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Tartalmi 6sszefoglalo

A szerves mikroszennyezOk jelenléte a kiilonbozd viztestekben €s azok altal okozott
problémak kiemelt figyelmet kaptak az elmult évtizedben. Ennek eredményeként az Eurdpai
Unidban atfogé monitoring kampanyok indultak, illetve szamos technoldgia kidolgozasa
kezd6dott meg a mikroszennyezOk kornyezetterhelésének csokkentésére. Az egyik ilyen
megoldas oxidoreduktdz enzimek, mint pl. a lakkaz altal katalizalt folyamatokban torténd
atalakitds kevésbé toxikus anyagokka. A lakkéz enzim szennyviztisztitasban torténd ipari
Iéptékli  hasznalatdnak elterjedéséhez azonban sziikség van olyan koltséghatékony
immobilizalasi modszerek kidolgozéasara, amelyek lehetéveé teszik az enzim tSbbszori
felhasznalasat és stabilitds megOrzését a tisztitas soran.

A doktori munkdmban ennek érdekében két lakkdz immobilizalasi mddszer kidolgozasat
végeztem el, karakterizdltam az eldallitott biokatalizatorokat, és tesztelem azok
alkalmazhatosagat. Az els6 immobilizacids modszer a lakkdz algindt matrixban vald
csapdazéasa volt. Az eldallitott katalizator jellemzését kdvetden megvizsgaltam diklofenak
eltavolitasara torténd hasznalatat.

Az els6 immobilizalasi kisérlet eredményei és a szakirodalmi adatok elemzése alapjan
felismertem, hogy a lakkéaz 4ltal katalizalt mikroszennyezd atalakitds eredményeként olyan
reakciotermékek keletkeznek, amelyek membranszepardcioval -elvalaszthatoak. Ennek
érdekében az enzim integralt membran bioreaktorban vald hasznélatahoz dolgoztam ki egy uj
immobilizalasi modszert, amellyel az enzimbdl aggregadtumokat hoztam létre egy celluloz
mikroszlird membran pérusaiban.

Az rogzités optimalis paramétereit a valaszfeliiletek modszerével hataroztam meg az enzim
adszorpciojara (lakkédz: 3 mg/ml, pH: 4, id6: 9 6ra, hémérséklet: 29°C), illetve a
keresztkotésre vonatkozoan (glutaraldehid koncentracio: 100 mM, id6: 2 6ra, homérséklet:
4°C). Az eléallitott enzimkatalitikus membrant ezt kdvetden jellemeztem, és megvizsgéaltam

annak gyakorlati alkalmazhatosagat diklofendk lebontasara.

Kulcsszavak: lakkaz, mikroszennyezd, alginat, enzimkatalitikus membran bioreaktor,

diklofendk



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, 1 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 Gewédssern und
die dadurch verursachten Probleme haben im letzten Jahrzehnt besondere Aufmerksamkeit
erhalten. Infolgedessen wurden umfassende Uberwachungskampagnen und die Entwicklung
verschiedener Sanierungstechnologien gestartet, um die Umweltauswirkungen von
Mikroverunreinigungen zu verringern. Eine solche Losung ist die Verwendung von
Oxidoreduktase-Enzymen wie Lakkase, die Mikroverunreinigungen in weniger toxische
Substanzen umwandeln konnen. Um jedoch den Einsatz des Lakkase-Enzyms in der
Abwasserbehandlung im industriellen MaBstab zu verbreiten, ist es notwendig,
kostengiinstige Immobilisierungsmethoden zu entwickeln, die eine mehrfache Verwendung
des Enzyms ermdglichen und die Stabilitdt wihrend der Behandlung erhalten.

Wihrend 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 miissen. 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 fiir
die Enzymadsorption (Lakkase: 3 mg/ml, pH: 4, Zeit: 9 Stunden, Temperatur: 29°C) und fiir
die Quervernetzung (Glutaraldehydkonzentration: 100 mM, Zeit: 2 Stunden, Temperatur:
4°C). Danach habe ich die hergestellte enzymkatalytische Membran charakterisiert und ihre

praktische Anwendbarkeit fiir den Diclofenac-Abbau untersucht.

Keywords: Lakkase, Mikroverunreinigung, Alginat, enzymatischer Membranbioreaktor,

Diclofenac
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Roviditésjegyzék

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: celluloz-acetat

CBZ: karbamazepin

CHL: kléramfenikol

CIPRO: ciprofloxacin

CLEA: cross-linked enzyme aggregates
COUM: cianursav

CP: klorofenol

CPS: klorpirifosz

DCEF: diklofenak

El: 6sztron

E2: 17B-06sztradiol

EDC: Endokrin rendszert karosité anyag
EE2: Etinilésztradiol

EMR: enzimatikus membranreaktor
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: aktivitas egység

VLA: vialursav
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1 Bevezetés és célkitiizés

A szerves mikroszennyezOk jelenléte a kiilonb6zo viztestekben és azok altal okozott
problémak kiemelt figyelmet kaptak az elmult évtizedben [1]. Ennek eredményeként az
Eurdpai Unidban is 4tfogdé monitoring kampanyok indultak [2].

Szamos technoldgiai megoldas létezik a mikroszennyezok kibocsatasanak
csokkentésére. Az egyik lehetdség, hogy oxidoreduktaz enzimek, mint pl. a lakkaz [3]
vagy a tormaperoxiddz [4], altal katalizalt folyamatokban alakitjuk &t a szennyezdket
kevésbé toxikus anyagokka [S5]. Ezek az enzimek ipari méretben eldallithatoak, akar
mezdgazdasagi hulladékok felhaszndlasaval [6], igy a fajlagos koltségeik
csokkenthetoek, ezaltal javul a hozzaférhetdségiik [7], ami eldsegiti a gyakorlati
alkalmazast.

A lakkdz enzim 1800-as évek végén torténd kimutatasa [8] Ota, szamos ipari
felhasznaldsa alakult ki [9]. Példaul hasznélhat6 szinezékek bontasara textiliparban, igy
pl. farmer fehéritésre [10] vagy szinezékeket tartalmazd szennyviz tisztitdsara [11].
Hasznaljak ¢élelmiszeriparban kiilonb6z0 fenolok bontasara, pl. a boréaszatban [12].
Alkalmazhaté szamos szervesanyag zold kémiai szintézisének elsé Iépéseként [13].
Emellett a lakkdz szelektivitasabol és nagy reaktivitdsdbol addddan bioszenzorok
fejlesztésénél is hasznaljak pl. fenolok [14], gydgyszerhatéanyagok [15] detektalasara.
Bioremediacioban policiklusos aromaés szénhidrogének eltavolitasara [16] vagy
gyogyszermaradvanyok eltavolitasara [17] hasznélhato.

A lakkdz enzim szennyviztisztitasban torténd ipari 1éptékii hasznalatdnak
elterjedéséhez sziikség van olyan koltséghatékony immobilizaldsi modszerek
kidolgozasara, amelyek novelni képesek az enzim stabilitasat, és lehetové teszik az
enzim tObbszori felhaszndldsat a tisztitas soran. A disszertaciomban két ilyen modszer
kidolgozéasat végeztem el. A szakirodalomban szamos immobilizalasi moédszerre
talalhatunk példat, ahogy az a szakirodalmi attekintésben olvashatd, azonban ezek
szennyviztisztitdsban vald alkalmazasa vagy nagyon koltséges, vagy a hordozo és az
adalékanyagok miatt 6koldgiai kockazatot hordoz. A kutatasom célja olyan modszerek
kidolgozésa, amelyek bioldgiailag lebonthatd anyagokat hasznalnak hordozoként, igy a
katalizator elhasznal6adésa utan azok dartalmatlanitisa nem okoz kornyezetterhelést.
Ebbdl kifolydlag a vélasztds a kalcium-alginatban vald rogzitésre és a celluloz-alapu
membranok hasznalatara esett. Ezekre vonatkozdan kevés informacié allt rendelkezésre

a kutatds kezdetekor. Az alginat egy univerzalisan hasznalhatd hordozd, amelynek a
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lebontdsa bioldgiailag kivitelezhetd. A celluloz-acetait (CA) hordozdként vald
hasznalatanak eldnye, hogy egyrészt biologiailag lebonthatd, masrészt membranként
valo hasznalataval 0Otvozhetd a membranszeparacidos eljardas az enzimkatalitikus
atalakitassal anélkiil, hogy a nehezen lebonthato mikromiianyagok kibocsatasanak
kockazata ndvekedne. Emellett fontos szempont volt, hogy olyan moddszereket
dolgozzak ki, amelyek magukban rejtik a keletkezd, esetlegesen akar toxikus
reakcidtermékek eltavolitasdnak lehet0ségét is.

A kisérleti munkam célja, hogy feltérképezzem a valasztott két immobilizalasi
modszer lehetdségeit és korlatait és esetleges fejlesztési lehetdségeit. Ennek érdekében a
kisérleti munkam két részre oszthato:

Lakkaz immobilizalasa alginat matrixban: Az alginatban vald rogzités, szamos
enzim immobilizaldsara hasznalhat6. Mivel az immobilizaldsi modszer alapjai a
szakirodalomban mar fellelhetéek (2.2.3.1 fejezet), igy a kutatdé munka céljaként a
lakkaz enzimre val6 adaptalasanak kidolgozasat, az eldallitott biokatalizator jellemzését
¢s egy nem-szteroid gyulladascsokkentd, a diklofendk (DCF), mint valasztott modell
mikroszennyez6 lebontasara valo alkalmazasdnak vizsgalatat hataroztam meg. (3.3. és
4.1 fejezet)

Lakkdz immobilizalaisa membranon: A kutatds elsdé iddszakdban megjelent
szakirodalmi adatok elemzése alapjan felismertem, hogy a lakkaz altal katalizalt
mikroszennyezd atalakitds soran olyan reakciotermékek keletkeznek, amelyek
membranszeparacioval elvalaszthatéak. Ennek érdekében a lakkdz integralt membran
bioreaktorban vald hasznalatahoz kidolgoztam egy 1j immobilizalasi modszert, amellyel
enzim aggregatumokat hoztam Iétre egy mikrosziiré membran porusaiban. A rogzités
paramétereit a valaszfeliiletek moddszerével optimalizaltam, majd az eldallitott
enzimkatalitikus membrant jellemeztem. Ezt kvetéen megvizsgaltam annak gyakorlati
alkalmazhatosagat DCF lebontasara. (3.4 és 4.2. fejezet)

A kutatdsom eredményei elsOsorban lakkdz enzimmel torténd mikroszennyezd
lebontast kivanjak segiteni, de a kidolgozott eljaras alkalmazhaté mas lakkaz 4ltal
katalizalt folyamatban is pl. fenol szarmazékok, szinezékeket tartalmaz6 ipari

szennyvizek kezelésére is.
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2 Szakirodalmi attekintés

Disszertaciom  szakirodalmi  attekintéseként elsdként a  mikroszennyezdk
problémakorével és a bioldgiai szennyviztisztitokban valé eltavolitasukkal foglalkozom.
Ezt kovetden bemutatom a kutatds sordn hasznalt lakkdz enzim tulajdonségait,
immobilizalasi lehetdségeit, majd Osszefoglalom a mikroszennyezdk szabad ¢és
immobilizalt lakkazzal végzett eltavolitasara vonatkozéan megjelent fontosabb

publikéciok eredményeit.

2.1 Mikroszennyez6k problémaja

Mikroszennyezok alatt olyan szennyezdanyagokat értiink, amelyek koncentracioja
ng/l - pg/l tartomanyban van a vizsgalt mintdkban [18] ¢és karos hatastak,
toxicitasukbol, ellenalloképességiikbdl vagy bioakkumulaciés tulajdonsagukbol
adodoan [19]. A mikroszennyezdk kifejezést szerves és szervetlen szennyezéanyagokra
is hasznaljdk, azonban a disszertaciomhoz kapcsolddd kutatas soran csak a szerves
mikroszennyezokkel, azon beliil is egy sziikebb csoporttal, a gydgyszerhatéanyagokkal
foglalkoztam.

A mikroszennyezOk kéaros 0koldgiai hatisainak vizsgalata mar az 1990-es évektdl
zajlanak [20]. A kronikus és akut toxicitasra vonatkozé adatok alatamasztjak, hogy ezek
a szennyezOanyagok humanegészségiigyi kockazatot jelentenek, €s karosak a vizi
¢lovilagra. Egy 2004-es felmérés kimutatta, hogy a szteroid hormonok szaporodasi
rendellenességet okozhatnak bizonyos halaknal, mar ng/l koncentraci6é tartomanyban
[21]. Az 6kologiai kockéazatok mellett bizonyitast nyert, hogy a szennyviztisztitokban a
képesek voltak adaptalodni [22], ami felveti az antibiotikum rezisztens baktériumok
kialakuldsanak lehetdségét is.

Ahogy azt 2006-ban Fent ¢és mtsi. [23] is siirgették, hossz tava Okotoxikologiai
vizsgalatok lefolytatasa sziikséges, mivel az akkori felmérésben mért koncentracid
tartomany bizonyos komponensek esetén (pl. DCF) kozel volt ahhoz a legkisebb
koncentracidohoz, amelynél a hatds mar megfigyelhetd (lowest observed -effect
concentration, LOEC ¢érték). Egy ezzel foglalkoz6 tanulmany [24], Okoldgiai

kockézatbecslésen alapulva megerdsitette, hogy a folyovizekben taldlhatdo szamos
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mikroszennyezd rendkiviil bioaktiv és karosithatja az o©kologiai rendszereket.
Laboratériumi kisérletek sordn, amelyben 4 modellkomponensre (acetaminofén
(APAP), venlafixin, karbamazepin (CBZ), gemfibrozil (GFB)) vonatkozdan végeztek
alacsony terheléses vizsgalatokat Zebradanioval (Danio rerio), kimutattak, hogy a halak
szamos szervrendszere karosodast szenved [25]. Ezt késébb populacid szinten is

megallapitottak [26].
2.1.1 Mikroszennyezdk forrasai

A mikroszennyezdk szamos forrasbol keriilhetnek a kérnyezetbe €s az ivovizbe (1.
abra Gyogyszermaradvanyok utja a kornyezetbe és az ivovizbe [27]), azonban a
mikroszennyez0k anyagiramainak pontos meghatidrozasdhoz sziikséges adatok még
hidnyosak, mivel sok olyan forrds van, amelyre vonatkozdan ritkdn végeznek csak
monitoring kampanyokat [27]. Mivel elsdsorban a szennyviztisztitdsra vonatkozoan
allnak rendelkezésre adatok, ezért ezeket tekintik a legjelentdsebb forrasoknak. Ennek
ellenére a természetes viztestekbe keriild Osszes kibocsatas akar 30-80%-aért mas
kibocsatok a felelosek [28].

A gybgyszerhatéanyagok kibocsatasanak legkézenfekvobb forrasa lehetne a gyartas
soran keletkezd szennyvizek okozta terhelés, azonban az erre vonatkozd szigort
szabalyozas és a ,,Good Manufacturing Practice” eldirasainak kdszonhetéen ezek az
anyagaramok gyakorlatilag elhanyagolhatoak. Bizonyos orszagokban azonban, ahol az
erre vonatkozo eldirdsok kevésbé szigoruak, ott jelentds emisszioval jarulnak hozza a
kornyezetterheléshez [20].

Hasonlé okokbol a korhazakbol kikeriild szennyvizek sem tartoznak a legnagyobb
terhelést okozd forrasok kozé [20], bar a kérhazakhoz hasonld pontszerii szennyezd
forrasokbol szarmazd kibocsatas igen valtozo lehet [29]. A korhdzak esetén az
elsddleges szennyezést a szennyvizzel egyiitt kikeriild antibiotikumok jelentik.

A legnagyobb forrast a lakossagi gyogyszer felhasznalés és a felhasznalast kovetden
keletkezé hulladékok jelentik [20]. Ezek gyiijtésére szigori jogi szabalyozds van
érvényben az Eurdpai Unioban (2004/27/EC iranyelv) és szamos mas orszagban is [30].
Ennek ellenére a fel nem hasznalt gyogyszerek jelentds része nem megfeleléen kertil
artalmatlanitasara [31], és kozvetleniil a csatornahdlozatba vagy a lakossagi hulladékba
kertil [32]. Utobbiak a hulladékkezelési technologiatol fliggden, altalaban deponalasra

keriilnek [20], ennek kovetkeztében a hulladéklerakdkon a keletkezd csurgalékvizek
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jelentds

mennyiségben tartalmaznak kiilonb6z6 mikroszennyezdket.

megfeleld artalmatlanitasa esetén potencialis szennyez0 forrasok alakulnak ki [33] .

Ezek nem

Az allattenyésztésben hasznalt gyogyszerek €s azok metabolitjainak egy jelentds

része a tragyaba keriil. Ezeknek a mezOgazdasagi felhasznalasa soran a szantofoldekrol

a bemosodas [34] vagy a higtragyak szennyviztisztitokban valé nem megfeleld kezelése

esetén jelentenek kornyezetterhelést [35].

Ivoviz

1. abra Gyégyszermaradvanyok utja a kornyezetbe és az ivévizbe [27]
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A gyogyszerhatoanyagok altalaban nem szivodnak fel teljesen a szervezetben. Ebbdl

kifolyolag jelentds

mennyiség atalakitas

nélkiil

vagy metabolitként keriil a

szennyvizhal6zatba [36]. Mivel a kommunalis szennyviztisztitok elsésorban a szilard

anyagok, a fobb tapanyagok (nitrogén, foszfor) és a szervesanyagok eltdvolitasara

szolgalnak, a nehezen lebonthatd gydgyszermaradvanyok egy része atalakitas nélkiil

halad at a technoldgian, ezzel szennyezve a befogadd viztestet [37]. Ennek okait a

kovetkezd fejezetben fejtem ki részletesen.
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2.1.2 Mikroszennyezdk sorsa a hagyomanyos szennyviztisztitéban

A szennyviztisztitoban torténd mikroszennyez0 lebontds fiigg az adott molekula
szerkezetétol. Azok a komponensek, amelyek elektron donor csoporttal rendelkeznek
(fenol-, amin-, metoxi-, fenoxi- ¢és alkil-csoport), daltaldban hatékonyabban
eltavolithatok, mint azok, amelyeken az erds elektron akceptor csoportok dominalnak
(halogenid-, karbonil-, karboxil- és szulfonamid-csoport) [38]. Utobbiak esetén
altaldban  alacsony  (<30%) hatékonysaggal torténik csak a  biologiai
szennyviztisztitoban [38].

Gyakran el6fordul a kiilonbdzd publikaciokban, hogy egy-egy mikroszennyezd
esetén az alacsony hatasfok helyett negativ hatasfokot hataroznak meg a befoly6bol és
az elfoly6bol vett mintadk vizsgalata alapjan. Ennek az az oka, hogy a mikroszennyezdok
egy része nem a mért molekula formdjaban, hanem konjugéiltan érkezik a
szennyviztisztitoba [39]. Bar néhany esetben mar ismertek ezek a molekulak, mint pl. a
CBZ esetén [40], de ezek altalaban nem képezik a mérési kampanyok részét. Ebbol
kifolyolag szamos komponens esetén a befolyobdl vett mintakhoz képest magasabb
koncentraciot mértek a szennyviztisztitot elhagyo tisztitott szennyvizben. Az egyik
leggyakoribb, negativ eltavolitasi hatasfokkal rendelkezé komponens a CBZ [39], de
DCF-ra vonatkozoan is jelentek meg erre vonatkozé adatok [41].

A kiilonbozo szerves mikroszennyezok a szennyviztisztitoba bekeriilve, amennyiben
nem hozzaférhetéek a mikroorganizmusok szdmara, sok esetben toltésiikt6l és hidrofob
jellegiikté]l fliggden a szennyviz iszapon adszorbedlodnak [42]. Az igy megkdtott
komponensek az elo- és utdiilepités soran keriilnek eltavolitasra a szennyvizbdl. Ezek
azonban masodlagos szennyezésként jelennek meg a folosiszap-hasznositasi
technologidkban. Ezt kovetden, biogdz eldallitasdra torténd hasznositds esetén az
anaerob rothasztobol kikeriilé6 maradék iszapban [43] vagy komposztalds esetén a kész
komposztban [44] csak részlegesen kerlilnek atalakitasra ezek a szennyezdanyagok.

Figyelembe véve, hogy a biologiai atalakitas soran nem teljes az eltavolitas, ezért a
tisztitast akkor tekinthetnénk megfelelonek, ha az elfoly6 toxicitasa csokkenne. Ennek
vizsgélata azonban Osszetett feladat. Ha meghatarozasra keriilt az elfolydval tavozo
mikroszennyezOk Osszetétele, ez alapjan lehetdség van szerkezet-aktivitasi

Osszefliggésen (SAR) és a mennyiségi szerkezet-aktivitasi Osszefliggésen (QSAR)
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alapul6 modellek hasznalatara [45]. A toxicitds becsléséhez azonban az egyes
komponensekre vonatkozdan tobbféle toxikologiai tesztet kellene késziteni, tobb
szervezetet és tobbféle hatdsmechanizmust vizsgdlni. A szennyviz komplexitasabol
adddoan a toxicitas vizsgalatinal nem elegendd az alkotd elemek ismerete, altalaban
mért informacidra van sziikség [46].

A szennyviztisztitbkban tehat a mikroszennyezdk atalakitdsa nem jatszodik le
teljesen. Igy a hagyoményos biologiai szennyviztisztitasi technologiakat kiegészitve
negyedleges tisztitdsként tovabbi kezelésen kell atesnie a szennyviznek, ha a

mikroszennyez6k okozta kornyezeti kockéazatot is csokkenteni kivanjuk.

2.2 Mikroszennyezék eltavolitasanak technolégiai megoldasai

A mikroszennyezok szennyvizbdl vald eltavolitasara szamos technologiai megoldas
all rendelkezésre. Ezen szennyezOok lebontdsara szolgald eljarasokat csoportosithatjuk
aszerint, hogy azok mar ipari méretben alkalmazésra keriiltek vagy még fejlesztési
fazisban vannak. A mar hasznalt technoldgiak (pl. 6zonos kezelés, fotolizis, adszorpcio,
membran szlirés) jellemzden olyan eljarasok, amelyek mar kordbban is valamilyen
funkciot lattak el a fejlett szennyviztisztitod telepeken (pl. fertotlenités). Mas megoldasok
fejlesztése még olyan fejlettségi szinten van, hogy annak kdoltségei vagy hatékonysaga
még nem tette lehetdvé a nagyobb Iéptékli alkalmazast, ilyenek pl. elektrokémiai
oxidacion, fenton-kémiai oxidacion, fotokatalizisen alapul6 eljarasok [47].

