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Kivonat

Az enzimek mukodési idejének meghosszabbitdsa, azaz az enzim stabilizalasa
alapvetéen fontos a gazdasagosabb ipari alkalmazdsokhoz. A hagyomanyos enzim
stabilizalasi technikdk nagy hatranya a stabilizalt enzimek aktivitasanak jelent6és mértéki
csOkkenése a katalitikus folyamat soran. Masrészt a hordozok mérete legtobbszor jelentds
diffuziés gatlast okozhat, amely csokkenti a diffuzids anyagtranszport és ezzel a biokémiai
folyamat sebességét. A hordozé méretének csokkentése nanotechnoldgia alkalmazasaval ezért
igen nagy jelentdségu.

Az enzimek ipari alkalmazhatosaganak javitasa cé€ljabol a jelolt olyan enzim
nanorészecskéket allitott eld, amelyekben cél szerint minden egyes enzim molekula
elkiilonitetten beburkolésra keriil egy hozzavetdleg 3-5 nm vastag térhalds polimer réteggel. A
kutatas célja annak megvizsgalasa volt, hogy, lehetséges-e az enzim nanorészecskék
kialakitasaval stabilizalni ipari alkalmazhatdsag szempontjabol fontos enzimeket, pl. cellulaz
enzim komplexeket, hemicelluldzokat, amelyeket nagy mennyiségben alkalmaznak
biolizemanyagok eldallitasahoz. Ezért a-kimotripszin enzimen végzett eredményes
kisérleteket kovetden a jeldlt celluldz, illetve hemicelluldz enzimekbdl alakitott ki enzim
nanorészecskéket.

Az enzim nanorészecskék eldallitasahoz a jelolt két irodalmi modszerbdl indult ki (Kim
¢és Grate, 2003; Yan et al., 2006a). A két modszer alkalmazasanak tapasztalatai alapjan
egyszeribb ¢és hatékonyabb eljarast dolgozott ki. Az ) szintézis modszerben a
feliilletmodositashoz akrilsav-klorid, kénnyen bomlo reagenst hasznalt, gélkromatografias
oldatcsere helyett dializissel tisztitotta a terméket. Az enzim nanorészecskék eléallitasat vizes
oldatban végezte egyetlen puffer oldat alkalmazasaval.

A jelolt kisérleti eredményei szerint valamennyi vizsgalt enzim (a-Kimotripszin, T.
reesei-bol izolalt cellulaz enzim komplex, valamint T. fusca-bol izolalt f-D-xilozidaz, S-D-
mannozidaz, endocellulaz és endomannanaz) negyven-nyolcvanszor stabilabbnak bizonyult a
természetes formaban reagald enzimeknél. Az a-Kimotripszin és a cellulaz enzimek jelentds
pH-stabilitassal is rendelkeznek, a-kimotripszin esetében pH = 1,5 értéken is megdrizték
eredeti aktivitasuk felét, cellulaz enzim komplex esetében pH = 1,5 és pH = 12 értékeken
ugyanolyan aktivitast mutattak, mint a miikodésiik optimalis pH értéken (pH = 5-6). A kezelt
cellulaz és a hemicelluldz enzimek megdrizték katalitikus aktivitdsukat €s igen jo hdstabilitast
mutattak, 80 °C-on kozel olyan stabil volt, mint alacsonyabb hémérsékleteken.



Abstract

In order to make the industrial application of enzymes as biocatalysts more attractive,
due to its increased stability, single enzyme nanoparticles were synthesized, where each
enzyme molecule was covered individually by an approximately 3-5 nm thick cross-linked
polymer layer. The main goal of the research was to investigate, how the above-mentioned
method can stabilize the industrially important enzymes, e. g. cellulase enzyme complexes
and hemicellulase enzymes, which are used on a large scale in industry. Therefore, after
successful experiments, carried out with a-chymotrypsin enzyme, cellulase enzyme
complexes and hemicellulase enzymes were prepared as enzyme nanoparticles. The thin
polymer layer, synthesized around a single enzyme molecule, did not hinder even the large
polymer molecules to be bound to the cellulase enzyme enabling it to exert its biocatalytic
activity.

Two methods were studied in the literature to synthesize single enzyme nanoparticles
(Kim and Grate, 2003; Yan et al., 2006a). A new method was developed by the candidate from
the experiences of these two methods. The surface modification was carried out by acryloyl
chloride reagent breaking down easily in aqueous solution and the unreacted reagents were
separated by dialysis membrane instead of more complex gel chromatography. Synthesis itself
was realized in agueous solution and only one single buffer solution was used for it.

It has been proved that all of the investigated enzymes (a-chymotrypsin, cellulase
enzyme complex isolated from T. reesei, and -D-Xxylosidase, -D-mannosidase, endocellulase
and endomannanase enzymes isolated from T. fusca) are 40-80 times more stable in the form
of single enzyme nanoparticles than that of the native (untreated) enzymes. Single enzyme
nanoparticles prepared from a-chymotrypsin and hemicellulase enzymes retain their stability
at stirring at 150 rpm, while natural ones lose it. Enzyme nanoparticles prepared from a-
chymotrypsin and cellulase enzymes have good pH stability. Single chymotrypsin enzyme
nanoparticles retain about the half of their original activity at the values of pH = 1.5 and pH =
8 and cellulase enzyme nanoparticles have the same activity value at these pH-values as that
of its activity at optimal pH value (pH = 5-6). Cellulase and hemicellulase enzyme
nanoparticles are of excellent heat stability. Stability of these nanoparticles is as high, at
80 °C, as that at about 50 °C.



Auszug

Die Verlangerung der vollen Enzymaktivitit, das heisst die Stabilisisierung der
Enzyme, von grundlegender Wichtigkeit in der industriellen Anwendung. Die traditionellen
Enzymstabilisationsmethoden haben den grossen Nachteil, dass die Aktivitét der stabilisierten
Enzyme wihrend des Stabilisationsprozesses zuriickgeht, anderseits verursacht die Grosse der
Trager in den meisten Fillen eine Diffusionhinderung, die die Geschwindigkeit des Prozesses
verringert. Die Verminderung der Triagergroe mittels der Nanotechnologie hat eine grosse
Bedeutung.

Zur Verbesserung der industriellen Anwendung der Enzyme habe ich separate
Enzymnanoteilchen hergestellt, wobei jedes einzelne Enzymmolekiil zielorientiert mit einer
vernetzten Polymerschicht von zirka 2-5 Nanometer einzeln eingehiillt wurde. Das Ziel
meiner Forschung war, die Moglichkeit der Stabilisierung der industriell so bedeutenden
Enzyme wie zum Beispiel Cellulaseenzymkomplexe, Hemicellulasen mit der Herstellung von
Enzymnanoteilchen zu untersuchen. So habe ich nach den erfolgreichen Experimenten mit
Chymotrypsinenzym aus Cellulase- und Hemicellulaseenzymen einzelne Enzymnanoteilchen
erzeugt. Die Cellulase- und Hemicellulaseenzyme sind in der Papierindustrie weitergehend
bei der Herstellung von Bioetanol sehr wichtig.

Nach eine der Methoden (Kim und Grate, 2003) lauft die Erzeugung der einzelnen
Enzymnanoteilchen in drei Schritten, die Oberflichenverdnderung der Enzymmolekiile in
wassriger Losung, eine Polymerisation in organischer Losung und die Quervernetzung
zwischen den entstandenen Polymerfasern in wassriger Lorung. Nach der zweiten Methode
(Yan et al., 2006a) geschieht die Verdnderung der Oberflache der Enzymmolekule mit n-
Akryloxisuccimid und die darauffolgende Polymerisation von den Enzymmolekiiloberfldchen
und Vernetzung in einem Schritt. Aufgrund der Erfahrungen mit den obigen Methoden habe
ich einen einfacheren und wirksameren Prozess ausgearbeitet. Es wurde das leicht zerfallende
Acrylsdure-Chlorid zu der Oberflachenverdanderung verwendet und das Produkt mit Dialyse
anstatt Gelkromatography gereinigt. Die Herstellung der Enzymnanoteilchen wurde in
wassriger Losung durchgefiihrt mit Anwendung einer einzigen Buffer Losung.

Alle von mir untersuchten Enzyme (Chymotrypsin, B-Xilosidase, B-Mannonidase,
Endocellulase, Endomannanase) haben sich als vierzig- achtzigmal stabiler erwiesen als die
Ausgangsenzyme. Die einzelnen Enzymnanoteilchen haben ihre Stabilitét sogar bei Schiitteln
von 150 rpm bewahrt. Chymotriyspin und die Cellulaseenzyme haben auch je eine pH-
Stabilitdt. Be1 dem pH-Wert von 1,5 und 12 hat das Chymotripsin die Hélfte seiner originalen
Stabilitdt, die Cellulaseenzymkomplexe weisen bei diesen pH-Werten dieselbe Stabilitét auf
wie bei dem pH-Optimum. Die Cellulase- und Hemicellulaseenzyme haben auch eine
Wirmestabilitit, sie zeigen eine dhnliche Stabilitdt bei 80 Grad Celsius wie bei niedrigen
Temperaturen.



1 Bevezetés, célkitiizések

Az enzimek katalitikus aktivitassal rendelkezé fehérjék. Rendkiviil specifikusak és a
mukodeésiik soran alig, vagy egyaltalan nem keletkeznek melléktermékek, ezért az enzimek az
ipar szamdra idedlis katalizatort jelenthetnek. Az enzimes biokatalizis altalaban
régidspecifikus, kemospecifikus és sztereospecifikus reakciokat jelent szemben a
hagyomanyos kémiai eljarasokkal. Ma egyre elterjedtebben helyettesitik a hagyomanyos
katalizatorokat enzimekkel, mert azok alkalmazasa kornyezetkiméld és hatékony technologiat
jelent a molekulak kémiai atalakitasat tekintve hagyomanyos miiveleti 1épésekkel szemben (1.
tablazat).

1. tablazat Az enzimes ipari miiveletek elényei és hatranyai a hagyomanyos miiveletekkel szemben

Elényok Hatranyok Irodalom
e Az enzimek ersen
1 ris szubsztratum ¢és
E(?Il:llih?uljak a reakcid specifikusak;
k:taliazéto- e nem hoznak létre
rokat. mert mellékterméket;
* Eg;nn S:EQ; 3t/e2|k a (da Costa Sousa et al.,
< : k erpekomvek 2009; Binod et al.,
o kevés vegyszert ¢ azenzimek Crzekenyex, | 5010; Moreno et al.,
ioénvelnek: konnyen elveszitik 2015)
ettt geny ’ e aktivitasukat;
Koltségha- . . Koltségi-
] o Kis energia- ) . P
tékonyak, befektetéssel gényesek, e az enzimek elballitasa
mert mitkddtetheték: mert sok esetben koltséges;
e enyhe reakciokoriil- o alacsony a mechanikai
ményeket igényelnek. stabilitasuk.
o specialis korr6zioalld * tObb, enzim e.seteb.er,l .
reaktor: nehézkes optimalizalast
' és szabalyozast;
i e 3ok esethen (Taherzadeh and
sNin}irl?sé os e avegyipari hulladékok ?gzugﬁzt kereskedelmi Karimi, 2008; Saritha
& kezelése; geny forgalomban nem et al., 2012)
kaphat6 enzimeket;
o méreatelenité o olykor kofaktor
gtelenités. 12
regeneralast.

Az ipari enzimes biokatalizis a biotechnologia ,harmadik hulldmat” jelenti a
gyogyszeripari (voros biotechnologia) és a mezdgazdasagi (zold biotechnologia) ,,hulldmot™
kovetden (Marrs et al., 1999). Az ipari enzimekkel megvalosuld biokatalizis része a tiszta
vegyipart megteremtd un. ,,fehér biotechnoldgianak”, amelynek harom {6 jellemvonasa, hogy
1) koolajtol fliggetlen, megujuld nyersanyagokat hasznal, 2) nem bocsat ki a feltétlentil
sziikségesnél tobb COj-ot és 3) energiatakarékos (Hetényi et al., 2008). Az ipari enzim
felhasznalason alapuld biotechnologiai kutatdsok tehat a fenntarthatod fejlddés megvalositasa
szempontjabol is kiemelt jelentOségliek.

Az enzimek legfontosabb ipari alkalmazasai koziill kiemelt jelentoségiiek a
gyogyszeripar (41%), az ¢élelmiszeripar, az allati takarmanyozas (17%), a detergens gyartas
(17%), a bor és papirgyartds (17%) valamint a textilipari alkalmazéasok (8%) (Iyer és
Ananthanarayan, 2008). A masodik generacios bioetanol gyartasban a lignocelluloz
hidrolizise gyakran celluldaz enzimekkel torténik. A bioetanol eldéllitasanak a forgalma
folyamatosan novekszik. Az Eurdpai Unid eldirasa szerint 2020-ig az Osszes iizemanyag
forgalom 10%-at kell kitennie biotizemanyagoknak (Xavier et al., 2010). A globalis piacon az
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enzimek jelentik az egyik legstabilabb terméket, ugyanis valamennyi teriileten a felhasznalt
mennyiségiik folyamatosan né. Az ipari enzimek az éves forgalma 2016-ban mintegy 5
millidrd dollar volt és 2021-re 6,3 milliard dollaros forgalmat josolnak, az 6t éves periodusban
évente mintegy 4,7%-os forgalomnovekedéssel szamolva (BBC Research, 2017).

Az enzimek ipari hasznositasanak egyik nagy korlatja rovid életidejik, amely
Iényegesen novelheti a biokatalitikus folyamatok koltségeit (1. tablazat), ezért az enzim
miikodési idejének meghosszabbitasa, amelyet kiillonb6z6 stabilizalasi technikékkal hajtanak
végre, igen fontos. Az enzimek rovid ¢letidejének oka az enzimek érzékenysége kornyezetiik
kis valtozasaira (pH, ionerdsség, homérséklet, stb.) (Iyer és Ananthanarayan, 2008). A
hagyomanyos enzimstabilizalasi technikak — mint pl. az enzimek rogzitése kiilonbozo
hordozokra — gyakori hatranya, hogy a viszonylag nagyméretli hordozok akadalyozzak az
enzimek és a szubsztratum mozgasat és emiatt lassul a szubsztratumok anyagtranszportja az
enzimek aktiv centruma felé. A rogzitett enzimek hatékonysaga ndvelhetd a hordozo
részecske méretének csokkentésével (Wang, 2006). A nanoméretii termékeket eldallito
eljarasok elterjedése szamos lehetdséget nyujt a hordozo részecskék méretének csokkentésére.
A kisebb méretii hordozo esetében megnd a szabad fajlagos feliilet nagysadga, amelyhez az
enzimet rogziteni lehet, ezaltal kevesebb hordozora van sziikség ugyanannyi enzim reaktorba
juttatdsdhoz. Ha a hordoz6é méretét néhany nanométeresre csokkentjiik, ez a hatas még
szembetlindbb, ugyanakkor a nano mérettartomany kovetkeztében wjabb kedvezd hatdsok
jelenhetnek meg, amelyek tovabb ndvelik a stabilizalt enzimek hatékonysagat (Wang, 2006;
Gao és Ma, 2012).

Ertekezésem alapjaul szolgalé munkam célja kiilonbz6 enzimek stabilizaldsa volt. Az
enzim stabilizalasanak a lényege, hogy az enzimet vékony, porozus polimerréteggel vonom be
kiilonb6z6 kémai mddszerekkel. Az enzimek stabilitdsi paramétereinek meghatdrozdsdhoz az
ipari alkalmazhatdsag volt a f6 szempont. Célom elérése érdekében olyan enzimmodositast
alkalmaztam, amely az enzim méretével dsszevethetd méreti — néhany nanométeres — egyedi
enzim nanorészecskéket allit eld és ez altal a stabilizalt enzimek lényegében molekulérisan
oldott allapotban vannak jelen a folyadékban és konnyen diffundalhatnak. Ugyanakkor a
stabilizal6 réteg olyan vékony €s annyira porozus, hogy nem gatolja szamottevé mértékben a
eltavozasat az enzim feliiletérél, tehat lényegében nem gatolja magat az enzimkatalitikus
aktivitast. Ezaltal a hagyomanyos enzimek sokkal szélesebb korben hasznalhatéak az iparban
¢s a felhasznalt mennyiségiik is csokkenthetd, mert egy reakcio ciklus utan az aktivitasukat
megOrzott enzimek Ujra, tobb cikluson keresztiil felhasznalhatdak.

Kutatomunkam célja az enzim stabilitdsanak ndvelése kémiai elOkezeléssel, amely
elésegitheti e biokatalizator gazdasdgosabb alkalmazéasat. Az irodalmi adatok alapjan az
enzimek bevonasa vékony, atereszt6 térhalos polimer réteggel (Kim és Grate, 2003; Yan et al.,
2006a) lényegesen novelheti a stabilitast.

