aktivitásméréseket az is 

befolyásolta, hogy az ABTS és a belőle keletkező reakcióterméke feldúsultak az alginát 

gyöngyökben, így azok egy része nem volt mérhető spektrofotométeriás módszerrel. Ez 

más komponensek esetén is fennáll, mivel a lakkáz által végzett átalakítás során a 

mikroszennyezőkből keletkező reakciótermékek általában összekapcsolódott szerves 

molekulák, megnövekedett molekulamérettel [5]. A nagyobb molekulák diffúziója az 

alginát polimerben eltér a kisebb méretű szubsztrátok diffúciós sebességétől [181], így 

azok valószínűleg feldúsulnak az enzimkatalitikus átalakítást követően.  
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Az előállított lakkáz-tartalmú alginát gyöngyök karakterizációja alapján 

megállapítható, hogy a rögzített lakkáz aktivitásának pH függése nem változott. A 

hőmérséklet hatásának vizsgálata során tapasztalt exponenciális növekedés hasonló a 

réz-alginátban immobilizált lakkáz esetén mért növekedéshez [172]. A szakirodalomban 

erre vonatkozó információk alapján az alginátban a lakkáz 40°C körül veszi fel a 

maximum értékét, azonban ezen a hőmérsékleten az alginát polimer is bomlik [172]. 

Mivel a szennyvíztisztításban ritkán fordul elő hasonlóan magas hőmérséklet, így a 

vizsgálatokat is csak 35°C-ig végeztem el.  

A tárolásra vonatkozó vizsgálatok alapján megállapítható, hogy az alginátban való 

csapdázást követően a lakkáz folyamatosan szivárog a gyöngyökből. A tárolás során 

jelentős mennyiségű lakkáz aktivitás csökkenés volt mérhető (bomlási állandó értéke: 

0,26 1/nap). Ratanapongleka és mtsi. [86] hasonlóan az enzim szivárásáról számoltak be 

bárium-alginátban való rögzítés esetén. Kálcium-algintában rögzített maltáz esetén 

pedig az általam meghatározott gyors aktivitás csökkenésnél kisebbet mértek, bár abban 

az esetben lényegesen hosszabb keresztkötési idővel került rögzítésre az enzim [112]. 

Az enzim szivárgásának oka valószínűleg az alginát szerkezetére vezethető vissza. 

Amennyiben a létrehozott kalcium-alginát olyan közegbe kerül, amely nagy 

koncentrációban tartalmaz monovalens, Na+-ionokat, mint a vizsgálatokhoz használt 

puffer, az előállítás során lejátszódó ioncsere a fordított irányba tolódik el. A bivalens 

Ca2+ ionok által az α-L-glükuronsav és β-D-mannuronsav láncok között kialakított 

ionos keresztkötések felbomlanak, ebből adódóan a polimer szerkezete szétesik, és az 

alginát feloldódik. A kezelendő közegekben valószínűleg nagy hatással van a 

biokatalizátor stabilitása is, így a vizsgálatokat célszerűnek tartom mindig a kezelendő 

közegben elvégzeni. 

5.2 Alginátban immobilizált diklofenák átalakításának értékelése 

A diklofenák eltávolítása céljából végzett vizsgálatok alapján (16. ábra), 

egyértelműen megállapítható, hogy az alginát jelentős adszorpciós képességével 

hozzájárulhat a mikroszennyezők eltávolításához. Összehasonlítva azonban a lakkázal 

és lakkáz nélkül végzett kísérletek eredményét (4.1.2 fejezet) elmondható, hogy a 

lakkáz csak kis mértékben (~4%) járul hozzá a diklofenák eltávolításhoz. Ennek oka, 

valószínűleg az, hogy a lakkáz aktivitása jelentősen csökken az alginátban való rögzítés 

hatására, illetve hogy az előállított katalizátor csak kis mennyiségben áll enzimből 

(0,1%). Figyelembe véve az alginát és lakkáz nélkül végzett kísérletben tapasztalat 
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csökkenést, adszorpcióval történő eltávolítás hatékonysága 16%. Ezzel szemben az 

azonos mennyiségű szabad enzimmel 94,8%-os eltávolítást értem el azonos idő alatt. 