A biologiai tisztitas soran nem eltavolithatd szerves és szervetlen szennyezdéanyagok
eltavolitasara egyik legrégebb ota hasznalt negyedleges tisztitasi eljaras, a kiilonbozd
adszorbenseken torténd megkotés. Az adszorpcidval vald sikeres mikroszennyezd
eltavolitdsra vonatkozdan szdmos kutatdsi eredmény érhetd el, kiilondsen biztatoak a
kiilonb6zé  hulladékokbdl  eldallitott  adszorbensek — szennyviztisztitasban — vald
hasznalatira vonatkozd eredmények [48]. Ezen eljards haszndlata esetén azonban
szamolni kell az adszorbens -eldallitasanak, elvalasztasanak ¢és regeneralasanak
koltségeivel, igy els6sorban mint utdkezelés hasznalhatdé mas eljarasokat kovetéen a
melléktermékek eltavolitasara [47].

Lehet6ség van nyomaskiilonbségen, illetve molekulaméreten alapuld6 membranos
eljarasok hasznalatara is a mikroszennyezdk kijutdsanak meggatlasa érdekében [49]. A
nanosziirés ¢és forditott-ozmoézis alkalmazasaval megbizhatd eltavolitds érhetd el,
azonban ezek esetén 10-20% masodlagos, toményebb szennyviz keletkezésével kell

szamolni, amely tovabbi kezelést igényel [47].
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Az 6zonnal torténd eltavolitds soran mesterségesen eldallitott 6zont juttatnak a
folyadék fazisba. Az 6zon, mivel vizes kdzegben instabil, szabadgyokok keletkezése
mellett bomlik, amelyek szdmos szerves szennyezOanyag oxidaciojara képesek.
Elterjedten iz és szagrontd anyagok oxidalasara és fertdtlenitésre hasznaljak [50], de
mikroszennyezdk eltavolitasara is alkalmazhato [51].

Az tgynevezett nagyhatékonysagli oxidacids eljarasok hasznélata esetén kiilonb6zd
modszerekkel oxidaljak a szerves mikroszennyezoket [52]. Ezek az eljarasok magukban
foglaljak tobbek kozott a fotolizist, fotokatalizist, amely soran fény hatasara torténik az
oxidacio, a vegyszeres oxidacios eljarasokat, mint pl. a fenton eljaras és annak
kiilonboz6 valtozatai, amelyek hidroxi-gyokok segitségével oxidaljdk a szerves
komponenseket [53]. Ezen tal lehetdség van kavitacion alapul6 ultrahangos eljarasokat,

elektrokémiai oxidaciot, és a mikrohullamu oxidaciot is alkalmazni erre a célra [47].

2.3 Mikroszennyezbk lebontasa enzimkatalitikus technolégiaval

A mikroszennyez6k enzimekkel vald atalakitdsdra sordn oxidoreduktdz enzimek
(lakkaz, tirozinaz, tormaperoxidaz, mangan-peroxidaz) segitségével keriilnek
eltavolitasra a szerves komponensek [54].

A doktori disszertdciomban a lakkazzal foglalkoztam részletesen, mivel az
oxidoreduktazok koziil ez az enzim képes a legtobb mikroszennyezdt oxidalni anélkiil,
hogy barmilyen kiilon vegyszer (pl. hidrogén-peroxid) adagolasara lenne sziikség
szennyviztisztitisban vald alkalmazds sordn. Az alabbiakban erre az enzimre

vonatkozoan olvashat6 egy szakirodalmi attekintés.
2.3.1 Lakkaz bemutatasa

A lakkédz (EC 1.10.3.2), az oxidoreduktazok csoportjan beliil az oxigenaz enzimek
csoportjaba sorolhatd. Az oxigenazok csoportosithatéak aszerint, hogy a lejatszodo
redox reakcidban egy oxigén molekulat (monooxigenaz) vagy két oxigén molekulat
(dioxigenaz) redukélnak. Altaldban az oxigendzok miikodéséhez valamilyen kofaktor,
jellemzéen FAD/NADH, NADPH jelenléte sziikséges [55]. Az oxigendzok koziil
keriilnek ki a természetes folyamatokban az aromas komponenseket lebontd enzimek.
Ezek képesek oxidalni szdmos kis-molekulatomegli szubsztratot, mint pl. dihidroxi-
benzolok, aminofenol, polifenol, poliamid [56].

A lakkazok réz-tartalmii monooxigendzok, amelyek szdmos fenolszarmazék és

aromas vegyllet oxidaciojat képesek katalizalni, de els6sorban a lignin szerkezetéhez
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hasonld6 komponensnek lebontdsara haszndlhaté [57]. Szdmos izoenzimét termelik
kiilonb6z6é baktériumok, gombak és ndvények [58], amelyek eltérd szerkezetiiek
lehetnek. A lakkaz altal katalizalt folyamatban egy molekula oxigénbdl keletkezik viz,
amelyhez a remediacios felhasznalas esetén szerves szennyezdanyag szolgaltat egy
elektront. A talaj bioremedidcidban val6é hasznélata soran, ezek az extracellularis
enzimek képesek oxidalni a nehezen old6dd szennyezdanyagokat, illetve olyan a
talajhoz kotédoé komponenseket, amelyek a baktériumok szaméra nem hozzaférhetdek
[57]. Szennyviztisztitasban valdé alkalmazas sordn els6sorban fenolszarmazékok
oxidaciojara hasznalhaté. A katalizalt reakcidban a lakkdz els6ésorban fenolos
csoportokat tamad, de természetes vagy szintetikus medidtorok alkalmazéasa esetén
indirekt elektrontranszfer is lehetséges [59].

A lakkéz szerkezetében legalabb harom réz talalhat6 (multiréz oxigenaz), amelyek
elhelyezkedését 3 tipusra szoktdk osztani (2. é&bra). Ezek elhelyezkedésiikbdl,
koordinacidjukbol adoddan eltérden detektalhatdak [60]. Az elsé tipus (T1) réznek erds
adszorpcidja van 600 nm koriil, mig a méasodik (T2) csak gyenge fényadszorpciot mutat,
de elektron paramagneses spektroszkopiasan (EPR) detektalhatd. A harmadik tipus (T3)

adja a karakterisztikus kék szint, mivel erds fényelnyelése van 330 nm-en.
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2. abra Lakkaz enzimben taldlhaté réz tartalma aktiv helyek [60]
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A lakkaz szerkezete fligg attdl, hogy milyen szervezetbdl szarmazik az enzim. A
kutatas soran hasznalt Trametes versicolorbol szarmazd lakkazra vonatkozoan,
modellezésen alapuld részletes informaciok taldlhatoak a szakirodalomban [61],
amelyek 0sszefoglalasa az alabbiakban olvashato.

A lakkaz fehérje mérete hozzéavetdlegesen 70 kDa, szerkezete harom domainbe
rendezddik. Mind a harom domain hasonl6é B-redd tipusu architektiraval rendelkezik,
amelyek kis, réz tartalmu proteinekhez kapcsolédnak. Az egyes réz atomoknak a
fehérjében eltérd funkcidja van [61]. A TI1 helyen torténik a primer oxidacidja a
kiilonb6z6 szerves komponenseknek. Az elektrosztatikus feliileti fesziiltségek vizsgalata
alapjan a Trametes versicolorbol szarmaz6 lakkaznak negativ téltése van, izoelektromos
allanddja (pl) savas, értéke: 3,5. Az enzim-szubsztrat komplex modellezése alapjan
Piontek ¢és mitsi. [61] szdmos a szerkezetbdl adodod kovetkeztetést vontak le.
Megallapitottdk, hogy a szubsztratok ehhez a gyengén negativ toltésti részhez
kapcsolédnak a T1 helyen. Ennek a negativ toltésnek az lehet a funkcidja, hogy
stabilizalja a keletkez6 gyokos reakcioterméket a folyamatban. A lakkdz szubsztrat
szelektivitasat altaldban ennek a kotOhelynek a geometridja és kémiai szerkezete
hatdrozza meg, tovabba a T1 helyen taldlhatdo réz hatdrozza meg az enzim redox
potencialjat, amely korrelacidt mutat az lakkaz reaktivitasaval. Az oxigén redukcidja a
T2/T3 helyen torténik, amely két ,,csatorndn” keresztiil hozzaférhet6. Az egyik a T2
helyhez, a masik a T3 helyhez vezet, amelyekben eltéréen hozzaférhetd a réz. Ezek a
csatornak lehetévé teszik a viz dramlédsat a fehérje szerkezetén beliil, mikdzben a viz
hidrogén-hid kotéssekkel kapcsolodik az egyes aminosavakhoz. A  reakcid
mechanizmusa "two-sited ping-pong bi-bi", ami azt jelenti, hogy a viz molekuldk mar
az 0j szubsztrat bekotése elott tdvoznak az enzimrdl. A ,kék réz oxiddz” enzimekre
jellemzd ilyen szerkezet teszi lehetdvé a gyors hozzaférést az oxigén molekulakhoz a

reakcio soran.

2.3.2 Enzimkatalitikus lebontas mechanizmusa

A lakkazzal végzett atalakitdsok reakcidomechanizmusénak kutatdsa régota
foglalkoztatja a kutatdkat. 1960-ban mar jelent meg publikacié [62] erre vonatkozoan,

amelyben spektrofotometrias €s magnetometrids modszerrel vizsgaltdk a lakkaz altal
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katalizalt reakciot. A lejatsz6dd redox folyamatot az aldbbi egyszerisitett

reakcioegyenletekkel (1, 2) irtdk le [62]:

2 Cut+050,+2H —» 2 Cu*t - H,0 (1

2 Cu” + hudrokinon —= 2 Cu”" - p-kmon + 2 H™ ()

A lakkézzal torténd atalakitas sordn az enzim a vizsgalt molekula fenolos csoportjait
tamadja, de indirekt modon medidtorok alkalmazéasaval lehetdség van nem fenol-
szarmazékok oxidaciojara is. A szerves mikroszennyezOk, oxigenazok altal katalizalt
gyokos oxidacio, ahogy az az el6zd fejezetben mar emlitésre keriilt, ahogy az a (3)

egyenleten is lathato Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhato..

OH [ o ] o]
4e” 4e
4 ﬁ 4 4
; ; 3)
0, 2H,0 0, 2 H,0
OH OH (0]
‘_> polimerizacié 4—‘

Mivel a lakkaz ipari termelésben hasznosithatd zold kémiai szintézisekben
katalizatorként, ezért atfogd ismeretek allnak rendelkezésre az altala katalizalt reakciok
mechanizmusardl, amely lehet parképzés, Michael addicid, Diels-Alder reakcid vagy

polimerizacio [13].
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H,0 lakkaz szubsztrat

(oxidalt)
(tkénzd
[ parképzés -
it .-~ L-- Michael-addicio
0, lakkéz srubszirdt . : —> ,
(oxidalt) “Ssz-1__Diels-Alder reacki6 termek
"\~ polimerizéci6
>
vagy
H,0 lalfka”lz mediator szubsztrat
(oxidalt) (oxidalt)
0, lakkaz mec.lié,tor szubsztrat
(oxidalt)

3. abra A lakkaz enzim altal katalizalt atalakitasok 1épései, lehetséges szintézis utak [13]
2.3.3 Lakkaz immobilizalasa

A megfelel6 immobilizacioval novelhetd a kezelés hatékonysaga és az enzimek
stabilitasa [63]. A kiillonb6zé immobilizalasi modszerekkel elért eredményeket az 1.
tablazatban foglaltam Ossze.

Az enzimek stabilizalasanak és immobilizalasdnak elsddleges célja, hogy az enzimek
¢lettartamat megnoveljiik. A kiilonb6z6 alkalmazasok megkovetelték azt, hogy akar
extrém koriilmények példaul magas hdmérséklet vagy szélséséges kémhatas kozott is
hasznalhatoak legyenek ezek az enzimek. A szennyviztisztitds sordn az extrém
koriilmény azonban nem a magas hdmérsékletet, sotartalmat vagy szerves oldoszerek
hasznalatat jelenti. A szennyvizek kezelése soran nagyobb esélye van a nyirderdk altal
okozott enzim denaturacionak [64] vagy a mikroorganizmusok altal torténd lebontasnak
[65], igy elsdsorban ezektdl kell védeni az enzimet.

Az enzim stabilitdsanak ndvelésére az immobilizalason kiviil mas modszerek is
hasznalhatoak. Rogzités nélkiil pl. kémiai mddositassal, enzimek tudatos tervezésével
[66] vagy stabilizdlo anyagok [67] hozzaadasaval is noOvelhetd az enzimek
ellenalloképessége. A hordozéd nélkiil torténd stabilizalasanak az egyik legegyszerlibb
modja a keresztkotések 1étrehozésa [68]. Ennek elterjedt modszere a glutaraldehiddel
torténd keresztkotések kialakitasa, de mas két funkcios csoporttal rendelkezd vegyiilet is

hasznélhatd, mint pl. 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid [69]. Altaldban véve
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az ilyen modon torténd kémiai kdtések nem irdnyitottan, egy meghatarozott helyen
jonnek létre a fehérjék kozott, hanem egy-egy funkciés csoporton keresztiil.
Glutaraldehid esetében példaul az amin funkcios csoportokon keresztiil (4. egyenlet)
[70]. Ennek eredményeként nem csak intermolekularis, hanem intramolekularis kotések

is létrejohetnek.

O o)
H H

NH, NH,
glutaraldehid

fehérje amino-csoportjai fehérje amino-csoportjai

'
HZNQN JJJ‘QNHQ

mtermolekularis keresztkotések

(4)

Az enzim immobilizaladsi moédszerek fejlesztése egy nagyon szertedgazd kutatési
teriilet, bizonyos kutatok szerint csak részben tudomany, részben mar inkdbb miivészet
[13], mivel a felhasznalasnak megfeleld immobilizacios mddszer megvalasztasanal
szamos tényezot kell figyelembe venni [71]:

* az enzim tlr6képességét az immobilizdlashoz hasznalt vegyszerek ¢és

koriilményekkel szemben,

* azenzim feliiletén elhelyezkedd funkcios csoportokat,

* afehérje méretét,

* azenzim toltését, izoelektromos allanddjat,

* az enzim polaritasat, hidrofob vagy hidrofil részeit,

* aszubsztrat és a termék enzimen beliili €s enzimen kiviili transzport folyamatait.

Az immobilizalasi mddszerek harom f6 tipusat kiilonboztethetjiik meg azok szerint,
hogy adszorpcion, kémiai keresztkdtésen, csapdazason vagy kapszulazason alapulnak.

Az adszorpcidos moddszerek alapja, hogy a fehérje és az adszorbens kozott
intermolekularis kolcsonhatasok eredményeként az enzim feldasul a szilad hordozo
felilletén [71]. Ennél a modszernél kifejezetten fontos az enzim tdltése és polaritasa.
Ennek a moédszernek a hasznalatanal altalaban nem elkeriilhetd, hogy idovel az enzimek

lemosodjanak a hordozo feliiletérdl [72]. Ez bizonyos felhasznalasok esetén amellett,
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hogy csokkenti az atalakitas hatékonysagat, az eldallitott termék elszennyezddését is
eredményezheti.

A kovalens rogzités vagy keresztkotésen alapuldé immobilizacié soran az enzim ¢€s a
hordoz¢ feliilete k6zott vagy az enzim molekuldk kozott, erds kémiai kotések alakulnak
ki. Az ilyen jellegli rogzitéshez hasznalt feliilet sokféle lehet [70]. Lehet akar a
bioreaktor fala, toltetes reaktor esetén, valamilyen tivegbdl vagy polimerbdl eléallitott
hordoz6 vagy akar egy membran pérusa is.

Az enzimek kozotti kotések 1étrehozasaval kiillonbozé aggregatumok hozhatok Iétre.
Ennek legelterjedtebb valtozata a keresztkotott enzim aggregatumok (CLEA) eldallitasa
[70]. Ennek a modszernek a legfébb eldnye, hogy nem sziikséges segédanyagként
hordozét adni az enzimhez, ami ndvelné a katalizator fajlagos tomegét, mert a kialakuld
CLEA elvalaszthato az oldatbol. Ezaltal akar nagyobb dozisban hasznalhat6 az enzim a
reaktorban, mint hordozon torténd rogzités esetén [73].

A keresztkotéssel valod rogzités soran figyelembe kell venni, hogy az enzim aktivitasa
csokkenhet annak fiiggvényében, hogy hogyan torténik a kotések l1étrehozasa [73]. Az
enzim érzékeny lehet a kémiai reakcié soran hasznalt vegyszerekre, illetve a reakcio
koriilményei (pH, homérséklet, oldoszerek stb.) denaturaciot okozhatnak. Emellett a
kialakulo kovalens kotések megvaltoztathatjdk az enzim harom-dimenzids szerkezetét.
A lejatszodd reakcid soran megsziinhetnek bizonyos kovalens vagy masodlagos
kotések, amely a konformacidé megvaltozasat eredményezhetik, tovabba a kialakul6 1j
kotések rogzithetik az enzim szerkezetét valamilyen allapotban. Ezek egyrészt
ellendllobbé teszik azt a kdrnyezeti hatdsokkal szemben, masrészt azonban bizonyos
enzimek esetén, amelyek pl. szubsztrat hatasara valtoztatjdk a konformaciojukat
(szubsztrat indukalt illeszkedés), elveszithetik ezt a tulajdonsagukat, aminek
eredményeképpen jelentdsen csokkenhet az aktivitasuk.

A harmadik csoportja az immobilizdciés moddszereknek a csapdazas vagy
kapszuladzas valamilyen polimer matrixban. A csapddzas sordn az enzimet valamilyen
monomerrel vagy kis molekulatomegli polimerekkel keverik ossze [71], majd ezt
kovetden a polimerizaciot tgy végzik el, hogy az enzim a kialakulé polimerben
rogziljon. Az egyik legelterjedtebb modszer, az un. sol-gel eljaras, amelyet gyakran
hasznélnak feliileteken valo rogzitéshez.

A csapdazason alapuldé modszereknél a legfobb kezelendd probléma, a
polimerizacidhoz sziikséges kornyezet ¢&s vegyszerek denaturaldé hatasdnak

kikiiszobolése. Emellett csokkentheti az 4talakitas hatékonysagat a szubsztrat és a
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crer

jelentdsen csdokkenhet az immobilizalt enzim latszélagos aktivitasa a szabad enzimhez
képest.

A kapszulazas nagyon hasonl6 a csapdazasos modszerhez, azonban ebben az esetben
az enzim a polimer matrixban kialakitott résekben, porusokban helyezkedik el. Ilyenek
pl. a micellaris polimerizacidoval végzett rogzitések, amelyek esetén a micelldkban
torténik az enzim rogzitése [71]. Ennek a modszernek az eldnye, hogy az igy kialakitott
hordozékban gyakorlatilag polimer membranok valasztjdk el az enzimet a
reakciokdzegtdl, hasonléan a sejtfalakhoz bioldgiai rendszerekben. Ezek megfeleld
tervezésével specialis mikrokdrnyezet hozhaté 1étre az enzim koril, amely
megndvelheti az enzim ellenallasat a reakciokozeg pH-ja, homérséklete vagy a gatlast
okoz6 szervesanyag tartalmaval szemben [23].

Az ipari felhasznalas eldsegitése érdekében olyan modszerek keriiltek kifejlesztésre,
amelyek ezen modszereken alapulnak, vagy ezeket kombinaljak. Ilyen példaul a
rogzités kiilonbozo hordozdkhoz, pl. faszénhez [74], magneses nanorészecskékhez [75],
csapdazas alginat gyongyokben [76] vagy rogzités membranon [77].

Minden modszernek megvannak a maga eldnyei és hatranyai. Példaul az in. “single
enzyme” nanorészecskék létrehozasaval kivald diszpergalhatosdg érheté el, ami
nagyban javitja a szubsztrat hozzaférését az enzimhez ¢és az enzim stabilitasat [78].
Bioldgiailag lebonthatd hordozok eldallithatok hulladékokbol, mint pl. kdkuszrostbol
[79], amelyek csokkenthetik az eldallitdis és a felhaszndlds utani artalmatlanitas
koltségeit. Keresztkotések kialakitasan alapuldé modszerek esetén, mint pl. a CLEA
eldallitasa, intermolekularis kotések alakulnak ki az enzimmolekulak kozott, amelyek
nagy katalizator stirliséget eredményeznek, és megnovelik az enzim ¢lettartamat ¢€s
miikodési stabilitasat. A keresztkotés megfeleld modszerének hasznalatdval novelhetd a
stabilitas, amellett, hogy még elfogadhaté mértékben csokken az enzim aktivitasa [80].
A CLEA eléallitasanak a f6 problémadja, hogy nehéz szabédlyozni az aggregatumok
méretét, amely bizonytalan hatékonysagot és elvalasztasi problémakat okoz.

Utobbi probléma kikiiszobolése érdekében lehetdség van az enzimeket Un. rendezett
szerkezetli mezoporusos hordozokon rogziteni [81]. Ezek az anyagok biztositjdk a
szubsztrat hozzaférést az enzimhez, amellett, hogy ndvelik a stabilitdst az
Osszekottetésben 1€évé porusok segitségével. Nguyen ¢és mtsi. [82] egy iireges
keresztkotott enzim aggregatumot allitottak eld, amelyet poliéter-szulfon membranban

rogzitettek tripankék szinezék lebontasa céljabol.
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1. tablazat Kiilonb6zo lakkaz immobilizaciés médszerek alkalmazasa soran elért eredmények

(adaptalva sajat gyiijtésbal [5])

Immobilizacids Kezelt mikroszennyez6 Eredmény Forras
modszer
Modositott keramia 38-féle antibiotikum A hatékony eltavolitdshoz mediator [83]
membran keveréke alkalmazésa sziikséges

EDC-k keveréke Az immobilizalast kovetden a membran

aktivitasa alacsony. Az eltdvolitas 6
mechanizmusa az adszorpcid.