Az elveégzett kisérleti munka rovid attekintése:

1. Megismételtem az irodalomban, az enzim nanorészecskékkel végzett kisérleteket

(Kim és Grate, 2003). Az a-kimotripszin enzimmel allitottam el egyedi enzim
nanorészecskéket.

2. Vizsgaltam az egyedi enzim nanorészecskék aktivitasat a pH fliggvényében.

3. Ipari szempontbol jelentds enzimeket (cellulaz és hemicelluldz enzimek) is
stabilizaltam.

4. Megvizsgaltam a fenti enzimek ho- és pH stabilitasat.

5. Uj, altalam moédositott, csak vizes kozeget igénylé eljarast alkalmaztam az enzimek
bevonasara; ez lehetové tette érzékenyebb enzimek (f-xiloziddz, f-mannozidaz) ily
modon torténd stabilizalasat is.
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2 lrodalmi artekintés

2.1 Az enzimek miikodésével kapcsolatos alapveté definiciok: aktivitas,
stabilitas, féléletido

Az enzimek aktivitasa az iddegység alatt atalakitott szubsztratum mennyisége. Az
enzimek miikodése szamszeriien jellemezheté aktivitasuk megadasaval, ha figyelembe
vessziik az adott aktivitast kifejtd enzimek mennyiségét is. Ez a szam az enzimek specifikus
aktivitasa, 1d. (1) egyenlet:

Atalakitott szubsztratum mennyisége
Specifikus aktivitas = 1)
Fehérjemennyiség x 1d6

Az enzimek és altalaban a fehérjék eldallitasuk, tarolasuk és ipari alkalmazéasuk soran
konnyen elveszithetik aktivitasukat a szerkezetiik 4talakulasa kovetkeztében (Iyer &s
Ananthanarayan, 2008). Az enzimek aktivitassal jellemezhetd miikddésének elvesztése a
denaturacio, amely egy masik, inaktiv harmadlagos szerkezet kialakulasat jelenti. A fehérjét
alkotd polipeptid lanc széttekeredésével (,,unfolding”) olyan rendezetlen szerkezet jon létre,
ahol mar nem illeszkedik a szubsztratum az enzim aktiv centruméba a kulcs-zar mechanizmus
Szerint, ezért az enzim a miikodését mar nem tudja kifejteni. Ez a széttekeredés lehet
reverzibilis, vagyis a széttekeredett fehérje konformacidja visszaalakulhat az aktiv
konforméciova. Ezt a visszatekeredést refoldingnak nevezziik. Az enzimek stabilitdsanal
megkiilonboztethetiink termodinamikai vagy konformacios stabilitast és hosszu tava vagy
kinetikai stabilitast (Polizzi et al., 2007). A termodinamikai stabilitdas az enzim
az irreverzibilis behatasokkal szembeni ellendllast jelenti (pl. az enzimkatalitikus aktivitas
megtartasa). Az enzimek destabilizalédasa a Lumry—Eyring modell (Lumry és Eyring, 1954)
szerint két 1épésbdl all: egy reverzibilis széttekeredésbdl és egy irreverzibilis aggregaciobal,
ahol az enzimek kicsapodnak és miikodésiiket végleg elveszitik (2).

kU kI
[N] = [U]-I] ()
kg

crer

ey

[1] az irreverzibilisen kicsapodott enzim koncentracio az oldatban;

ky az enzim reverzibilis széttekeredésére jellemz6 sebességi allando;

kraz enzim reverzibilis Gsszetekeredésére jellemzé sebességi allando;

k) az enzim irreverzibilis széttekeredésére jellemzé sebességi allando.

Az enzimmolekula alapesetben az N természetes aktiv allapotdban egyensulyban van a
félig denaturdlt, inaktiv U allapottal. Magasabb hdmérsékleten az enzim hajlamos a
széttekeredésre. Azt a homérsékletet, ahol (N) = (U) az enzim T, Gin. denaturacios (olvadasi)
hémérsékletének nevezziik. T, értéke eltérd lehet, altalaban 50-80 °C kozétt valtozik (Misset
és van Dijk, 1998). Megjegyzendd, hogy ez leegyszertsitett modell, a valdosagban nagyon sok
reverzibilis 1épés vezet az enzimek inaktivalodasahoz (Baici, 2015). Az enzimek stabilitasat
un. féléletidejiikkel (t12) jellemezhetjiik. Az enzimek féléletideje az az idGtartam, ami alatt az
enzim fajlagos aktivitasa felére csokken.
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2.2 Az enzimmiikodés hatékonysaganak novelésére iranyuloé technolégiak

Az enzimek ipari alkalmazhatésaga szempontjabol alapvetd tulajdonsdg az enzimek
rovid ¢életideje (alacsony stabilitas érték) €s a kiilsé kornyezet (hdmérséklet, pH, ionerdsség,
oldészer mindsége, mechanikai igénybevétel) valtozasaira vald érzékenységiik, vagyis az
enzimek a nem optimalis korilmények hatasdra konnyen széttekeredhetnek és ezzel
elveszithetik aktivitdsukat. Az enzimek stabilitasanak novelése tehat a fehérje molekuldk
széttekeredésének megakadalyozasat jelenti. Az életidd, azaz az aktivitasuk megdrzésére sok
lehetdség kinalkozik. Hosszabb ¢letidovel rendelkezd enzimekbdl kevesebb mennyiség
elegendd, ugyanakkor ndvekedik az enzim reaktorok miikddési ideje és kiboviilnek az enzim
ujrafelhasznalasanak lehetdségei is (Kim et al., 2006a).

2.2.1 Az enzim stabilitasat befolydsolo tényezok

Az enzimek stabilitdsat molekularis szinten belsd, a molekula sajatossagaibol adodo,
illetve kiilsd, a molekularis kornyezet megvaltozdsaibol adodod Osszetevokre lehet bontani
(Iyer és Ananthanarayan, 2008).

1) Az enzim stabilitasat befolyasold belsd, vagy ,,intrinsic” tényezdk: a) az aminosav
Osszetétel, b) az un. stabilizal6 szekvencidk az aminosavak kozott, ¢) hidrogén hidak, d)
hidrofob kolcsonhatasok e) diszulfid hidak, f) ha l1éteznek alegységek, akkor az alegységek
kozotti stabilizaciod és oligomerizacio.

2) Az enzimek stabilitdsat befolydsolod kiilsé vagy kornyezeti tényezOk az enzim
molekula optimalis mikddéséhez sziikséges fizikai és kémiai feltételek (hémérséklet, pH,
ionerdség).

Valamennyi felsorolt tényezd befolyasolhatd és altaluk az enzim stabilitdsa novelhetd.
Kiilonb6z0 technikékkal olyan mikrokdrnyezetet biztosithatunk az enzim molekuldk szdmara,
amelyben az optimalis kornyezeti feltételek megmaradnak és ez altal az enzim meg tudja
6rizni katalitikus aktivitasat (Iyer és Ananthanarayan, 2008) (Id. 2.2.2 alfejezet).

2.2.2 Hagyomanyos enzimstabilizalo technikdk

Az enzimek élettartamanak novelése, vagyis az enzim stabilizaldsanak hagyomdényos
modszerei 1) az enzim valamilyen hordozo részecskéhez torténd rogzitése (immobilizacio) 2)
az enzim feliilletének modositasa, amellyel megvaltozhatnak oldhatdsagi tulajdonsagai, 3) a
fehérje mérnokséggel 4) a reakciokozeg mérndkség. A legfontosabb hagyomanyos
enzimstabilizalo technikakat az 1. dbran szemléltetem. A sarga E jelzésli kerek elemek enzim
molekuldkat szimbolizélnak, a piros pontok kovalens kotéseket jelentenek az enzimek
feliiletén.

1) Az enzim stablilzalasi technikéak koziil a leggyakrabban hasznalt technologia az enzim
rogzitése szilard hordozohoz (enzim immobilizacio). A rogzités a hordozo anyag liregeibe
vagy feliiletére torténhet adszorpcioval, illetve kovalens kotéssel (Tischer és Kasche, 1999;
Livage et al., 2001; Datta et al., 2013). Az enzimek rogzitésének meghatarozo tényezoi: a) az
enzim, b) a matrix vagy hordozo, amihez az enzimet rogzitik és c) a rogzités modja
(Mahmoud ¢s Helmy, 2009). Az enzim molekula és a hordozo kozotti tobb ponton torténd
kotés csokkentheti az enzim széttekeredés (unfolding) sebességét és ilyen mdodon ndvelheti az
enzim miikddésének stabilitasat (Rayalu et al., 2012). Az enzim rogzitése a katalizator
ujrafelhasznélds, a folyamatos miikodés és a termék tisztitdsa szempontjabol is jelentds,
azonban a rogzitett enzim aktivitasa jelentésen csokkenhet (Demirjian et al., 1999) (1. abra).
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/ \/
1) Enzim immobilizalas 2) Enzim mdédositas
3) Fehérje mérnokség 4) Reakcidokdzeg
mérndkség

5) Keresztkdtott enzim- 6) Keresztkdtott enzim
kristalyok aggregatumok

1. abra Az enzimstabilizalas hagyomanyos technikai

2) Az enzimmddositas az enzim molekula olyan kovalens reakcidjaval definialhato,
amely funkcids csoportok vagy polimerek felszinhez kétddésével megvaltoztathatja a felszini
tulajdonsagokat és az enzim stabilabb miikodését eredményezheti (Tischer és Kasche, 1999;
Mozhaev, 1993; Desantis és Jones, 1999; Govardhan, 1999) (1. abra).

3) A fehérjemérndkség a fehérje aminosav szekvencidjanak molekularis bioldgiai
modszerekkel torténd megvaltoztatasat jelenti (pl. iranyitott evolicid vagy helyspecifikus
mutagenezis) egy stabilabb bels6 szerkezet elérése érdekében (Arnold et al., 2001; Lehmann
¢és Wyss, 2001; Brannigan és Wilkinson, 2002; O’fagain, 2003) (1. abra).

4) A reakciokozeg mérnokség ezzel szemben az enzim koriili kdzeg valtoztatasaval
modositja az enzim szerkezetét. Alkalmazhatnak nem vizes reakciokozeget, vagy
valtoztathatjak a reakciokozeg iondsszetételét (Klibanov, 2001; Lee és Dordick, 2002) (1.
abra). Ujabban elterjedt enzimstabilizdl6 médszerek

5) a keresztkotott enzim-kristalyok (crosslinked enzyme crystals) (Cui és Jia, 2015),
vagy

6) a keresztkotott enzim-aggregatumok (crosslinked enzyme aggregates) (Schoevaart et
al., 2004) kialakitasa.

2.2.3 A nanoméretii hordozok hatdsai az enzimek hatékonyabb miikodésére

Az enzimmiikddés hatékonysdga javithatd6 a hordozd anyag szerkezetének
véltoztatasaval (pl. porusos anyagok hasznélatdval az enzim molekuldk nem csak a hordozé
feliiletén, hanem a podrusok iiregeiben is megkotddhetnek), vagy a hordozd méretének
csokkentésével. A nanoméretli hordozok tdgabb definicid szerint 500 nanométernél kisebb
atmér6jiiek, azonban igazabol az 50 nm-nél kisebb hordozok esetében beszélhetiink
kiilonleges fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkezé nano-hordozokrol (ld. alabb). Az
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enzimhordozok méretének csokkentése tobb szempontbol is elénydsebb:

1) a kisméretii hordozo részecskék nagyobb fajlagos feliiletet biztositanak az enzim
rogzitéséhez, ezért a hordozobol kevesebb mennyiség is elegendd ugyanannyi enzim
rogzitéséhez.

2) Az 50 nm-nél kisebb mérettartomanyban az enzimek a hordozokkal egyiitt nem
tekinthetok mar kiilon (szilard) fazisnak az oldatban. Ennek kovetkeztében a nanoméretii
részecskék viszonylag szabad diffizidja az oldatban segiti az enzimek hatékonyabb
milkodését (Jia et al., 2003; Hu et al., 2007), kozel tudnak jutni a nagyobb méretii
szubsztratumokhoz (pl. kristalyos cellul6z) és emiatt a szabad enzimekhez hasonloan
viselkednek (Jia et al., 2003).

3) Ugyanakkor az enzim stabilitas tekintetében hasonlit a rogzitett enzimekéhez,
oldatban mégis tigy viselkedik, mintha nem lenne rogzitett (Wang, 2006).

Az enzim méretével Osszemérhetd térbe (pl. mikroemulzidk) zarva az enzimet szintén
csdkken az enzim széttekeredésének a valdszintisége (Daubresse et al., 1994). Ureges szilard
hordoz6 belsejében, pl. mesterséges sejtre emlékeztetd, 100 pm-nél kisebb méretii polimer
kapszulaba zart a-kimotripszin enzim fél életideje 143-szorosara né (Wang et al., 2005b). Az
enzim kovalens hozzakapcsolasa tobb ponton egy polimer halohoz sokkal nagyobb mértékben
noveli az enzim stabilitasat, mint a fizikai adszorpcié feliiletekre (Mozhaev et al., 1990a;
Mozhaev et al., 1990b; Mozhaev, 1993). Az utdbbi évtizedben ugrasszerii fejlédésnek
indultak az enzimek, illetve fehérje természetli bioldgiailag aktiv makromolekuldk
nanométeres mérettartomanyba esé kompozitjainak a kutatasa.

2.3 Az enzim tartalmu osszetett nanobioanyagok osztalyozasa

2.3.1 Alapveto definiciok

A nanoméretii hordozok segitségével stabilizalt enzimek, illetve altaldban a nanoméretii
Osszetett anyagok megkiilonboztetésére kiilonb6zé fogalmakat hasznalnak. Ezért az egyedi
enzim nanorészecskék targyalasa el6tt érdemes tisztazni ezeket a sokszor atfedd, vagy rokon
értelmli fogalmakat. Az egyes fogalmak jelentésébe tartozo tartalmakat (fogalmi mezdket),
illetve azok atfedéseit a 2. abran Venn-diagram alapjan mutatom be, ahol az egyes fogalmi
mezoket, mint halmazokat abrazoltam és személetesen latszik, hogy melyik halmaz
melyiknek a részhalmaza, vagy melyik halmaznak melyikkel van atfedése, azaz értelmezési
tartomanyaik atfedik egymast.

A nanobiotechnologia, vagy bionanotechnoldgia (olykor nanobioldgidnak is nevezik) a
nanotechnologia €s a biologia hatérteriiletén elhelyezkedd tudomanyag. Tartalmat tekintve a
szerkezeti molekularis bioldgia és a molekularis nanotechnoldgia kozotti dsszefiiggéseket
tanulmanyozza, illetve tarja fel, valamint ezen Osszefiiggések segitségével allit eld 1)
tulajdonsagokkal rendelkez6 anyagokat (Gazit, 2007; Boisseau et al., 2007). A nanokémia a
nano-termékek eldallitasanak kémiajaval foglalkozik (Ozin és Cademartiri, 2009).

A kompozit anyagok vagy Osszetett anyagok két vagy tobb kiillonb6z6 anyagi mindségii
OsszetevOobol allo Osszetett anyagi rendszerek, amelyek az egyes Osszetevokétdl eltérd fizikai,
vagy kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek (Cantwell és Morton, 1991). Biokompozit
anyagoknak nevezziik az olyan Osszetett felépitési anyagokat, ahol legalabb az egyik
Osszetevo biologiai eredetli (Fowler et al., 2006). Nanokompozit anyagnak nevezziik azokat a
kompozit anyagokat, amelyeknél legalabb az egyik Osszetevd mérete a nano
mérettartomanyba esik (Kumar, 2010). Nanobiokompozit anyagoknak nevezziik az olyan
nanokompozitokat, amelyeknél legalabb az egyik OsszetevO biologiai eredetii (Roach et al.,
2007). A nanobiokompozitok tehat a nanokompozitok €s a biokompozitok halmazanak
metszetei (2. abra).
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A hibrid anyagok, vagy nanohibridek olyan nanokompozitok, ahol minden dsszetevo a
nano mérettartomanyba esik (Kickelbick, 2007). Biomolekula/nanoanyag hibrid rendszerek
esetében az egyik nanoméretli Osszetevé bioldgiai eredetii (Zahavy et al., 2012). A
nanobiohibridek tehat a nanobiokompozitok kozé sorolhatok (2. abra).

A biokonjugacio két vagy tobb molekula dsszekapcsolasat jelenti, amely altal olyan uj
komplexet kapunk, amely megorzi az 6sszekapcsolt molekulak tulajdonsagait. A természetes
vagy a szintetikus Osszetevok az egyéni sajatsagaikkal kémiailag kombinalhatok és ez altal
olyan egyediilallo tulajdonsagokkal rendelkezd anyagokat lehet 1étrehozni, amelyek jellemzo6i
finoman szabalyozhatok (Hermanson, 2008). Az enzim nanorészecskék egyszerre
beletartoznak a nanozimek, nanobiokonjugatumok és nanogélek fogalomkorébe, ezekkel az
elnevezésekkel is szoktdk Oket illetni az irodalomban, habdr nem fedik le teljesen azokat
(részletesebben 1d. a 2.3.1 fejezetet). A kiilonb6z6 fogalmak szerinti besorolasokat a 2. abran
rendszereztem.