Ahogy az ABTS esetén a gyöngyök színének változásából is látszik (13. ábra), az 

alginát képes megkötni bizonyos termékeket. Az UV-Vis spektrumok ezt alátámasztják 

diklofenák átalakítás esetén is (4.1.2 fejezet). A vak kísérletekben a spektrumon látható 

mindkét csúcs intenzitása csökken (17. ábra), míg a szabad lakkázzal való átalakítás 

során csak minimálisan változik (18. ábra), annak ellenére, hogy a vizsgált komponens 

koncentrációja a HPLC-vel végzett mérések alapján jelentősen csökken (eltávolítási 

hatásfok 94,8%). A lakkázzal végzett diklofenák átalakítására jellemző, hogy a 

keletkező reakciótermékek szerkezete hasonlít a kiindulási anyagéhoz [5], így annak 

UV-Vis spektruma is hasonlít a kiindulási komponenséhez. Diklofenák esetén a 

keletkező reakciótermékek az abszorbancia növekedését okozzák, ahogy az a szabad 

enzimmel különböző közegekben, membránon immobilizált lakkázzal végzett kísérletek 

esetén is tapasztalható volt (36. ábra). A keletkező reakciótermékek mivel a diklofenák 

molekulák összekapcsolódásából is létrejöhetnek, ezért a pufferoldatban jellemzően egy 

sárga színű termék is megjelenik [5], ami az elvégzett kíséretek során 450 nm 

környékén okozott kis mértékű elnyelést (18. ábra). Ezek reakciótermékek okozták 

valószínűleg a membrán elszíneződését a membránon immobilizált enzimmel végzett 

kísérletben is (39. ábra). Diklofenák esetén a szakirodalomban sárga [182] és barna 

[183] reakciótermékek megjelenésére vonatkozóan vannak információk. Ezeket hidroxi 

származékokként, illetve 4-(2,6-diklorofenilamino)-1,3-benzodimetanolként  

azonosították [183], de a vizsgált reakcióban a keletkező gyökök számos más 

reakcióterméket is képezhetnek [5].  

Összehasonlítva az azonos mennyiségű szabad enzimmel elvégzett eltávolítás 

hatékonyságát az alginátban immobilizált enzimmel elért eltávolítással, kijelenthető, 

hogy az alginát használata kevésbé hatékony, azonban a reakciótermékek a 

gyöngyökben való megkötése miatt kedvező lehet bizonyos felhasználások esetén. 

5.3 Membránon való immobilizáció értékelése 

A membránon való immobilizáció első lépéseként, két különböző anyagú membrán 

összehasonlítását végeztem el. Ezek alapján egyértelműen kijelenthető, hogy a cellulóz-

acetát nagyobb mennyiségű lakkáz megkötésére alkalmas. Figyelembe véve, hogy a 

hidrofil PES membránok alkalmazásának egyik fő előnye, hogy a kis fehérje megkötő 

képességük [168] miatt nehezebben tömődnek el, a kísérlet a várakozásnak megfelelő 
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eredményt adta. Bár ez nem zárja ki a rögzítés lehetőségét a pórusok lakkáz oldattal 

való telítésével, az adszorpciónak köszönhető többlet enzim megkötés miatt a cellulóz-

acetát membrán használatát részesítettem előnyben. 

A lakkáz adszorpciója során a pH hatására vonatkozó eredményeket a 

szakirodalomban megjelent információk részben alátámasztották. Ahogy azt Saarinen és 

mtsi. [184] is megállapították, a pH érték csökkentésével nagyobb mennyiségű fehérje, 

stabilabban köthető meg a cellulóz felületen. Az erre vonatkozó vizsgálataim azt 

mutatták ki, hogy a megkötés azon a pH értéken a leghatékonyabb, amelyik a 

legtávolabb van a Trametes versicolor által termelt lakkáz izoelektromos pontjától (pI = 

5,8 – 6,1 [185]). Ez az eredmény alátámasztja azt a felvetést, miszerint a fehérjék 

hidrofil felületeken való adszorpciójának kedvez a fehérje izoelektromos pontjától 

távoli pH értéken kialakuló enyhe negatív töltése [186]. A szakirodalom szerint [187] a 

cellulóz-acetát töltése az enzimmel szemben csak kis mértékben változik a pH 

változásával. Ebből következőik, hogy a lakkáz aminosav csoportjainak protonálódása 

határozhatja meg az adszorpció hatékonyságának pH függését a vizsgált kísérletben. 

Az adszorpciós lépésben a lakkáz egy porózus anyagon kötődik meg. 

Általánosságban igaz, az adszorpció során a sebességmeghatározó lépés a pórusok 

belsejébe történő diffúzió. A diffúziós folyamatokat és a felületen való adszorpciót 

befolyásolja a hőmérséklet [188]. A vizsgálatok során azt tapasztaltam, hogy a 

hőmérséklet növelésével növelhető a megkötött enzim mennyisége. Ennek oka 

valószínűleg a diffúzió és az adszorpció hőmérséklet függésére vezethető vissza. Az 

adszorpciós folyamat vizsgálatához célszerű adszorpciós izotermákat felvenni, azonban 

a fehérjék adszorpciója során a fehérje szerkezete is dinamikusan változik, így erre 

nehezen vonhatóak le egyértelmű következtetések. Ehelyett a vizsgálatok során 

empirikus kísérleteket végeztem. Figyelembe vettem azonban azt, hogy a magasabb 

hőmérsékleten a lakkáz termikusan deaktiválódhat. Az erre vonatkozó vizsgálatokat a 

4.2.2.2 fejezetben fejtettem ki. A kontroll vizsgálatok alapján egyértelmű, a magas 

hőmérsékleten történő denaturáció, így az optimalizálás során ezt a célfüggvény 

megválasztásánál figyelembe vettem.  