TC 56% eltavolitas (30% szabad [84]
enzimmel)
megndvekedett stabilitas
BPA nagy mennyiségi lakkédz megkotése a [85]
membranon
CLEA[86] APAP szélesebb pH profil, [87]

megndvekedett stabilitas
nagyobb reakcidsebesség

APAP, MFA, CBZ szinergikus hatas CLEA és a [88]
mikrosziirés egyiittes hasznalatakor
Barium-alginat APAP elénydsebb karakterisztika [86]
gyongyok immobilidzalast kovetden,
>70% aktivitas 5 ciklus utan
Akril-gyongyok EDC-k keveréke az eltavolitas részben a hordozon valo [3]
adszorpcidval torténik.
Poliakrilnitril Biszfenol szarmazékok 80% kezdeti aktivitas megtartas 30 nap [89]
gyongyok mikodtetés utan
NP, OP fluidizalt reaktorban valé alkalmazas, [90]
95% aktivitas 50 nap miikddtetés utan
Pordzus SiO; gyongyok STZ, Stabilitds novekedés magas [91]
SMZ homérsékleten, szélesebb pH
tartomanyban val6 hasznalat
Magneses CLEA 13 kiilonboz6é madagneses enzim visszanyerés 20 mp [92]
gyogyszerhatbanyag alatt,
1 év tarolasi stabilitas
TC, OTC, AMP, SMZ, 46,8% aktivitas visszanyerés [93]
ERYC, TMP, CHL
Magneses alginat TCS Aktivitas megtartasa valos [94]
gyongyok szennyvizben
Kitozan bevonata CPS 99%-o0s eltavolitas semleges pH-n [75]
magneses
nanrorészecskék
Si0O; nanorészecskék BPA jelentdsen javult az enzim stabilitdsa [95]
lakossagi szennyvizben
BPA, DCF teljes eltavolitas lugos kozegben [96]
(pH=8.4)
Poliamid/kitozan BPA, EE2 Nagyobb hatékonysag immobilizalt [97]
nanoszalak enzimmel, mint szabad enzimmel.
Keresztkotott kitozan 2,4-DCPh, CP megndvekedett aktivitas, Gijrahasznalat [98]
7 napon at.
PLGA nanoszalak DCF javitott aktivitas semleges pH-n [99]
Oxigén-funkcionalt CBZ javitott tarolasi, pH és hdmérséklet [74]
bioszén stabilitas
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2.3.3.1 Lakkaz immobilizalasa alginat matrixban

Az immobilizalads szdmos eldnnyel rendelkezhet a szabad enzimhez képest [100].
Javitani tudja az enzim stabilitdsat extrém koriilményekkel szemben (magas
hémérséklet és pH) [101], raadasul megkonnyitheti az enzim visszatartasat a reaktorban
azaz a katalizator elvalasztasat az elfolyotol. Példaul magneses nanorészecskéken valod
lakkaz immobilizacié esetén magneses elvalasztassal eltavolithatdo az enzim a kezelést
kovetéen a szennyvizbol [102]. Hasonléan konnyen elvalaszthatéak azok a
katalizatorok is, amelyek makro-méretli hordozén, mint pl. alginidt gydngyodkben
megkotve tartalmazzak a lakkdzt. Ezek elvalasztasa egy egyszerl sziiréssel lehetséges,
vagy alkalmazhatodak t6ltetes bioreaktorban is [103].

Az alginat egy algakbdl eldallithatdo poliszacharid [104], amely remek hordozé
viztisztitdsban valé haszndlathoz [105], mivel gazdasdgosan eldallithatd és kis
egészségiigyl kockazatot hordoz [106]. Utobbit jol példazza, hogy egészségiigyben is
hasznaljak  kiilonb6z6 gyogyszerhatdbanyagok burkoldsara [107], de szamos
¢lelmiszeripari felhasznaldsa is létezik [108]. Példaul kalcium-alginat gyongyokben
sikeresen immobilizéltak poligalakturondz enzimet almalé-tisztitdsa céljabol, amely
soran nem csak nétt az enzim stabilitdsa, hanem még annak optimalis hémérséklete és
pH fliggése is modosult [109].

A kalcium-alginat gyongyok eldallitdsa egy reverzibilis keresztkotéssel torténik,
amely sordn a kétszeresen pozitiv toltésii kalcium ionok alakitanak ki kotéseket az a-L-
guluronsav és B-D-mannuronsav lancok koézott [106]. Az immobilizalas soran hasznalt
alginat natrium-ionokat tartalmaz, amelyeket kalcium-klorid oldatba valo csepegtetéssel
lehet kalciumra cserélni [110]. Amint az alginat-gél érintkezik a kalcium-tartalmu
oldattal lejatszodik a sol-gél atmenet és egy hartya keletkezik a kiilsd felszinén [111].
Ez a hartya idovel megvastagszik, attol fiiggéen mennyi ideig vannak a gyongyok az
oldatban. A gyongyok szerkezetének merevségét meghatiarozza a kalcium-klorid oldat

koncentracioja, az alginat koncentracidja ¢és a keresztkotés ideje [112].

2.3.3.2 Lakkaz immobilizalasa membranon

Az enzimek membrdnon valé immobilizacidjaval nagy hatékonysag érhetd el,
azonban ehhez nem csak a megfeleld rogzitési modszer kivalasztasa és optimalizalasa
sziikséges, hanem fontos a megfeleld hordozd megtaldldsa is. A membranokkal

szembeni legfontosabb elvaras lizemeltetési szempontbol, hogy a kezelés koriilményei
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kozott is stabil elvalasztast biztositsanak és szerkezetiik stabil maradjon [113]. Ezeket
az elvarasokat szerves és szervetlen membranok is képesek teljesiteni.

Membrannal integralt rendszerben, amennyiben a membran molekulatomeg vagasi
értéke kisebb, mint a lakkaz molekulamérete, akkor a lakkaz a reaktorban visszatarthato,
ami folyamatos iizemeltetést tesz lehetévé. Az enzim stabilitasatol fliggéen akar
hosszabb id6n at is nagy hatékonysaggal tud miikodni [114]. Ebben az esetben a lakkaz
nem keriil kémiailag rogzitésre a membranon. A kis vagasi értékli ultrasziird
membranok alkalmazdsa azonban bizonyos felhasznalasi teriileteken, mint pl. a
szennyviztisztitas, az eltomddés miatt szamos lizemeltetési problémat vet fel [115].

A membranon torténd kovalens rogzitéshez sok esetben kémiailag médositani kell a
membran feliiletét. Ezt a miiveletet ,,grafting”-nak nevezik a szakirodalomban [116] . A
grafting soran altalaban a feliileten talalhat6 hidroxilcsoportokhoz kovalens kotéssel egy
olyan szerves anyagot kotnek, amely funkcids csoportjaival mar képes az enzimhez
kapcsolodni. Erre az egyik elterjedt megoldas szilan vegyiiletek haszndlata,
pontosabban organo-alkoxi-szilanoké [63]. Ezek a molekuldk egyik résziikon szabad
metoxi- vagy etoxicsoportokkal rendelkeznek. A feliilet modositasa sordn a szildnok
hidrolizisével és az azt kovetd kondenzacidval jonnek létre a szilan és a hordozo
hidroxilcsoportjai kozott a kotések. Az igy kialakitott kotohelyeken 1évd szerves
funkciés csoportok tovabb modosithatok, az adott enzimhez torténd kotés érdekében.
Ezzel a modszerrel tobbek kozott amino- (-CHz), tiol- (-SH), vinil- (CH=CH>»),
karbonil- (-CHO) vagy halogénfunkcios (-X) csoporttal rendelkezd kotéhelyek
alakithatoak ki.

Alternativ megoldas lehet egy vékony, enzim megkotésére alkalmas réteg
létrehozasa a membran feliiletén. Ehhez hasznalhat6 példaul zselatin, amibdl Chea és
mtsi. [117] hoztak 1étre egy rogzitésre alkalmas réteget titdnalapu kerdmia membranon.
A zselatinban 1évé aminocsoportokhoz glutaraldehid keresztkotd hasznalataval tudtak
immobilizalni a lakkazt [118]. Ezzel a modszerrel lepketaplobol (Trametes versicolor)
nyert lakkéz kerdmia membranon vald rogzitésével megndvekedett hatékonysagot értek
el gyogyszermaradvanyok atalakitdsa soran [77], €s sikeresen alkalmaztdk az igy
eldallitott membrant biszfenol eltavolitdsara is [119]. Hasonldéan kitozanbol is
eléallithatd membran bevonat poliszulfon membranon, amelyben immobilizalhato
lakkaz [120].

Kiilonb6zé poérusméretit (0,2 um ¢és 1,4 pm) membranon torténd lakkaz

immobilizalas alapjan megallapitottdk [116], hogy a nagyobb porusméretnek
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kdszonhetden nagyobb mennyiségili lakkaz kotheté meg. Ennek magyarazata az, hogy a
nagyobb porusokhoz a lakk4z kdnnyebben hozzafér az immobilizalas soran, igy az nem
csak a feliileten keriil megkdotésre [116].

Polimer membranbol kiilonbozé adalékanyagokkal eldallithatoak kompozit
membranok, amelyek jo alapot adnak a kiilonbozd kémiai immobilizacios
modszereknek. Példaul TiO; poliéter-szulfon membrannal valé bekeverésével
megkonnyithetd a membran funkcionalizalasa [121]. Az igy eldallitott membran nem
csak az enzim stabilitasdt ndvelte meg kiilonb6zé pH értéken, de megvaltoztatta a
membran hidrofil jellegét is. Hasonléan TiO2-bol és polivinilidén-fluoridbol (PVDF)
sol-gél eljarassal eldallithatd funkcionalizalt mikrosziird membran [122]. A mikroszlird
membran hasznalataval kikiiszobolheté volt a biszfenol A (BPA) atalakitds soran
keletkez6 polimerek altal okozott eltémodés.

Fontos szempont, hogy az immobilizdcidhoz hasznalt membran anyaga stabil és
gazdasagosan eldallithatd legyen, valamint esetleges roncsolodéasa esetén ne okozzon
kornyezeti kockéazatot. Zhang ¢és mtsi. [123] ezt szem el6tt tartva Koji gombabdl
(Aspergillus oryzae) nyert lakkdzt immobilizaltak porézus geopolimeren adszorpcios
modszerrel. A haszndlt geopolimer egy szervetlen, aluminium-szilikatbol képzddo
polimer, melynek szerkezete nagyon hasonlit a zeolitokéhoz, azonban gazdasagosabb az
eldallitasa. Feliiletén talalhatd oxigén-tartalmt funkcids csoportjainak kdszonhetden
erds affinitast mutat a kiilonb6z6 fém-ionokkal szemben, amelyet kihasznalva hidrogén-
hid kotéseken keresztiil valosithatd meg az enzim immobilizacidja. Ezen a hordozén
vald rogzités hatdsara egyrészt a lakkdz enzimnek megnétt a termikus stabilitdsa,

masrészt kevésbé érzékeny lett a hdmérséklet €s a pH ingadozasaira [123].
2.3.4 Mikroszennyezdk eltavolitasa

A kiilonb6z6é mikroszennyezok lakkazzal valo atalakitdsanak eredményeként, ahogy
azt a 2.2.2. fejezetben is bemutattam, elsdsorban gyokok keletkeznek, amelyek tovabbi
1épésekben reagédlnak el mas szerves anyagokkal. Ez felveti annak a kérdését, hogy a
lakkazzal torténd kezelés hatdsara milyen termékek maradnak a reakcidelegyben és
azok toxicitasa kisebb-e, mint a kiindulasi oldaté. Mivel a lakkazzal torténé eltavolitas
mechanizmusa nem mineralizacid, ezért pontosabb kifejezés lenne az atalakitas, mint az
eltavolitds. Ennek részletes indokldsat és a reakciotermékek toxicitdsra vonatkozo

adatokkal valo Osszevetését, a kutatas keretében megjelent publikaciom tartalmazza [5],
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igy az aldbbiakban elsdsorban a lebontas hatékonysdgara vonatkozd eredményeket

foglalom Ossze.

2.3.4.1 Mikroszennyezok eltavolitasa szabad enzimmel

Az immobilizaci6 nélkiil, a lakkaz feloldasaval végzett kisérletek -eltavolitasi
hatékonysagat szamos paraméter befolyasolja. Ilyenek példaul kisérletek soran hasznalt
puffer pH értéke, homérséklete, az oldat ionerdssége. Ezek a paraméterek, amelyek
meghatdrozzak az enzim aktivitasat. A lebontds szempontjabol ezen tal fontos
paraméter még az alkalmazott enzim mennyisége, a reakcioidd, szubsztrat koncentracio
¢s az oldatban jelen 1év6 inhibitorok, mas szerves anyagok is.

Az enzim szelektivitisat az adott szubsztrat molekula szerkezete és az azokon
talalhato funkcids csoportok hatdrozzak meg [124]. A lakkdz nem mutat szelektivitast
az enantiomerekkel szemben [125], de a kiilonb6z6é mikroszennyezdk csoportosithatoak
aszerint, hogy azok molekula szerkezetében az elektron akceptor vagy elektron donor
funkciés csoportok domindlnak (2. tadblazat). Azok a komponensek, amelyeken az
elektron donor funkcids csoportok, mint pl. a hidroxil- vagy az amin funkcios csoportok
vannak  tobbségben, altaldban  konnyebben  bonthatéak  lakkézzal. Ilyen
mikroszennyezok példaul a kiilonb6zé hormonok. Az 6sztron (E1) [126], 17B-0sztradiol
(E2) [127] és 17a-etinilosztradiol (EE2) [126] eltavolitasa ebbdl adoddan rovid 1do
alatt, nagy hatékonysaggal elvégezhetd. Hasonldan jol bonthatd a BPA is, amely esetén
akar 1,5 ora alatt teljes atalakitas érhetd el [89]. Ezzel ellentétben azok a molekulék,
amelyek erds elektron akceptor funkcids csoporttal rendelkeznek, mint pl. halogenid-,
amid-, karboxilsav-csoportok, altalaban kevésbé reagéalnak a lakkazzal. Tipikus ilyen
mikroszennyezd a karbamazepin (CBZ), amelynek szerkezetében karboxamid csoport
talalhat6 és nehezen bonthatd lakkazzal [128]. Azok a nem-fenolos szervesanyagok,
amelyeken az elektron akceptor csoportok dominalnak, altaldban csak mediatorok
segitségével oxidalhatoak, kivéve a DCF ¢és az indometacin [129].

Ahogy az a 2. tablazatban is lathatd, az eltavolitds hatékonysagat nem csak a
szerkezet hatarozza meg. Még az Un. ,,nagy redox potencialu” lakkaz enzimek redox
potencialja sem haladja meg a 800 mV-ot [130]. Azokat a mikroszennyezoket,
amelyeknek a redox potencidlja ennél nagyobb, nem képesek a lakkézok oxidalni [130].
Ezeknek a komponenseknek az oxidéacidjara redox medidtorok hasznalataval van

lehetdség. A mediatorok olyan kis molekulatomegi szerves anyagok, amelyek az enzim
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altal konnyen oxidalhatoak, és a beldliik keletkezd koztitermékek nagyon reaktivak,
magas a redox potencialjuk [131]. Ilyen mediatorok az enzimek természetes kdzegében
is el6fordulnak, ezzel eldsegitve pl. a lignin lebontasat [130]. A technologiai alkalmazas
soran lakk4z-medidtor rendszerben lehet ezeket hasznélni. Alkalmazhatoak természetes
eredetli mediatorok is, de szdmos szintetikus alternativa is elérhetd [132]. Ilyen
természetes mediatorok példaul a sziringaldehid (SA), acetosziringon (AS), vanillin
(VA), acetovanillin, metil-vanillin, 4-hidroxi-benzil-alkohol (HBA) és a p-cianursav
(COUM) [133]. A szintetikus mediatorok koziil pedig a (2,2'-azino-bisz(3-etil-
benzotiazolin-6-szulfonsav)-at (ABTS), 1-hidroxibenztriazolt (HBT), violursavat
(VLA) hasznaljak erre a célra [134]. Margot ¢és mtsi. [135] kiilonb6z6 lakkéz-mediator
rendszereket teszteltek, izoproturon (IPU) és szulfamethoxazol (SMZ) kezelésére.
Egyik komponens sem mutatott szdmottevd eltavolitast a természetes mediatorok (SA,
AS) hasznélatakor, azonban az ABTS hasznalata esetén teljes eltdvolitast értek el
viszonylag rovid id6 alatt. Hasonléan HBT medidtorként valdé hasznalatanak
eredményeként jelentdsen javult a ketokonazol (KCZ) [136] és az IPU [137] eltavolitas
hatasfoka.

Bar a mediatorok haszndlatdval az eltavolitds hatékonysaga novekszik, ezek az
anyagok az elfolyoval egylitt tdvoznak, amely Okologiai kockazatot hordoz.
Szulfonamid antibiotikumok kiilonb6z6 mediatorokkal (VLA, HBA, SA, ABTS)
torténd lebontasa soran teljes eltavolitast érhetd el, azonban az elfolyo toxicitasa nagyon
valtozd a hasznalt mediatortél fliggden [138]. Ilyen szempontbol a természetes
mediadtorok haszndlata elonydsebb [133]. Lloret ¢és mtsi. [139] szamos
gyogyszerhatoanyag (DCF, naproxén (NPX), El, E2, EE2) lebontasat vizsgaltak
kiilonb6zé mediatorokkal €és a szintetikus medidtorokhoz hasonléan j6 eltdvolitasi
hatékonysagot értek el.

A szakirodalomban megjelent toxicitdsra vonatkozd vizsgalatokkal kiegészitett
kutatasok alapjan elmondhatd, hogy bar a mediatorok javitjak az eltavolitas
hatékonysagat, az elfolyo toxicitasat is novelik, ezért hasznalatukat célszerii mellézni
szennyviztisztitasban valo alkalmazas esetén. Ennek részletes, a toxicitasra vonatkozo

eredmények alapjan torténd alatdmasztasat, egy publikacioban fejtettem ki [5].
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2. tablazat Mikroszennyez6k eltavolitisanak hatékonysaga szabad enzimmel végzett

kisérletekben
Komponens Enzim Mediator Kozeg Reakciéo Eltavolitasi Forras
-ido hatékonysag
Mikroszennyezdk erds elektron donor csoporttal
NP L1y (nyers) - szintetikus 12 h 60% [140]
Lty (nyers) HBT szintetikus 6h 80% [140]
BPA Lty - szintetikus 1,5h 100% [89]
Lc, HBT szintetikus 4h 100% [141]
El Lty - szennyviz 1h ~67% [126]
E2 L1y - szintetikus 2h ~90% [127]
EE2 L1y - szennyviz 1h ~73% [126]
CIPRO Lty - szintetikus 2,8 h 0% [142]
L1y SA szintetikus 3h 40% [142]
Mikroszennyezok eros elektron akceptor csoporttal
CBZ Lao - szintetikus 24 h 10% [128]
L1y COUM szintetikus 96 h 60% [143]
Mikroszennyeziok, amelyek elektron akceptor és donor csoporttal is rendelkeznek
TCS Lty - szintetikus 6h 100% [144]
SMZ Lao - szintetikus 24 h 9% [128]
DCF Ltv - szintetikus 4h 100% [145]
IBU Lrv (nyers) - szintetikus 24 h 1,4% [146]
Lrv (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]

Bar szakirodalomban szamos informécio taldlhatdo az egyes termékek atalakitasa
soran keletkezd reakcidotermékekre vonatkozodan, azok mechanizmusa a kezelendd
reakciokdzegben eltérd lehet. A szintetikus szennyvizben végzett kisérletek elsésorban
pufferoldatokban lettek elvégezve, azonban a tisztitand6 szennyvizben szdmos olyan
komponens taldlhato, amelyek befolyasoljak az eltavolitds hatékonysagat, a reakcid
mechanizmusat €s az enzim stabilitasat.

A szakirodalomban csak ,,natural organic matter”’-ként (NOM) nevezett anyag, olyan
természetes eredetli szerves komponenseket takar, amelyek a lakkaz altal katalizalt
reakcidban részt vehetnek vagy inhibitorként [129] vagy akar medidtorként [137] is. A
reakciokdzegben 1évé szervesanyagok jelentds inhibicidét okozhatnak, amennyiben
olyan komponensek vannak jelen, amelyekhez nagyobb az affinitdsa a lakkaznak, mint

az eltavolitani kivant mikroszennyezO6khoz. Erre vonatkozdéan az N,N-dietil-meta-
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toluamid (DEET) esetén jelent meg publikacid, ahol a szennyvizben taladlhatd fenolok
csOkkentették az eltavolitds hatékonysagat [129]. Valds szennyvizben valé IPU
lebontdsa esetén a kutatok pont ennek ellenkez6jérdl szamoltak be [137].
Osszehasonlitva a citrat-pufferben végzett kisérleteket a valds szennyvizben
végzettekkel, azt tapasztaltdk, hogy az utdbbiban nagyobb volt a reakcid sebessége,
amelynek oka valdsziniileg, hogy ezek a szerves anyagok, mint természetes mediatorok
vesznek részt a reakcioban.

Bar a lakkazzal végzett atalakitas mechanizmusa altalaban gyokos polimerizacio
(lasd 2.2.3. fejezet), az oligomerek eldallitdsa mesterséges koriilmények kozott,
szintetikus oldatokban érhetd el [148], a valds szennyvizben 1év szerves anyagokkal
valo 0Osszekapcsolodas ezt a folyamatot azonban gatolja [149], €s szamos mas
reakcidtermék keletkezik. Az E2 felszini vizekben végzett atalakitasdnak vizsgalata
soran, a NOM jelenléte részben gatolta az E2 molekuldk dsszekapcesolddasabol 1étrejovo
termékek képzddését [150]. Hasonldan a huminsav jelenléte gétolta triklozan (TCS)
atalakitds esetén az eltavolitani kivant komponensek 0Osszekapcsolodasat, ezaltal
modositva a reakci® mechanizmusat [151]. Ez is azonban eltérd lehet az egyes
mikroszennyezO6knél. Az APAP szennyviztisztitdo elfolydjabol vett mintdkban valo

lebontdsanak vizsgalata alapjan elsdsorban oligomerek képzddésérdl szdmoltak be [87].
2.3.4.2 Mikroszennyezok eltavolitasa immobilizalt enzimmel

Mint ahogy azt a 2.2.3 fejezetben mar bemutattam, az immobilizalasi modszerek
elsddleges célja, hogy javitsa a lakkaz ¢lettartamat, stabilitasat, elosegitse a reaktorban
valo visszatartdsat, esetleg regeneraldsat. A mikroszennyezOk lebontasara torténd
felhasznalds esetén ezeknek kiemelten nagy szerepe van a gazdasdgos megvaldsitas
érdekében [152].