Kompozit anyagok

2. abra Az enzim nanorészecskék besorolasaval kapcsolatos fogalmi mez6k halmazabraja (Menn-diagramja). A
kompozit anyagok lehetnek nanokompozitok és biokompozitok. Ez utobbiak halmazainak metszetébe tartoznak
a nanobiokompozit anyagok. A nanohibrid rendszerek részei a nanokompozit anyagoknak, de nem csak
nanobiokompozitok, viszont a nanobio hibrid rendszerek csak nanobiokompozitok lehetnek. Hasonléan a
nanokonjugatumok a nanohibrid rendszerek részhalmaza, de nem csak nanobio hibrid rendszerek tartoznak
kozéjiik, szemben a nanobio konjugatumokkal, amely a nanokonjugatumok részhalmaza. A nanogélek
nanokonjugatumok, de természetesen nem csak nanobiokonjugatumok lehetnek. A nanogélek és a nanozimek
halmazanak metszetébe tartoznak az egyedi enzim nanorészecskék (Hegediis és Nagy, 2014 alapjan).

Nézziink még néhany rokon kifejezést, amely az irodalomban el6fordul. Reaktiv
nanokolloidok ¢és mikrorendszerek alatt altalaban nanorészecskéket értenek, melyekhez
kiilonboz6 funkcionalis csoportokat kotnek (Elaissari, 2008). Nagyjabol egymasnak
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megfeleltethetd megnevezések a funkcionalis vagy multifunkcionalis nanorészecskék (Sajja et
al., 2009), a funkcionalis nanoszerkezetek (,,functional nanostructures™) (Perez et al., 2010), a
funkcionélis nanorendszerek (,,functional nanosystems”), vagy integralt nanorendszerek
(,,integrated nanosystems”) (Whang et al., 2003), valamint az egylittm{ikod6 nanorendszerek
(,,cooperative nanosystems”) (Wang és Zhou, 2010). A nanozimek nanotechnolodgiailag
modositott enzimek, tulajdonképpen biokonjugatumok (Pasquato et al., 2005).

A fehérje tartalmi nanobiokompozitokat feloszthatjuk 1) az eléallitas technikaja szerint,
2) a kompozit anyag mindsége, illetve szerkezete szerint, valamint 3) a kompozit anyagok
felhasznalasa szempontjabol. Felhasznalas szempontjabol a legfontosabb nagy csoportok: a)
szenzorikai felhasznalas, b) az ipari reaktorokban biokatalizatorként valo felhasznaléas és c)
gyogyszeripari felhasznaléds, ahol a kompozit anyag gyogyszerhatdanyag, illetve hatéanyag
hordozé is egyben.

2.3.2 A nanobiokompozitok felosztasa az eldallitas technikdja szerint

Az egyedi enzim nanorészecskék eldallitdsanak megértése szempontjabdl fontos
attekinteni a nanobiokompozitok felosztasat a szintézisiik tipusa szerint. Az el6allitas modja
szerint tehat megkiilonboztethetiink I) an. ,, grafting onto” technikdkat, amikor elsé 1épésben
elkészitjiik a nanométeres mérettartomanyba esd Osszetett (kompozit) anyagot és csak ezutdn
egy kovetkezd, masodik lépésben rogzitjilk hozza a fehérje természetli bioldgiailag aktiv
makromolekulakat (Ge et al., 2009a); II) Gn. ,,grafting from” technikdkat, ahol a hordozo
anyagot kozvetleniil a fehérje/enzim feliiletére szintetizaljak un. ,,in Situ” polimerizacidval.
Ebben az esetben a hordozoét in situ szintézissel allitjuk el6 és az altalaban teljesen koriilveszi
az enzimet (Ge et al., 2009a).

1) Az un. onszervezédd rendszerek esetében kiilsé beavatkozas nélkiil, csupan a
komponenseket a reakciokdzegbe juttatva spontdn moddon kialakulnak a nanobiokompozit
anyagok (Ge et al., 2009a). A kolcsonhatas lehet elektrosztatikus, hidrofob, vagy egyéb un.
nem kovalens, gyenge koélcsonhatas. Az altalunk tanulmanyozott enzim nanorészecskék
eldallitasanak is részét képezik onszervezddésen alapuld részlépések, ezért roviden érdemes
ezeket a technikdkat is attekinteni.

2.3.2.1 ,,Grafting onto” szintézis

A , grafting onto” szintézis esetén példaul a kompozit anyag lehet szervetlen és szerves
is (3. abra).

1) A szervetlen OsszetevOk kiterjedésiik szerint lehetnek a) nanorészecskek (0 dimenzios
hordoz6), pl. fém nanorészecskék (Brennan et al., 2006; Xu et al., 2007; Phadtare et al., 2004;
You et al., 2006; Manea et al., 2004; Gole et al., 2001; Cai et al., 2006), vagy magneses
nanorészecskék (Dyal et al., 2003; Tsang et al., 2006; Herdt et al., 2007), illetve szilika
nanorészecskék (Chan et al., 2017), vagy egyéb nanorészecskék (pl. CdS, arany) (Narayaan et
al., 2007; Du et al., 2014); b) nanocsévek (1 dimenzids hordozok) pl. egyfalu szén nanocsé
(Asuri et al., 2006); c) nanorétegek (2 dimenzids hordozo) pl. grafén (Shao et al., 2010); d)
mezoporusos gél (3 dimenzids hordozo) pl. mezopodrusos szilika gél (Kim et al., 2006a) vagy
mezoszerkezetti hab (Zhang et al., 2005).

2) A biokompozitok leggyakoribb alkotoi polimerek. Lehetnek szerves-szervetlen hibrid
kopolimerek vagy tisztan szerves komponensekbdl allo polimerek (Cummings et al., 2013). A
polimerek szerkezete szerint megkiilonboztethetiink

a) nanorészecskéket (Palocci et al., 2007; Tang et al., 2006; Tang et al., 2007a; Tang
et al., 2007b),

b) polimer szalakat (Jia et al., 2002; Kim et al., 2005), illetve peptid nanocséveket
(Yu et al., 2005),
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1. Szervetlen 6sszetevok 2. Szerves 0sszetevok
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3. abra ,,Grafting onto” szintézis technikakkal el6allitott enzim-nanobiokompozitok. A kompozit anyag lehet
szerves vagy szervetlen és a kiterjedése szerint 0 dimenzids (nanorészecske), 1 dimenzids (pl. nanocsé), 2
dimenzidés (nanorétegek) és 3 dimenzioés (pl. polimer térhalok).

Az enzim molekulat/molekulakat beburkolé réteg Egyedi
enzim
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4. abra ,,Grafting from” szintézis technikakkal eléallitott enzim-nanobiokompozitok. Az enzimeket koriilvevé
rétegek allhatnak szervetlen €s szerves komponensekbdl. Az enzim molekula tekinthetd egyetlen hatalmas
monomernek is, amihez kapcsolddnak a polimer szalak tobbi monomerei (,,Grafting from macromonomers™).
Egyes esetekben maga az enzim molekula a polimerizacio iniciatora is (,,Grafting from macroiniciators”).
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c) fehérje-polimer rétegeket, pl. dendrimer-enzim kompozitokat, ahol a fehérje
molekuldk, illetve a velilkk méretben és alakban azonos dendrimer gombok valtakozva
alkotnak monomolekularis rétegeket, vagy térhalos szerkezeteket (Ariga et al., 2014; Zeng et
al., 2007),

d) nanoméretii lireges, térhalds polimer hordozokat, amelyek iiregeiben talalhatok a
fehérjék, illetve enzimek (3. abra). A térhalot kialakitdo polimer lehet hagyomanyos térhalos
polimer (Gill és Ballesteros, 2000), vagy hiperelagazasos polimer (Ge et al., 2007) (az
elagazasos polimerek tipusairdl bévebben a 2.4.4.2 alfejezetben olvashatunk).

2.3.2.2 ,,Grafting from” szintézis

A ,, Grafting from” szintézis esetében az enzimeket korbevevo térhalos polimer réteg
felfoghat6 a nanogélek egy specidlis fajtijanak is. A ,.grafting from” technikdval eléallitott
nanobiokompozitokat (mas néven — ebben az esetben — fehérje nanorészecskéket) is
osztalyozhatjuk a fehérjék feliiletén kialakitott réteg anyagi mindsége szerint (4. abra).

1) Szervetlen dsszetevok esetén a burok lehet

a) porusos szervetlen anyag, pl. mezoporusos szilika (Ma et al., 2004; Hong et al.,
2017), vagy

b) un. szuperparamagneses tulajdonsagokkal rendelkezd, tehat kiilsé magneses térre
reagald, de magneses tulajdonsagait magneses tér nélkiil elveszté fém klaszterekkel beburkolt
enzimek (Hong et al., 2007; Yang et al., 2008);

¢) tireges héjak pl. fémhéj (Kumar et al., 2005), vagy mezoporusos szilika héj
(Sharma et al., 2005; Madadlou et al., 2010; Ariga et al., 2013) (4. abra).

2) Szerves 0sszetevOk esetében a fehérje nanorészecskék koriil kialakitott burok lehet

a) térhalds polimer gél (szerves-szervetlen hibrid szilika gél (Kim et al., 2006a; Kim
et al., 2006b; Hegediis és Nagy, 2009a; Hegediis és Nagy, 2009b, Gu et al., 2009), vagy

b) akrilamid-biszakrilamid térhalos gél (Yan et al., 2006a; Hegedus és Nagy, 2015);

¢) dendronokbdl allé (dendrozimek) (Khosravi et al., 2012) (4. abra).

Tovabbi felosztasok: Ge et al. (2009a) tovabbi altipusokat kiilonitenek el az eldallitas
kémidja szempontjabol:

A) Grafting from macromonomers: ebben az esetben a modositott fehérje egy
nagyméretii kiindulasi monomer (macromonomer) és erre épiilnek fel a polimer szalak (Kim
¢és Grate, 2003; Kim et al., 2006; Hegediis és Nagy, 2009a; Hegediis és Nagy, 2009b; Yan et
al., 2006a; Yan et al., 2007; Ge et al., 2008).

B) Grafting from macroiniciators: itt a modositott fehérje nem csak makromonomer,
hanem egyben a fehérje feliiletérdl kiinduld polimerizacid iniciatora is (Heredia et al., 2005;
Lele et al., 2005; Nicolas et al., 2006; Boyer et al., 2007; Liu et al., 2007; De et al., 2008).
Eléfordulhat, hogy az enzimek aktivitdsa nem csokken, hanem éppenséggel né a polimer
Osszetett anyag hatasara (Ge et al., 2007; Yadav et al., 2011a).

2.3.2.3 Onszervezd nanorészecskék

Az Onszervezddés torténhet Ggy, hogy az enzimek é€s polimerek egyarant amfifilek és
felismerik egymast (Zhu és Wang, 2004; Wang et al., 2005a; Zhu és Wang, 2005; Velonia et
al., 2002; Boerakker et al., 2002; Reynhout et al., 2007). Kiilonb6z6é polimereket, pl.
polisztirol, politejsav, poli(metil-metakrilat), vagy poli(etilén-glikol), kovalensen az
enzimekhez kotve olyan feliiletaktiv anyaghoz hasonl6 hatalmas molekuldkat kapnak,
amelyek képesek olaj/viz kétfazisi rendszerben katalitikus aktivitassal rendelkezd
monomolekularis filmet alkotni (Zhu és Wang, 2004; Wang et al., 2005a; Zhu és Wang,
2005). A feliiletaktiv oriasmolekulak kialakithatnak még nanocsdveket (Velonia et al., 2002)
és micellakat (Boerakker et al., 2002) is. Erdekességként megjegyezhetd, hogy a mesterséges
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sejtek kialakitasanak iranyaban nagy elérelépést jelenthet, hogy DNS-templatot is elé lehet
allitani hasonlo technikakkal (Claridge et al., 2008).

A masik lehetéség amfifil blokk-kopolimerek altal a liposzoémakhoz hasonlo
nanorészecskéket kialakitasa, mint pl. az un. polimer micellak (Shidhaye et al., 2008), vagy
polimerszomak (Vriezema et al., 2007; Bruns et al., 2013; Kowalczuk et al., 2014). A
transzmembran fehérjék mikodését is sikeriilt rekonstrualni ABA triblokk kopolimerek altal
alkotott membranon (Nardin et al., 2000; Meier et al., 2000). A polimerszémak belsejében
magas enzim koncentracio érhetd el. Tobb egymas miikodését kisegitd enzim egyszerre is
miitkodhet a polimerszomakban. Nemcsak megnoveli a termék eldallitdsanak sebességét,
hanem izoldlja is az atmeneti formakat a kornyezetiiktol, ezaltal megakadalyozza
mellékreakciok kialakulasat (Broz et al., 2006). A transzmembran proteineknek a
polimerszomak membranjaba valo iiltetésével a szubsztratumok bejuthatnak a polimerszoma
belsejébe, illetve szabalyozhatdva valik a nanoreaktorokban a molekuldk aramlasi sebessége
(Meier et al., 2000; Broz et al., 2006).

2.4 Enzim nanorészecskék

Ertekezésem témajaul az egyedi enzim nanorészecskék kialakitisat és stablitasuk
vizsgalatat tliztem ki. Ennek oka az volt, hogy a sokfajta biokonjugadtum koziil az egyedi
enzim nanorészecskék stabilitasa kiemelkedéen magas (1d. 4.4.2. fejezet). Ezért az enzim
nanorészecskék az ipari felhasznalds szempontjdbdl a leghatékonyabbnak tlinnek, hiszen a
hosszu ¢életidé alkalmasséd teheti Oket az ujrafelhasznalasra. Az Gjra felhasznalt enzimbdl
kevesebb elegend? ¢és csokkennek az ipari miiveletek koltségei.

Tovabbi szempont volt az enzim nanorészecskék jO ho és pH-stabilitasa, ami tovabb
fokozza hatékonysdgukat (magasabb hémérsékleten nagyobb sebességgel jatszodnak le az
enzim Xkatalitikus reakciok) és szélesiti felhasznalasuk kereteit (a pH-optimumtdl eltérd
kdrnyezetben is miikoddképesek maradnak).

2.4.1 Definicio

Miutan vazlatos képet alkottunk a nanobiokompozitok, illetve biokonjugatumok
szertedgazo definicioirol és ezek kozé besoroltuk, pontosabban definidlhatjuk az enzim
nanorészecskéket, mint enzim-polimer nanobio-konjugatumokat.

A ,grafting from” modszerrel eldallitott, néhany nanométeres vastagsagii réteggel
beburkolt biologiailag aktiv molekulat tartalmazé konjugatumokat enzim nanorészecskéknek
(single enzyme nanoparticles) nevezziik, ha a beburkolt molekula enzim, vagy altalanosabban,
fehérje nanorészecskének, ha a beburkolt molekula fehérje. Abban az esetben, amikor
egyetlen enzim molekuldt vesz koriil a konjugatum rétege, egyedi enzim nanorészecskérdl
(single enzyme nanoparticle) beszéliink. Az egyedi enzim nanorészecskék a burok stabilizalo
hatasa miatt stabilisabbak és aktivitdsuk sem csokken jelentds mértékben (Kim és Grate,
2003; Kim et al., 2006a; Kim et al., 2006b), 1d. 4. abra 2./a) és 2./b).

Sok esetben nem sikeriil az enzimet molekularisan oldani, mert elkeriilhetetlen, hogy az
enzimek Osszetapadjanak az oldoddsuk soran €s nem egyetlen, hanem néhany enzimet
burkolunk be a korabban emlitett rétegekkel (pl. cellulaz enzim komplex esetén). Az ilyen
esetekben elhagyjuk az egyedi jelz6t és enzim nanorészecskékrdl beszélink. Az (egyedi)
enzim naiorészecskék egy-két nagysagrenddel stabilisabb katalitikus aktivitdst mutatnak és a
kialakitott réteg nagy porozitdsa, valamint kis mérete (mintegy 3 nm vastagsdgl) miatt a
szubsztratum szabad mozgasa sem korlatozodik jelentds mértékben (Kim et al., 2006a; Kim
et al., 2006b; Hegediis és Nagy, 2009a; Hegediis és Nagy, 2009b; Yan et al., 2006a). Az enzim
nanorészecskéket, vagyis azt a technikat, amellyel molekulanként a fehérjéket a méretiikkel
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Osszevethetd vastagsagu polimer réteggel veszik korbe szerzonként, illetve szakteriiletenként
tovabbi elnevezésekkel illetik: nanogélbe agyazott enzimeknek (Yan et al., 2006a), fehérje
nanogéleknek (Ge et al., 2011), fehérje nanokapszulaknak (Yan et al., 2010), dendrozimeknek
(Khosravi et al., 2012), illetve polimer-fehérje konjugatumoknak (Zhu et al., 2011).