Mivel az adszorpciós folyamatot a vizsgált rendszerben számos körülmény 

befolyásolja, ezért célszerű volt az optimalizáláshoz egy kísérleti tervet készíteni. Ebben 

olyan faktorokat vettem számításba, amelyek egyértelműen hatással vannak a vizsgált 

folyamatra, azonban azok blokkosított vizsgálata nem szolgáltatott volna megfelelő 

információt. A kísérleti tervben, számos előkísérletet követően, a lakkáz koncentrációja, 
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a hőmérséklet és az adszorpciós idő szerepelt. Előbbi elsősorban azért, mert 

maximálizálni kívántam a membrán fajlagos aktivitását, utóbbiak pedig a termikus 

denaturáció miatt kerültek felvételre. 

Az elvégzett vizsgálatok során az aktivitás mérések szórása jelentősen 

megnehezítette a modellhez felhasználható adatok pontosságát. Ebből kifolyólag a 

kísérleti tervben szereplő beállításokon (5. táblázat) nem egy, hanem három ismétlést 

végeztem, amelyeknél minden aktivitás mérést is háromszor ismételtem meg. Ezek 

átlagértékei kerültek felhasználásra a modell állandóinak illesztéséhez. 

A modellben használt válaszfüggvény meghatározása során figyelembe vettem a 

termikus denaturáció következtében jelentkező aktivitás veszteséget is az 9. számú 

egyenlettel. Ezek alapján nem meglepő, hogy az illesztett polinom maximuma 30°C 

alatt van, mivel efelett nagyobb veszteség jelentkezik (4.2.2.2. fejezet). Az erre 

vonatkozó kísérletekből szintén jól látszik, hogy 30°C alatti a csökkenés 

elhanyagolható, így akár az adszorpciós egyensúly beállásáig van lehetőség végezni az 

immobilizációs folyamat adszorpciós lépését. Ennek megfelelően a polinom a 

maximumát a vizsgált tartomány szélsőértékében vette fel mind az idő, mind a lakkáz 

koncentrációja tekintetében. 

Az adszorpciós lépéssel rögzíthető lakkáz aktivitásának maximalizálását követően, a 

cél a keresztkötéssel történő enzim stabilizálás volt, anélkül, hogy az enzim aktivitása a 

kémiai kötések hatására jelentősen csökkenjen. Ebből adódóan a keresztkötés 

optimalizációjánál teljes faktoriális kísérleti terv alapján végeztem el a vizsgálatokat. Az 

adszorpcióval rögzített lakkáz mennyisége kis mértékben változó, ami befolyásolná a 

rákövetkező lépés során kapott abszolút aktivitás értékeket. Ezt kiküszöbölendő a 

keresztkötés vizsgálatához az összes mérést, ami a kísérleti tervben szerepel egy nagy 

membránból kivágott, kisebb méretű membránlapokkal végeztem el. Így a keresztkötés 

során a kapott szórások csak a keresztkötési lépés megismételhetőségéből adódtak. 

A keresztkötés optimálása során kapott eredmények váratlan trendet mutattak (26. 

ábra). A keresztkötő koncentrációja a szobahőmérsékleten végzett kísérlet során nem 

befolyásolta a membrán aktivitását. Ezzel szemben a 4°C-ra hűtött kísérletben 

egyértelmű maximum adható meg 100 mM-os GA koncentráció használatakor. Az 

ennél alacsonyabb koncentráció nem képes elegendő mértékben stabilizálni az 

aggregátumokat a membránon, így azok valószínűleg a keresztkötést követő mosás 

során eltávolításra kerültek. A 100 mM feletti koncentráció azonban már túlságosan 

megváltoztatta a lakkáz szerkezetét, ami így veszített aktivitásából. Ez alátámasztja, azt 
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a feltételezést, hogy a glutáraldehid kis méretéből adódóan be tud jutni a fehérje 

belsejébe és ott is alakít ki intramolekuláris kötéseket, amelyek csökkenthetik a lakkáz 

aktivitását [189]. Az ilyen jellegű kötések számát befolyásolja a hőmérséklet is, így 

valószínűleg ezért volt jelentős eltérés a 20°C-on és 4°C-on végzett kísérlet után mért 

aktivitás értékek között. 