Lakkédz enzim immobilizadlasara és annak mikroszennyezok lebontdsara valod
felbontasara szamos cikk jelent meg a szakirodalomban. Ezek a 2.2.3 fejezetben emlitett

immobilizacidés modszerek jelentds részét feldlelik (3. tablazat).
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3. tablazat Immobilizalt enzimmel végzett lebontasok eredményei

Immobilizacios Hordozo Mikro- Reakcioido Eltavolitasi Forras
modszer szennyez6 hatékonysag
Adszorpciod nanoszén CBZ 24 h 83-86% [74]
szilicium nanorészecskék BPA 24 h ~100% [153]
Fizikai rogzités alginatban APAP 4h 94 % [86]
magneses alginat TC 8h 89,6% [94]
szivacsos biopolimer BPA 24 h ~100% [154]
Kémia rogzités  aktivalt poliamid/kitozan ~ BPA, EE2 6h BPA: 8%, [155]
nanoszalak EE2: 4%
poliakrilnitril gyongyodk NP, OP I,5h 100% [156]
Fe304/Si0,-DTPA APAP, DCF 18h APAP: 95%, [157]
nanokompozit DCF: 85%
Keresztkotés magneses CPS 12h 99% [75]
nanorészecskék
szilanizalt BPA 2h ~75% [95]
nanorészecskék
magneses CLEA TC, OTC, 48 h TC: ~65%, [93]
AMP, SMZ, OTC: ~60%,
ERYC, AMP ~35%,
TMP, CHL SMZ: ~27%
ERYC ~29%.
CHL: ~5%
TMP: ~1%
zselatin bevonatu TC 24 h 30% [77]
membran
mikrosziiré membran BPA 24 h ~100% [119]

Az adszorpcion alapuld moédszerek esetén népszeriiek a kiilonb6z6 hulladékbol pl.
mezdgazdasagi hulladékbol eldallitott hordozok, amellyel nem csak nagy
hatékonysaggal tavolithatéak el a mikroszennyezdk, hanem csokkenthetdek is a kezelés
koltségei. Naghdi és mtsi. [74] pirolizissel és Orléssel fenydfa hulladékbal allitottak eld
nanoszenet, amelyet funkcionalizaltak, majd azon lakkézt kotottek meg. Az eldallitott
katalizatorral hatékonyan tavolitottak el CBZ-t vizes mintdkbol és kezelt szennyvizbdl
egyarant. Ebben az esetben a nanoszén adszorpcids hatasa is jelentésen hozzajarult az
eltavolitashoz. BPA eltavolitasa soran Gassara és mtsi. [158] ehhez hasonléan nagyobb
hatékonysagot értek el, mint szabad enzimek hasznalata esetén lignolitikus enzimek

kapszulazassal végzett immobilizacidjat kdvetden.
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A nanorészecskék hordozoként vald hasznalata eldsegitheti az enzim diszperziojat a
kezelendd oldatban, amely ndvelheti a hatékonysagot. BPA lebontisara szilicium-
dioxid alapu nanorészecskéken immobilizaltak lakkazt, amellyel megfeleld dozis
mellett akar 8,7-es pH értékii kzegben is kozel teljes eltavolitast tudtak elérni [153].

A nanorészecskék  hasznalatdval szembeni legfébb  kritika, hogy a

szennyviztisztitobol vald kikeriilésiik esetén 6koldgiai problémakat okozhatnak [159].
Ennek elkeriilése érdekében magneses levalasztasra alkalmas, Un. magneses
nanorészecskéken vald lakkdz rogzités is lehetséges. Sikeresen alkalmaztak ilyen
magneses részecskéket példaul klorpirifosz (CPS) eltavolitasara [75]. A magneses
részecskék kombinalhatoak mas modszerekkel is, pl. CLEA létrehozéasaval [93] vagy
csapdazassal [94].
A kémiai kotéseken alapuld immobilizalasi mddszerek szdmos eldny0s tulajdonsagu
hordozén valéd rogzitést tesznek lehetdveé. Kivaldo eredményeket értek el poliakrilnitril
gyongyokon valod rogzitéssel nonil-fenol (NP) és oktilfenol (OP)lebontdsa soran [156].
Kiilonb6z6  kompozit  anyagokbol  létrehozott hordozok  szintén  eldnyds
tulajdonsagokkal ruhdzhatjak fel a lakkéazt. Példaul poliamidbol és kitozanbol készitett
kompoziton rogzithetd lakkaz, amely BPA és EE2 lebontasara vald hasznélata soran a
szabad enzimnél nagyobb eltavolitast értek el [155]. A zselatin bevonat készitése
keramia membranon lehetévé teszi a membran bioreaktorban torténd folyamatos
hasznalatat [77].

Az alginat matrixban val6 csapdazassal eldallitott katalizator egyik legfébb elonye,
hogy az enzimes atalakitds mellett lehetdvé teszik a lebontani kivant komponensek
adszorpciojat is [160]. Az alginatban csapdazott lakkazt sikeresen tesztelték textilipari
szinezékek [161] és BPA [162] atalakitasara.

Bérium-alginatban csapddzassal immobilizalt lakkazzal, 94%-0s APAP eltavolitast
értek el vizes oldatban, valamint az immobilizalas hatdsara magasabb aktivitast mértek
semleges koriili pH értéken [86]. Tovabba az enzimkinetikai vizsgélatok sordan kapott
eredmények a szubsztrathoz valo affinitas novekedésére utaltak.

Lakkéz alginatban valo csapdazasa magneses részecskékkel egyiitt nemcsak lehetdveé
tette a magneses tér segitségével torténd visszanyerést és ndvelte a katalizator
stabilitdsat szennyvizben, hanem hatékonynak bizonyult TC eltavolitdsara is valds
szennyvizben [94].

A membranon valé immobilizalas lehetdvé teszi az enzimkatalitikus reakcidk és az

enzim elvalasztdsanak integralasat. Az igy kialakitott rendszereket enzimatikus
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membranreaktoroknak (EMR) nevezziikk, amelyekben az enzim stabilitdsdnak
novekedése mellett hosszabb ideig valosithatd meg a tisztitas folyamatos lizemben.

A lakkaz altal katalizalt reakciok membranszeparacioval valo integralasaval, egy
lakkaz visszatartasara alkalmas 10 kDa-os vagasi értékii poliéter-szulfon (PES)
membrannal, szennyviz elfolyéban minddssze 80 U/l aktivitds fenntartasdval, 100 6ra
alatt folyamatos tizemben hatékonyan tudtak kiilonb6z6 6sztrogéneket eltavolitani (80-
92%) [163]. Hasonld rendszerrel végzett kisérletben, 30 kiilonb6z6 mikroszennyezd
lebontéasa soran egy gél réteg kialakulasat irtak le, amelyben enzimkatalitikus atalakitas
nélkiil is megkdtddnek a mikroszennyezdk [164].

A membréanon valé immobilizalds esetén kombinalhat6 a lakkazzal végzett lebontas
adszorpcioval  is.  Poliakrilnitril membranon  elektro-szalképzés  (angolul:
electrospinning) segitségével bioszenet csapdaztak [165]. Az igy eldallitott membranon
az enzimkatalitikus eltavolitast kiegészitette az aktivszénen valod adszorpcid, amellyel
diklofenakot 72,7%-0s, CTC-t 63,3%-0s, CBZ-t 48,6%-0s hatékonysaggal tudtak
eltavolitani 8 oOra alatt. A kutatok az aktiv szén kotéhelyeinek regeneralodéasat
tapasztaltdk, amelynek okat a megkdtott komponensek lakkazzal vald lebontasaval
magyaraztak.

Hasonloan jo eredményeket értek el egy olyan rendszerben, ahol keresztkotott
karbon-nanocsdvekbdl készitettek bevonatot egy polimer membranon [166]. Az igy
eléallitott EMR nem csak nagy hatékonysaggal volt képes atalakitani a vizsgalt 5
kiilonb6z6é mikroszennyez6t, de a reverzibilis fizikai adszorpcids rogzitésnek
kdszonhetden konnyen regeneralhato volt a bevonat a lakkaz inaktivalodasat kdvetden.

Az enzim stabilitasanak novekedését jol példazza, hogy kerdmia membranon
l1étrehozott zselatin rétegben rogzitett lakkazzal 10 napon &t 56%-o0s TC eltavolitési
hatékonysagot értek el [77]. Az igy kapott eredmények alapjan matematikai modell is
késziilt, amely segitségével megallapitottak, hogy az igy kidolgozott eljarassal kaszkad
membran reaktor rendszerrel lehet elfogadhaté tisztitast elérni a kiilonboz6é lakossagi,
korhazi vagy eldkezelt ipari szennyvizek kezelése soran [118].

A membranon valé6 immobilizalaskor fontos paraméter a megkotott enzim
mennyisége, amelyet fajlagos enzim aktivitassal, U/cm?-ban szoktak kifejezni. Az
enzim aktivitdsdnak egységét (U) cikkenként sokféle modon definidltak, mivel szdmos
szubsztrattal (ABTS, katekol, gvajakol) és koriilmény kozott torténik a meghatarozasa,
ami megneheziti a kiilonbozo eljarasok dsszehasonlitasat [5]. A definiciotdl fiiggetleniil

ennek a fajlagos értéknek maximalizalasara célszerli torekedni [119], mivel ez
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kozvetlen kapcsolatban van a membranon valo ataramlas kozben lejatszodd reakcio
sebességére [118]. Barrios-Estrada és mtsi. [119] kiilonb6zé forrasbol szarmazéd
lakkazok keramia membranon vald rogzitését kovetden vizsgaltdk a BPA lebontasat.
Megallapitottak, hogy a ~620 U/l lakkdz immobilizaladsaval, optimalis koriilmények
kozott 79-204 pmol/min lebontdsi sebesség érhetd el, a hasznalt lakkaz forrasatol
fiiggéen. Mikrosziir6 membranon (porusdtmérd 1,4 pm) vald lakkdz rogzitéssel
sikeresen tavolitottak el BPA-t [165] és TC-t [118].

Az atalakitas sebességének novelésére, ahogy a szabad enzimek hasznélata esetén is,
lehetdség van medidtorok alkalmazasidra. Guo és mtsi. [167] SA hozzaadasaval
vizsgaltdk folyamatos {lizemli enzimes membran reaktorban 31 kiilonb6zd
mikroszennyez6 lebontasat. Megallapitottak, hogy kis mennyiségli medidtor hatasara né
az eltavolitas sebessége, de bizonyos érték felett ez szamottevd toxicitas ndvekedést is
eredményez, hasonldan a szabad enzimek medidtorokkal valé hasznélathoz.

A kiilonb6z6 immobilizalasi médszerek nagyban ndvelni tudtdk az enzim stabilitasat,
¢s megfeleld0 mennyiségben alkalmazva hatékonyan tudtak atalakitani a vizsgalat
mikroszennyezoket, azonban nyitott kérdés marad a keletkezd reakcidtermékek
eltavolitasa. Ezen termékek eltavolitdsara célszerli lenne olyan immobilizalasi
modszereket kidolgozni, amelyek képesek ezen probléma megoldasara is. Ennek egyik
megoldasa lehetne az adszorpcion alapuld termék eltavolitas. Az alginatban vald
csapdazaskor példaul a keletkezo reakciotermékek eltérd diffuzios sebességgel tudnak a
tdvozni a gyongybdl, mint ahogy a kiinduldsi komponens bejutott, igy a termékek is
csapdazodhatnanak az alginatban. Ebbdl a hipotézisbdl kiindulva vizsgaltam az alginat
gyongyokben immobilizalt lakkazzal végzett atalakitdsokat. Hasonléan jol
alkalmazhatéak a reakcidtermékek eltavolitasdra a membranszeparacids eljarasok, ezért
a masodik immobilizalasi médszer egy membranos rendszerben hasznéalhato katalizator

létrehozasa céljabol tortént.
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3 Kisérleti rész

A laboratoriumi kisérletek a célkitlizésnek megfeleld két részre oszthatdak. Ezek
modszertandnak bemutatdsa a Felhaszndlt anyagokra vonatkozé alfejezetet kovetden
harom szakaszra bontva olvashatok. Az elsd szakaszban az altalanosan hasznalt
modszerek, majd a masodik két szakaszban az alginat és a membranon vald

immobilizaciora vonatkozd kisérletek leirasa talalhato elkilonitve.
3.1 Felhasznalt anyagok
3.1.1 Enzim

A kisérleteimet egy kereskedelmi forgalomban kaphatod oxidoreduktdz enzimmel, a
lakkazzal végeztem. A felhasznalt lakkazt Trametes versicolor gombabol nyerték ki. A
kivalasztas sordn fontos szempont volt, hogy kiilonb6z6 forrasbol szarmazo lakkazok
koziil az enzim rendelkezik a legnagyobb redox potencidllal, ami a tobbi lakkézhoz
képest tobb szubsztrat oxidacidjat teszi lehetdvé. A vizsgalatokhoz hasznalt lakkaz
enzimet a Sigma-Aldrichtél szereztem be. A gyartd altal megadott fajlagos (katekol)
aktivitasa: >0,5 U/mg. A kisérletekhez hasznalt enzim aktivitasa az adott csomagra
vonatkozoan kidllitott tanusitvany alapjan valtozo, azonban a kutatds kiilonallo
részeiben végig azonos fajlagos aktivitasti enzimmel dolgoztam. Az alginattal végzett
kisérletek sordn hasznalt lakkaz tanusitvany szerinti aktivitasa 0,9 U/mg, mig a
membranon valé immobilizacidhoz hasznalt csomag 0,84 U/mg aktivitdsu lakkazt

tartalmazott.
3.1.2 Membran

Az enzim rogzitéséhez 0,1 pm-es névleges porusatmérdji hidrofil poliéter-szulfon
(PES) ¢és CA mikrosziird siklap membrant hasznaltam. A membranok gyart6 altal

megadott specifikacidi a 4. tablazatban lathatdak.
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4. tablazat A kisérletekhez hasznalt membran tulajdonsagai [168]

Anyaga Hidrofil CA Hidrofil PES
Gyarto Hawach Hawach
Névleges porus méret 0,1 pm 0,1 pm
Térfogataram: >10 ml/min/cm? (1 bar, 0,22 | >15 ml/min/cm? (1 bar,
um, 23°C) 0,22 um, 23°C)
Fehérje megkotd kapacitas 0,15 mg/cm? (nincs adat)
Vastagsag 90— 110 pm 110 — 140 pm
pH tartomany 3,5-8 1-14
Maximalis nyomas 4,2 bar (23°C), 1,5 bar 4,2 bar (23°C), 1,5 bar
(85°C) (85°C)

3.1.3 Tovabbi vegyszerek

Az aktivitdas méréshez ¢és a lebontdsi kisérletekhez a reakciokozeg Mcllvain
pufferoldat volt, amelynek az elkészitéséhez analitikai mindségli dinatrium-foszfatot és
citromsavat hasznaltam. Ezen vegyszerek a VWR Internationaltdl lettek beszerezve.

Az analitikai vizsgélatok sordn és a lakkéaz altal katalizalt reakci6 megallitdsdhoz
HPLC tisztasdgli metanolt hasznaltam, amely a Sigma-Aldrichtol keriilt beszerzésre.

Az immobilizalasi kisérletekhez hasznalt vegyszerek mind analitikai tisztasaguak
voltak, kivéve a natrium-alginat, amely élelmiszeripari mindségli. Ezen vegyszerek a
Sigma-Aldrichtél (ABTS, acetonitril, Bradford reagens), a Molar Chemicalstol (etil-
acetat, natrium-hidroxid), illetve a VWR Internatialtdl (glutaraldehid, sosav) keriiltek
beszerzésre.

A lebontasi kisérletekhez hasznalt mikroszennyez6, a diklofendk analitikai
tisztasaguak. Az analitikai vizsgalatokhoz a kalibralok oldatok elkészitésé¢hez standard

mindségli vegyszert hasznaltam, amely szintén a Sigma-Aldrichtdl szarmazik.
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3.2 Vizsgalati médszerek
3.2.1 Enzim aktivitas mérése

Az enzim aktivitdsdinak meghatdrozasdhoz egy, a szakirodalomban elterjedten
hasznalt szubsztratot, az ABTS-t hasznaltam. A kutatas soran hasznalt lakkaz aktivitas
egységét az alabbiak szerint definidltam: egy egység (U) aktivitdsnak felel meg az a
mennyiségli enzim, amely 1 uM ABTS szubsztrat atalakitasara képes percenként
(pH=5) pufferoldatban, szobahémérsékleten (22 °C).

Oldott enzim aktivitasdnak meghatarozasahoz egy kiivettaba 1,2 ml (pH=5) puffer
lakkaz tartalmt oldatot. Ezt kdvetden szobahdmérsékleten rogzitettem az abszorbancia
valtozasat 420 nm-en 10 masodpercenként Macherey Nagel Nanocolor UV-Vis
spektrofotométer segitségével. A kiivettaba pipettazott minta mennyiségét Ugy
valasztottam meg, hogy az aktivitds mérés soran a reakcidsebességet ne a szubsztrat
mennyisége, hanem az enzim koncentracioja hatarozza meg.

A rogzitett adatokbol meghatdroztam a kezdeti reakciosebességet. Ehhez a mérés
kezdetén kapott linedrisan ndvekvd abszorbancidt mutatod tartomanyra illesztettem egy
egyenest, majd annak meredekségébdl szamoltam az aktivitdst a reakcidtermék
extinkcioés koefficiensének (36000 1/M-cm [169]) felhasznalasaval (5). Az illesztéshez
csak azon adatok keriiltek felhasznalasra, amelyeket a fotométer 1,000 abszorbancia
érték alatt rogzitett, mivel efelett a késziilék pontossaga lényegesen kisebb. Ennek

megfeleld az aktivitds mérésének iddtartama 0,5 — 15 perc kozott valtozott.

AE * Vt
A UN) PR (5)

Ahol:
- A:lakkaz aktivitasa [U/1]
- AE: abszorbancia valtozasa 420 nm-en 1 perc alatt
- Viés Vi ateljes €s az enzimtartalmt minta térfogata [1]

- &: molaris extinkcios koefficiens [1/M-cm]
- b: hasznalt kiivettaban a fény tthossza [cm]
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3.2.2 Diklofenak koncentracidjanak meghatarozasa

hatékonysagti folyadékkromatografias modszert (HPLC) hasznaltam. A mérendd
komponensek vizes oldata a koncentraciotol fiiggéen a mérést megelézéen szilard-
fazist extrakcios dusitdson esett at.

A szilard fazisa extrakcidoval vald mintael6készitést a JRC jelentésben [170]
ajanlottaknak megfeleléen végeztem el. Ehhez Oasis HLB (200 mg / 6 cm?) cartridge-
eken elséként 5 ml etil-acetatot, 5 ml metanolt, majd haromszor 5 ml ultratiszta vizet
engedtem at ~1 ml/perc-es térfogatairammal. Ezt kovetden 25 ml DCF tartalmi mintat
engedtem 4t 5 ml/perces térfogatarammal. A minta feladasat kovetden az 5 percig sziirt
levegbt szivattam at, ezzel eltavolitva a maradék folyadékot a toltetrdl. A szaritast
kovetden a megkotott komponenseket 10 ml etil-acetattal eludltam, majd sziirt levegd
segitségével szobahdémérsékleten beparoltam. A beparldst kovetden a kémcsd aljan
Osszegylld sokat 2,5 ml metanolban oldottam vissza a HPLC mérés eldtt.

A mikroszennyezd tartalmt mintakat UV-Vis detektorral ellatott HPLC rendszer
segitségével vizsgaltam meg (YL9000 és Hitachi D-7000). A vizsgalatokhoz forditott
fazisi Cl18-as kolonnat hasznaltam (Zorbax SB-Aq, 4,6 x 150 mm, 5 pm). A
mérésekhez 10 pl mintat injektadltam 30°C-on. A vizsgdlathoz gradiens ellciot
alkalmaztam, az eluens metanol és 0,1 % trifluor-ecetsavat (TFA) elegye volt. A
vizsgalatokhoz az alabbi program szerint tortént az eliicié 1 ml/perc térfogatarammal:

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

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

5-8 perc: 100% metanol

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

10-15 perc: 60:40 TFA:metanol

A vizsgalati modszer validaldsa, valamint a kalibralo egyenes felvétele metanolban

feloldott HPLC tisztasagu standard vegyszerekkel tortént [171].

3.2.3 Fehérjék koncentraciéjanak meghatarozasa

Az immobilizaciot kovetden a megkotott enzim  mennyiségét  fehérje

koncentracioban is megadtam. Ehhez a lakkéz tartalmti mintabol 800 pl-hez adtam 200
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ul Bradford reagenst, majd 5 perc varakozas utdn mértem az oldat abszorbanciajat 595

crer

enzimmel készitettem.
3.3 Lakkaz immobilizalasa alginat matrixban
3.3.1 Lakkaz rogzitésének menete

Az alginat matrixban valo rogzités alapjat a Daasi és mtsi. [110] altal 2014-ben
publikdlt modszer adta, azonban ezen néhany modositast hajtottam végre. Az
immobilizalas sordn 4,5 ml 2 m/m %-os natrium-alginatot kevertem o6ssze 0,5 ml 1
mg/ml lakkaz oldattal. A keveréket biirettdb6l adtam cseppenként 20 mM
megszilardulni. A gyongyoket 1 6ran at hagytam a kalcium tartalma oldatban, majd
lesztirtem szlrdpapirral, atmostam 20 ml ultratiszta vizzel és lemértem a nedves
tomegét. Az immobilizaldsi hatékonysdg meghatarozdsa érdekében a gyongyodk
aktivitdsa mellett mértem a CaCl, oldat (Ac,cy,) €s a mosashoz hasznélt ultratiszta viz
aktivitasat (A osoviz) 18-

Az immobilizalas hatékonysadgat a mért aktivitds értékekbdl a 6. egyenlettel

szamoltam.

Agezdeti — Acal — Amoséviz
T](%): kezdet CaCly 100 (6)

Akezdeti

” oy

3.3.2 Eléallitott alginat gyongyok karakterizacioja

A gyongyok tomegének meghatarozdsa analitikai mérlegen tortént. A szérazanyag
tartalom meghatarozasahoz a gyongyoket exszikkatorban, 24 ora alatt szaritottam ki. A
szaritas szobahdmérsékleten végezem, elkerlilendd az alginat magasabb homérsékleten

bekovetkezo termikus bomlasat [177].
3.3.2.1 Alginatban rogzitett lakkaz aktivitasanak mérése

Az alginatban torténd immobilizalast kovetden a lakkaz aktivitasanak mérése a 3.2.1
fejezetben leirtak szerint tortént ABTS szubsztrat felhasznalasaval. Azzal a
kiilonbséggel, hogy szabad enzimmel ellentétben az eléallitott gyongydk aktivitdsanak

meghatarozasdhoz egy 10 ml-es kiivettaba helyeztem adott mennyiségli gyongyot, majd
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lemértem azok tomegét. Ezt kdvetden keriilt hozzdadésra a puffer (4 ml) és a szubsztrat
(1 ml).

Az aktivitas mérés soran 5-15 perc alapjan szdmitott reakciosebességekbdl és a mért
darabszambol és tomegbdl a fajlagos aktivitast U/mg és U/db mértékegységben adtam

meg, harom ismétlés atlagként.

3.3.2.2 A pH fiiggés meghatarozasa

Az alginat matrixban immobilizalt lakkdz aktivitdsa fiigg a reakciokdzeg pH
értékétol. Ennek meghatarozasa érdekében kiilonboz6é pH értékii pufferoldatokban
mértem az enzim aktivitasat a 3.3.2.1 fejezetben leirtak szerint.