2.4.2 Az enzim nanorészecskék stabilitasa

Az enzimek stabilitasa az un. féléletidejiikkel jellemezhet6 (Id. 2.1 fejezet). A
nanoméretli hordozoba rogzitett enzimek aktivitasa egyik esetben sem csokken 50% ald, s6t
lipaz enzimek esetében — feltehetbleg a polimer hidrofob jellege miatt — jelentds mértékii
aktivitasnovekedést is tapasztaltak a természetes allapotu enzim aktivitasahoz képest (Ge et
al., 2009b). Stabilitas tekintetében azonban az enzim nanorészecskék kitlinnek a tobbi
nanoméretli enzim kompozit koziil. Mig a legtobb esetben a nanoméretli hordozokban torténd
stabilizalds csak néhanyszoros, maximum 10-15-sz6rds stabilitdsndvekedéssel jar, az enzim
nanorészecskék esetében az irodalomban csaknem haromszazszoros, sajat méréseink alapjan
is hetvenotszords stabilitasnovekedés érhetd el (Kim et al, 2006b, Hegedus and Nagy, 2009a).

Ez a jelentds stabilitdsnovekedés annak koszonhetd, hogy az enzim nanorészecskék
tobbféle stabilizalo technika eldnyeit is egyesitik magukban:

i) A nanoméretli hordozohoz torténd rogzitéshez hasonloan a kis mérettartomany
homogén eloszlast biztosit az enzimek szamara a reakcidtérben, ezaltal a szabad enzimekhez
hasonlo hatast tudnak kifejteni. Nagy szubsztratumok pl. kristalyos celluléz polimerek
esetében kiilondsen fontos, hogy azok térben is jol hozza tudjanak férni az enzimekhez (Jia et
al., 2003; Hu et al., 2007).

i1) A polimer-halohoz rogzitett enzimekhez hasonléan a tobb ponton torténd rogzités
nagy stabilitast biztosit az enzimek szamdra, mert akadalyozza azok széttekeredését,
harmadlagos szerkezetiik elveszitését (1d. még 2.2.3 fejezet) (Mozhaev et al., 1990a; Rayalu
etal., 2012).

1i1) Ezen kiviil a polimer halo a makroszkopikus kornyezettdl tobbé-kevésbé elkiiloniild
mikrokornyezetet biztosit az enzimnek, amely tovabb ndveli az enzim stabilitasat (pl. a pH
valtozasaira feltehetdleg a polimer haldo mikrokdrnyezetre hato puffereld hatdsa miatt kevésbé
érzékenyek az enzim nanorészecskék) (Gao és Ma, 2012).

iv) Ugyanakkor a polimer halé nagyon vékony (kb. 3-5 nm vastag) és rendkiviil
porozus, ezért nem akadéalyozza jelentds mértékben a szubsztratum molekuldknak az enzim
aktiv centrumahoz torténd szabad eljutasat (Kim és Grate, 2003).

v) Mindazonaltal ez a vékony polimer halo elég rugalmas is ahhoz, hogy az enzim
miikodéséhez sziikséges intramolekularis elmozdulasokat, konformacié valtozasokat ne
akadalyozza, ami szintén hozzajarul az enzim szabad allapotahoz hasonldo miikkodéséhez.

Az enzim molekula méretével 0sszevethetd méretli kistérfogata liregbe zart enzimek
miikddéséhez hasonléoan az enzim nanorészecskéknek is jelentds mértékben megnd a
stabilitdsuk. Az enzim nanorészecskék felfoghatok, mint kiilonalldé pordzus polimer burokba
foglalt enzim nanoreaktorok, sok esetben egyetlen enzim molekulabdl is allhatnak, ezért ugy
is tekinthetéek, mint az elsdé mesterséges tervezésii monomolekularis enzim nanoreaktorok
(Liu et al., 2015a; Suthiwangcharoen és Nagarajan, 2014).

2.4.3 Rovid torteneti attekintes

Enzimek polimer hordozohoz torténd rogzitésével az 1970-es évek ota foglalkoznak
(Abuchowski et al., 1977). Az enzim nanorészecskék eldallitasaval kapcsolatos technika elsd
Iépéseit az un. hidrofob ionparosodas (,,hydrophobic ion-pairing”) technika kidolgozasa
jelentette, amely segitségével enzimeket lehetett oldani apolaris oldoszerekben ugy, hogy az
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enzimek feliilete kozvetleniil érintkezzen az olddszerrel, ezaltal tovabbi szintézist lehessen
végrehajtani az enzim molekuladk feliiletérdl kiindulva anélkiil, hogy az enzimek elveszitenék
funkcidjukat (Paradkar és Dordick, 1994). Kideritették, hogy mintegy 30 detergens
molekuldra van sziikség egyetlen enzim molekula olyan mértékii befedéséhez, hogy az
optimalisan old6dni tudjon apolaris oldészerekben is (Paradkar és Dordick, 1994). A hasonlo
modon stabilizalt enzim detergens komplexek meglepden jo hdstabilitassal rendelkeznek, akar
110 °C-on is miikddhetnek (Manning et al., 1995; Abe et al., 1997). Ezt a mddszert
felhasznalva enzimeket szerves oldoszerben vinil polimerbe agyaztak (Wang et al., 1997). A
kovetkezd 1épés az volt, hogy a hidroféb ionparosodas moddszerrel szerves olddszerben
molekulédrisan oldott enzim molekuldk feliiletérdl kiindulva polimerizacidt hajtottak végre
(Kim és Grate, 2003) és ezzel megteremtették egy 0j és igéretes enzim-polimer technologia
alapjait.

2.4.4 Az enzim nanorészecskék (biokonjugatumok) elodllitasa

Az enzim nanorészecskék tulajdonképpen enzim-polimer nanokonjugatumok. A
biokonjugicid két vagy tobb molekula Osszekapcsoldsat jelenti, amely 4altal olyan uj
komplexet kapunk, amely megérzi az dsszekapcsolt molekuldk tulajdonsagait. A természetes
vagy a szintetikus OsszetevOok az egyéni sajatsdgaikkal kémiailag kombinalhatoak és igy olyan
egyediilallo tulajdonsagokkal rendelkezd anyagokat lehet létrehozni, amelyek jellemzoi
finoman szabalyozhatok (Hermanson, 2008). Az enzim nanorészecskék eléallitasananak
targyalasanal el6szor altalanosan tekintjiik at a lehetdségeket az enzimek (fehérjék) és a
polimerek szempontjabol. A biokonjugatumok eldallitisa a fehérje molekula feliiletének
modositasabol és egy ezt kovetd 1épésben a tulajdonképpeni konjugacios eljarasbol all.

2.4.4.1 A fehérjék modositasa

Sokoldalu felhasznalasi lehetdségeik ¢€s specialis funkcioik miatt a modositasi vagy
konjugacios technikdk leggyakoribb célmolekuldi a fehérjék. A modositds altaldban ugy
torténik, hogy a fehérje molekula megdrizze specifikus kapcsolodasi képességét a természetes
célmolekuldjdhoz, vagy enzimek esetében az enzim aktiv centruma miikoddképes maradjon.
A modositasra vagy konjugaciora legalkalmasabb aminosavak a fehérjék felszinén
helyezkednek el, hidrofil oldalcsoportokat tartalmaznak ¢és ezen feliil az oldallancaik
csoportjai ionizalhatoak. Ilyen aminosav az aszparaginsav, a glutaminsav, a lizin, az arginin, a
cisztein, a hisztidin és a tirozin (5. abra).
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5. abra Polarizalt oldallanccal rendelkez6 aminosavak (Hermanson, 2008)

Nem protonalt allapotdban mindegyik aminosav oldallanc a fentiek koziil potencialis
nukleofil reagensként vesz részt addicidos reakciokban. A két leggyakrabban hasznalt
aminosav oldallancon talalhato funkcios csoport a karboxil csoport é€s az amino csoport. Az
aszparaginsav és a glutaminsav aminosavak oldallancan talalhato karboxil csoport
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szarmazékai észterek, tioészterek, amidok vagy hidrazid szarmazékok lehetnek (6. abra). Ezek
a lehetséges szarmazékok karbodiimid amin képz6 agensekkel, illetve aktiv észtereken, vagy
reaktiv karbonil atmeneteken keresztiil johetnek 1étre (6. abra) (Hermanson, 2008).
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6. abra A karboxil csoportok szarmazékai: acil szarmazékok (Hermanson, 2008) A z6ld R csoport a fehérjelanc,
mig a kék R’ csoportok az un. reaktiv csoportok, amiket felvisziink a fehérje/enzim molekulak feliiletére

Az aktivalt karboxilatok part alkothatnak az amin tartalmi nukleofilekkel, amid
szarmazékokat képezve (6. abra). A hidrazid tartalmi komponensek szintén aminna
alakulhatnak. A szulfhidrilek, mivel reaktivak és a tioészter kotésnek koszonhetden
viszonylag instabil szarmazékok, kicserélddhetnek mas nukleofilekkel, pl. aminokkal, vagy
vizes oldalban hidrolizalhatnak (Hermanson, 2008).

Az altalunk hasznalt fehérje modositasok kiindulési helyei az enzim feliiletén talalhato
aminosavak oldallancainak primer amin csoportjai (un. -amino csoportok). A lizin, az arginin
¢€s a hisztidin ionizalhaté amin csoportokat tartalmazé oldallancokkal rendelkezik és a fehérje
N-terminalis a-amino csoportjaval egyiitt a semlegeshez kozeli pH-értéken hozzajarulnak a
fehérjét korbevevo pozitiv t6ltéshalod kialakitasahoz. A lizin e-amino-csoportjanak pK,-ja (9,3-
9,5) magasabb az a-amino csoport pK, értékénél (7,6-8,0). A pK, értékek alatti pH-értékeken
az amin csoportok protonaltak és pozitiv toltéssel rendelkeznek, az e feletti pH értékeken nem
protonaltak ¢és nincs toltésikk. Az argininnak erdsen pozitiv amino csoportja van az
oldallancan, amit guanidino csoportnak neveznek, (pK, > 12), gyakorlatilag mindig protonalt.
A hisztidin imidazol gytliriije enyhén savas koriilmények kozott is protonalt lehet (pKa = 6,7-
7,1) (Hermanson, 2008).
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7. abra Amin oldallanct aminosavak modositasi lehetdségei (Hermanson, 2008)

Ezek az amin-tartalmu oldallancok a fehérje molekula feliiletén helyezkednek el és ezért
konnyen modosithatok. A legjelentdsebb reakciok az alkilezések és az acilezések, mint azt a
7. abra mutatja. Az alkilezésnél az aktiv alkil csoport atmegy a nukleofil aminhoz egy
hidrogén kilépéssel. Acilezésnél addicié megy végbe az aktiv acil csoport és az amin kozott.
Az alkilez6 reagensek elég valtozatosak és a reakciok bonyolultak. Aktivalt karboxilatokkal
(acilezés) amin-szarmazékokat képeznek. Az acilezés altalanos sémadjat lathatjuk a 8. dbran.
Ilyen acilezés lehet pl. enzim molekuldk feliiletén az aminosavak e-amino-csoportjainak
akrilsav-kloriddal torténé reagaltatasa, aminek eredményeként akrilcsoportok keriilnek az
enzim molekulak feliiletére (Kim és Grate, 2003), Id. 2.4.5.1 alfejezet.
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e A ¥
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csoport ) aminoalkjl
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8. abra Az aminok acilezésének mechanizmusa (Hermanson, 2008) A z61d R csoportok itt is a fehérjelancot
szimbolizaljak, mig a kék R’ csoportok az un. reaktiv csoportokat.
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2.4.4.2 A polimerek osztalyozasa

Az utobbi években egyre tobb olyam enzim nanorészecskét allitanak elé, amelyeket
nem térhalés polimerekkel, hanem kiilonb6z6 fajta un. eldgazasos polimerekkel vonnak be
(Khosravi et al., 2012; Zeng et al., 2007; Ge et al., 2007). Az clagazasos polimerek
versenyeznek a térhalds polimerekkel konnyti eléallithatosag, biokompatibilitas (Caminade et
al., 2015), valamint a biodegradabilitas és a hordozo funkci6é (Gao és Yan, 2004; Yan et al.,
2006b) tekintetében egyarant. Ezért érdemes megvizsgalni a polimereket elagazas
szempontjabol is (9. abra).
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9. abra Az elagazasos (dendritikus) polimerek besorolasa a polimerek osztalyaiba és fobb tipusaik. A polimerek
térszerkezet szempontjabdl feloszthatok (I) ciklikus, (IT) linedris, (IIT) elagazo és (IV) térhdlos polimerekre. Az
elagazo polimerek lehetnek (1) ojtasos vagy ojtott, (2) dendritikus és (3) csillag polimerek. A dendritikus
polimerek koz¢é tartozak (A) a dendronok és a dendrimerek, (B) a linearis-dendritikus hibrid polimerek, (C) a

dendronizalt polimerek, (D) a hiperelagazasos polimerek, (E) a tobbszordsen ojtott kopolimerek, (F) a tobbkart
csillag polimerek és a (G) hiperelagazasos kopolimrek (Hegediis és Nagy, 2014 alapjan)

o

A polimereket térszerkezetiik alapjan feloszthatjuk I. ciklikus v. gytirts, II. lineéris, III.
elagazd és IV. térhaldos polimerekre. Az eldgazdsos polimereknek harom alosztalyat
kiilonboztethetjiik meg: 1) ojtasos v. ojtott kopolimerek, 2) dendritikus polimerek és 3) csillag
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polimerek. A dendritikus polimerek tovabb csoportosithatok: A) dendronok és dendrimerek,
B) linearis polimer-dendrimer hibridek, C) dendrigraftok vagy dendronizalt polimerek, D)
tobbszordsen ojtott polimerek, E) hiperelagazasos polimerek, (F) tobbkart csillag polimerek
valamint (G) hipergraftok vagy hiperelagazasos kopolimerek (Fréchet és Tomalia, 2001). A
dendrimerek (9. (A) abra) ¢és a dendronok (9. (B) abra bal oldali része) kizardlag Gn. elagazo
egységekbdl (branching unit) éplilnek fel. Ez azt jelenti, hogy ezek a polimerek minden
lehetséges eldgazasi pontnal eldgaznak, az elagazdsok szdma tehat maximalis. Ez egy
homogén, szigoru térszerkezet kialakuldsat okozza, ami elméletileg tokéletes monodiszperz
méret és tomegeloszlast von maga utdn. Az utols6 harom csoport (E-G) esetében a
térszerkezet, illetve az elagazasok kialakulasa véletlenszerii (9. abra).

A felsorolt elagazasos polimerek koziil hatékony az un. hiperelagazasos polimerek
hasznalata enzimek stabilizalasara pl. hiperelagazasos aromas poliamidok (Cosulich et al.,
2000). A biologiailag aktiv anyagokkal képzett konjugatumok esetében a hiperelagazasos
polimereknek két f6 tulajdonsaguk keriilt eldtérbe, a biologiai bonthatéosag és a hordozo
funkcid (Gao és Yan, 2004; Ballauff and Lu, 2007). A hiperelagazasos polimerek konjugalasa
torténhet un. feliiletrdl inditott polimerizacioval (surface initiated polymerization) (Jordan et
al., 2006a; Jordan et al., 2006b), nagy szelektivitast és hatékonysagu un. klikk reakciokkal
(Iha et al., 2009) és reverzibilis addicids-fragmentacios lancatadasos gyokos polimerizacioval
(réviden: RAFT-polimerizacio; Reversible Addition-Fragmentation chain  Transfer
Polymerization) (Gregory és Stenzel, 2012).

2.4.5 Az enzim nanorészecskéek eloallitasa
2.4.5.1 Eléallitas harom 1épésben

A Kim és Grate (2003) altal kifejlesztett un. egyedi enzim nanorészecskék (single
enzyme nanoparticles, SENs) eldallitasanak esetében elméletileg minden egyes enzim
részecskét néhany nanométer vastagsagban térhalos polimer réteggel vontak be (Kim és
Grate, 2003). Az eldallitas harom 1épésbdl all: 1) az enzimek feliiletének modositasa (primer
amin csoportok vinil csoporttd alakitdsa akrilsav-kloriddal). 2) A hidroféb ionparosodéssal
hexanban oldott enzim molekulak feliiletérél kiinduldo polimerizacid. 3) Keresztkotések
kialakitasa a polimer szalak kozott ujra vizes kdzegben (a leagazo trimetoxi-szilil csoportok
egymassal kapcsolodnak, ortogonalis polimerizacid) (Kim et al., 2006b). Az egyes 1épéseket a
10. abra szemlélteti.