Figyelembe véve az adszorpció és a keresztkötés vizsgálata során kapott 

eredményeket megállapítható, hogy a legnagyobb membrán aktivitás eléréséhez eltérő 

körülményeken célszerű végezni a lakkáz rögzítését cellulóz-acetát membránon.  

A meghatározott optimális protokollal előállított enzimkataltikus membrán 

karakterizációja során elsősorban olyan jellemzőket vizsgáltam, amelyek a membrán 

gyakorlati felhasználása szempontjából fontosak lehetnek.  

Az első ilyen paraméter a membrán desztillált vizes fluxusának meghatározása. A 

vizsgálatok alapján elmondható, hogy a rögzítés hatására megváltozott a membrán 

áteresztő képessége, mivel minden vizsgált nyomásbeállítás mellett csökkenés mérhető 

(4.2.3.2. fejezet). Ennek oka a pórusok részleges eltömődésében keresendő. Az 

elektronmikroszkópos felvételek alapján a létrehozott aggregátumok mérete hasonló a 

membrán pórusainak méretével. Bár a SEM mérések során elsősorban a felületen 

elhelyezkedő aggregátumok láthatóak, azok már a felületen lerakódva is okozhatnak 

részleges eltömődést a pórusméret változás ellenére. A kezelés során a membrán 

pórusmérete kis mértékben megnövekedett, aminek oka valószínűleg az, hogy az 

adszorpció során a gyártó által megengedett legkisebb pH érték közelében történik az 

immobilizáció adszorpciós lépése. 

Membránon való rögzítés szempontjából fontos paraméter a membrán tárolása és 

használat közben bekövetkező aktivitás csökkenés mértéke. A tárolás során a membrán 

aktivitása 2,4%-kal csökken naponta, ami elfogadható. Az újrahasználatra vonatkozó 

vizsgálat alapján azonban a többszöri 1 bar-os átszűrés hatására a membrán aktivitása 

idővel jelentősen csökken, így annak deaktiválódásával számolni kell. 

A membrán használata szempontjából két fontos üzemeltetési paramétert határoztam 

meg. Az egyik ilyen a konverzió térfogatáram függése. A dead-end alkalmazás során az 

enzim és a szubsztrát közötti kontaktus csak addig történik, ameddig a szubsztrát 

átáramlik a membránon, így a térfogatáram hatását célszerű volt vizsgálni. Az ABTS-

sel végzett vizsgálatok egyértelműen rámutattak erre az összefüggésre (4.2.3.4 fejezet). 

A térfogatáram csökkenésével a konverzió jelentősen növelhető egyszeri átszűrés 
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esetén. Ennek számszerűsítésére a 3.4.6. számú fejezetben foglaltak szerint határoztam 

meg a reakció sebességét. 

A doktori dolgozatban a két módszer enzimkinetikai tulajdonságainak 

összehasonlításához az alapot az ABTS szubsztráttal végzett vizsgálatok adták. A 

membránon immobilizált lakkáz esetén az alginátban immobilizálthoz is a Michaelis-

Menten kinetikai egyenlet illesztését végeztem el. Mindkét esetben a klasszikus 

szubsztrát-reakciósebesség görbét kaptam, amiből két fontos következtetés vonható le. 

Egyrészt mindkét esetben a mikroszennyezők koncentrációjának csökkenésével lassul 

az átalakítás, így csökken az adott idő alatt elérhető hatékonyság, másrészt nem 

tapasztalható inhibíció magasabb ABTS koncentráció esetén.  

5.4 Membránon immobilizált lakkázzal végzett diklofenák átalakítás 

értékelése 

Az előállított membránnal végzett kísérletek alapján kijelenthető, hogy az 

enzimkatalitikus membrán használható a DCF átalakítására, egyszeri átszűréssel és 

folyamatos visszaforgatással is.  

A savas és semleges kémhatású diklofenák oldatokkal végzett lebontás során 

megállapítottam, hogy a savas közegben végzett kísérletek során nagyobb hatékonyság 

érhető el. Ennek háttere részben a DCF protonálódásával magyarázható. A DCF 

semleges közegben elsősorban deprotonált formában van (pKa = 4,2). Ebben az 

állapotban az elektrosztatikus taszító erők gátolják az enzim-szusztrát komplex 

kialakulását [190]. Emellett a hatékonyság minden bizonnyal összefüggésben van az 

enzim aktivitásával is. Ahogy az az algináttal végzett kísérletben is látható volt, a savas 

kémhatás növeli az immobilizált lakkáz aktivitását.  

A különböző térfogatáramokkal végzett kísérletek során az ABTS átalakítására 

kapott eredménytől eltérően befolyásolta az átalakítás hatékonyságát a térfogatáram 

változtatása. A térfogarám a vizsgált tartományon egy minimum értéket vesz fel.   