A szabad enzimmel meghatarozott reakciosebesség értékeket Osszevetettem az
alginatban immobilizalt lakkazra meghatarozott értékekkel. Az aktivitdsok abszolut
szamértéke nagysagrendileg eltér, ezért a pH hatasanak vizsgéalata sordn az

Osszehasonlitas alapjat a relativ aktivitas adta.

3.3.2.3 Homérsékletfiiggés meghatarozasa

A szabad lakkaz aktivitdsa ndvekszik a vizsgalt tartomdnyban a hdomérséklet
emelésével [173]. Az alginatban valé immobilizalds hatdsara azonban nem csak az
enzim hatdrozza meg a szubsztrat atalakitisanak sebességét, hanem kozrejatszik a
matrixban lejatszodo transzport folyamatok sebessége is.

Ennek vizsgalata érdekében a szennyviztisztitdsban eléforduldo 20 — 35°C kozotti
hémérséklet tartomanyon végeztem méréseket. Ehhez az aktivitdas mérése alatt a
gyongyoket ¢és az oldatot temperdltam, termosztat szekrény segitségével. Az

Osszehasonlitas soran a relativ aktivitas értékeket hasznaltam.

3.3.2.4 Tarolasi stabilitas meghatarozasa

Az immobilizalt lakk4dz enzim tarolds kozben torténd aktivitds csokkenésének
meghatarozasahoz a gyongyoket 20°C-os ultratiszta vizben taroltam. 24 6ranként az
aktivitas méréshez sziikséges mennyiséget eltavolitottam az oldatbdl, majd megmértem
az aktivitasat a 3.3.2.1 fejezetben leirtak szerint.

A vizsgalatok soran a kiinduldsi (Axezdeti) €s az adott id6 (t) utdn mért aktivitas
értekek (A¢) alapjan exponencialis csokkenési egyenletet (7) illesztettem ¢és

meghataroztam a csokkenési allando (kq) értékét.
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At = Akezdeti ' e-kdt (7)
3.3.3 Alginatban immobilizalt enzim ujrahasznalatanak vizsgalata

A lakkaz tartalmu alginat gyongyok aktivitdsanak meghatdrozasa utan (5 perc), a
gyongyok sziiréssel elvalasztasra keriiltek az oldatbol, majd 5 ml desztillalt vizzel
mostam azokat. A kisérletet 7 tovabbi ilyen ciklusban ismételtem meg. A sziirést €s
mosast kovetden a gyongyokrol fényképes dokumentacid késziilt, amely alapjan
meghataroztam a gyongyok méretének valtozasat. Ezt Osszevetettem az aktivitdsban

tapasztalt valtozasokkal.

3.3.4 Kinetikai paraméterek meghatarozasa ABTS szubsztrattal

456, 911 uM) ABTS oldat atalakitasaval vizsgaltam. Ehhez a gyongyokbdl 10-10
darabot pH=5 pufferoldatba raktam, majd mértem az oldatok abszorbancidjanak
valtozasat. Ez alapjan a keletkezd reakcidtermék extinkcids koefficiensének
segitségével, meghataroztam a koncentracid valtozasat €s a kezdeti reakcid sebességét.
A kapott reakciosebesség értékek alapjan és a szubsztrat koncentracidjanak
fiiggvényében linedris regresszidval meghataroztam a Michaelis-Menten (Kwm) allando

és maximalis sebesség (Vmax) €rtékeit a 8. szamu egyenletbdl.

d[P] _ Vinax * [S] (8)
dt Ky + [S]

Ahol:
[P]: reakcioban keletkezd ABTS gyo6k koncentracioja [uM]
[S]: méréshez felhasznalt kiinduldsi ABTS koncentracidja
t: idéegység [perc]
Vmax: maximalis reakcidsebesség [uM/perc]

Kwm: Michaelis-Menten allandé [uM]
3.3.5 Diklofenak lebontasa alginatban immobilizalt lakkaz enzimmel

Az eldallitott gyongyokkel 50 ml-es térfogatban pH=5 pufferoldatban végeztem
lebontési kisérleteket 40 pg/ml kezdeti diklofendk koncentracio beéllitasa mellett.

Ehhez az oldat homérsékletét 20°C-on tartottam, enyhe keverés mellett. A szabad és
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rogzitett lakkaz hatékonysaganak Osszehasonlitdsa érdekében a 2,5 g lakkdz tartalmu
alginat gyongyot hasznaltam a kisérletben, amely enzim tartalma megfelel 0,5 ml
1,0 mg/ml lakkaz oldatnak. Az adszorpcios hatas meghatarozéasa érdekében a kisérletet
azonos mennyiségl, lakkazt nem tartalmazo alginat gyonggyel is elvégeztem.

A reakcioelegybdl adott idokozonként mintat vettem. Az igy vett mintdk diklofenadk
meg, majd O0sszehasonlitottam a kontroll kisérlet és szabad enzimmel végzett kisérletek

eredményeivel.
3.4 Lakkaz immobilizalasa membranon
3.4.1 Membran kivalasztasa

A membran anyaganak kivalasztasahoz két kiilonb6zé anyagi mikroszlird
membranon végzetem adszorpcids kisérletet. A kisérletekhez poliéter-szulfon (PES) és
celluléz-acetat (CA) membrant hasznaltam.

A lakkdz megkotddését az oldatbol egy protein adszorpceiora kifejlesztett modszerrel
vizsgaltam [174], amely alapja az enzim oldatban mért aktivitdsanak valtozasa. Ehhez a
membranokat parafilmmel lezéart {ivegedényzetben, lakkéz oldatba meritettem, majd
razopad segitségével enyhén (100 RPM) kevertettem. A vizsgélat soran 15 ml pH=5
atmér6ji membrant (PES, CA), majd razopadon vald kevertetés mellett, adott
1d6kozonként (0, 30, 60, 120, 180 perc) mintat vettem az oldatbdl és mértem a lakkaz

aktivitasanak valtozasat.
3.4.2 Lakkaz rogzitésének menete

A 3.4.1. fejezetben leirtak alapjan kivalasztott celluldz-acetat siklap membranon
végeztem el a lakkaz rogzitését egy két 1épéses modszerrel.

Els6 1épésben a lakkaz enzimet adszorbealtattam a membranon lakkaz oldatba
torténd bemeritéssel. Ehhez a kisérleti tervben megadottak szerint (1asd. 3.3.4. fejezet)
47 mm-es atmérdjli membran lapokat kiilonb6z6 lakkdz koncentracidju és pH értékii 10
ml lakkaz oldatba meritettem, majd meghatarozott ideig kevertettem (100 RPM)
beallitott hdmérsékletli razoinkubatorban parafilmmel lezart iivegedényzetben.

Ezt kovetden glutdraldehid felhasznaldsaval keresztkotéseket hoztam létre. Ehhez az

adszorpciot kovetéen a nedves membranokat a kisérleti tervben meghatarozott
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koncentracioju glutaraldehid oldatba meritettem és az adszorpcids 1épéshez hasonldan
razoinkubatorban kevertettem kiilonb6z6 héfokon.

A keresztkotést kovetden, a membranok egy rozsdamentes acél, dead-end
iizemmodban haszndlhato sziirdmodulba (4. dbra) keriiltek. A membranokat ultratiszta
vizzel mostam és mértem a szirlet aktivitasat. A mosashoz legalabb kilencszer 10 ml
vizet hasznaltam, att6l fiiggéen, hogy volt-e még aktivitdsa az utols6 mosas soran
gyljtott permedtumnak. Amennyiben a mosast kovetden a membranok nem keriiltek

azonnal felhasznalasra, Ggy ultratiszta vizben tdroltam maximum 24 6ran at.

folyadék bemenet

gdz bemenet

10gzitd
csavarok

tomito szilikon gyiirii
membran

tomito szilikon gyiirti
iivegfritt alatamasztas

csavarmenet rogzitéshez : - ;
fém alatamasztas

kifolyo

4. abra Kisérletekhez hasznalt Kis méretii membran tarté6 modul
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3.4.3 Immobilizalt aktivitas és immobilizalasi hatékonysag

meghatarozasa

Az immobilizalt aktivitas (Aimmobilizalt) meghatarozasa a kezdeti minta (Ao) és az adott
1d6 utan mért aktivitas (A¢) kiilonbségeébdl tortént. Ehhez figyelembe vettem a membran
nélkiil, azonos lakkaz mennyiséggel végzett kisérlet soran meghatdrozott aktivitas (Avak)
valtozasat is az 9. egyenlet segitségével.

Aimmobitizate (UD) =Ag - A - (Avao - Avaky) )

Az igy meghatarozott aktivitas értékekbdl szamoltam a 10. egyenlet segitségével az
immobilizalas hatékonysagat.

%) = Aimmobilizalt (10)
Ay

Mimmobilizalt
3.4.4 Immobilizaciés protokoll optimalizalasa

Annak érdekében, hogy meghatarozasra keriiljon az adszorpcioval és keresztkotéssel
elérhetd maximalis immobilizécidés hatékonysaghoz tartozdé pH, adszorpcids idd és
hémérséklet értéke nagysagrendileg, elokisérleteket végeztem, amelyet a valaszfeliiletek
modszerével értékeltem ki.

A pH hatésat az adszorpciés folyamatra Mcllvaine pufferoldatban vizsgaltam. Ehhez
a lakkazt (1 mg/ml) kiillonb6z6 pH értékii (4 — 6) pufferoldatban oldottam fel. Mivel az
elokisérletek sordn azt tapasztaltam, hogy a lakkdz oldodasa a vizsgalt koncentracioban
lasst, ezért a teljes feloldas érdekében a kimért szilard lakkazt 1 6ran at kevertettem
razopadon a kisérleteket megel6zéen. A vizsgalt pH tartomanyanak megvalasztasanal
figyelembe vettem a hasznalt puffer lehetséges tartomanyat (pH 3 — 6) és a celluloz
acetat membranokhoz ajanlott tartomanyt: pH = 3,5 — 8 (l1asd. 4. tablazat).

A pH hatasanak vizsgalatat kovetden a kisérleteket a korabbi mérések soran
legnagyobb hatékonysagot elért pH értékii puffer oldatban végeztem el 3 mg/ml-es
lakkdz koncentracidju oldatokkal kiilonb6z6 homérsékleteken (15 — 40 °C). A
hémérséklet hatasdnak meghatarozasahoz 9 orés kisérletek segitségével vizsgaltam az
oldatok aktivitasat. A vizsgéalatokat membran né¢lkiil is elvégezve, €és id6szakosan mintat
véve az oldatbol, informaciot kaptam a lakkdz termikus bomlasanak sebességérol
kiilonb6z6 hémérsékleten, illetve meghatiroztam az egyes hémérsékletekhez tartozo

bomlasi allandokat.
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Az eldkisérletek eredményeként kapott informaciok alapjan kivalasztottam az egyes
paraméterek tartomanyait az optimalizdlashoz: lakkéz koncentracié: 1 — 3 mg/ml,
adszorpcio ideje: 3 — 9 oOra, homérséklet: 15 — 35 °C. Az optimalizélashoz
valaszfeliiletek modszerét hasznaltam, amelyhez a kdzéppontos kompozicios kisérleti
séma alapjan készitettem kisérleti tervet. Mivel a vizsgalatok soran az egyes ismétlések
kozotti eltérés befolyasolhatja az optimumot, ezért a kisérleti tervben szereplé minden
kisérleti ponton harom ismétlést végeztem el, amellett, hogy a kézéppontban a kisérleti
hibanak meghatdrozasahoz 5 ismétlés szerepel a kisérlettervben.

A mért eredményeket felhasznalva egy négyzetes polinomot illesztettem (11), amely
hatdsok minden paraméter esetén egy-egy konstanssal (b;) keriiltek szdmszeriisitésre. A
faktorok jelolését a kovetkezd szerint valasztottam meg:

A: koncentracio,
B: adszorpci6 ideje,
C: hdmérséklet.

Az illesztéshez linedris regresszidt hasznaltam a Matlab Optimisation Toolbox

segitségével, majd meghatdroztam az illesztett polinom maximumahoz tartozo

értékeket.

Y=by+b; A+b,B+b3C+ b, AB+b3AC+b,; C+b ;| A2+b,, B2 +by3 C (11)

A keresztkotés hatdsdnak vizsgalata céljabol az adszorpcioval eléallitott membranbol
kisebb méreti membran lapokat vagtam ki (atméré: 5 mm), amelyeket kiilonbozo
2 orara. A vizsgalatokat 20°C-on és 4°C-on temperalt razéinkubatorban végeztem el. A
reakci0idd leteltét kovetden a membranokat ultratiszta vizzel mostam, majd kiivettaban,
folyamatos keverés mellett mértem az abszorbancia valtozésat. Az abszorbancia

valtozasabol kiszamoltam a membran aktivitasat.
3.4.5 Membran feliiletének vizsgalata

Az immobilizalasi protokoll optimalizalasat kovetden a membranon vald rogzitésrol
pasztazd elektronmikroszképos elemzés késziilt ThermoFischer Apero S késziilék

segitségével. A mérést megel6zOen a membranok exszikkatorban vald kiszaritasa volt
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sziikséges, illetve mivel a celluloz-acetdt membran az elektronsugar hatasara

roncsolodik és erdsen toltddik, a vizsgalt feliileten aranybdl egy bevonat késziilt.
3.4.6 Térfogataram hatasanak vizsgalata

Szabad enzimmel végzett atalakitas esetén elérhetd hatékonysagot befolyasolhatja az
enzim aktivitdsa mellett a reakcioidé is. A membrannal végzett lebontds soran az
atalakitas ideje az enzim és a szubsztrat kozotti kapcsolat idejére korlatozodik. Azaz a
membran poérusain keresztiil torténd aramléas sebessége hatdrozza meg azt az 1d6t, ami
alatt a konverzid lejatszodik. Ennek az Osszefiiggésnek a vizsgalata érdekében az
eldallitott membrant egy dead-end szlirdmodulba (4. abra) helyeztem, majd arra
nagynyomasu szintetikus levegdt tartalmazo palackbol reduktoron keresztiil kiilonb6z6
nyomast kapcsoltam. A transzmembran nyomds valtoztatasaval szabalyoztam
térfogataramot, majd Osszehasonlitottam az immobilizdlashoz hasznalt, kezeletlen
celluléz-acetat membran és az enzim tartalmii membran ultratiszta vizzel mért
térfogataramat (Q).

Ehhez a permeatum térfogataramat, annak tomege alapjan (m) hataroztam meg
analitikai mérleggel. A mérlegen masodpercenként Kkeriilt regisztradldsra a tomeg
valtozasa (Am), amelybdl a viz stirliségének (p) felhasznaladsaval hataroztam meg az
adott id0 (t) alatt ataramlott ultratiszta viz mennyiségét (Q) az 12. szdmu képlet
segitségével.

_ (Am - p)
B t

Q (12)

A térfogataram hatdsat a konverziéra gy hatdroztam meg, hogy 0,05 mg/ml

crer

crer

A reakcidsebesség (r) meghatarozasdhoz a reakcié idejének a folyadék membran
porusaiban valo tartozkodasi idejét (t) vettem alapul, amelyet a membran porozitasabol
(¢), geometriajabol (Vm) €és a térfogatarambol hataroztam meg. A reakcidsebesség
szamolasa az 13. egyenlettel tortént.

= (Cpermeétum - Cbetép) Q (13)
Vi ¢
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Az emlitett adatok koziil a membran porozitasanak mérése az Un. nedves-szaraz

modszerrel tortént [175], membran vizbe meritése alapjan.
3.4.7 Tarolasi stabilitas vizsgalata

A taroladsi vizsgalatok sordn az immobilizacidt kovetéen a membranokat 20 ml
ultratiszta vizben 4 °C-on tartottam egy héten at. A membran aktivitasat 1, 4, 5, 7 nap
utan mértem ABTS oldat atszlirésével, majd az alabbi elsérendli bomlasi egyenlettel
(14) meghataroztam a csokkenésbdl a bomlasi allandoét. A vizsgélatokat 3 parhuzamos
méréssel végeztem el. A membranokat a vizsgalat utan ultratiszta vizzel atoblitettem,

majd visszahelyeztem a tarold oldatba.

Ay kt
= e° 14
e (14)

3.4.8 Szubsztrat koncentracié hatasanak vizsgalata

Az immobilizalds soran valtozhat az enzim altal katalizalt reakciok sebessége pl. a
diffuzios gatlas hatasara [176] vagy a keresztkotések altal okozott szerkezeti valtozasok
eredményeként [177]. Ennek vizsgélata érdekében az aktivitds méréshez is hasznalt
szubsztrattal végeztem kinetikai vizsgalatokat.

Az aktivitas mérés soran hasznalt szubsztratot, ABTS-t sziirtem at kiilonbozo
koncentraciokban (23, 46, 91, 228, 456, 911 uM). A membréannal végzett atalakitas
soran, ecllentétben az aktivitds méréssel, a membranon atsziirtem a citrat-foszfat
pufferben (pH=5) feloldott szubsztratot.

A membrant egy dead-end tizemmoddban hasznélhaté rozsdamentes acél modulba (4.
abra) helyeztem, majd a szubsztrat oldatot a modulba pipettaztam. Egy siiritett levegd
palack segitségével 1 bar nyomast kapcsoltam a membran bemeneti oldaldra, amely
hatdsara a membran két oldala kozotti nyomaskiilonbség alakult ki és ataramlott a
szubsztrat oldat. A mérés soran a nyomas értékét egy reduktor segitségével mérési
sorozat elején allitottam be, majd a bedllitdst nem valtoztattam, igy a mérés soran a
transzmembran nyomas allandonak tekinthetd. A permeatum oldalon kilépd folyadék
tomegét egy analitikai mérleg segitségével masodpercenként rogzitettem, majd ezek
alapjan szamitottam a permeatum oldali tomegaramot (Q). A kis térfogatbol adodoan,
minden mérésnél volt egy rovid felfutasi és lefutasi szakasz, ahol alacsonyabb volt a

térfogataram. A szdmitashoz a két szakasz kozotti stabil allapotot vettem figyelembe.
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A konverzi6 meghatdrozdsdhoz mértem ABTS-bol keletkezd reakcidtermék
mérésnél leirtak szerint UV-Vis spektroszkopidval végeztem el, majd a 13. egyenletnek
megfelel6 meghataroztam a reakcio sebességét.

A kapott reakciosebesség és a kisérletben hasznalt szubsztrat koncentracio alapjan,
az értékekre kinetikai egyenletet illesztettem és meghatdroztam a Michaelis-Menten
kinetikai allandot €s a maximalis reakcidosebesség értékét a 3.4.4. fejezetben leirtak

szerint.
3.4.9 Membran tobbszori felhasznalasanak vizsgalata

A meghatarozott immobilizalasi protokoll alapjan eldallitott 47 mm-es atmérdji
membrant dead-end iizemmoddban hasznalhatdé modulba helyeztem. A membrant a
pufferoldatban készitett ABTS oldatot sziirtem at 1 bar nyomas rakapcsolasa mellett. A
permeatumban  UV-Vis  spektrofotometridssan ~ meghataroztam a  keletkezd
ciklust végeztem, majd meghataroztam az ABTS konverzigjat és a membran

aktivitasanak csokkenését.
3.4.10 Diklofenak atalakitasa enzimkatalitikus membrannal

Az optimalizalt immobilizalasi modszerrel eldallitott membranokat DCF lebontasara
hasznaltam. A vizsgalatok soran harom paraméter hatasat vizsgalatam: pH,
térfogataram, permeatum visszaforgatasa. A vizsgalatokhoz 1 mg/l kiindulasi
koncentracioju  diklofendk oldatot hasznédltam, amelyet metanolban készitett
torzsoldatbol kiilonb6zoé kémhatasu pufferoldatokban allitottam eld (metanol tartalom
1%). A vizsgalatok soran a fluxust nem tilnyomés rakapcsolasaval, hanem
perisztaltikus pumpaval szabalyoztam, ami lehetové tette az egyenletes térfogatdrammal
torténd vizsgalatokat. A térfogataram hatasanak vizsgalata érdekében a kisérletek harom
kiilonboz6 szivattyubeallitassal (10, 20, 30 RPM) végeztem el pH=5 pufferoldatban
készitett diklofendk oldattal. A térfogataram pontos meghatarozasa a 3.4.6. fejezetben

leirtak szerint analitikai mérleggel tortént. A pH hatasédnak vizsgalata soran a kézbenso

szivattyubedllitassal (20 RPM) kiilonb6z6 pH értékii (pH=2, 4, 5, 6, 7) diklofendk
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oldatot szlirtem 4t az enzimkatalitikus membranokon. A kisérletek sordn minden
beéllitadshoz (1j membrant hasznaltam.

A lebontéasi kisérletet folyamatos iizem hasznalatanak vizsgalata érdekében
megismételtem egy nagyobb méretli laboratériumi EMBR rendszerben is. Ebben egy
Sterlitech gyartmanya CF042D membran modul van beépitve (5. abra), amelyben a
membran hasznos feliilete 42 cm?. A nagyobb rendszerben valo kisérlet elvégzéséhez a
membran méretnovelése volt sziikséges, ezért a hasznalt membrant az optimalizalt
protokoll szerint, a feliilettel ardnyosan megnovelt térfogatban végzett immobilizacioval
allitottam el (30 ml lakkéaz oldat). A vizsgalatokhoz 500 ml térfogati 1 mg/l kiindulasi
koncentracioju  diklofendk oldatot hasznédltam, amelyet metanolban készitett
torzsoldatbol pH=5 pufferoldatban allitottam eld (metanol tartalom 1%). A kisérlet
soran a rendszert dead-end lizemmodban iizemeltettem alland6 térfogataram mellett. A
kisérlet soran adott id6kozonként (0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h) kiilon gylijtdttem mintavétel

céljabol a permeatumot. Az igy begylijtott mintdkat a 3.2.2. fejezetben leirt mdodon

szilard-fazist extrakcidval dusitottam, majd HPLC-UV segitségével meghataroztam a

crer

=l >~
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5. abra Sterlitech CF042D membran modul [178]
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4 Eredmények

41 Lakkaz immobilizalasa alginat matrixban

A lakkdz immobilidlzasa érdekében két modszert vizsgaltam meg. Elséként az
alginat-matrixban vald csapdazast, amely segitségével a lakk4z tartalma alginat
gyongyoket hoztam létre. Mivel az alginatban térténd enzim rogzités nagy multra tekint
vissza (2.2.3.1. fejezet), ezért elsddleges célként a lakkdz rogzitésre ¢és a

mikroszennyezok eltdvolitdsaval valdo kombinalt hasznalatanak vizsgalatat tliztem ki.

oy

4.1.1 Eldallitott gyongyok karakterizacioja

Az immobilizadciét kovetéen az alginat gyongyok tulajdonsagait részletesen

megvizsgaltam, amelyek a kovetkezo fejezetekben olvashatoak.