A moédszer elsé leirasa szerint (Kim és Grate, 2003) els6 lépésben a felszini lizin
aminosavak szabad aminocsoportjait akrilsav-kloriddal modositjak. Kis mennyiségii
feliiletaktiv anyagot hasznalva a moddositott fehérjét un. hidroféob ion-par forméaban
(,,hydrophobic ion-pairing”) oldddik hexanban. A kovetkezd, polimerizacids 1épésnél az
enzim szabad felszinére van sziikség hexan fazisban, amihez elengedhetetlen az ionpar
képzéssel torténd oldodas. Vinil csoportot és trimetoxiszilil csoportot egyarant tartalmazo
szilil monomereket adva a hexéanos reakcio elegyhez szabad gyokds vinil polimerizéaciot
inditanak ultraibolya fénnyel (365 nm) torténd gyokképzéssel és linedris polimereket kapnak,
amelyek az enzim felszinéhez kapcsolodnak.

Az enzim molekuldkhoz kotott polimer intermediert vizes oldatba juttatva, a ledgazo
trimetoxi-szilil csoportok egymassal kapcsolédnak, minden egyes enzim molekula koriil
keresztkotott polimer halézatot eredményezve. Ez jelenti a masodik, ortogonalis
polimerizacios 1épést. A finoman szabalyozhaté koncentracié viszonyok helyes beallitasa
esetén a térhalot 1étrehozo kotések zomében az egyes enzim molekulak feliiletén taldlhatod
polimer szalak kozott jonnek 1étre.

A modszer elénye, hogy egyszerlien detektalhaté a polimer burok az enzimek koriil
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transzmisszios elektronmikroszkoppal. Fel kell cseppenteni egyetlen cseppet az
elektronmikroszkop targylemezére és szaritas utan kozvetleniil vizsgalhaté a minta kiilon
festési eljardas nélkiil. A Si atomok az elektronmikroszkdépban ,eletrondenzek™
(elektronszorok), vagyis az elektron nyalabot erdsen eltéritik, ezért a mintardl 1étrejott képben
a Si atomot tartalmaz6 polimer-rétegek sotét foltként lathatova valnak.
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10. abra Enzim nanorészecskék eléallitasa haromlépéses modszerrel: az enzim modositasat kovetden
polimerizacid indul az enzim feliiletérdl, a modositott helyekr6l, végiil a polimer réteget térhalositjuk.
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@ = A polimer réteg elektronokat visszaveré vésze
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2.4.5.2 Kétlépéses eldallitas

Yan et al. (2006a) egy lépésben allitottak elé térhaldés polimer védoéréteget enzim
molekulak feliiletén (az enzim feliiletének modositasaval egyiitt két 1épésben). Eredményiil
ugyancsak enzim nanorészecskéket kaptak, csak a stabilizalo rétegként szolgdld polimer
kémiailag eltéro.

FELULET POLIMERIZACIO AZ ENZIM FELULETEN

MODOSITAS
0o+ =
@ Enzim akrilamid  biszakrilamid
Y >
modositas

E

11. abra Enzim nanorészecskék eldallitasa vizes kozegben, két 1épésben
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A feliiletmodositast amino-antipirin jelenlétében dimetil-szulfoxidban oldott N-akriloxi-
szukcinimiddel hajtjak végre, amely az enzim molekuldk feliiletén talalhatd tercier
aminocsoportokat alakitja at vinilcsoportokka (Yan et al., 2006a) (11. abra). A felesleges
reagensek eltavolitasahoz méretkizarasos kromatografiat hasznalnak. A kovetkezo 1épésben az
enzim molekuldk feliiletén akrilamid-biszakrilamid kopolimert alakitanak ki (Yan et al.,
2006a).

A modszer elénye, hogy minden 1€pés vizes fazisban torténik €s nincs sziikség az enzim
molekuldk atjuttatasara egyik fazisbol a masikba (pl. vizes fazisbol szerves fazisba), ezaltal
nincs veszteség az enzim nanorészecskék eldallitasa soran. Masrészt a polimer réteggel
koriilvett enzim molekulak mennyiségének a detektaldsa is lehetséges, mert a polimer réteg az
enzimek koriil nem nyel el a 280 nm koriili tartomdnyban, ezaltal nem arnyékolja le az enzim
molekulékat és azok koncentracioja pontosan meghatarozhato.

2.4.6 Az enzim nanorészecskék felhasznaldsa

Az enzim nanorészecskék, altalanosabban fehérje nanorészecskék alkalmazasi teriiletei
az utobbi néhany évben nagyon kiszélesedtek. A klasszikus alkalmazasi teriiletek enzimek
ipari felhaszndlasanal olyan stabilizalt enzimek eldallitdsa, amelyek polimer hordozéhoz
rogzitettek, mégis a méretiiknél fogva molekularisan oldédnak és nem alkotnak kiilon fazist a
reakciotérben. Ezeket az enzim nanorészecskéket mezoporusos szilika gél belsd jarataiba
rogzitve még stabilisabb komplexet kapunk (Kim et al., 2006b). Felhasznalhatoak enzim
alapti biolizemanyag cellak miikodtetéséhez (Kim et al., 2006c). Magneses enzim
nanorészecskéket is eldallitottak (Yang et al., 2008; Yang és Zhang, 2013), amelyek a
reagaltatas befejezése utan a reaktorbdl konnyen 6sszegyljthetdek és jra felhasznalhatoak.
Az utdbbi években sok ipari jelentdségli enzimet stabilizaltak enzim nanorészecskeként,
példaul karbon anhidrazt (Yadav et al., 2011a és 2011b), lipazokat (Ge et al., 2007; Ge et al.,
2008; Ge et al., 2009b; Liu és Hua, 2014; Wang et al., 2014; Ji et al., 2016). torma peroxidazt
(Baeza et al., 2014; Beloqui et al., 2016), lakkazt (Jia et al., 2013; Jia et al., 2016), gliikoz
oxidazt (Beloqui et al., 2016), acetilkolin-észterazt (Ebadi et al., 2015), urat oxidazt (Liu et
al., 2011), stb. Katalaz enzim nanorészecske meghajtasi nanomotort is eldallitottak
(Simmchen et al., 2014).

JelentGs lehet az enzim nanorészecskék szenzorikai felhasznalasa is. Példaul enzim-
poliamidoamin (PAMAM) dendrimer nanobiokompozitokat (Zeng et al., 2007), vagy
beburkolt torma-peroxidaz-ferrocénszarmazék rétegeket (Peng et al., 2009) alakithatnak ki
elektrodok feliiletén.

fgéretes teriiletet jelent a fehérje nanorészecskék gyogyaszati felhasznalasa. A fehérjék
koré szintetizalt polimer réteg megakadalyozza, hogy a bont6é enzimek hozzaférhessenek a
fehérjéhez, ezaltal a fehérje nanorészecskék biologiai stabilitasuk novekszik (Liu et al.,
2015b). Sét, a megfeleld kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd réteggel beburkolt fehérje
nanorészecskék a sejtmembranon endocitozissal atjuthatnak és a sejt belsejébe keriilhetnek
(Yan et al., 2010). A fehérje nanorészecskék uj, sejten beliili célzott szallitd funkcioval
rendelkez6 anyagokat is jelentenek, amelyek a lizoszomaba juttatjak a beburkolt fehérjét (Du
et al., 2012). A lizoszéma savas pH-jan a polimer burok levalik és a felszabadult fehérje ki
tudja fejteni élettani funkcidjat a sejtben (Yan et al., 2010), ezaltal az enzim
nanorészecskéknek akar enzim terdpias felhaszndldsa is lehetdvé valhat (Ramsden, 2008;
Arnfast, 2014). Biztaté eredményeket kaptam bovin serum albumin nanorészecsekéknek a
vér-agy gaton torténd atjuttatasaval (Hegediis et al., 2011), valamint hemoglobin molekulak
stabilizalasaval kapcsolatban (Hegediis et al., 2014). Ezeknek az eredményeknek a taglalasa
azonban mar meghaladnd a dolgozat kereteit.
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2.5 A kisérleteinkhez felhasznalt enzimek

2.5.1 a-kimotripszin

A Kkisérleteink alapjaul szolgal6 irodalomban (Kim és Grate, 2003; Kim et al., 2006a és
2006b) a-kimotripszin enzimet hasznaltak az enzim nanorészecskék eldallitasahoz és ezek
stabilitasat vizsgaltak. A kimotripszin az egyik legtobbet tanulmanyozott €s legjobban ismert
enzim. Az o-kimotripszin a hasnyalmirigyben termeldd6 enzim, fehérjebontd funkcioval
rendelkezik (szerin protedz). A kimotripszin enzim nagyon stabil szerkezettel rendelkezik:
harom polipeptid lanc kapcsolddik dssze két diszulfid-hiddal (1d. F1 Fiiggelék; Appel, 1986).
pH = 7,8-on és 37 °C-os homérsékleten mikodik optimalisan. Elényei, hogy jol ismert és
nagyon stabil szerkezettel rendelkezik.

2.5.2 Cellulaz enzim komplex

Az o-kimotripszin enzimmel eldallitott enzim nanorészecskékkel végzett kisérletek
eredményeit felhasznalva tovabbi kisérleteink tervezése soran olyan ipari alkalmazasi
lehetdségeket vizsgaltam, amelyek jelentds gyakorlati felhasznalasi lehetdségeket jelentenek
az enzim nanorészecskék szamdéra. Az iparban nagy kereslet mutatkozik olyan enzimekre,
amelyek nagy stabilitassal rendelkeznek és szélsdséges koriilmények kozott is — pl. intenziv
razatas, magasabb homérséklet, vagy az optimalistol eltéré pH — csak nagyon keveset, vagy
semmit sem veszitenek aktivitasukbol és mikodoképesek maradnak.

Egy ilyen alkalmazasi lehetdséget jelentett cellulaz enzim komplexek stabilizalasa
enzim nanorészecskék forméjaban. A cellulézbont6 (cellulaz) enzimek stabilizaldsa konkrétan
kapcsolodik az intézetiinkben folyd tudomanyos kutatdsi témakhoz (mezdgazdasagi
hulladékok hasznositdsa bioetanol eldallitdsa céljabol). A biomassza legelterjedtebb
molekuldja a lignocelluldz. Szerkezete Osszetett, kiilonb6zd, 6t €s hat szénatomszamu cukor
épitbegységekbdl, valamint heterogén alkotd elemekbdl (lignin) all (Pauly és Keegstra, 2008).
Ipari szempontbol a lignocelluloz legfontosabb Gsszetevdje a celluldz. A celluléz enzimatikus
hidrolizisével gliikozt allitanak eld, amelyet etanolla fermentalnak (Gn. masodik generacios
bioetanol). A cellul6z a legstabilisabb biopolimer. Ezért a cellul6z bontasdhoz tobb,
kiilonb6z6 enzim egyiittes mitkddése sziikséges. A cellulozbontd enzimek (cellulazok) fobb
tipusai: 1) endogliikanaz, amely a celluldz rost belsd, kevésbé kristalyos részein a celluloz
lancokat hasitja, ezaltal szabad lancvégeket allit eld, 2) az exogliikandzok az igy kialakult
szabad lancvégektdl kezdve lebontjak a celluloz lancokat cellobidéz dimer egységekké, 3) a
béta—glitkozidaz enzim a cellobidz egységeket bontja glikozza (Fan et al., 2009; Id. F2
Fiiggelek). Ennek a harom {6 enzim-csoportnak tovabbi altipusaik lehetnek. Az altalunk
hasznalt Celluclast BG markanevii cellulaz enzim komplex Trichoderma reesei
organizmusbol izolalt celluldz enzim komplexet tartalmaz. Az enzim komplex pH optimuma
enyhén savas (4,5 — 6.0) pH értékeken van, hdmérsékleti optimuma 50 °C. Az enzim komplex
elénye, hogy kozvetleniil felhasznalhato a konkrét alkalmazasok esetén (lignocelluldz eredetti
cellul6z biomassza enzimatikus hidrolizise gliik6zzd), a cellulozt képes teljesen gliikdzza
bontani. Azonban az enzimek nem kapcsolddnak Gssze celluloszoméva, azaz egyetlen
oriasmolekulava, hanem kiilonalléan, szabadon vannak jelen (Nidetzky et al., 1994), ami
megkonnyiti az enzim nanorészecskék eldallitasat. Ez azért lehet hatranyos, mert abban az
esetben, ha tobb enzim molekula keriil egyetlen polimer haloban beburkolasra, kisebb
valoszinliséggel tudnak ugy elrendezOdni, hogy a celluloz o6ridsmolekulat megteleléen
bonthassak. A hemicellul6z és a lignin bontasdhoz tovabbi enzimek sziikségesek.
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2.5.3 Thermobifida fusca hemicellulaz enzimek

A hemicellul6z a novényi sejtfalak masodik legnagyobb mennyiségben jelen 1évo
komponense (Saha, 2003). A legjelentésebb hemicelluloz a xilan, amely xiloz egységekbdl
épil fel p-D-1,4-glikozidos kotésekkel. A masik jelentdés hemicelluloz frakcié a mannan,
amely mannodz, vagy mannéz és glikoz egységekbdl épiil fel szintén f-D-1,4-glikozidos
kotésekkel. A hemicellul6zok 6sszekapcsold szerepet toltenek be a lignin és a celluloz kozott
(Pauly és Keegstra, 2008).

A sejtfalat alkotd poliszacharidok lebontdsahoz szdmtalan hidrolaz funkcidju enzim
sziikséges. A cellul6z bontasat végzd enzimek mitkddési elvéhez hasonléan az endoxilanaz és
az endomannandz enzimek a xilant és a mannant a lanc belsejében hasitjak. Az igy képz6do
xilo- és mannooligoszacharidokat pedig f-D-xilozidaz és f-D-mannozidaz enzimek bontjak
tovabb xildz és mannoz végtermékekké. A kiillonbozd oldallancok eltavolitdsdhoz tovabbi
enzimek sziikségesek (Fan et al., 2009).

A cellulazok, illetve hemicellulazok ipari felhaszndldsa leginkdbb a papiriparban
torténik. A hemicellulazok is jelentds szerepet jatszhatnak a masodgeneracios (lignocelluldz
alapt) bioeanol eléallitasanak hidrolizis 1épésében is (Jouzani and Taherzadeh, 2015). Egy
masik felhasznalasi teriilet az oligoszacharidok szintézise (Dhiman et al., 2008). A
biotechnolégiaban nagyon gyakran hasznaljak a hétiiré mikroorganizmusok enzimeit (Turner
et al., 2007). Szamos el6nye van ugyanis annak, ha az anyagokat magasabb homérsékleten
lehet reagéltatni egymassal:

1) a hdmérséklet novelésével né az enzimatikus reakcio sebessége. Viszont szemben
a hagyomanyos kémiai reakcidokkal, ahol 10 °C hdémérséklet-ndvekedés hatdsira a
reakciosebesség kétszeresére né (Qio szabaly), enzimkatalitikus reakciok esetén ez a
novekedés sok esetben ennél kisebb lehet (Wallenstein et al., 2010).

2) Magasabb homérsékleten valtozik bizonyos szerves szubsztratumok oldhatdsaga,
csokken a viszkozitasuk, nd a diffuzios allandojuk, ezaltal konnyebben hozzaférhetdve valnak
az enzimek szadmara. Kiilonos jelentdséglick azok a reakciok, amelyek a kevésbé oldodo
hidroféb anyagok atalakitasat végzik.

A termofil baktériumok 50-80 °C ko6z6tti tartomanyban szaporodnak a legjobban (Haki
¢s Rakshit, 2003). A Thermobifida fajok a komposztban és a talajban el6forduld6 Gram-pozitiv
baktériumok. A Thermobifida fusca a legintenzivebben kutatott faj ebben a térzsben és a
termofil, cellulolitikus baktériumok modell organizmusa. A Thermobifida fusca komposztlako
termofil, aerob, Osszetett hidrolaz rendszerrel rendelkezé cellulozbontd baktérium (Wilson,
2004). Mig a cellulaz enzim rendszerérdl rengeteg adat all rendelkezésre, a faj hemicellulaz
enzim rendszere alig ismert, holott a hemicelluldz rendszer is éppen olyan Osszetett lehet, mint
a cellulaz rendszer. A h6 a mezofil és termofil baktériumok oxidalé tevékenysége soran
termelédik. Megjegyzendd, hogy a termobifida nemzetséghez tartozo ) fajt (Thermobifida
cellulolytica) Magyarorszagon izolaltak (Kukolya et al., 2002).