Érdekes eredmény, hogy a membránon való átalakítás során nem csak az 

abszorbancia növekedése figyelhető meg, mint az alginát esetén, hanem a csúcsok is 

eltolódtak kis mértékben. Ez valószínűleg a reakció mechanizmusának kis mértékű 

megváltozására utal. Ami a membrános alkalmazás során abból is adódhat, hogy a 

keletkező reakciótermékek nagy része, amely nem kötődik a membránhoz, 

folyamatosan eltávolításra kerül az enzim környezetéből. Ez a recirkuláltatás során nem 

történik meg, mivel az átszűrés után a reakciótermékeket is tartalmazó oldat 
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visszavezetésre kerül a membránra. Ebből adódhatott, hogy a folyamatos rendszerben a 

membrán elszíneződött (39. ábra) és a permeátumban nem változott az abszorbancia 

spektrum (38. ábra) számottevően UV tartományban, csak 450 nm-nél volt mérhető 

abszorbancia csökkenés. Azok a termékek azonban, amelyek képesek kötődni a 

membránhoz vagy csapadékként kiválnak az oldatból, a mikroszűrő membránnal 

elválasztásra kerültek. Ezek valószínűleg csökkentették is az enzim aktivitását 

termékgátlás eredményeként. Erre vonatkozóan azonban, mivel a gátlást okozó 

reakciótermékek nem ismertek és nagyon sokfélék lehetnek további, modellezésen 

alapuló enzimkinetikai vizsgálatok elvégzését látom célszerűnek.  
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Új tudományos eredmények, tézisek 

I. Lakkáz enzim immobilizálása alginát mátrixban 

1. Megállapítottam, hogy a lakkáz enzim nagy immobilizálási hatékonysággal 

rögzíthető kalcium-alginát gyöngyökben, azonban az előállított katalizátor 

fajlagos aktivitása alacsony a kialakuló diffúziós gátlás következtében. Az 

alginátban történő csapdázás során az immobilizálás hatékonysága 98,2%-os, 

azonban az előállított katalizátorban az enzim csak a teljes tömeg 0,1%-át teszi ki 

nedves tömegre viszonyítva, míg száraz tömegre viszonyítás esetén a hordozó 3%-

át. Az immobilizálás során a szabad lakkáz kezdeti 457 U/mg fajlagos aktivitásához 

képest, az előállított alginát gyöngyök fajlagos aktivitása csupán 0,00026 U/mg. 

(4.1.1.1 – 4.1.1.4 fejezetek) 

 

Kapcsolódó publikáció: 4 

 

2. Az alginát mátrixban immobilizált lakkáz használata során az adszorpció jelentős 

mértékben hozzájárul a diklofenák eltávolításához. Az ABTS átalakítása során a 

gyöngyökben akkumulálódnak a keletkező termékek, amelyek egyrészt színezik az 

alginát gyöngyöket, másrészt csökkentik a gyöngyök látszólagos aktivitását. (4.1.1.8 

fejezet) Az alginát gyöngyökben immobilizált lakkázzal végzett diklofenák kezelés 

esetén, az eltávolítás meghatározó mechanizmusa az alginát mátrixban történő 

adszorpció. (4.1.2 fejezet) 

 

Kapcsolódó publikációk: 4, 7 
 

II. Lakkáz enzim immobilizálása mikroszűrő membrán pórusaiban 

3. Lakkáz enzimet sikeresen immobilizáltam cellulóz-acetát membránon két lépéses 

immobilizációs módszerrel, amely során az enzim először adszorpcióval kerül 

megkötésre, majd keresztkötésekkel kerül stabilizálásra enzim-aggregátumok 

formájában a membránon. 

 Megállapítottam, hogy a lakkáz adszorpcióval történő immobilizációja során a 

hőmérséklet emelés javítja a megkötés hatékonyságát, azonban ehhez 

fontos a termikus denaturáció figyelembevétele a rögzítés során. Az 

immobilizálás adszorpciós körülményeinek optimalizálásával meghatároztam, 
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hogy a legnagyobb hatékonyság pH=4 pufferoldatban feloldott 3 mg/ml-es 

lakkáz oldattal, 9 órás adszorpció során, 29°C-on érhető el. (4.2.2.3 fejezet) 

 Glutáraldehiddel történő keresztkötés során kimutattam, hogy a keresztkötő 

koncentrációjának hatása csak alacsonyabb hőmérsékleten végzett 

keresztkötés esetén számottevő és hogy a 4°C-ra történő hűtéssel a membrán 

aktivitása javítható. Az adszorbeált enzim aktivitásának maximumát 4°C-on 

100 mM glutáraldehiddel végzett 2 órás keresztkötés esetén veszi fel. (4.2.2.4 

fejezet) 

 A kidolgozott immobilizációs módszerrel keresztkötések jönnek létre az 

enzim molekulák között, amelyekből aggregátumok keletkeznek, amit 

elektronmikroszkópos felvételek segítségével erősítettem meg. 