4.1.1.1 Morfolégia

A biirettabol torténd adagolasnak koszonhetden az eldallitott alginat gyongyok
szemcsemérete 2-3 mm (6. abra), nedves tdmege atlagosan 19,2 mg/db (SD=0,7 mg,

n=60).

6. abra Alginat gyongyok méretének valtozasa szaradas soran

Frissen eldallitott (bal) és szaritas utani (jobb) gydongydk, racs mérete: 3 mm
4.1.1.2 Eloéallitott gyongyok osszetétele

A gyongyOk Osszetétele gravimetridsan keriilt meghatarozasra (7. dabra).
Exszikkatorban vald 24 oOras széritast kovetden mért tOmege alapjan, az eldallitott
nedves gyongyok nedvességtartalma: 97% (SD=0,53%, n=60). A gyongyok eldallitasa
soran felhasznalt lakkdz mennyisége alapjan a gyongyok tomegének 0,10%-at adja az

enzim. A gyongyok szildrdanyaganak nagy részét az immobilizalashoz hasznalt alginat
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teszi ki (1,97%, SD=0,01%, n=4). A fennmaraddé ~1%-ot az immobilizalas soran

lejatszodo ioncsere utan a matrixban csapdazott kalcium- és natrium-klorid oldat adja.

mviz

W alginat
egyeb

W lakkaz

7. abra Lakkaz tartalmi alginat dsszetétele

4.1.1.3 Immobilizalasi modszer hatékonysaga és veszteségek

A mérés soran a kiindulési oldat aktivitdsa: 228,5 U/l (SD=24 U/l, n=3). Ebbdl a
gyongyok mosasahoz hasznalt 15 ml ultratiszta vizben mért aktivitas 2,6 U/l (SD=0,5
U/l, n=3), és a rogzitéshez hasznalt CaCl, oldatban a rogzités soran mért 1,4 U/l
(SD=0,14 U/1, n=3) veszteségként jelentkezett. Ezek alapjan a modszer immobilizalasi

hatékonysaga: 98,2% (SD=0,1%, n=3).
4.1.1.4 Lakkaz tartalmu alginat gyongyok fajlagos aktivitasa

Az alginatban rogzitett lakkaz aktivitdsanak meghatarozasdhoz 10 db gydngyot
hasznaltam fel, amely lakkaz tartalma megfelel 0,2 mg/ml lakkaz oldat enzim
tartalmanak. Az Osszehasonlitds érdekében azonos koriilmények (lakkdaz mennyiség,
pH, ABTS koncentracid, hémérséklet, id0) kozott meghatarozasra keriilt a szabad és az
alginatban rogzitett lakkaz aktivitdsa. A szabad lakkdz esetén meghatdrozott aktivitas:
34,03 U/l (SD=2,6 U/l, n=3), mig azonos mennyiségii lakkazt tartalmaz6 alginat gyongy
esetén a mért aktivitds csak 0,0541 U/l (SD=0,006 U/l, n=3). Ez 1 db gydngyre
vonatkoztatva 0,005 U/db. Tomegre vonatkoztatva ez az érték 0,00026 U/mg.
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Kiilonb6z6 mennyiségli alginat gyonggyel elvégezve az ABTS atalakitasat, azt az
eredményt kaptam, hogy a gyongyok darabszama ¢€s a reakcioelegy aktivitdsa kozott

lineéris 6sszefiiggés van (R?=0,9929), ahogy az a 8. bran is lathatd.

0,25
y =0,0077x - 0,0268

0,20 R>=0,9929 -
20,15 :
8 o
20,10

0,05 EE

' ’
0,00
0 10 20 30 40

Hasznalt gyongyok szdma (db)

8. abra Aktivitas a gyongyok darabszamanak fiiggvényében

A vizsgalat koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracié: 0,05 mg/ml, pufferoldat pH=5,
szobahémérséklet (T~22°C), reakcioidd: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml

4.1.1.5 A lakkaz tartalmu alginat gyongyok aktivitasanak pH fiiggése

A kiilonbozé pH értékii pufferoldatban mért ABTS atalakitas sebessége, azaz az
aktivitas alapjan kijelenthetd, hogy az algindtban immobilizalt lakkaz aktivitdsa a pH
csokkenésével emelkedik (9. dbra). Az alginat semleges pH értéken nem mutat mérhetd

aktivitast.
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9. abra Alginat aktivitasanak pH fiiggése

A vizsgalat koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracid: 0,05 mg/ml, hasznalt alginat gyongyok
mennyisége: 20 db, szobahdmérséklet (T~22°C), reakcididd: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml

4.1.1.6 Enzimkinetikai vizsgalatok alginatban immobilizalt lakkazzal

A szubsztrat koncentracid hatdsanak meghatarozdsa érdekében enzimkinetikai
vizsgélatokat végeztem. Ezek soran felvételre keriilt a szubsztrat koncentracido és
reakciosebesség kozotti Osszefiiggés (10. abra), amelyre linedris regresszidval
illesztettem a Michaelis-Menten kinetikai egyenletet. Az illesztés alapjan meghatarozott
Michaelis-allando (Kw) értéke 26,43 uM, mig a maximalis reakcidosebesség (Vmax): 0,23

uM/min.
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10. abra Michaelis-Menten kinetika alignatban rogzitett lakkazra

A vizsgalat koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,025 — 0,050 mg/ml, hasznalt alginat
gyongyok mennyisége: 20 db, szobahdmérséklet (T~22°C), reakcididd: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml

4.1.1.7 Aktivitas homérsékletfiiggése

Az alginatban torténd rogzitést kovetden vizsgaltam a hédmérséklet ndovekedésének
hatasat az ABTS atalakitdsara. Ennek érdekében 20 és 35°C kozotti hdmérsékleten
végeztem aktivitds mérést (11. dbra). A mérések alapjan a hdmérséklet €s az aktivitas

kozott exponencialis dsszefliggés hatarozhatd meg (R?=0,9854)
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11. dbra Alginat aktivitisanak homérsékletfiiggése

A vizsgalat kdriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,05 mg/ml, hasznalt alginat gyongyok
mennyisége: 20 db, hdmérséklet: 20 — 35°C, reakcididé: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml

59



4.1.1.8 Ismételt felhasznalas vizsgalata

A gyongyokben valdo immobilizalast kovetden megvizsgaltam, hogy a gyongydket
lehet-e tobbszOr hasznalni. A vizsgéalat sordn azt tapasztaltam, hogy a gyongyok
aktivitasa fokozatosan csokkent, mig tomegiik és méretiik ciklusonként novekedett (12.
abra). A ciklusok sordn az alginat gyongyok aktivitdsuk mintegy 62%-at elvesztették,
mig a tomegik 52%-kal novekedett, ami jelentds vizfelvételre utal. Ahogy az a 15.

abran is lathat6 ezzel parhuzamosan a térfogatuk is novekedett.
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m Aktivitas X Gyongy tomege
12. 4bra Immobilizalt lakkaz aktivitisanak és tomegének valtozasa fijrahasznalat soran

A vizsgalat kdriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,05 mg/ml, hasznalt alginat gyongyok

mennyisége: 20 db, szobahdmérseklet: ~22 °C, reakciodidd: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml

Az ABTS-sel végzett ismételt mérések soran azt tapasztaltam, hogy az ABTS-bdl
keletkezo reakciotermékek jellemzo szinét felvették az alginat gyongyok, ahogy az a 13.
abran is lathat6. Emellett a gyongyok egyre puhabbak lettek a kisérlet soran, igy a 7.

ciklus utdn mar nem sikeriilt épségben visszanyerni mind a 20 db gyongyoét.
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13. abra Alginat gyongyok valtozasa ismételt felhasznalas soran

4.1.1.9 Tarolasi stabilitas

A vizsgalatok sordn felvettem a tarolasi id6 €s fajlagos aktivitas kozotti 6sszefliggést,
ami a deaktivalodott és szivargd lakkdz mennyiségére utalhat. Az alginat gyongyok
tarolasi stabilitdsanak meghatarozasa soran a gyongyok aktivitasanak csokkenését
figyeltem meg (14. abra). A gyongyok kezdeti 0,008 U/db aktivitdsa 5 napos tarolast
kovetden 0,003 U/db-ra csokkent. Ez az aktivitds 75%-os csokkenését jelenti. A
csokkenés exponencialis jelleget mutat. Az exponencidlis bomldsi egyenlet (14)

illesztésével meghatarozott bomlasi allando értéke: 0,26 1/nap.
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§
= 0,004
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® Meért értek ——Szamolt érték

14. abra Lakkaz tartalmu alginat gyongyok aktivitasanak csokkenése tarolas soran

A vizsgalat koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,05 mg/ml, hasznalt alginat gyongyok

mennyisége: 10 db, szobahdmérséklet: ~22 °C, reakcioidd: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml, tarolas 20°C-on
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Osszehasonlitva az algindtban immobilizalt lakkaz taroldsa és a szabad enzim
taroldsa soran mért aktivitas értékeket azt kaptam, hogy a szabad enzim aktivitasa

kevésbé csokken, mint az alginatban immobilizalt lakkaz (15. abra).
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Szabad lakkaz ~ m Alginatban immobilizalt lakkaz
15. abra Szabad és alginatban immobilizalt lakkaz aktivitasanak valtozasa tarolas soran

A vizsgalat kdriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,05 mg/ml, hasznalt alginat gyongyok
mennyisége: 10 db, hasznalt szabad enzim koncentracidja: 1 mg/ml, szobahémérséklet: ~22 °C,

reakcioidd: 6 perc, kiivetta térfogat: 4 ml, tarolas 20°C-on
4.1.2 Diklofenak eltavolitasa

Az elballitott alginat gyongyoket diklofendk lebontdsa céljabdl teszteltem. A
vizsgélat sordn 24 orat kdvetden mind a négy esetben a diklofendk koncentracidjanak
csOkkenését mértem (16. abra). A DCF oldatot 24 dran at kevertetve enzim és alginat
nélkiil 13,86%-kal csokkent, mig lakkdz nélkiil eldallitott alginat gyongyok jelenlétében
29,86%-ot. Szabad enzim haszndlata esetén csaknem teljes eltavolitast értem el
(94,78%), mig az alginatban rogzitett lakkazzal végzett kisérletben csak 33,96%-ot. Az
eredmények alapjan megallapithatd, hogy az alginaton torténd adszorpcid hozzajarul a
diklofenak eltavolitasdhoz, mivel az alginatos vak és az enzimes alginat eltavolitasi
hatékonysdga kozott csak 4,1% van. A kisérlet soran az alginat gyongyok iddvel
megduzzadtak, majd szétestek a keverés hatdsara, azaz a gyongyok mechanikai

stabilitdsa idével csokkent a hasznalt pufferoldatban.
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16. abra Diklofenak eltavolitasa alginatban immobilizalt és szabad lakkazzal

A vizsgalatok kortiilményei: kezdeti DCF koncentracio: 40 pg/ml, pH=5, reakci6idd: 24 ora,
hémeérséklet: 20°C, reakciotérfogat: 50 ml

A kisérlet soran vett kezdeti és a 24 6ras mintak UV-Vis spektruman valtozés lathato
mind a szabad, mind az alginatban rogzitett lakkaz esetén. Mindkét kisérlet soran kis
mértéki csokkenés figyelhetd meg az UV tartoméanyban, a DCF jellemz6 278 nm koriili
csucson (18. abra és 20. dbra). Az alacsonyabb hullamhosszon mért csucson a valtozas
elhanyagolhato a lakkazzal végzett kisérletek esetén. Ezzel szemben a vak kisérletek
soran mind a két csucs esetén csokkenést mértem, ami a DCF adszorpcidjara utal (17.

abra és 19. abra).
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17. abra Enzim nélkiil végzett vak kisérlet soran mért UV-Vis spektrum
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18. abra Szabad enzimmel végzett diklofendk atalakitasa
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19. abra Enzim nélkiil készitett alginat jelenlétében mért UV-Vis spektrum valtozas
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20. abra Alginatban immobilizalt lakkazzal végzett diklofendk lebontas soran mért UV-Vis

spektrum

Mind az alginatban immobilizalt lakkézzal, mind a szabad enzimmel végzett kisérlet
soran a reakcidelegy sargas elszinezOdését tapasztaltam. Emellett egy vizben rosszul
old6dd csapadék keletkezését figyeltem meg. Az analitikai késziilékek megdvasa

érdekében, a mintdkat 0,45 pm-es sziirével sziirtem meg a mérések elott. Erre
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elsdsorban azért volt sziikség, mert a kromatografids mérések sordn ezek a kolonna
eltomddését okozhatjak. Azt tapasztaltam, hogy a csapadék és a sarga elszinezddés jol

eltavolithato a valasztott mikrosziirdvel, ahogy az a 21. abra jol 1athato.

21. abra Diklofenak szabad enzimmel torténo atalakitasa soran keletkezo termékek

Kisérlet koriilményei: diklofenak koncentracio: 40 pg/ml, lakkaz koncentracio: 0,1 m/ml,

hémérséklet: 20°C, reakcioid6: 24 ora

A diklofendk atalakitisanak eredményeként a reakciotermékek egyértelmii
elszinezddést okoztak, azonban ezek azonositdsara nem volt lehetéségem a vizsgalatok
elvégzésének idején. Erre vonatkozdan a szakirodalomban azdta jelent mar meg
részletes tanulmany mas kutatoktol [179], igy ennek részletes vizsgdlataval nem
foglalkoztam a disszertaciomban.

A keletkez6 reakciotermékek mikrosziiréssel tapasztalt hatékony eltavolitasa
motivalta elsésorban a kutatds masodik szakaszaban kifejlesztett membranos

immobilizalasi mddszer kidolgozasat.

4.2 Lakkaz immobilizalasa membranon

A lakkaz membranon vald rogzitésének vizsgalata érdekében kidolgoztam ¢és
optimalizdltam egy immobilizalasi moddszert, majd az igy eldallitott membrant
karakterizaltam a felhasznéalas szempontjabol fontos jellemzdéinek meghatarozasaval.

Ezt kovetden DCF eltavolitasa sordn dsszehasonlitottam a membranon immobilizalt

lakkaz és a szabad enzim hasznalatat.
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4.2.1 Membran anyaganak kivalasztasa

A membréan anyaganak kivalasztasa soran fontos szempont volt, hogy bioldgiailag
lebonthaté anyagot hasznaljak, azonban az elterjedt hasznalata miatt megvizsgaltam a
PES membran alkalmazhat6sagat is.

Ahogy az a 22. abran is 4athatd, a vizsgdlat sordn a CA membran esetén jelentOs
csOkkenést mértem. A CA membranon 41% (SD=5%, n=3)-os megkdtést értem el, mig
a PES membran esetén a lakkaz oldat aktivitasa nem csokkent. A kisérlet alapjan a
cellul6z alapi membranokat célszeri adszorpcion alapuld feliiletmodositas nélkiili

rogzitési modszerhez hasznalni.
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PES e CA
22. abra Lakkaz aktivitasanak valtozasa kiilonb6z6 membranokon valé rogzités soran

A kisérlet koriilményei: lakkaz koncentracio: 1 mg/ml, pH=5, adszorpcio ideje: 3 ora, hdmérséklet:

20°C, membranok atméréje: 47 mm
4.2.2 Immobilizalas optimalasa

A nagyobb mennyiségli lakkaz megkdtésére alkalmas CA membranon vald
immobilizaciéra végeztem el a moddszer optimalizaldsat. Novelni kivantam az
adszorpcid hatékonysagat, a megkotott enzim mennyiségét, illetve az adszorpcidval
megkotott enzimet stabilizalni kivantam a keresztkotések létrehozédsaval, az enzim-

karositd hatasok minimalizalasa mellett.
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4.2.2.1 Adszorpcio pH fiiggése

Elsé 1épésként vizsgaltam a lakkaz oldat pH értékének hatasat a celluloz-acetat
membranon vald adszorpcidra (23. abra). A vizsgélatok eredményeként azt kaptam,
hogy a novekvd pH érték csokkenti az adszorpcid hatékonysagat. A legalacsonyabb
vizsgalt pH értékii oldatbdl (pH=4) kotddott meg a legnagyobb mennyiségli enzim. Az
igy megkotott aktivitds: 416 U/l (SD=39,7 U/l), az immobilizalasi hatasfok: 78%-os
(SD=4%). Ezzel szemben magas pH érték esetén a rogzités hatékonysaga csupan 7%
(SD=12%). Ezek alapjan az adszorpcids vizsgalatokat a tovabbiakban pH=4
pufferoldatban feloldott lakkazal végzetem el.
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23. abra Lakkaz adszorpcio pH fiiggése

A kisérlet koriilményei: lakkdz koncentracio: 1 mg/ml, adszorpci6 ideje: 3 6ra, hdmérséklet: 20°C,

membran atmérd: 47 mm

4.2.2.2 Termikus denaturacio

A lakkaz enzim aktivitdsa a hosszabb ideig végzett adszorpcid soran a hémérséklet
hatdsara megvaltozhat, ezért fontos vizsgalni a enzim termikus stabilitdsat is. Ennek
meghatarozasa érdekében 15 — 40°C kozotti hdmérsékleten végeztem vizsgalatokat (24.

abra). Nagy aktivitds csOkkenést tapasztaltam 30°C felett mar 6 O6ra utdn. A
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meghatarozott bomlési allandé értéke 35 és 40°C esetén 0,0358 1/6ra és 0,0463 1/6ra.
Ezek alapjan a lakkaz felezési ideje 35°C-on 19,4 6ra, mig 40°C-on 14,9 6ra. Ez azt
jelenti, hogy egy 9 oras kisérlet soran hozzavetdlegesen 28% ¢és 34%-kal csokkenne az
enzim aktivitdas a termikus denaturdcid kovetkeztében, mig a 30°C alatt végzett

kisérletek sordn nem volt mérhetd aktivitas csokkenés.
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24. abra Lakkaz termikus denaturacidja 15 - 40°C kozott

A kisérlet koriilményei: lakkaz koncentracio: 3 mg/ml, pH=4. A viszonyitas alapja a kezdeti aktivitas.
4.2.2.3 Adszorpcié optimalasa

A maximalis enzim megkotés érdekében figyelembe véve a pH és a hdmérséklet
hatdsanak vizsgalata soran kapott eredményeket egy kisérleti tervet allitottam Gssze a
(5. tablazat). A valaszfliggvényt ugy valasztottam meg, hogy az figyelembe vegye a
lakkaz termikus deaktivalodasat is. A kozponti beallitdsokkal 5 kisérleti pont kertilt
felvételre. Ezek a vizsgalatok alapjan a meghatarozott standard szoras hatékonysagra:
2%, mig megkdtott aktivitdsra 12 U/l, ami elfogadhat6 kisérleti hibanak tekinthetd. A
kisérleti tervben szereplé minden pont meghatidrozasa soran a mintak aktivitasat harom
mérés atlagabol hataroztam meg.

A kapott adatokra linedris regresszioval illesztettem a (7) szamu egyenletet,
amelynek regresszios koefficiense 0,966 lett. A regresszids tablaban (1. melléklet)
lathato P-értékek alapjan a modell egyenlet minden f6 hatasa szignifikans (o < 0,05),

mig a kvadratikus hatdsok nem szignifikdnsok, kivéve az adszorpcid idejét. Ennek
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ellenére a modellbél nem vetettem ki ezeket a faktorokat, mivel az korrigalt R? értéke

0,923 ¢és az ANOVA teszt eredménye alapjan a modell szignifikdns (p = 0,0001). A

kozéppontban a mért és a szadmitott aktivitas kiilonbsége 13 U/, ami kozel van a

kisérleti

elvégzéséhez. Az

hibdhoz.

illesztett koefficiensek behelyettesitésével ¢és

Ezek alapjan a modellt megfelelének tartom az optimalas

1-1 paraméter

allandonak vételével a modell eredményét feliiletek formajaban dbrazoltam (25. abra).

5. tablazat Lakkaz adszorpcidjanak optimizalasa celluloz-acetat membranon

Sorszam Lakkaz Adszorpcid HoOmérséklet | Immobilizacié | Immobilizalt
koncentracio ideje hatékonysag aktivitas
[mg/ml] [ora] [°C] [%] [U/1]
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 A Kkoncentricio és az ido hatdsa (T = 25°C)
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25. abra Az egyes faktorok hatasa az enzim adszorpciéjara.

Vizualis megjelenités az illesztett polinom alapjan. (a) lakkdz koncentracio és id6 hatasa, allando
hémérséklet (25°C) mellett, (b) hémérséklet és id6 hatasa, allando lakkaz koncentracié (2 mg/ml) mellett,

(c) lakkaz koncentracio és homérséklet hatasa allandé adszorpcids id6 (6 ora) esetén.
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A meghatdrozott modell egyenlet maximumanak megkeresésével meghataroztam azt
a kisérleti beallitast, amelyen a termikus denaturacié csak olyan mértékii, ami még
kedvez az adszorpcionak. Ezek a kovetkezOk: 3 mg/ml lakkaz koncentracio, 9 o6ra
adszorpcios 1d6, 29°C adszorpcids hdmérséklet.

Ez a beallitds a modell alapjan 485 U/l aktivitds megkotését teszi lehetdvé. Ezzel a
beallitassal elvégzett 5 ismétlés soran 538 U/l (SD=55, n=5) keriilt megkdtésre, 76%-0s
(SD=7%, n=5) hatékonysaggal. Mivel a mért értékek magasabbak, mint barmelyik
korabban meghatarozott érték, ezért az adszorpcid optimalizalasat sikeresnek tekintem.

Az optimdlis bedllitasokkal mért adszorpcidt kovetden meghatarozasra keriilt az
immobilizalt aktivitas mellett a megkdtott fehérje mennyisége is a 3.2.3 fejezetben
leirtak alapjan. Ennek értéke a membran feliiletére vonatkoztatva 1,58 mg/cm?. A
membran szaraz tomege alapjan a fajlagos aktivitas értéke tomegre és feliiletre is

meghatirozhaté. Ezek értéke: 44,4 U/mg és 42,8 U/cm?.
4.2.2.4 Keresztkotés optimalasa

Az immobilizalasi mddszer optimaladsanak kovetkezd 1épéseként meghatiroztam a
keresztkotési 1épés optimalis bedllitasait. Ehhez 50 — 500 mM ko6zotti glutaraldehid

koncentracioval végeztem kisérleteket 4 €¢s 20°C-on (6. tablazat).