A Thermobifida fusca baktériumok morfologaja sok szempontbol hasonlit a
gombakéhoz. A gombafonalakhoz hasonl6 Un. pszeudohifat alkotnak és a spérakhoz hasonlo
alakzatokat is alkothatnak. Celluloz jelenlétében a sima felszinli pszeudohifa fonalak
szemcséssé valnak, rajtuk a celluloszOmahoz hasonl6 képletek jelennek meg. A Thermobifida
fajok valdjaban nem alkotnak valodi celluloszomat, mert hianyzik beldliik a szkaffoldin koto
fehérje (Kukolya et al., 2002). A hemicelluléz bontdé enzimek a cellulazokhoz hasonloan
miikddésiik folyaman meghatéarozott térbeli elrendezddést vesznek fel, adott aranyban vannak
jelen és Osszehangolt a mikodésiik. A Thermobifida fusca speciesbdl izolalt hemicellulazok
hémérsékleti optimuma 50 °C. Elényos tulajdonsaguk, hogy akar 80 °C-on is miikoddképesek
maradnak néhany percig. A Thermobifida fusca-bol izolalt f-D-xilozidaz és f-D-mannozidaz
enzim biokémiai jellemzoéit az F3 és F4 fliggelékben foglaltam &ssze.
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3 Kiseérleti rész

3.1 Felhasznalt anyagok

A kisérleteim soran felhasznalt laboratoriumi vegyszereket, illetve bioldgiailag aktiv
anyagokat és fobb jellemzOiket a 2. tablazatban foglaltam Ossze. Ezeknek a vegyszerek a
tobbségét oldoszerként, vagy reagensként hasznaltam az enzim nanorészecskék két kiilonbozo
modszerrel torténd eldallitasdhoz.

3.2 Alkalmazott berendezések

3.2.1 Enzim nanorészecskék eloallitasa harom lépésben

A modszer leirasat a 2.4.5.1 fejezetben részletezem. Az eldallitdshoz hasznalt eszkozok
a kovetkezdk voltak: az enzimmodositas alatt a hOmérsékletet Julaba F12 kriosztattal
tartottam 0 °C-on. Az akrilsav-klorid beadagolasahoz 5 pl-es savalld gazkromatografias
fecskenddt hasznaltam. A polimerizacios 1épés kettds falii livegedényben tortént, amely
esetében a kopeny a reakcidtér csapviz aramoltatassal torténd hitésére szolgalt. A
polimerizacidés reakciot Vilber Lourmat UV-lampéval vilagitottam meg. A feliiletiikon
polimerizalt enzimek szlirése 0,1 pm-es poérusatmérdju fecskenddsziirdvel tortént (Millipore).
Az abszorpcids spektrumok felvételét és az enzimaktivitasok mérését Biochrom 4060 UV-vis
spektrofotométerrel (Pharmacia) végeztem. A Celluclast BG celluldz enzim komplex
aktivitdsanak vizsgalatdhoz (DNS-prdoba), valamint 80 °C-on torténd stabilitds vizsgalathoz
Kutesz Type 662 kémcsOmelegit6t hasznaltam. Az enzim mintdk mechanikai stabilitasanak
vizsgalatahoz New Brunswick Scientific G24 inkubétor razogépet hasznaltunk. Az enzim
nanorészecskék meéreteloszlasat a dinamikus fényszoras mérésével Malvern Zetasizerrel
végeztem (Nano series Nano-ZS, Malvern Instruments Ltd. Worcestershire, England). Az
enzim nanorészecskékrdl képfelvételek JEOL-1200X transzmisszios elektronmikroszkoppal
(TEM) késziiltek (80 kV-os gyorsito fesziiltségen).

3.2.2 Enzim nanorészecskék eloallitasa ket lepésben

Az eléallitas modjat a 2.4.5.2 fejezetben adtam meg. A hasznalt miiszerek a kdvetkezok
voltak: az enzimmodosités alatt a hdmérsékletet Julaba F12 kriosztattal tartottam 0 °C-on. Az
akrilsav-klorid beadagolasahoz 5 ul-es savallo gazkromatografias fecskenddt hasznaltam. Az
enzimek koncentracidjanak, aktivitdsdnak, valamint stabilitdsdnak meghatirozasdhoz
sziikséges abszorbancia értékeket T80+ UV/VIS spektrométerrel (PG Instruments Ltd)
mértem. A Celluclast BG celluldz enzim komplex 80 °C-on torténd stabilitas vizsgalatahoz
Kutesz Type 662 kémcsémelegitét hasznaltam. A razatasos stabilitdsvizsgalatokat IKA

KS4000i kontrol termosztalhatd razogéppel végeztem.
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2. tablazat Felhasznalt anyagok

Anyag neve Tisztasag Forgalmazo6
Borju szérumbdl izolalt a-kimotripszin enzim Fluka
Akrilsav klorid purum, >=96% Fluka
Natrium-bisz(2etilhexil)szulfoszukcinat, Purum, >=96,0% Fluka
vagy aerosol OT (AOT) (TLC)
1,3-bisz(trisz(hidroximetil)metilamino)-propan .

( V:Elgy Bisz—Tris)z propan rprep ar Sigma
Dinatrium-hidrogén-foszfat a.r. Spektrum-3D, Scharlau
Kalium-dihidrogén-foszfat Puriss. Spektrum-3D, Scharlau

Kalcium-klorid szaritott, a.lt. Reanal
2-propanol a.r.,>=99,0% Spektrum-3D, Scharlau
n-hexan Multlsol\(/)znt, 96%- Spektrum-3D, Scharlau
[3-(metakriloxi)propil]-trimetoxiszilan >=98% Fluka
2,2’-az0-bisz(1,3-dimetilvaleronitril) purum, >=98% Fluka
N-acetil-L-tirozin-etilészter >=98% Sigma
3,5-dinitro-szalicilsav >=98% Sigma
Paranitrofenil-f-D-mannopiranozid >=98% Sigma
Paranitrofenil-f-D-gliikozid 98% Sigma
Paranitrofenil-f-D-xilopiranozid >=98% Sigma
Fenol a.r. Sigma
Natrium-metabiszulfit (natrium-piroszuilfit) a.t. Spektrum-3D
natrium-hidroxid Puriss. Spektrum-3D
Kalium-natrium-tartarat x 4H,0 Puriss. Spektrum-3D
Akrilamid a.r. Sigma
Biszakrilamid a.r. Sigma
Ammonium-peroxo-diszul fat a.t. Spektrum-3D
Tetrametil-etilén-diamin a.r. Sigma
Celluclast BG celluldz enzim-komplex Novozymes
f-D-mannozidaz (Thermobifida fusca GH2 beta-
mannosidase swiss_prot entry name: >=95% . ,
Q47RG4 THEFY) az enzimeket Dr. Barna Teréz
Mutans f-D-mannozidaz (Thermobifida fusca) >=95% Gé]n)eiti)liZiceérsn AEl%ZfrtI?:zlétt
Endomannanaz (Thermobifida fusca) >=95% Mikrobiolgiai Tanszek)
p-D-xilozidaz (Thermobifida fusca GH43 beta- ~—959, zolalta és tisztitotta
xylosidase: swiss-entry: Q47PG8 THEFY)
Endoxilanaz A (Thermobifida fusca) >=95%

3.3 Alkalmazott modszerek

3.3.1 Enzim nanorészecskék eloallitasa harom lépésben
A modszer részletes leirdsa a 2.4.5.1 alfejezetben taldlhato. Az eldéllitds sordn a

reakcioelegy hiitéséhez kettds falu edényt hasznaltunk, amelynek anyaga még nem nyeli el a
szintézishez hasznalt 365 nm hulldmhosszisagl ultraibolya fényt (11. abra).
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11. abra Enzim nanorészecskék eldallitasihoz hasznalt kettds fali edény vazlata
3.3.2 Enzim nanorészecskék eloallitasa ket lépésben

Az eredeti kétlépéses szintézis modszer leirdsa a 2.4.5.2 alfejezetben taldlhato. Az
eldallitas lényege, hogy mind az enzimmodositds, mind a polimerizacid vizes kozegben
torténik. A polimerizacid egy lépésben jatszodik le. Ezzel a modszerrel — megfeleld festés
mellett - lehet kovetkeztetni a modositott feliileti primer aminocsoportok mennyiségére €s
ebbdl a molekulanként kialakulé polimer szalak méretére, illetve a szalanként beépiild
biszakrilamid monomerek szdmara, ami ardnyos az oligomer szalak kozott kialakuld
keresztkotések szamaval. A molekula feliiletén kialakuld keresztkotések mennyiségébdl a
térhaloésodott nanogél porusainak méretére is kovetkeztetni lehet.

3.3.3 Enzim nanorészecskék eloallitasa ket lépésben (sajat modszer)

A Yan et al. (2006b) altal kidolgozott enzim nanorészecskéket eldallitdo modszer elsé
1épésében az enzim molekuldk feliiletének modositasa ugyanazt eredményezi, mint a Kim ¢€s
Grate. (2003) altal alkalmazott modszer esetében az enzim molekula feliiletén elhelyezkedd
primer aminocsoportok alakulnak 4t vinilcsoportokkd. Mindkét modszer esetében ez a 1épés
képezi az enzim molekulak feliiletérdl kiinduld polimerizacio alapjat. A Yan et al. (2006b)
altal alkalmazott modszer esetében azonban az N-akrilszukcimid reagenst dimetil-
szulfoxidban oldjak és ez a reagens nagymértékben karosithatja magat az enzimet is, valamint
amino-antipirint hasznalnak stabilizatornak. Az el nem reagalt enzimkarosito anyagokat,
valamint a dimetil-szulfoxid oldoszert méretkizarasos kromatografiaval tavolitjak el a reakcio
befejezddése utan a reakcid elegybdl. Ezzel szemben az altalam hasznalt akrilsav-klorid az
enzim molekulakkal 0 °C-on reagéltatva ugyancsak az enzim molekuldk feliiletén talalhato
amincsoportok akrilezését eredményezi. A maradék, el nem reagalt akrilsav-klorid a
hémérséklet emelkedésével spontan elbomlik, a jelen 1év0 vizzel metil-akrilattd és sosavva
bomlik. A keletkez6 sosavat a jelen 1év6 pufferek megkotik. Az oldoszer 10 kDa-os vagoéllel
rendelkezd dializis membrannal tisztithato.
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A szintézis kovetkez6 1épéséhez a Yan et al. (2006b) altal leirt akrilamid-biszakrilamid
1:10 aranyu keverékével térhalds polimer réteget alakitottam ki az enzim molekulak koril. A
jelen 1évé biszakrilamid monomerek a felelések a térhald kialakuldsaért, mert
keresztkotéseket képesek kialakitani két polimer szal kozott. A hozzdadott monomer
mennyiségeket ugy szamitottam, hogy az enzim molekuldk feliiletén szintetizalodo egy-egy
rovid polimer szal 10 db monomer egységbdl alljon. Ezek kozott mar statisztikailag nagy
valdszintiséggel fordul eld biszakrilamid monomer ¢€s ezért kialakulhat a térhélds polimer
szerkezet az enzimek koriil. Ehhez eldszor meg kellett hatarozni, hogy hany polimer szal
képzddik egy enzim molekula felilletén (Id. 3.3.4 fejezet). A feliilletén modositott enzimet
tartalmazé oldathoz ammonium-perszulfatot és tetrametil-etiléndiamint (TEMED-et) adtam,
majd 10:1 aranyban akrilamid és biszakrilamid monomereket adtam hozza. A reakcio
ioncserélt €s oxigén-mentesitett vizben, Np-atmoszféraban jatszodott le.

3.3.4 Az egy enzim molekulara esé modositott aminocsoportok szamanak
meghatarozasa

Festési eljaras alkalmazasaval meg lehet hatarozni az elreagalt primer aminocsoportok
szamat a modositott enzim molekulak feliletén (Yan et al.,, 2006a, Supp. inf). A
feliiletmodositod 1€pés eldtt €s utdn egyarant megfestjiik az enzim molekuldkat fluoreszcein-
izotiocianat fluoreszcens festékkel, amely a primer aminocsoportokkal reagal el. Megnézziik a
megfestett enzim molekuldk elnyelését a festékre jellemzd hulldmhosszon. Az enzim
koncentraciok, illetve a molaris extinkcios koefficiensek ismeretében ki lehet szamolni, hogy
egy enzim molekulara hany festék molekula jut a feliiletmddositod 1épés eldtt és utdn. A két
érték kiilonbségébdl kovetkeztetni lehet arra, hogy enzim molekulanként hany aminocsoport
reagalt el és alakult 4t vinilcsoporttd. Az eredeti leirasban fluoreszceint hasznaltak festékként
(Yan et al., 2006a, Supp. inf). A festést fluoreszcein-izotiocianattal végeztem.

Az elreagalt aminocsoportok szdméanak meghatarozasat a kovetkezOképpen végeztem:
15 ml 0,2 M-o0s pH = 7,0 foszfat pufferben oldott f-D-mannozidazt illetve feliiletén modositott
(akrilezett) p-D-mannozidazt reagaltattam haromszoros feleslegben alkalmazott fluoreszcein-
izotiocianattal 2 6ran keresztiil 25 °C-on. Ezutan a maradék festéket mindkét minta esetében
dializissel tavolitottam el a reakcidelegybdl. A dializishez 10 kDa-os vagoéllel rendelkezd,
12 mm-es atmér6ji dializis csovet hasznaltam. A dializist 2 x 6 6ran keresztiil 4 °C-on, 1,51
0,2M-0s pH=6,8 trisz(hidroximetil)aminometan (Trisz)-pufferrel végeztem, ennek
kovetkeztében az el nem reagalt festék tizezerszeresére higult. Mindkét terméknek mértiik az
elnyelését 280 nm-en (pontos enzim koncentracidhoz) és 493 nm-en (az enzimhez Kkotott

crer

3.3.5 Aktivitasmeéresek

Mind a természetes, burok nélkiili, mind pedig a kétfajta polimer réteggel beburkolt
enzim aktivitasat ugyanazon fajta enzim esetében ugyanazzal a modszerrel hataroztuk meg.

3.3.5.1 a-kimotripszin

A beburkolt a-kimotripszin aktivitasat Garrel és Cuchillo modszerével az UV-elnyelés
idobeli valtozasanak kovetésével mértem (Garrel és Cuchillo, 1985). A méréshez modositott
szubsztratumot, N-acetil-L-tirozin-etilésztert hasznaltam. A reakcidelegyben az enzim
koncentracioja 10 - 33 ug/cm3 (0,4 - 1,33 nM) kozott valtozott. Az N-acetil-L-tirozin-etilészter
modositott szubsztratum enzimatikus hidrolizisét spektrofotometridasan mértiikk 244 nm-en az
abszorbancia iddbeli valtozasdnak mérésével. A szubsztratum koncentracidja 2,0 mM volt
0,01 M-os foszfat-pufferben pH = 7,8-on. Az aktivitasmérés a kovetkez6 mdodon tortént: 25
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°C-on 1,0 ml szubsztratum oldatot 0,5 % 0,5 cm-es kiivettdba pipettaztam. Ehhez 2,0 ml
enzim-oldatot adtam. Gyors Osszerazast kovetéen az oldat abszorbancidjat 244 nm-en
mértem. A moddositott szubsztrdtum molaris extinkcidés koefficiensének ismeretében az
enzimatikus hasitds kovetkeztében kialakuld koncentracié valtozas idébeli valtozasa, igy az
enzim aktivitasa kiszdmithato.

3.3.5.2 Celluklaszt BG cellulaz enzim komplex

Korabbi kisérleteinkben (Hegediis és Nagy, 2009), valamint az irodalomban szerepld
vizsgalatokban (Kim et al., 2006a és 2006b) is csak viszonylag kis méretii szubsztratumot
hasznaltak a polimer réteggel beburkolt enzimek aktivitdsanak meghatirozéasara. Kérdéses
maradt, hogyan viselkedik a preparalt enzim abban az esetben, ha nagyméretii, a természetben
eléforduléhoz hasonld szubsztratummal, makromolekuldkkal, illetve biopolimerekkel
talalkozik. Ezért cellulozt, sziirépapir csikot (Whatman-féle sziirOpapir) hasznaltunk
szubsztratumként, amely a természetben, illetve az ipari koriilményekhez legjobban hasonlitd
modon van jelen a rendszerben.

A celluldz enzim komplex beburkolasat Celluklaszt BG multienzim komplexen
végeztem (Novozymes). A készitmény alapanyaga Trichoderma reesei gomba cellulaz enzim
komplexe. A gomba a celluldizokat nem celluloszoma forméjadban tartalmazza, hanem
kiilonalld enzimek form4jaban. A készitmény szilard forméban, apréd szemcsékként
tartalmazza az enzim komplexet, amelyet hasznalat el6tt 10 percig szonikaltam.