Megállapítottam, hogy a kidolgozott módszerrel a membránon 0,39 µm 

átmérőjű aggregátumok alakultak ki. (4.2.3.1 fejezet). 

 Meghatároztam, hogy az immobilizációs eljárás során megváltozik 

membrán pórusmérete, valamint az aggregátumok jelenléte miatt csökken a 

membrán permeabilitása. A membrán pórusmérete az immobilizálást követően 

0,19 µm-ről 0,24 µm-re növekedett. A membrán desztillált vízzel 

meghatározott térfogatárama a nyomástól függően, átlagosan 21%-kal 

csökkent. (4.2.3.2. fejezet) 

 

Kapcsolódó publikációk: 3, 8, 13 

 

4. Megállapítottam, hogy az előállított lakkáz tartalmú, cellulóz-acetát alapú 

enzimkatalitikus membránnal végzett átalakítás hatékonysága függ a 

szubsztrát térfogatáramától. ABTS szubsztrát átalakítása során a konverzió és a 

térfogatáram fordítottan arányos és a változás exponenciális összefüggéssel írható le 

a vizsgált 0,4 – 1,9 liter/óra tartományon. Az alacsonyabb térfogatárammal végzett 

diklofenák átalakítás azonban a térfogatáram-konverziót leíró függvény minimumot 

vesz fel, a vizsgált 0,02 – 0,07 liter/óra közötti tartományon. (4.2.3.4. fejezet) 

 

Kapcsolódó publikációk: 3, 13 
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5. Mérési adatok segítségével megerősítettem, hogy a szabad enzimmel és 

membránon immobilizált enzimmel végzett diklofenák átalakítás során 

keletkező kisebb oldhatóságú reakciótermékek mikroszűrés segítségével 

eltávolíthatóak.  

 Az oxidoreduktáz enzimek által katalizált kémiai reakcióban a szakirodalmi 

információk elemzése alapján megállapítottam, hogy a keletkező 

reakciótermékek toxicitása az adott komponenstől függően változhat, ezért 

olyan immobilizációs módszerek kidolgozását célszerű elvégezni, amelyek 

ezen anyagok eltávolítására is alkalmasak. A keletkező reakciótermékek a 

lakkáz által katalizált reakcióban általában a kiindulási komponensből 

összekapcsolódó molekulák keletkeznek, amelyek elválasztása adszorpciós 

vagy membrán-szeparációs eljárásokkal lehetséges.  

 A szabad enzimmel végzett diklofenák átalakítás során a keletkező 

reakciótermékek egy része sárga színű, 450 nm körüli UV-Vis elnyeléssel 

rendelkező reakciótermékek adnak. Mivel ezek oldhatósága kisebb, mint a 

kiindulási komponensé, ezért kiválnak az oldatból. Az enzimatikus 

membránnal végzett átalakítás során egyszeri átszűrés esetén ezen 

reakciótermékek nem kerülnek eltávolításra, azonban a permeátum 

visszaforgatásával ezek egy része eltávolítható. (4.2.4. fejezet) 

 

Kapcsolódó publikációk: 1, 3, 5, 6, 8 
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Theses 

 

I. Immobilisation of laccase in alginate matrix 

1. Laccase can be immobilised in a calcium-alginate matrix with high 

immobilisation efficiency; however, the specific activity of the catalyst 

produced is low due to the inhibitory effect of diffusion. The immobilisation 

efficiency of the entrapment in alginate beads is 98.2%, while the laccase 

corresponds only to a small portion of total mass (0.1% of wet mass and 3% of 

dry mass). The specific activity of the free laccase used for immobilisation is 457 

U/mg, while the trapped enzyme has only 0.00026 U/mg apparent activity. (See 

chapters 4.1.1.2 - 4.1.1.4) 

 

Related publications: 4 

 

2. During the utilisation of laccase immobilised in an alginate matrix, the 

adsorption process has a great effect on the removal of diclofenac. In the case 

of conversion of ABTS substrate, the products are accumulating in the alginate 

beads, which results in colouration of the beads and lower measurable activity 

(See Chapter 4.1.1.8). In the case of the transformation of the diclofenac, the 

main removal mechanism is the adsorption of the compound in the alginate 

matrix instead of the enzymatic transformation. (See Chapter 4.1.2) 

 

Related publications: 4, 7 

 

II. Immobilisation of laccase in microfiltration membrane pores 

3. I successfully immobilised laccase in cellulose acetate membrane with a two-step 

method. First, the laccase was adsorbed on the membrane, and then it was 

stabilized by making cross-linked enzyme-aggregated in/on the membrane.  