6. tablazat Keresztkotés optimalizalasa

Sorsz. | Homérséklet GA Meért Szoéras
[°C] koncentracio AKtivitas
[mM] [un
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 alapjan kijelenthetd (26. abra), hogy a hémérséklettdl jelentésen
fligg a membran aktivitdsa. A 20°C-on végzett kisérletek sordn nem volt szignifikans
kiilonbség a kiillonb6zé koncentraciok esetén, mig a 4°C-on mértek esetén
megallapithaté egy maximum, 100 mM GA koncentracio hasznalata esetén. Ebben az
esetben a membran aktivitasa 2,77 U/l (SD=0,13 n=3), amely kozel dupldja az azonos
koncentracioval 20"C-on végzett kisérletben elért aktivitdsnak: 1,41 U/l (SD=0,28 U/,
n=3). Fontos megjegyezni, hogy az itt mért aktivitds értékek, nem a nagy, 12,34 cm?
méretll membranra, hanem egy lényegesen kisebb feliileti membranra vonatkoznak

(lasd. 3.4.4 fejezet).

B
T=20°C

Aktivitas [U/1]

50 100 200 300 400 500 vak

Glutaraldehid koncentracié [mM]
26. abra Glutaraldehid és homérséklet hatasa a membran aktivitasara

A vizsgalat soran 3 mg/ml pH4 pufferoldatban feloldott lakkdz 9 6ra alatt 29°C-on keriilt

adszorbedltatasra cellul6z-acetdt membranon, majd 2 éran at keriilt keresztkotésre 50-500 mM

oy

Az optimalizalas soran meghatarozott maximalis megkotéshez tartozo koriilmények a
kovetkezdk:
e Az adszorpcioval torténd lakkaz megkotés 9 ora alatt, 29°C-on 3 mg/ml pH=4
pufferoldatban feloldott lakkazzal érhetd el.
e A keresztkotés sordn a legnagyobb membran aktivitds 4°C-on, 100 mM GA

koncentracioval végzett 2 6ras reakcid esetén érhetd el.
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4.2.3 Membran karakterizacioja

"o

A rogzitési modszer optimalizalasat kovetden az eldallitott membranokat kiilonbozo,
elsésorban a felhasznalas szempontjabol hasznos paraméterekkel jellemeztem. Ezek

olvashatoak a kovetkezo fejezetekben.

4.2.3.1 Elektronmikroszkopos felvételek

Az eldallitott membranokrdl késziilt elektronmikroszkopos felvételek (27. abra)
alapjan meghataroztam a membran immobilizalas el6tti és utani poérusméretét. A képek
elemzése alapjan a kiindulasi porusméret: 0,19 um (SD=0,1 pm, n=176), amely a
kezelés hatdsara 0,24 pym-re (SD=0,1 pm, n=477) nétt.

Az elektronmikroszkopos felvételeken (27. dbra) latszik, hogy a membran feliiletén

¢s annak porusaiban gombszeri képzddmények alakultak ki. Ezek atmérdje 0,39 um

27. abra Pasztazo elektronmikroszképos felvételek a celluléz-acetat membranrol a kezelés elott
(A) és utan (B, C)
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4.2.3.2 Membran fluxus valtozasa

Az immobilizalast kovetden megvizsgaltam a membran desztillalt vizzel mért
fluxusat az aggregatumok altal okozott eltomddés hatasanak vizsgalata érdekében. Bar a
csokkenés mértéke kis mértékben fiigg a nyomastol, de elmondhatd, hogy minden
vizsgalt nyomas esetén eltérés jelentkezett a kezelt és a kezeletlen membran kozott. A
csokkenés mértéke atlagosan 21% (SD=12%, n=15) A kiilonbdz6 nyomésok esetén

mért térfogatdram, ahogy az a 28. abra is lathato.
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28. abra Lakkaz tartalmu és kezeletlen membran térfogatairama kiilonb6zé nyomasokon

A kezeletlen celluloz-acetat membran a vizsgalat eldtt desztillalt vizzel torténd oblitésen kiviil nem

esett at kezelésen. A kezelt membran eldallitasa az optimalizalt lakkaz immobilizalasi protokollal tortént.
4.2.3.3 Tarolasi stabilitas

A membran aktivitdsanak fokozatos csokkenését tapasztaltam a 4°C-on torténd 7
napos tarolas soran (29. &bra). A csokkenés linearis jelleget mutat, mértéke

hozzéavetbdlegesen 2,4%/nap.
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29. abra Enzimatikus membran tarolasi stabilitisanak vizsgalata

A vizsgalat elvégzéséhez az lakkaz tartalmi membranok az optimalizalt protokollal kertiltek

s

atsziirésre. A viszonyitas alapja az a kisérlet inditdsanak napjan mért aktivitas.
4.2.3.4 Konverzio-térfogataram fiiggése

Megvizsgaltam a lakkdz enzim aggregatumokat tartalmaz6é membrannal az ABTS
atalakitas és a térfogataram kapcsolatat. A kiilonbozd reduktor beéllitasok esetén mért
(9) egyenlet alapjan. A kisérleteket 3 kiilonb6zé nyomasbeallitas (0,5, 1 és 1,5 bar)
mellett végeztem el (30. abra). Mivel a nyomds szabalyozéasa reduktorral tortént, az
ismétlések sordn nem volt teljesen azonos a nyomds, azonban a reduktor jellegébdl
adodoan nem volt lehetdség az eltérések regisztraldsara. A térfogatdramot azonban
pontosan meg tudtam hatdrozni a permedtum tomegének rogzitésével minden
kisérletben, a 12. egyenlet alapjan. Ezeket &brazolva (31. é&bra) a koncentracid
valtozasok fiiggvényében egyértelmli exponencidlis kapcsolat allapithaté meg a
rogzitett lakkéaz altal katalizalt reakcio sebessége és a membranon ataramlé szubsztrat

tartozkodasi ideje kozott.
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30. abra Nyomas és reakciosebesség kozotti osszefiiggés

A kisérlet koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,5 mg/ml, pH=5, homérséklet: 22°C,

membran feliilete: 12,34 cm?, a membran eldallitsa az optimalizalt immobilizacids protokollal tortént.
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31. abra Kiiilonbo6zd térfogataram esetén mért koncentracié valtozas

A kisérlet koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracié: 0,5 mg/ml, pH=5, hdmérséklet: 22°C,

membran feliilete: 12,34 cm?, a membran eldallitsa az optimalizalt immobilizacids protokollal tortént.

4.2.3.5 Enzim kinetikai vizsgalatok membranon immobilizalt lakkazzal

Az immobilizaci6 eredményeként az enzim szerkezetében bekodvetkezd valtozasok

hatdsanak vizsgalata céljabol enzim kinetikai vizsgalatokat végeztem. A membranon

crer
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szubsztrat kozotti Osszefiiggést. Az azonos nyomas rakapcsolasaval végzett kisérletek
soran kapott reakciosebességekre illesztettem Michaelis-Menten kinetikai egyenletet
(32. abra). A kinetika jol illeszthetd, a regresszios egylitthatd értéke 0,99299-nak
adodott. Ez alapjan kijelenthetd, hogy az enzimkatalitikus membrannal végzett
atalakitas esetén a reakciosebesség €s szubsztrat koncentracid kozotti dsszefiiggés jol
jellemezhetd a Michaelis-Menten kinetikai egyenlettel, és nem 1ép fel inhibicido a
vizsgalt koncentraciotartomanyon. A mérések alapjan meghatarozott Vmax értéke 577,1

UM/s, K értéke 48,74 uM.
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32. abra Membranon immobilizalt lakkaz enzimkinetikai vizsgalata

A kisérlet koriilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,006 — 0,750 mg/ml, pH=5, hdmérséklet:
22°C, membran feliilete: 12,34 cm?, a membran el8allitsa az optimalizalt immobilizaciés protokollal

tortént.
4.2.3.6 Ujrahasznalat

Az enzimkatalitikus membran ismételt felhaszndlasanak vizsgalata elsOként ABTS
szubsztrattal tortént. Az ABTS oldatot tobb ciklusban szlirtem 4t a membranon és
meghataroztam annak konverzidjat (33. abra). Az egyes szlirési ciklusokat kdvetden
mértem az oldat abszorbancidjat, majd abbol meghataroztam a keletkezd

reakcidtermékek mennyiségét. A vizsgalat alapjan elmondhat6é, hogy a membran
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visszaforgatassal torténd alkalmazasra alkalmas, mivel a konverziot ndveli az ismételt

feladas, azonban a ciklusok soran elérhet6 konverzié névekedés mértéke fokozatosan

csokkent.
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33. abra ABTS atalakitasa enzimkatalitikus membrannal t6bb ciklusban

A vizsgalat soran az enzimkatalitikus membran az optimalizalt protokollal keriilt eldallitasra. A
vizsgalat kortilményei: szubsztrat (ABTS) koncentracio: 0,5 mg/ml, pH=5, hémérséklet: 20°C, hasznalt

membran aktiv feliilete: 12,34 cm?.
4.2.4 Diklofenak lebontasa immobilizalt lakkazzal

4.2.4.1 Lebontas egyszeri atsziiréssel

Az optimalizalt immobilizalasi modszerrel eldallitott enzimkatalitikus membrant
diklofenak eltavolitasara hasznaltam. Ehhez a membranra feladott DCF oldatot elséként
nyomads rakapcsoldsa nélkiil, gravitacios atsziiréssel végeztem el. Az ismétlések soran
atlagosan 57,9 % (SD=0,6%, n=3) eltavolitasi hatasfokot értem el egyszeri atsziiréssel.

A pH hatasanak vizsgalata érdekében rogzitett (0,046 1/6ra) térfogatdrammal sziirtem
at kiilonbozé pH értékii pufferoldatban feloldott DCF oldatot (34. abra). Az erre
vonatkoz6 kisérletek alapjan kijelenthetd, hogy az enzim aktivitdsahoz hasonldan, a
savas kozegben magasabb hatékonysag érhetd el. Semleges pH értéken gyakorlatilag

nem volt mérhetd eltavolitds a membrannal végzett kisérletben.
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34. abra pH hatasa a diklofendak eltavolitasara enzimkatalitikus membranon

A kisérlet koriilményei: DCF koncentracio: 1 mg/l, pH beallitas pufferoldattal, hdmérséklet: 20°C,

térfogat: 50 ml, térfogataram: 0,046 1/6ra, dead-end sziirési iizemmoéd, membran feliilet: 12,34 cm?

A DCF atalakitasi kisérletet elvégeztem perisztaltikus szivattylival szabélyozott
kiilonboz6 térfogataramok mellett is. Azt az eredményt kaptam, hogy a térfogataram

befolyésolja az elérhetd eltavolitas hatékonysagat, ahogy az a 35. 4bra is lathato.

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

0]

[—)

[N

ag

Eltavolitasi hatékonys

0,023 0,046 0,069
Térfogataram [1/6ra]

35. abra Kiilonbo6zo térfogatirammal mért diklofenak eltavolitasi hatékonysagok

A kisérlet koriilményei: DCF koncentracid: 1 mg/l, pH=5, hdmérséklet: 20°C, térfogat: 50 ml, dead-

end sziirési iizemmod, membran feliilet: 12,34 cm?
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A kisérletek soran a permedtum UV abszorbancia spektruma ndvekvd elnyelést
mutatott 220 — 340 nm kozotti tartomanyon (36. 4bra). A spektrum maximuma a
kezelendd oldatban 278 nm koriil van, mig a permeatumban 249 nm koriil, azaz a csucs
maximuma eltolodott a lakkazzal végzett kezelés hatdsara. A kiilonb6zo
térfogataramokkal elvégzett kisérlet soran, ahogy a kromatografids modszerrel mért
eltavolitasi hatékonysagnal is, a legnagyobb abszorbancia ndvekedést a legnagyobb

térfogataram esetén mértem, mig a legkisebbet a 0,046 L/h térfogataram esetén.

Abszorbancia

Z————
0,0
200 220 240 260 280 300 320 340
Hulldmhossz [nm]

—XKiindulasi oldat 0.023 L/h 0.046 L/h —0.069 L/h

36. abra Diklofendak UV-Vis spekturmanak valtozasa enzimatikus membrannal val6 kezelés

soran

A kisérlet koriilményei: DCF koncentracid: 1 mg/l, pH=5, hdmérséklet: 20°C, térfogat: 50 ml, dead-

end sziirési iizemmod, membran feliilet: 12,34 cm?

4.2.4.2 Lebontas folyamatos visszaforgatassal

is elvégeztem, nagyobb méretli membrannal egy EMBR rendszerben. A kisérlet soran a
DCEF eltavolitasi hatékonysaganak fokozatos ndvekedését tapasztaltam (37. abra). A 48
ora alatt elért eltavolitasi hatékonysag 55%. Ez alacsonyabb, mint a kis méretli
rendszerrel elért hatékonysag, azonban ennek oka részben a két kisérleti berendezés
kozotti kiilonbségekbdl adodik. Egyrészt a nagy rendszerben nagyobb térfogattal kellett
dolgozni, igy az egységnyi enzimre esd atalakitandod szubsztrat aranya kis mértékben
eltérd. Azaz hidba nagy az atalakitds az atszlirés sordn, ha a permeatum a teljes
térfogatban a higulas miatt csak kis koncentracié valtozast okoz. Masrészt a nagy

rendszerben a feladas nem perisztaltikus, hanem centrifugal szivattytval torténik, igy a
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térfogatairam pontos szabalyozdsdra nincs lehetdség. Mivel a térfogataram ¢és a
szivattyut vezérl6 frekvenciavaltd kozott nincs visszakapcesolas, eltémddés esetén nem a
nyomads ndvekszik meg, mint a perisztaltikus szivattyl esetén, hanem a térfogataram
csokkent le. Ennek meghatdrozasara azonban csak a kisérletet kovetden lenne lehetdség,
az adatok letoltését kovetden. A vizsgalatok sordn azonban a permeitum folyamatos
recirkulaltatdisa nem tette lehetévé a térfogataram analitikai mérleggel torténd
folyamatos monitorozasat, annak bedllitdsa a kisérlet kezdetén tortént meg. Az
idoszakosan elvégzett szemrevételezés alapjan azonban egyértelmiien csokkent a
térfogataram a kisérletek alatt. Ennek részletes vizsgalata mdas rendszer hasznalatat
igényelné.

A 24 ¢és 48 ora utan vett mintdk UV-Vis spektruman nem lathat6 az egyszeri atszlirés
soran tapasztalt abszorbancia novekedés és csucs eltolddasa, azonban a kezdeti 450 nm
kortili csucs eltiinése figyelhetd meg (38. dbra). Bar ezen a hullamhosszon a hasznalt
késziilék mar kevésbé érzékeny, az abszorbancia csokkenés mértéke hozzavetdlegesen
90%. Az enzimkatalitikus membrannal végzett kisérletet kovetéen a membranrol
késziilt fényképen azonban jol lathatoan eltdvolitasra keriilt a sarga szint add

reakciotermékek egy része (39. abra).
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37. abra Diklofenak eltavolitasa enzimkataltikus membrannal nagyméretii EMBR rendszerben
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38. abra UV spektrum valtozasa EMBR rendszerbél gyiijtott permeiatumban

A kisérlet koriilményei: DCF koncentracio: 1 mg/l, pH=5, hémérséklet: 20°C, térfogat: 500 ml, dead-

end sziirési lizemmod folyamatos recirklulaltatas, membran feliilet: 42 cm?

39. abra Enzimkatalitikus membran EMBR-ben végzett diklofenak atalakitas utan.

A folyamatos iizemii rendszerrel végzett kisérletek alapjan elmondhatod, hogy a
kifejlesztett membran akar 48 ordig képes miikodni és a folyamatos lizem sordn a

reakcidtermékek egy része eltavolitasra kertilt.
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5 Diszkusszio

5.1 Alginatban végzett lakkaz immobilizacio értékelése

A disszertaciohoz kapcsolodd kutatas elsé 1épéseként az algindtban torténd enzim
immobilizalasi modszer hasznalatat vizsgaltam meg.

A rogzités soran kapott immobilizalasi hatékonysag alapjan (98,2%), a felhasznalt
lakkaz nagy része az alginat gyongyokbe keriilt. Ennek ellenére a szabad és a
gyongyokben rogzitett lakkdz latszolagos aktivitasanak Osszehasonlitisa sordn
nagysagrendbeli kiilonbséget allapitottam meg. Ez az immobilizdcido soran gyakori
jelenség. A kevert reaktoros rendszerben vald haszndlat esetén, nagyobb mennyiségii
immobilizalt lakkéz adagoldséval elérhetd az aktivitas csokkenés kompenzacidja (8.
abra). Ennek meghatarozasdhoz hasznalhato a fajlagos aktivitds tomegre, vagy a Dadssi
¢s mtsi. [110] altal is publikalt, alginat gyongyok darabszamara torténdé megadasa. Ez a
hasznalt modszerrel 0,005 U/db-nak, illetve 0,000266 U/mg-nak adddott. Ez alapjan a
kiindulasi 34 U/l aktivitas eléréséhez ~6800 db gyongyot, vagyis 127 g immobilizalt
lakkazt kell adagolni 1 liter térfogathoz. Figyelembe véve, hogy a szakirodalomban
publikalt kisérletek soran 1000-2000 U/l aktivitast is hasznalnak, aminek elérésé¢hez
nagy mennyiségli katalizator hozzaadasara lenne sziikség, az alginat gyongyoket toltetes
oszlopban célszerii alkalmazni.

Az alginat matrixban rogzitett lakkaz esetén mért latszolagos reakciokiilonbség-
csokkenés oka valosziniileg az, hogy a polimer befolydsolja az enzim hozzaférését a
szubsztrathoz. Ahogy azt Tanaka ¢és mitsi. [180]. is megallapitottdk, a polimerben
torténd atalakitas sordn a szubsztrat difftizid lehet a sebességmeghatirozo 1épés
alginatban torténd immobilizacid esetén. Ebbdl adoddan az aktivitdsméréseket az is
befolyasolta, hogy az ABTS ¢és a beldle keletkezd reakcioterméke feldusultak az alginat
gyongyokben, igy azok egy része nem volt mérhetd spektrofotométerids modszerrel. Ez
mas komponensek esetén is fenndll, mivel a lakkaz altal végzett atalakitds sordn a
mikroszennyezOkbdl keletkezd reakcidtermékek altalaban Osszekapcsolodott szerves
molekuldk, megnovekedett molekulamérettel [5]. A nagyobb molekuldk diffuzidja az
alginat polimerben eltér a kisebb méretii szubsztratok diffucids sebességétol [181], igy

azok valdsziniileg feldiisulnak az enzimkatalitikus atalakitast kdvetden.
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Az eldallitott lakkaz-tartalmi alginat gyongyok karakterizacioja alapjan
megallapithatd, hogy a rogzitett lakkaz aktivitdsanak pH fliggése nem valtozott. A
homérseklet hatdsanak vizsgalata soran tapasztalt exponencidlis novekedés hasonld a
réz-alginatban immobilizalt lakkéz esetén mért novekedéshez [172]. A szakirodalomban
erre vonatkozd informacidk alapjan az algindtban a lakkaz 40°C koriil veszi fel a
maximum értékét, azonban ezen a hdmérsékleten az alginat polimer is bomlik [172].
Mivel a szennyviztisztitdsban ritkan fordul el¢ hasonléan magas hémérséklet, igy a
vizsgalatokat is csak 35°C-ig végeztem el.

A térolédsra vonatkozo6 vizsgalatok alapjan megéllapithato, hogy az alginatban vald
csapdazast kovetden a lakkaz folyamatosan szivarog a gyongyokbol. A tarolas sordn
jelentds mennyiségli lakkdz aktivitds csokkenés volt mérhetd (bomlasi allando értéke:
barium-alginatban vald rogzités esetén. Kalcium-algintdban rogzitett maltdz esetén
pedig az altalam meghatarozott gyors aktivitas csokkenésnél kisebbet mértek, bar abban
az esetben Iényegesen hosszabb keresztkotési idével keriilt rogzitésre az enzim [112].
Az enzim szivargasanak oka valoszinlileg az alginat szerkezetére vezethetd vissza.
Amennyiben a létrehozott kalcium-algindt olyan kozegbe keriil, amely nagy
koncentracioban tartalmaz monovalens, Na'-ionokat, mint a vizsgalatokhoz hasznalt
puffer, az eldallitas soran lejatsz6do ioncsere a forditott irdnyba tolodik el. A bivalens
Ca®" ionok altal az o-L-gliikuronsav és B-D-mannuronsav lancok kozott kialakitott
ionos keresztkotések felbomlanak, ebbdl adoddan a polimer szerkezete szétesik, és az
alginat feloldodik. A kezelendd kozegekben valdszinlileg nagy hatdssal van a
biokatalizator stabilitasa is, igy a vizsgalatokat célszeriinek tartom mindig a kezelend6

kozegben elvégzeni.

5.2 Alginatban immobilizalt diklofenak atalakitasanak értékelése

A diklofendk eltavolitdsa céljabol végzett vizsgalatok alapjan (16. 4&bra),
egyértelmiien megallapithatd, hogy az alginat jelentds adszorpcids képességével
hozzijarulhat a mikroszennyezok eltavolitdsahoz. Osszehasonlitva azonban a lakkazal
¢s lakkaz nélkiil végzett kisérletek eredményét (4.1.2 fejezet) elmondhatod, hogy a
lakkdz csak kis mértékben (~4%) jarul hozz4 a diklofenak eltavolitashoz. Ennek oka,
valdsziniileg az, hogy a lakkéz aktivitasa jelentdsen csokken az alginatban vald rogzités
hatdsara, illetve hogy az eldallitott katalizator csak kis mennyiségben all enzimbdl

(0,1%). Figyelembe véve az alginat és lakkaz nélkiil végzett kisérletben tapasztalat
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csOkkenést, adszorpcioval torténd eltavolitas hatékonysaga 16%. Ezzel szemben az
azonos mennyiségii szabad enzimmel 94,8%-o0s eltavolitast értem el azonos id6 alatt.

Ahogy az ABTS esetén a gyongyok szinének valtozasabol is latszik (13. abra), az
alginat képes megkdtni bizonyos termékeket. Az UV-Vis spektrumok ezt alatimasztjak
diklofenak atalakitas esetén is (4.1.2 fejezet). A vak kisérletekben a spektrumon lathato
mindkét csucs intenzitdsa csokken (17. dbra), mig a szabad lakkazzal valé atalakitas
soran csak minimalisan valtozik (18. abra), annak ellenére, hogy a vizsgalt komponens
koncentracioja a HPLC-vel végzett mérések alapjan jelentdsen csokken (eltavolitasi
hatasfok 94,8%). A lakkazzal végzett diklofendk atalakitdsara jellemzd, hogy a
keletkezd reakciotermékek szerkezete hasonlit a kiindulasi anyagéhoz [5], igy annak
UV-Vis spektruma is hasonlit a kiinduldsi komponenséhez. Diklofendk esetén a
keletkez6 reakciotermékek az abszorbancia novekedését okozzak, ahogy az a szabad
enzimmel kiilonb6z6 kozegekben, membranon immobilizalt lakkazzal végzett kisérletek
esetén is tapasztalhato volt (36. dbra). A keletkez6 reakcidtermékek mivel a diklofendk
molekuldk 6sszekapcsolodasabol is lIétrejohetnek, ezért a pufferoldatban jellemzden egy
sarga szinli termék is megjelenik [5], ami az elvégzett kiséretek soran 450 nm
kornyékén okozott kis mértékli elnyelést (18. abra). Ezek reakciotermékek okoztak
valdsziniileg a membran elszinez6dését a membranon immobilizalt enzimmel végzett
kisérletben is (39. abra). Diklofenak esetén a szakirodalomban sarga [182] és barna
[183] reakciotermékek megjelenésére vonatkozdan vannak informaciok. Ezeket hidroxi
szarmazékokként, illetve 4-(2,6-diklorofenilamino)-1,3-benzodimetanolként
azonositottak [183], de a vizsgalt reakcioban a keletkezd gyokok szamos mas
reakcidterméket is képezhetnek [5].