A cellulaz enzim komplex miikddését az un. totalis cellulaz aktivitas mérésével
vizsgaltam (szlirdpapiros vizsgalat) (Ghose, 1987). A maddszer lényege roviden a kovetkezo:
szubsztratumként 6 cm x 1 cm méreti szlirépapir csikokat hasznaltam (Whatman-féle
szlir6papir). A sziirOpapir csikokat Osszetekerve kémcsdbe helyeztem, amelyhez 1,0 ml
adtam. Az elegyet 50 °C-on inkubaltam 1 6ran keresztiil. Ezt kdvetéen a cellulaz enzim
komplex aktivitasat a gliikoz bomlasi termék mennyiségének detektalasaval hatdroztuk meg.
A gliikdz mennyiség meghatarozasahoz tin. DNS-probat hasznaltam (Miller, 1959). Minden
mintdhoz 3,0 ml 3,5-dinitroszalicilsavat (DNS) tartalmaz6 reagenst adtam, 10 perces forralas
utan 540 nm-en mértem az oldat elnyelését. Mindegyik mérési ponthoz hdrom parhuzamos
mintat készitettem és ezek elnyelés értékeit atlagoltam. Az oldat elnyelése ardnyos a jelen
1évé redukalo cukor mennyiségével, ami aranyos az enzim-rendszer celluloz-bonto
aktivitasaval. Kontrollként haromféle vak mintat hasznaltam, az egyiknél nem volt jelen
szubsztratum, a masiknal nem volt jelen enzim a vizsgalt mintaban, a harmadik vak probanal
pedig sem enzim, sem szubsztratum nem volt jelen. A haromféle vak minta abszorbancia
értekeit minden esetben levontam a vizsgalt mintdk abszorbancia értékeibdl. A glikoz
koncentracié meghatarozasahoz kalibracios egyenest vettem fel 0,05 mg/ml — 0,5 mg/ml-es

crer

3.3.5.3 f-D-mannozidaz (Thermobifida fusca)

A p-D-mannozidaz aktivitasat, para-nitrofenil-$-D-mannopiranozid (pNP-£-D-man)
mesterséges  szubsztratum  segitségével hatdroztam meg, foszfat—citrait pufferben
(citromsav/Na;HPQO4; 10 mM, pH =6,0), 50 °C-on, 1 ml reakcidelegyben (Bouquelet et al.,
1978). Egy tipikus aktivitdas meghatarozas a kovetkezoképpen tortént: a reakcidelegy 30 pl
(5 mM) pNP-4-D-man szubsztratumot, 940 ul puffert és 10 pl enzim oldatot tartalmazo (a
készitettem 10 mM foszfat-citrat pufferben (pH = 6,0), ebbdl az enzim-tdrzsoldatbol vettem ki
10 pl-t az aktivitdisméréshez). A reakcidt 2 perces, 50 °C-on torténd eldinkubalds utan, minden
esetben az enzim hozzdadaséaval inditottam el. A mintakban 1év6 enzimek miikodését 5 perces
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reakcioid6é utan a pH lagositasaval, 2 ml Na-borat puffer (0,2 M, pH = 10,0) hozzaadasaval
allitjuk le. A mintak elnyelését 400 nm-en mérjiikk. 3 ml térfogata, 0,5 cm élhosszusagu
kvarckiivettat hasznaltunk. A hidrolizis soran felszabadult para-nitrofenolat ionok mennyisége
a mért abszorbancia adatokbol kiszamithatd a para-nitrofenolat moldris extinkcids
koefficiensének ismeretében (¢ = 17,3 x 10° M cm™).

A beburkolt enzim esetében az aktivitds mérését a kovetkezOképpen végeztem: az enzim
nanorészecskék eldallitdsa sordn az utolsd 1épésnél a terméket vizes fazisba (0,05 M citrat-
foszfat-puffer, pH = 6,0) extrahaltam és ennek mértem az aktivitasat. Az aktivitasmérésnél
igyeltem, hogy a beburkolt enzimet tartalmaz6 higabb oldat és a kontrollként hasznalt
természetes enzim hasonlod koncentracioban legyen jelen a mérés soran. Egy tipikus aktivitas
meghatdrozas a kovetkezOképpen tortént: a beburkolt enzim termék koncentracidja mintegy
0,02 mg/ml. Az aktivitasméréshez a kovetkez6 koncentraciokat hasznaltam: 100 pl beburkolt
mannozidaz enzim, 30 pl szubsztratum, 870 pl puffer (0,05 M citrat p., pH = 6,0). 50°C-on
5 percig reagaltattam. A reakciot leallitottam a 2 ml pH = 10,0-es Na-borat pufferrel.

3.3.5.4 Endoxilanaz A (Thermobifida fusca)

Szubsztratumként 1%-os xildn-oldatot hasznaltunk (1 6ra inkubalds 50 °C-on), a
felszabaduld cukor termék mennyiségét DNS-probaval hataroztuk meg (Miller, 1959) (Id.
3.3.5.2 alfejezet).

3.3.5.5 p-D-xilozidaz (Thermobifida fusca)

A f-D-mannozidaznal leirt aktivitismérés (Id. 3.3.5.3 alfejezet) hasznalhat¢ itt is azzal a
kiilonbséggel, hogy az enzim szubsztratuma para-nitrofenil-5-D-xilopiranozid (pNP-xyl). Az
aktivitds méréséhez hasznalt térfogatok: pNP-xyl szubsztratum 30 pl, enzim nativ enzim
esetén 15 pl, beburkolt enzim esetén 100 pl, tovabba pufferrel 1000 pl-re higitva. 5 percig
50 °C-on inkubaltam az elegyet, majd a reakciot 2 ml pH =10,0-es Na-borat pufferrel
allitottam le.

3.3.5.6 Endomannanaz (Thermobifida fusca)

Az  aktivitasmérésnél 740 ul  pH=7,00; 20 mM-os foszfat pufferhez
(KH,PO4/Na;HPO,4) 250 ul 0,5%-0s mannant és 10 ul endomannanaz enzim torzsoldatot
adtam. Az elegyet 50 °C-on 10 percig inkubaltam, majd 1 ml DNS-reagenst adtam hozza és
10 percig 100 °C-on forraltam. Ezutéan jeges fiird6be helyezve hiitottem, majd 335 ul 40%-0s
K-Na-tartaratot adtam hozza €s az oldat abszorbancigjat 575 nm-en mértem.

3.3.6 Enzim nanorészecskék meretének meghatarozasa dinamikus
féenyszoras méréssel

Az enzimek és az enzim nanorészecskék méretét dinamikus fényszoras méréssel
hataroztam meg Malvern Zeta-sizer késziilék segitségével. Egy tipikus minta 1 ml legalabb 1
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inkubaltam és minden mérést 10-15 alkalommal megismételtem, majd a kapott eredményeket
atlagoltam.

3.3.7 Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) felvétel készitése

A mintakészités menete a Kim és Grate, (2003) altal kidolgozott médszerrel, MAPS
monomerekbdl kialakitott rétegek esetén a kovetkezOképpen tortént: az enzim-oldatbol
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egyetlen cseppet az elektronmikroszkop targylemezére helyeziink, majd megszaritjuk. A
minta nem igényel kiilon festést, mert az enzim koriil kialakitott polimer burokban talalhato Si
atomok Onmagukban elegendden ,.elektrondenzek” (elektronszorok) ahhoz, hogy képet
lehessen alkotni veliik transzmisszids elektronmikroszkopos vizsgalat soran (Id. még 2.4.5.1
alfejezet).

3.3.8 Stabilitas vizsgalatok
3.3.8.1 Tarolasi stabilitas

A tarolasi stabilitast kétfajta homérsékleten (hiitd tarolasi hémérsékletén, +4 °C-on,
valamint szobahOmérsékleten, +20 °C-on, illetve +22 °C-on) vizsgaltam. Ezeknél a
méréseknél a mintdkat nem razattam. Az inkubalas soran meghatarozott idokozonként mintat
vettem a beburkolt enzimekbdl és a kontrollként hasznalt természetes enzimekbdl és ezek
aktivitasat hasonlitottam 0Ossze. Harom parhuzamos aktivitdsmérést végeztem ¢és ezeket
atlagoltam.

3.3.8.2 Mechanikai stabilitas

A mechanikai stabilitast kiilonb6z6 hdmérsékleteken és razatasi intenzitassal végeztem.
Az enzim mintak mechanikai stabilitasanak vizsgalatahoz 27 °C-on és 37 °C-on 150 ill. 250
rom-mel New Brunswick Scientific G24 inkubator razdgépet hasznaltam. Magasabb
hémérsékleteken (50 °C és 80 °C) a razatasos stabilitasvizsgalatokat (150 rpm) IKA KS4000i
kontrol termosztalhato razogéppel hajtottam végre. Mindkét esetben az adott hdmérsékleten
valé inkubalas mellett vizszintes iranyu, korkoros razatés tortént.

3.3.8.3 pH-stabilitas

A polimer védoréteggel bevont kimotripszin és cellulaz enzim-komplexek pH-
stabilitasat a kovetkez0 modon mértiik: a szubsztratumot és az enzimet tartalmazo elegyek
pH-jat kb. 1 molos sésav oldattal 1,5-6s pH-ra savanyitottam, illetve NaOH-dal pH = 12-re
lugositottuk. Az oldatok pH-jat pH mérdvel ellendriztem az aktivitasmérés eldtt és utan is.
Hasonloképpen cc. ecetsavval pH = 3,5-re, illetve Na,HPO,-dal pH = 9 értékekre allitottuk be
mind a természetes, mind a beburkolt enzimek elegyének pH-jat. Az adott pH-jti oldatokkal a
korabban leirt modon aktivitaismeérést végeztem.

3.3.8.4 Hostabilitas

A kimotripszin enzim hostabilitdsanak vizsgalatahoz 27 °C-on és 37 °C-on New
Brunswick Scientific G24 inkubator razogépet hasznaltam. A cellulaz és hemicellulaz
enzimek hdostabilitasat 50 °C-on ¢és 80 °C-on a IKA KS4000i kontrol termosztalhato
razogéppel végeztem.

3.3.8.5 Enzimek féléletidejének szamitasa

Az enzimek stabilitdsdnak 0sszehasonlitdsahoz az enzimek féléletidejét szamoltam ki és
ezeket az értékeket hasonlitottam Ossze. Az enzimek féléletideje az az idOtartam, amely alatt
az enzim aktivitasanak értéke a felére csokken (Id. még 2.1 fejezet). Ez az érték jellemzi az
enzimek stabilitasat: a stabilabb enzimek féléletideje hosszabb.

Az enzim nanorészecskék stabilitasnovekedését ugy szamszertsitettem, hogy a fenti
modon meghatarozott féléletidejiik és a természetes enzimek féléletidejének a hanyadosat
vettem.
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3.4 Kisérleti eredmények harom lépésben eléallitott enzim
nanorészecskékkel

3.4.1 a-kimotripszin enzim

Els6ként Kim és Grate (2003) alkalmaztak a harom reakcidlépésbdl allo szintézist a-
kimotripszin enzim alkalmazésaval. E kisérletek reprodukalasdval kezdtem a stabilizalasi
kisérleteimet.

3.4.1.1 Az enzim nanorészecskék detektalasa

Transzmisszios elektronmikroszkdopos felvételekkel bizonyitottam az enzimet koriilvevo
polimer réteg kialakuldsat a-kimotripszin enzim esetében (13. abra) (Hegediis és Nagy,
2009a). Az enzim nanorészecskéket kiilon festés nélkiil, a polimer réteget alkoto
trimetoxiszilil csoportok erds elektronsugarakat visszaverd képessége miatt detektalni lehet.
Az elektronmikroszkdpos felvételen latszik, hogy az enzimek vildgos, kozel kor alakl foltként
jelennek meg. A polimer nanoréteg pedig a vilagos foltokat koncentrikusan kdrbevevo sotét
korgytiriiként jelenik meg (13. abra). A kisebb méretii részecskék kiilonalld a-kimotripszin
enzim molekuldk, amelyeket egyenként sikeriilt beburkolni a polimer védoé réteggel. A
polimer réteg vastagsagat 3-7 nm-re becsiiljiik. A nagyobb méretli részecskék esetében a
preparalas soran az enzim molekuldk Osszetapadtak, nem valtak szét és igy kertltek
beburkolasra. Varhatéan a szubsztratum diffuziés Gtjanak néhany nanométeres
megndvekedése a porusos polimer rétegen keresztiil az enzim aktiv centruméhoz nem okoz
Iényeges aktivitas csokkenést.

Q O %

X

13. abra a-kimotripszin enzim nanorészecskék transzmisszios elektronmikroszkdpos detektalasa

3.4.1.2 Az enzim nanorészecskék méreteloszlasa a szintézis soran

Dinamikus fényszoras méréssel, Malvern Zeta-Sizer késziilékkel, kovettem az enzim
nanorészecskék méreteloszlasat is. A 14. dbra tobb mérési eredményt is tartalmaz egyetlen
grafikonon abrdzolva. A grafikon a vizsgalt részecskék szdmanak szazalékos eloszlasat
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abrazolja a méret logaritmusanak fiiggvényében. A ,Mod. CT” jelli gorbe az elsd 1épést,
vagyis az a-kimotripszin enzim molekulak feliiletének moédositasat kovetd méreteloszlast
abrazolja vizes oldoszerben. A moddositott a-kimotripszin enzim molekulak méreteloszlasa
gyakorlatilag megegyezik a kiindulasi természetes a-kimotripszin enzim molekuldkéval. A
logaritmikus skalan leolvashato, hogy az a-kimotripszin enzim molekulak mérete nagyrészt 2
¢s 4 nm kozotti tartomanyba esik.
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14. abra o-kimotripszin enzim nanorészecskék méreteloszlasa az eldallitas egyes 1épéseit kdvetéen

A ,,CT/n-hexan” gorbe a feliiletikon modositott és ion-parral hexan fazisban
molekularisan oldott a-Kimotripszin enzim molekulak eloszlasat abrazolja. Lathato, hogy az
ionparral apoléris oldoszerben oldott enzim molekulak eloszlasa nagyobb mérettartomanyban
van, mint a természetes, illetve a feliiletiikon modositott a-Kimotripszin enzim molekulaké. A
méreteloszlas gorbének a legnagyobb része még igy is 10 nm alatt van, a gérbe maximuma 6
¢s 8 nm kozotti tartomanyban taldlhatd. A méret novekedésének feltételezhetéen az az oka,
hogy a hidrofob ionparosodas soran az enzim molekuldk feliiletén az AOT detergensbdl réteg
képzddik ¢€és ez a réteg okozza az enzim molekula — detergens részecskék méretének
novekedését. A méreteloszlas mintegy 3 nm-rel tolodik el a természetes, illetve a modositott
a-kimotripszin enzimek méretének eloszlasatol. Ez azt jelenti, hogy mintegy masfél
nanométer vastagsagu detergens réteg van jelen atlagosan az enzim molekulak feliiletén. A
méreteloszlas gorbe egyuttal azt is bizonyitja, hogy az a-kimotripszin enzim molekulaknak
hidroféb ionparosodas segitségével torténd hexan fazisba juttatdsa valdban molekularis
oldodassal jon 1étre, a képzddd enzim molekula — detergens részecskék méreteloszlasa joval
alatta marad az 50 nm-es hatarnak, ami felett kolloid részecskéknek tekinthetok.

A 14. abran talalhatdo ,,SEN-CT” jeli gorbe mutatja a [3-(metakriloxi)propil]-
trimetoxiszilan szerves-szervetlen hibrid polimer réteggel beburkolt és vizes fazisba atvitt a-
kimotripszin enzim nanorészecskék méreteloszlasat.

3.4.1.3 Az enzim nanorészecskék aktivitasanak valtozasa a szintézis soran

Nyomon kovettem, hogy az a-kimotripszin enzim aktivitdsat hogyan befolyasoljak az
enzim nanorészecskék eldallitdsanak 1épései soran az egyes szintézislépések. Elsdként a
felilletmodositas enzim aktivitdsra gyakorolt hatdsat vizsgaltam. A feliiletmodositas utan,

amely desztillalt vizben tortént, a moddositott a-kimotripszin enzimet tartalmaz6 oldatot
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alkalmazotthoz hasonld koriilmények kozott mértem. Nem tapasztaltunk eltérést az
aktivitasok kozott.
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15. abra Kimotripszin enzim aktivitasanak valtozasa 365 nm-es UV-fénnyel torténd besugarzas utan

Ezt kdvetden a hidrofob ionpar képzés, illetve a hexanban vald oldas hatasat vizsgaltam
az a-kimotripszin enzim aktivitasara. Ehhez a feliiletén modositott a-Kimotripszin enzimet a
kisérletek leirasdban alkalmazott koriilményekhez hasonloan AOT-vel reagaltattam, hexanban
oldottam és az oldast kovetden extrakcioval Gjra vizes fazisba juttattam. A vizes oldatban
moédon nem véltozott.