 I concluded that during the adsorption of laccase on the membrane, an 

increase in temperature could improve the immobilisation efficiency, but 

denaturation by high temperature must be considered. By fine-tuning the 

parameters of the adsorption process, the highest immobilisation efficiency was 
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achieved by the following conditions: pH=4, laccase concentration: 3 mg/ml, 

adsorption time: 9 hours, and temperature: 29°C. (See Chapter 4.2.2.3) 

 I concluded that the effect of the glutaraldehyde concentration during cross-

linking is only significant in lower temperatures, and the activity of the 

membrane could be improved by cooling to 4°C. The maximum membrane 

activity was achieved by cross-linking at 4°C with 100 mM glutaraldehyde 

concentration for 2 hours. (See Chapter 4.2.2.4) 

 During the immobilisation with the developed method, intermolecular 

chemical bonds have been formed between enzyme molecules, which 

produce aggregates. Scanning Electron Microscopy has been used to confirm 

that process. As a result, I concluded that the average diameter of aggregates 

on the membrane is 0.39 µm. (See Chapter 4.2.3.1). 

 I concluded that the pore size and the membrane's permeability had been 

changed during the immobilisation process.  The pore size has been 

increased from 0.19 µm to 0.24 µm. The flow rate change depended on the 

pressure applied, but the average was a 21% decrease.  (See Chapter 4.2.3.2.) 

 

Related publications: 3, 8, 13 

 

4. I concluded that the conversion of the substrate with the enzymatic 

membrane produced depends on the volumetric flow rate. In the case of the 

ABTS reaction, the conversion of the substrate and the volumetric flow is 

inversely proportional in the range of 0.4 - 1.9 l/hour. In the case of lower flow 

rates (0.02 - 0.07 l/h), what I used for diclofenac conversion, a minimum flow 

rate value can be determined for the maximal efficiency. (See Chapter 4.2.3.4) 

 

Related publications: 3, 13 

 

5. Some of the low-solubility reaction products of diclofenac transformation, 

catalysed by free or immobilised laccase, could be removed by 

microfiltration.  

 I concluded that in the chemical reaction catalysed by oxidoreductase enzymes, 

based on the analysis of literature information, I found that the toxicity of the 
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resulting reaction products can vary depending on the given component, 

therefore it is advisable to develop immobilization methods that are also 

suitable for removing these substances. The resulting reaction products in the 

reaction catalysed by laccase are usually coupled molecules, which can be 

separated by adsorption or membrane separation processes.  

 Some reaction products of the laccase catalysed transformation result in a 

yellow discolouration, with light absorbance around 450 nm. Precipitates are 

formed from these since the water solubility of these products is considerably 

lower than the initial compound. These compounds cannot be eliminated 

during the catalysis with one-time dead-end filtration but recirculating the 

solution can be removed. (See Chapter. 4.2.4.) 

 

Related publications: 1, 3, 5, 6, 8 

  



 

112 

Publikációk lista 

Külföldi folyóiratban megjelent publikációk:  
 
1. Varga, B., Somogyi, V., Meiczinger, M., Kováts, N., Domokos, E. (2019) 

Enzymatic treatment and subsequent toxicity of organic micropollutants using 

oxidoreductases - A Review, Journal Of Cleaner Production, 221, 306-322. (Q1, 

Impact Factor = 7,246)  

2. Meiczinger, M., Varga, B., Wolmarans, L., Hajba, L., Somogyi, V. (2022) Stability 

improvement of laccase for micropollutant removal of pharmaceutical origins from 

municipal wastewater, Clean Technologies and Environmental Policy, 23, 3213-

3223 (Q2, Impact Factor = 4,7) 

3. Varga, B., Meiczinger, M., Jakab, M., Somogyi, V. (2023) Design and 

Optimization of Laccase Immobilization in Cellulose Acetate Microfiltration 

Membrane for Micropollutant Remediation, Catalysts, 13(2):222 (Q2, Impact Factor 

= 4,501) 

 
Haza folyóiratban megjelent publikációk:  
 
4. Varga, B., Somogyi, V., Meiczinger, M., Domokos, E. (2019) Immobilization of 

laccase in alginate beads, Hungarian Journal of Industry and Chemistry, 47(2) 

 
Konferencia részvétel, teljes szövegű (legalább 4 oldal) megjelenéssel:  
 

5. Varga, B. Somogyi, V. Meiczinger, M., Domokos, E. (2017) Review on products of 

enzymatic degradation of micropollutants in wastewater, 12th Conference On 

Sustainable Developement of Energy, Water and Environment Systems, Dubrovnik 

6. Varga, B., Somogyi, V., Meiczinger, M., Nagy, E., Domokos, E. (2018) 

Investigation of Diclofenac Degradation in Different Matrices, Conference On 

Sustainable Developement of Energy, Water and Environment Systems, Novi Sad 

 