Osszehasonlitva az azonos mennyiségli szabad enzimmel elvégzett eltavolitas
hatékonysagat az alginatban immobilizalt enzimmel elért eltavolitassal, kijelentheto,
hogy az alginat hasznalata kevésbé hatékony, azonban a reakciotermékek a

gyongyokben valé megkotése miatt kedvezd lehet bizonyos felhasznéalasok esetén.

5.3 Membranon valé immobilizacio értékelése

A membranon val6 immobilizacio elsd 1€épéseként, két kiillonb6zo anyagih membran
Osszehasonlitasat végeztem el. Ezek alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy a celluloz-
acetat nagyobb mennyiségli lakkdz megkotésére alkalmas. Figyelembe véve, hogy a
hidrofil PES membranok alkalmazédsanak egyik 6 eldnye, hogy a kis fehérje megkotd

képességiik [168] miatt nehezebben tomddnek el, a kisérlet a varakozdsnak megfeleld
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eredményt adta. Bar ez nem zarja ki a rogzités lehetdségét a porusok lakkaz oldattal
valo telitésével, az adszorpcionak kdszonhetd tobblet enzim megkotés miatt a celluloz-
acetat membran hasznalatat részesitettem elényben.

A lakkaz adszorpcidja sordan a pH hatasdra vonatkozo eredményeket a
szakirodalomban megjelent informéciok részben alatdmasztottadk. Ahogy azt Saarinen ¢€s
mtsi. [184] is megallapitottak, a pH érték csdkkentésével nagyobb mennyiségii fehérje,
stabilabban kd&thetd meg a celluléz feliileten. Az erre vonatkozd vizsgalataim azt
mutattdk ki, hogy a megkotés azon a pH értéken a leghatékonyabb, amelyik a
legtavolabb van a Trametes versicolor altal termelt lakkaz izoelektromos pontjatol (pl =
5,8 — 6,1 [185]). Ez az eredmény alatdmasztja azt a felvetést, miszerint a fehérjék
hidrofil feliileteken valo adszorpcidjanak kedvez a fehérje izoelektromos pontjatol
tavoli pH értéken kialakuld enyhe negativ toltése [186]. A szakirodalom szerint [187] a
celluloz-acetat toltése az enzimmel szemben csak kis mértékben valtozik a pH
valtozasaval. Ebbdl kovetkezdik, hogy a lakkdz aminosav csoportjainak protonalddasa
hatarozhatja meg az adszorpci6 hatékonysaganak pH fliggését a vizsgalt kisérletben.

Az adszorpcidés 1épésben a lakkdz egy pordézus anyagon kotddik meg.
Altalanossagban igaz, az adszorpcid soran a sebességmeghatirozo 1épés a porusok
belsejébe torténd diffuzio. A diffuzidés folyamatokat és a feliileten vald adszorpciot
befolydsolja a homérséklet [188]. A vizsgalatok soran azt tapasztaltam, hogy a
homérséklet novelésével ndvelhetd a megkotott enzim mennyisége. Ennek oka
valdsziniileg a diffiizié és az adszorpcid homérséklet fliggésére vezethetd vissza. Az
adszorpcids folyamat vizsgélatdhoz célszerii adszorpcids izotermdkat felvenni, azonban
a fehérjék adszorpcidja soran a fehérje szerkezete is dinamikusan valtozik, igy erre
nehezen vonhatdak le egyértelmli kovetkeztetések. Ehelyett a vizsgéalatok soran
empirikus kisérleteket végeztem. Figyelembe vettem azonban azt, hogy a magasabb
hémérsékleten a lakkaz termikusan deaktivalédhat. Az erre vonatkozd vizsgalatokat a
4.2.2.2 fejezetben fejtettem ki. A kontroll vizsgalatok alapjan egyértelmili, a magas
homérsekleten torténd denaturacid, igy az optimalizalds sordn ezt a célfiiggvény
megvalasztasanal figyelembe vettem.

Mivel az adszorpcids folyamatot a vizsgdlt rendszerben szamos koriilmény
befolyasolja, ezért célszerli volt az optimalizalashoz egy kisérleti tervet késziteni. Ebben
olyan faktorokat vettem szamitasba, amelyek egyértelmiien hatassal vannak a vizsgalt
folyamatra, azonban azok blokkositott vizsgalata nem szolgaltatott volna megfeleld

informéaciot. A kisérleti tervben, szamos eldkisérletet kovetden, a lakkaz koncentracioja,
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a homérséklet és az adszorpciés idé szerepelt. Elobbi elsdsorban azért, mert
maximalizalni kivantam a membran fajlagos aktivitdsat, utobbiak pedig a termikus
denaturédcio miatt keriiltek felvételre.

Az elvégzett vizsgéalatok soran az aktivitds mérések szoérdsa jelentOsen
megnehezitette a modellhez felhasznalhaté adatok pontossagéat. Ebbdl kifolyolag a
kisérleti tervben szerepld bedllitdsokon (5. tablazat) nem egy, hanem harom ismétlést
végeztem, amelyeknél minden aktivitds mérést is haromszor ismételtem meg. Ezek
atlagértékei kertiltek felhasznéalasra a modell allandoinak illesztéséhez.

A modellben hasznalt vélaszfliggvény meghatarozasa soran figyelembe vettem a
termikus denaturacido kovetkeztében jelentkezd aktivitds veszteséget is az 9. szamu
egyenlettel. Ezek alapjan nem meglepd, hogy az illesztett polinom maximuma 30°C
alatt van, mivel efelett nagyobb veszteség jelentkezik (4.2.2.2. fejezet). Az erre
vonatkoz6 kisérletekbdl szintén jol latszik, hogy 30°C alatti a csokkenés
elhanyagolhato, igy akar az adszorpcids egyensuly beallasaig van lehetdség végezni az
immobilizaciés folyamat adszorpcios 1épését. Ennek megfeleléen a polinom a
maximumat a vizsgalt tartomany szélséértékében vette fel mind az idd, mind a lakkéz
koncentracioja tekintetében.

Az adszorpcids 1épéssel rogzithetd lakkaz aktivitdsanak maximalizalasat kdvetden, a
cél a keresztkotéssel torténd enzim stabilizalas volt, anélkiil, hogy az enzim aktivitasa a
kémiai kotések hatasara jelentésen csokkenjen. Ebbol addéddan a keresztkotés
optimalizacidjanal teljes faktorialis kisérleti terv alapjan végeztem el a vizsgalatokat. Az
adszorpcidval rogzitett lakkdz mennyisége kis mértékben valtozd, ami befolyasolna a
rakovetkezd 1€pés soran kapott abszolut aktivitds értékeket. Ezt kikiiszobolendd a
keresztkotés vizsgalatdhoz az 6sszes mérést, ami a kisérleti tervben szerepel egy nagy
membranbol kivagott, kisebb méretii membranlapokkal végeztem el. Igy a keresztkotés
soran a kapott szorasok csak a keresztkotési 1épés megismételhetoségébdl adodtak.

A keresztkotés optimaldsa soran kapott eredmények véaratlan trendet mutattak (26.
abra). A keresztkotd koncentracioja a szobahdmérsékleten végzett kisérlet soran nem
befolydsolta a membran aktivitasat. Ezzel szemben a 4°C-ra hitott kisérletben
egyértelmii maximum adhaté meg 100 mM-os GA koncentracid hasznalatakor. Az
ennél alacsonyabb koncentraci6 nem képes elegendd mértékben stabilizalni az
aggregatumokat a membréanon, igy azok valosziniileg a keresztkotést kovetd mosas
soran eltavolitasra keriiltek. A 100 mM feletti koncentracié azonban mar tulsagosan

megvaltoztatta a lakkdz szerkezetét, ami igy veszitett aktivitasabol. Ez alatamasztja, azt
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a feltételezést, hogy a glutdraldehid kis méretébdl adodoan be tud jutni a fehérje
belsejébe és ott is alakit ki intramolekuléris kotéseket, amelyek csokkenthetik a lakkaz
aktivitasat [189]. Az ilyen jellegli kotések szamat befolyasolja a hémérséklet is, igy
valoszinlileg ezért volt jelentds eltérés a 20°C-on és 4°C-on végzett kisérlet utan mért
aktivitas értékek kozott.

Figyelembe véve az adszorpcid6 ¢és a keresztkotés vizsgalata sordn kapott
eredményeket megallapithato, hogy a legnagyobb membran aktivitas eléréséhez eltérd
koriilményeken célszerli végezni a lakkaz rogzitését celluloz-acetdt membranon.

A meghatarozott optimalis protokollal eldallitott enzimkataltikus membran
karakterizacidja soran els@sorban olyan jellemzdket vizsgéltam, amelyek a membran
gyakorlati felhasznalasa szempontjabol fontosak lehetnek.

Az elsé ilyen paraméter a membran desztillalt vizes fluxusanak meghatarozasa. A
vizsgélatok alapjan elmondhatd, hogy a rogzités hatdsdra megvaltozott a membran
atereszt képessége, mivel minden vizsgalt nyomasbeallitds mellett csokkenés mérhetd
(4.2.3.2. fejezet). Ennek oka a porusok részleges eltomdédésében keresendd. Az
elektronmikroszkopos felvételek alapjan a létrehozott aggregatumok mérete hasonlo a
membran poérusainak méretével. Bar a SEM mérések soran elsésorban a feliileten
elhelyezkedd aggregatumok lathatéak, azok mar a feliileten lerakddva is okozhatnak
részleges eltomddést a porusméret valtozas ellenére. A kezelés sordn a membran
porusmérete kis mértékben megndvekedett, aminek oka valészinileg az, hogy az
adszorpcid soran a gyarto altal megengedett legkisebb pH érték kozelében torténik az
immobilizacié adszorpcids Iépése.

Membranon valo régzités szempontjabol fontos paraméter a membran tarolasa és
hasznalat kozben bekdvetkezd aktivitds csokkenés mértéke. A tarolas soran a membran
aktivitasa 2,4%-kal csokken naponta, ami elfogadhatd. Az Gjrahasznalatra vonatkozo
vizsgalat alapjan azonban a tobbszori 1 bar-os atsziirés hatasara a membran aktivitasa
iddvel jelentdsen csokken, igy annak deaktivalodasaval szdmolni kell.

A membran hasznalata szempontjabdl két fontos lizemeltetési paramétert hataroztam
meg. Az egyik ilyen a konverzid térfogataram fliggése. A dead-end alkalmazés soran az
enzim ¢és a szubsztrat kozotti kontaktus csak addig torténik, ameddig a szubsztrat
ataramlik a membranon, igy a térfogataram hatdséat célszerli volt vizsgélni. Az ABTS-
sel végzett vizsgalatok egyértelmiien ramutattak erre az Gsszefliggésre (4.2.3.4 fejezet).

A térfogataram csokkenésével a konverzid jelentdsen novelhetd egyszeri atsziirés
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esetén. Ennek szamszeriisitésére a 3.4.6. szdmu fejezetben foglaltak szerint hatdroztam
meg a reakcid sebességét.

A doktori dolgozatban a két moddszer enzimkinetikai tulajdonsagainak
Osszehasonlitasahoz az alapot az ABTS szubsztrattal végzett vizsgalatok adtdk. A
membranon immobilizalt lakkdz esetén az alginatban immobilizalthoz is a Michaelis-
Menten kinetikai egyenlet illesztését végeztem el. Mindkét esetben a klasszikus
szubsztrat-reakcidosebesség gorbét kaptam, amibdl két fontos kovetkeztetés vonhato le.
az atalakitds, igy csokken az adott idd alatt elérheté hatékonysag, masrészt nem

tapasztalhat6 inhibicio magasabb ABTS koncentracio esetén.

5.4 Membranon immobilizalt lakkazzal végzett diklofenak atalakitas
értékelése

Az eldallitott membrannal végzett kisérletek alapjan kijelenthetd, hogy az
enzimkatalitikus membran hasznalhaté a DCF atalakitisara, egyszeri atszliréssel és
folyamatos visszaforgatassal is.

A savas ¢és semleges kémhatasu diklofendk oldatokkal végzett lebontds soran
megallapitottam, hogy a savas kozegben végzett kisérletek soran nagyobb hatékonysag
¢rheté el. Ennek hattere részben a DCF protondlodasaval magyardzhato. A DCF
semleges kozegben elsOsorban deprotondlt formaban van (pKa. = 4,2). Ebben az
allapotban az elektrosztatikus taszitd erdk gatoljdk az enzim-szusztrat komplex
kialakulasat [190]. Emellett a hatékonysdg minden bizonnyal dsszefiiggésben van az
enzim aktivitasaval is. Ahogy az az alginattal végzett kisérletben is lathatd volt, a savas
kémbhatas noveli az immobilizalt lakkaz aktivitasat.

A kiilonbozo térfogataramokkal végzett kisérletek soran az ABTS atalakitasara
kapott eredménytdl eltérden befolydsolta az atalakitds hatékonysagat a térfogataram
valtoztatasa. A térfogardm a vizsgalt tartomanyon egy minimum értéket vesz fel.

Frdekes eredmény, hogy a membrinon valo atalakitis soran nem csak az
abszorbancia novekedése figyelhetd meg, mint az alginat esetén, hanem a csucsok is
eltolodtak kis mértékben. Ez valdsziniileg a reakcidé mechanizmusénak kis mértéki
megvaltozasara utal. Ami a membranos alkalmazéas soran abbol is adddhat, hogy a
keletkezd reakcidtermékek nagy része, amely nem kotédik a membranhoz,
folyamatosan eltavolitasra keriil az enzim kornyezetébdl. Ez a recirkulaltatds soran nem

torténik meg, mivel az atsziirés utan a reakcidtermékeket is tartalmazd oldat
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visszavezetésre keriil a membranra. Ebbdl adodhatott, hogy a folyamatos rendszerben a
membran elszinezddott (39. dbra) és a permedtumban nem véaltozott az abszorbancia
spektrum (38. abra) szamottevien UV tartomanyban, csak 450 nm-nél volt mérhetd
abszorbancia csokkenés. Azok a termékek azonban, amelyek képesek kotddni a
membranhoz vagy csapadékként kivalnak az oldatbdl, a mikrosziir6 membrannal
elvalasztasra kerliltek. Ezek valosziniileg csokkentették is az enzim aktivitasat
termékgatlas eredményeként. Erre vonatkozdéan azonban, mivel a gatlast okozo
reakcidtermékek nem ismertek €s nagyon sokfélék lehetnek tovabbi, modellezésen

alapuld enzimkinetikai vizsgélatok elvégzését latom célszertinek.
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Uj tudomanyos eredmények, tézisek

I. Lakkaz enzim immobilizdlasa alginat matrixban

1.

Megallapitottam, hogy a lakkaz enzim nagy immobilizalasi hatékonysaggal
rogzitheté kalcium-alginat gyongyokben, azonban az eldallitott katalizator
fajlagos aktivitisa alacsony a kialakuld diffuzios gatlas kovetkeztében. Az
alginatban torténd csapdazas sordn az immobilizalas hatékonysaga 98,2%-os,
azonban az eldallitott katalizatorban az enzim csak a teljes tomeg 0,1%-at teszi ki
nedves tomegre viszonyitva, mig szaraz tomegre viszonyitas esetén a hordozé 3%-
at. Az immobilizalas soran a szabad lakkéaz kezdeti 457 U/mg fajlagos aktivitasdhoz
képest, az eldallitott alginat gyongyok fajlagos aktivitdsa csupan 0,00026 U/mg.
(4.1.1.1 —4.1.1.4 fejezetek)

Kapcsolddo publikacio: 4

Az alginat matrixban immobilizalt lakkdz hasznalata soran az adszorpcioé jelentos
mértékben hozzajarul a diklofenak eltavolitisahoz. Az ABTS éatalakitasa sordn a
gyongyokben akkumulalodnak a keletkezd termékek, amelyek egyrészt szinezik az
alginat gyongyoket, masrészt csokkentik a gyongyok latszolagos aktivitasat. (4.1.1.8
fejezet) Az alginat gyongyokben immobilizalt lakkézzal végzett diklofendk kezelés
esetén, az eltavolitds meghataroz6 mechanizmusa az alginat matrixban torténd

adszorpcid. (4.1.2 fejezet)

Kapcsolodo publikaciok: 4, 7

II. Lakkaz enzim immobilizalasa mikrosziir6 membran pdrusaiban

3.

Lakkéaz enzimet sikeresen immobilizaltam cellul6z-acetat membranon két 1épéses

immobilizaciés modszerrel, amely sordn az enzim el6szor adszorpcioval keriil

megkotésre, majd keresztkotésekkel keriil stabilizalasra enzim-aggregatumok

formajaban a membranon.

e Megallapitottam, hogy a lakkaz adszorpcidval térténd immobilizacidja soran a
homérséklet emelés javitja a megkotés hatékonysagat, azonban ehhez
fontos a termikus denaturiacié figyelembevétele a rogzités soran. Az

immobilizalas adszorpcids koriilményeinek optimalizalasaval meghataroztam,
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hogy a legnagyobb hatékonysag pH=4 pufferoldatban feloldott 3 mg/ml-es
lakkaz oldattal, 9 6ras adszorpcid soran, 29°C-on érhetd el. (4.2.2.3 fejezet)

e (lutaraldehiddel torténd keresztkotés soran kimutattam, hogy a keresztkoto
koncentraciojanak hatasa csak alacsonyabb homérsékleten végzett
keresztkotés esetén szamottevo ¢s hogy a 4°C-ra torténd hiitéssel a membran
aktivitasa javithatd. Az adszorbealt enzim aktivitisanak maximumat 4°C-on
100 mM glutaraldehiddel végzett 2 oréds keresztkotés esetén veszi fel. (4.2.2.4
fejezet)

e A Kkidolgozott immobilizacios médszerrel keresztkotések jonnek létre az
enzim molekulak kozott, amelyekb6l aggregatumok keletkeznek, amit
elektronmikroszkopos felvételek segitségeével erdsitettem meg.
Megallapitottam, hogy a kidolgozott moddszerrel a membranon 0,39 pm
atmérdjli aggregatumok alakultak ki. (4.2.3.1 fejezet).

e Meghatdroztam, hogy az immobiliziciés eljaras sorian megvaltozik
membrin porusmérete, valamint az aggregatumok jelenléte miatt csokken a
membran permeabilitdsa. A membran poérusmérete az immobilizalast kovetden
0,19 pm-ré6l 0,24 pm-re novekedett. A membran desztillalt vizzel
meghatarozott térfogatdirama a nyomastdl fiiggéen, atlagosan 21%-kal

csokkent. (4.2.3.2. fejezet)

Kapcsolodo publikaciok: 3, 8, 13

Megallapitottam, hogy az eldallitott lakkdz tartalmu, celluloz-acetat alapa
enzimkatalitikus membrannal végzett atalakitas hatékonysaga fiigg a
szubsztrat térfogataramatél. ABTS szubsztrat atalakitdsa soran a konverzid és a
térfogataram forditottan aranyos és a valtozas exponencialis 0sszefiiggéssel irhato le
a vizsgalt 0,4 — 1,9 liter/6ra tartomanyon. Az alacsonyabb térfogatarammal végzett
diklofenak atalakitas azonban a térfogatdram-konverziot leird fiiggvény minimumot

vesz fel, a vizsgalt 0,02 — 0,07 liter/6ra kozotti tartomanyon. (4.2.3.4. fejezet)

Kapcsolddo publikaciok: 3, 13
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5. Meérési adatok segitségével megerdsitettem, hogy a szabad enzimmel ¢és

membranon immobilizalt enzimmel végzett diklofenak atalakitas soran

keletkez6 Kkisebb oldhatosagu reakciotermékek mikrosziirés segitségével

eltavolithatoak.

Az oxidoreduktaz enzimek altal katalizalt kémiai reakcidban a szakirodalmi
informaciok elemzése alapjan megallapitottam, hogy a keletkezd
reakciotermékek toxicitdsa az adott komponenstdl fiiggden valtozhat, ezért
olyan immobilizaciés modszerek kidolgozasat célszerii elvégezni, amelyek
ezen anyagok eltavolitdsara is alkalmasak. A keletkezd reakciotermékek a
lakkaz 4ltal katalizalt reakcioban 4&ltalaban a kiinduldsi komponensbdl
Osszekapcsolddd molekuldk keletkeznek, amelyek elvalasztasa adszorpcios
vagy membran-szeparacios eljarasokkal lehetséges.

A szabad enzimmel végzett diklofendk atalakitas soran a keletkezo
reakciotermékek egy része sarga szini, 450 nm korili UV-Vis elnyeléssel
rendelkezd reakciotermékek adnak. Mivel ezek oldhatosaga kisebb, mint a
kiinduldsi komponensé, ezért kivalnak az oldatbol. Az enzimatikus
membrannal végzett 4talakitds sordn egyszeri atsziirés esetén ezen
reakciotermékek nem keriilnek eltavolitdsra, azonban a permedtum

visszaforgatasaval ezek egy része eltavolithato. (4.2.4. fejezet)

Kapcsolodo publikaciok: 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

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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4.

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)

e [ 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 pm. (See Chapter 4.2.3.1).

e [ 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 pm to 0.24 pm. 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

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 I/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

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.
o 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
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Mellékletek

1. szamu melléklet

Optimalizalas soran kapott linearis regresszios tabla

Paraméter Paraméter- Std. hiba t-proba p-érték
becslés

(Tengelymetszet) 371,23 10,524 35,276 0,00000
A 92,8 9,0903 10,209 0,00001

B 40,1 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
A2 -51,01 17,39 -2,9333 0,01890
B"2 -9,5103 17,39 -0,54688 0,59938
Cc"2 -53,51 17,39 -3,077 0,015185
A:B:C -7,375 10,163 -0,72565 0,48873

Megfigyelések szama: 19, szabadsagfokra esd hiba: 8
Négyzetes-hiba: 28,7

Korrelacios egyiitthatd (R?): 0,966,

Korrigalt R%: 0,923

F-statisztika vs. konstans modell 6sszehasoniltasa: 22,7,

p-érték = 8,47E-05
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