Konferencia részvétel, csak kivonatos megjelenéssel:  
 
7. Varga, B. Meiczinger, M., Somogyi, V., Nathnakumar, K., Nagy, E., Domokos, E., 

Lal, B. (2018) Degradation of diclofenac with laccase enzyme immobilized in 



 

113 

alginate beads, 10th Eastern European Young Water Professionals Conference, 

Zágráb 

8. Varga, B., Wolmarans, L., Meiczinger, M., Somogyi, V. (2019) Immobilization of 

Laccase Inside a Microfiltration Membrane for Removal of Diclofenac, ANQUE-

ICCE-CIBIQ, Santander 

9. Meiczinger, M., Varga, B., Nagy., E., Somogyi, V. (2019) Investigation of 

Immobilization Efficiency of Laccase by Different Technique in Biocatalytic 

Membrane Reactor ANQUE-ICCE-CIBIQ, Santander 

10. Varga, B. (2019), Biokatalitikus technológia fejlesztése mikroszennyezők 

eltávolítására, Green Solution Veszprém 

11. Varga, B., Somogyi, V., Meiczinger, M., Domokos, E. (2018) Diklofenák 

eltávolítása enzimkatalitikus eljárással különböző közegekben, Környezetmérnöki 

Konferencia és Szakmai Nap, Debrecen 

12. Varga, B. (2018) Diklofenák eltávolítása lakkáz enzimmel különböző közegekben, 

Víz- és szennyvízkezelés az iparban (VSZI’18), Zalakaros 

13. Varga, B., Meiczinger, M., Somogyi, V. (2021) Keresztkötött lakkáz aggregátumok 

létrehozása mikroszűrő membrán pórusaiban, II. FKF Szimpózium, Budapest 

 
 

  



 

114 

 

Köszönetnyilvánítás 

Ezúton szeretném megköszönni témavezetőmnek, Dr. Somogyi Violának, a belém 

vetett bizalmát, szakmai segítségét, és iránymutatását, amivel terelgette a doktori 

kutatásom előrehaladását és az értekezés elkészítését. 

Köszönettel tartozom Dr. Meiczinger Mónikának, tanácsaiért, szakmai 

támogatásaiért, aki gondolatébresztő beszélgetéseinkkel sokat segített a kutatás 

minőségének javításában. 

Külön köszönettel tartozom Kulcsár Gvendolinnak, aki a néha hosszúra nyúlt 

kísérletek során is kitartott, és precizitásával jelentősen hozzájárult a kísérleti 

eredmények szórásának csökkentéséhez. 

Hálás köszönettel tartozom a Környezetmérnöki Intézet és a Fenntarthatósági 

Megoldások Kutatólaboratórium munkatársainak.  

Köszönöm Kiss Dórának, családomnak, barátaimnak, akik az évek során bíztattak és 

motiváltak a doktori kutatás sikeres elvégzésre. 

Ezen kívül köszönöm azon hallgatóknak, akik az évek alatt újdonsült lendületet 

adtak a kutatási terület kidolgozásában. Külön kiemelném Syed Muhammad Hassaan 

Alit, Lana Wolmaranst és Mariana Menoncint, akik a kutatás kezdeti fázisában bizalmat 

szavaztak az enzimkatalitikus szennyvíztisztításnak.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A kutatás pénzügyi háttérét a GINOP2.3.2-15-2016-00016, a TÉT_15_IN-1-2016-

0094 és a TKP2020-IKA-07 azonosítójú programok biztosították.  



 

115 

Mellékletek 

1. számú melléklet 

Optimalizálás során kapott lineáris regressziós tábla 

Paraméter Paraméter-

becslés 

Std. hiba t-próba p-érték 

(Tengelymetszet) 371,23 10,524 35,276 0,00000 

A 92,8 9,0903 10,209 0,00001 

B 46,1 9,0903 5,0714 0,00096 

C 45,5 9,0903 5,0053 0,00105 

A:B 25,625 10,163 2,5213 0,03573 

A:C 23,875 10,163 2,3492 0,04674 

B:C -16,875 10,163 -1,6604 0,13541 

A^2 -51,01 17,39 -2,9333 0,01890 

B^2 -9,5103 17,39 -0,54688 0,59938 

C^2 -53,51 17,39 -3,077 0,015185 

A:B:C -7,375 10,163 -0,72565 0,48873 

 

Megfigyelések száma: 19, szabadságfokra eső hiba: 8 

Négyzetes-hiba: 28,7 

Korrelációs együttható (R2): 0,966,   

Korrigált R2: 0,923 

F-statisztika vs. konstans modell összehasoníltása: 22,7,  

p-érték = 8,47E-05 

 

 

 
 