A polimerizacids 1épéshez hasonld koriilmények kozott vizsgaltam a 365 nm-es UV
fény hatasat a hexanban oldott modositott CT enzim aktivitasara. Azt tapasztaltam, hogy 8 ora
alatt az enzim aktivitas az eredetinek 60-70 %-ara csokken (15. abra). A megel6z6 1épések
soran mérhetd aktivitas csokkenést nem tapasztaltam. Ez azt jelenti, hogy az enzim-polimer
nanobiokompozit aktivitdsanak csokkenését jorészt, vagy teljes egészében az UV-besugarzas
okozza.

3.4.1.4 Az enzim nanorészecskék tarolasi stabilitasa

Vizsgéltuk a SEN-CT hiitében, + 4 °C-on (16. abra), illetve szobahdémérsékleten (20 °C-
on) torténd tarolas kozben torténd aktivitas valtozasat is (17. abra). A 16. dbran lathato, hogy
mindkét esetben az enzim-polimer nanobiokompozit stabilisabb, mint a szabad, polimer
védoréteggel be nem burkolt kimotripszin enzim (CT). A +4 °C-on térténd tarolas soran a
természetes a-kimotripszin enzim aktivitdsa mar mintegy 30 nap utan az eredeti aktivitdsanak
30%-ara csokken, 180 nap utan pedig mar a 10%-ot sem éri el. Ezzel szemben az a-
kimotripszin enzim nanorészecskék aktivitdsa kozel 300 nap utdn is megkdzeliti eredeti

aktivitasuk 80%-at (16. abra).
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16. abra Természetes (®) és védoérétegbe burkolt (@) a-kimotripszin enzim nanorészecskék tarolasi
stabilitasa 4 °C-on

20 °C-on torténd tarolas soran a kontrollként hasznalt szabad a-kimotripszin enzim
aktivitasa 10 nap utan alig haladja meg eredeti aktivitdsdnak a 30%-at, 26 nap utan kevesebb,
mint az eredeti 15%-a. A beburkolt a-kimotripszin enzim nanorészecskék aktivitasa viszont
16 nap utan is 80% koriili érték és 26 nap utan is meghaladja még az 50%-ot (17. abra).
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17. abra Természetes (®) és védérétegbe burkolt (@) a-kimotripszin enzim nanorészecskék stabilitasa 20 °C-on

3.4.1.5 A beburkolt a-kimotripszin enzim nanorészecskék mechanikai stabilitasa

Ennél extrémebb koriilmények kozott - razatds kozben és magasabb homérsekleten -
még nagyobb eltérést tapasztalhatunk a SEN-CT enzim és a kontroll CT enzim stabilitdsaiban.
27 °C-on 150 rpm-mel torténd razatas soran a természetes a-kimotripszin enzim molekulék az
1d6 fiiggvényében exponencidlisan csokkend aktivitast mutatnak. Mintegy 240 ora inkubalést
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kovetden csak eredeti aktivitasuk negyedével rendelkeznek. Ezzel szemben a beburkolt a-
kimotripszin enzim nanorészecskék aktivitdsa ekkor még jelentds. Kb. 330 ora inkubalast
kovetden a természetes o-Kimotripszin enzimek aktivitasa eredeti aktivitasuk tizedrészére
csokken, ezzel szemben a beburkolt a-kimotripszin nanorészecskék aktivitasa az eredeti
60%-a marad (18. &dbra). Az enzim nanorészecskék stabilitasanak idébeli lefutasat abrazolo
gorbén ennél a pontnadl torés mutatkozik, ¢és aktivitisuk meredekebben csokken, mint
korabban, de még 500 ora inkubalast kdvetden is megdrzik aktivitisuk mintegy negyedét,
mikozben a természetes kimotripszin enzimek aktivitasa mar alig mérhet6 (2-3%).
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18. abra Természetes (®) és védorétegbe burkolt (@) a-kimotripszin enzim nanorészecskék stabilitasa 27 °C-on,
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19. abra Természetes (®) és védérétegbe burkolt (@) a-kimotripszin enzim nanorészecskék stabilitisa 37 °C-on,

250 rpm-mel t6rténd razatas soran

41



A homérséklet és a razas sebességének emelésével még élesebben elvalik a természetes
a-kimotripszin enzim ¢és az enzim nanorészecskék stabilitasanak gorbéje, a kiilonbség még
szembetindbb. 37 °C-on 250 rpm-mel torténd razatas hatasara a szabad enzim aktivitdsa mar
egy ora inkubalast kovetden is eredeti aktivitdsanak negyedrészére csokken, két ora inkubalast
kovetden pedig aktivitasa teljesen eltinik (19. abra). A beburkolt o-kimotripszin enzim
nanorészecskék aktivitasa is kezdetben meredeken csokken, azonban ez a meredek aktivitas
csOkkenés az inkubacio 2. 6raja koriil megall és 19 6ra mulva is eredeti aktivitasanak 50%-at
adja. A beburkolt a-kimotripszin enzim nanorészecskék aktivitisanak csokkenése ezt
kovetden linedrissa valik és 90 ora utan is megorzik eredeti aktivitasuk 10%-at.

3. tablazat Természetes és polimerrel boritott (SEN) a-kimotripszin enzim (CT) aktivitasainak féléletiddi (ty,).

Koriilmények 12 (6ra) Rel. ty)»
T | Razatas | Nativ | SEN- SEN-CT/
(°C) | (rpm) CT CT Nativ CT

4 864* | 12000* 13.9
20 - 120 648 54
27 150 110,0 650 59
37 250 0,5 37 74,0

* Beecsiilt értékek. A becslést logaritmikus skédlan vald abrazolas mellett a gdrbékre illesztett egyenesekkel
végeztiik. Ahol elérik az 50%-os aktivitas értéket, az az id6pont a felezési idd.

Az enzim aktivitasanak felezési id6it a 3. tablazatban foglaltam &ssze. Mivel a
természetes enzimek aktivitisa altaldban exponencialisan csdkken az idd fliggvényében,
jellemezhetd az un. felezési iddvel, vagy féléletidovel (tip) (Id. 2.1 fejezet). Az enzim
stabilitasanak felezési ideje azt az id6tartamot jelenti, amely alatt az enzim aktivitasa felére
csokken. A felezési idoket tigy szamoltuk, hogy logaritmikus skélat alkalmazva az aktivitas-
1d6 grafikonokra egyenest illesztettiink és amikor az egyeneseknek a kiindulési aktivitas felét
elérték, azt az id6pontot tekintettiik ti,-nek. Az enzim nanorészecskék aktivitasanak id6beli
lefutdsa a szabad enzimek hasonld gorbéinél dsszetettebb. Egy kezdeti, meredek csokkenést
kovetden aktivitas értékek kevésbé meredeken csokkennek. Az enzim nanorészecskek felezési
idejének szamitasanal ezt a kevésbé meredek lefutdsu gorberészt vettiik figyelembe (3.
tablazat).

3.4.1.6 Az enzim nanorészecskék pH-stabilitasa

Megvizsgaltam a SEN-CT enzim stabilitdsat kiilonb6zé pH-tartomanyokban és azt
talaltam, hogy a szabad enzimmel Osszehasonlitva (CT) extrém savas és erdsen lugos pH
értekek esetében sem csokken a beburkolt enzim aktivitdsa 50% ald, mig ezeken a szabad
enzime mar nem képes miikddni (20. abra). A szabad a-kimotripszin enzimnek és az enzim
nanorészecskének is a legnagyobb az aktivitasa az optimalis pH-értéken (pH =7,8). Az
enzimek aktivitasa ennél savasabb ¢€s ligosabb pH-n is kevesebb. A 20. dbran lathato, hogy a
szabad a-kimotripszin enzimnek mar gyengén savas (pH = 6,5) oldatban is 20% ala csokken
az aktivitdsa az optimalis pH-értéken mért aktivitdsdhoz képest. Ezzel szemben az enzim
nanorészecskeként stabilizalt a-kimotripszin enzimnek az aktivitdsa ugyanezen a pH-értéken
még 80%-a a kiindulasi, optimalis pH-értéken mért aktivitasanak. Extrém savas (pH = 1,5)
koriilmények kozott a szabad a-kimotripszin enzimnek mar egyaltalan nincs aktivitdsa, az
enzim nanorészecskék viszont eredeti aktivitasuk felét megérizve még mikodoképesek
maradnak.
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20. abra Természetes (#) és védorétegbe burkolt (e) a-kimotripszin enzim nanorészecskék aktivitasa kiillonb6z6
pH-értékeken

3.4.2 Celluldz enzim komplex

3.4.2.1 A cellulaz enzim nanorészecskék detektalasa

A cellulaz enzim nanorészecskék detektalasa az a-kimotripszin enzim nanorészecskék
detektalasadhoz hasonldé médon tortént (1d. 4.1.1 alfejezet). Kiilon festés nélkiil, transzmisszios
elektronmikroszkdppal detektalni lehet az enzim nanorészecskék koriil kialakult polimer
réteget a trimetoxiszilil csoportok elektronsugarakat visszaverd hatasa miatt.

21. abra Cellulaz enzim nanorészecskék transzmisszios elektronmikroszkopos felvétele

Az enzimek ebben az esetben is vilagos foltként jelennek meg, a polimer nanoréteg
pedig sotét korgyliriiként kiiloniil el a transzmisszios elektronmikroszkopos felvételen (21.
abra). A felvételen lathatd részecskék mérete 10-30 nm kozott valtozik, a polimer rétegnek
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megfeleld sotét korgylirlik azonban egységesen 3-5 nm vastagsaguaknak tiinnek. A részecskék
méretének heterogenitasa lehet az elektronmikroszkopos felvétel el6készitése soran képzdodott
mitermék is (a mintapreparalds, szaritds sordn az egyes nanorészecskék Osszetapadhatnak
nagyobbakkd), vagy az enzim nanorészecskék eldallitasa soran tapadhatnak Ossze az enzim
molekulak.

22. abra Cellulaz enzim nanorészecskék transzmisszios elektronmikroszkopos felvétele A) 50 °C, B) 80 °C, C)
100 °C hémérsékleten tortént egy oras inkubalasok utan
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Megvizsgaltuk a kiilonb6zé homérsékleteken eldkezelt cellulaz enzim nanorészecskék
transzmisszios elektronmikroszkopos képét is (22. abra). Az abran lathato, hogy 1 ora 50 °C-
on torténd inkubdlast kovetden az eddig kiilonalld enzim nanorészecskék nagyobb
egységekké aggregalodnak (22. A ébra). A képbdl azonban nem lehet messzemend
kovetkeztetéseket levonni, hiszen az enzim nanorészecskék Osszealldsa nagyobb részecskékkeé
lehet reverzibilis is, illetve kialakulhat a minta transzmisszios elektronmikroszkopos
vizsgalatat megel6z6 preparalds soran (szaritas) is. Azonban ez az agglomeracié indokolna az
enzim nanorészecskék aktivitdsanak viszonylag gyors kezdeti csokkenését az inkubacid soran
(1d. késdbb). 80 °C-on 1 oran keresztil torténd inkubacié sordan még jobban megvaltozik a
minta elektronmikroszkopos képe (22. B abra). Ugy tiinik, hogy az eddig kiilénallé enzim
nanorészecskék polimer burkai felszakadoznak, nagyobb részek alakulnak ki. A minta még
tartalmaz néhany kisebb, elkiiloniilt enzim nanorészecskét, ugyanakkor dontéen a mintegy
100 nm méretii, vagy még nagyobb nagyobb, sziirke masszabol all6 csomok uraljak a képet.

Ez mar nem magyarazhatdé masképp, mint hogy az enzim nanorészecskék polimer
burkai felszakadoznak, megsériilnek, a koradbban észlelt rendezett struktura megsziinik, az
enzimek valosziniileg degeneralédnak. 100 °C-on 1 oOran keresztiil torténd inkubaldsat
kovetden még inkabb egyértelmii az enzim nanorészecskék szerkezetének a felbomlasa, az
elektronmikroszkdpos kép teljesen homogén, sziirke tdmeget mutat, amelyek valosziniileg a
szétesett polimer burkok rendezetlen részei (22. C abra).

3.4.2.2 A cellulaz enzim nanorészecskék méreteloszlasa

Diam. (nmj) % Number Width (nm)
Z-Average (d.mm): 2276 Peak 1: 10,71 100,0 3,356
Pdl: 0,238 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,833 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good
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—— Record 160: CK-8-3/31

————— Record 163: CK 2 mginl 0,2 M 1. p. szonikalas nélkil 1
Record 178 2 mgiml CK d. vizben 1

—— Record 186: CK-16-1/hexan 1

23. abra Cellulaz enzim nanorészecskék méreteloszlasa a szintézis 1épései folyaman.

A 23. dbra az enzim részecskék meéreteloszlasat mutatja logaritmikus skalan a szintézis
fazisaiban. A ,,CK/viz” jelzésli gérbe a vizben oldott celluldz enzim komplex méreteloszlasat
mutatja szonikalas nélkiil. A ,,CKgon/viz” gorbe szonikalas utdn mutatja a cellulaz enzim
komplex meéreteloszlasat. A ,,CK/n-hexan” grafikon az ionpar képzéssel hexdnban oldott
cellulaz enzim molekulak méreteloszlasat, a ,,SEN-CK/viz” cimkéjli gorbe pedig az elkésziilt
enzim nanorészecske termék méreteloszlasat mutatja. Lathatd, hogy a szonikdlds hatasara a
méret-eloszlas kiszélesedik, nagyobb szamban jelennek meg kisebb méretli (valdsziniileg

Ossze nem tapadt) enzim molekuldk. Az eloszlasgorbék cstcsa is 8 nm-rél 6 nm-re csokken. A
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hexanban oldott ion-par komplex méreteloszlasa még szélesebb, mint a szonikalas utan kapott
szabad enzim molekuldké, az eloszlasgérbe csucsa is eltolodik 10 nm kozeli értékekre. Ez
azért van, mert az ion-par komplex mérete nagyobb, mint a szabad enzimeké. Az enzim
nanorészecske termékek méreteloszlas gorbéjének csucsa még nagyobb, mintegy 20 nm-es
értek felé tolodik el, jelezve, hogy a termékként kapott enzim nanorészecskék mérete a
polimer réteg miatt tovabb né (23. ébra, ,,SEN-CK/viz” gorbe). Lehetséges azonban az is,
hogy tobb, akar kiillonbozd funkcioval rendelkezd enzim molekula keriil egy darab, polimer
nanoréteg altal kialakitott 6sszefliggd burokba.

3.4.2.3 A polimer réteg hatasa a celluldz enzim nanorészecskék aktivitasara

Vizsgaltam a polimer réteg vastagsaganak hatisat az enzim aktivitasara (24. abra).
Igyekeztem az ultraibolya sugéarzasnak a korabbi kisérletek soran kimért karositdo hatasat
csokkenteni azzal, hogy a besugarzasi idét csokkentettem két orara. Hasonlo koriilmények
kozott a hexan fazisba oldott Celluclast BG enzim-komplexhez 1, 2, illetve 4x mennyiségii
monomert adtam, amely aztan a kisérlet soran feltételezhetéen 1, 2, illetve 4x hosszlsagu
polimer-lancokka szervezddott az enzim-komplex molekulak feliiletén. (A polimer szalaknak
a hosszlisdga azonban nem 4ll egyenes aranyban az enzimeket koriilvevé burok nagysagaval,
mert a polimer szalak vélhetden a térben elhajlanak, kanyarognak.) A nagyobb mennyiségii
monomer hozzaadasaval a keresztkotések kialakulasanak valdszinlisége az egyes polimer
szalak kozott megnd, ezért az enzimeket kdrbevevo polimer réteg tomorsége is megnd, joval
kevésbé lesz porozus, azonban jobban képes stabilizdlni az enzimeket. A kiilonbdzd
vastagsagu polimer réteggel beburkolt enzim-komplexek rendre mintegy 60, 50 és 40%-0s
aktivitast mutattak a kiinduldsi kezeletlen enzim-komplexhez képest (24. abra). Ez azt
mutatja, hogy a polimer-réteg bizonyos mértékben akadalyozza az enzim-komplex
miikodését, de még négyszeres polimer mennyiség esetén is milkddik az enzim. A polimer
réteg vastagsdganak hatdsa az enzim stabilitdsara kiilonb6zo koriilmények kozott tovabbi
kisérletek targya lehet.
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24. abra Celluclast BG cellulaz enzim-komplex aktivitasanak valtozasa a hozzaadott monomer mennyiségével
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25. abra. Kiilonb6z6 vastagsagu polimerréteggel késziilt cellulaz enzim nanorészecskék. A) A szokasosan
hasznalt monomer mennyiség felével, B) a szokasos monomer mennyiséggel és C) a szokdsos monomer
mennyiség négyszeresével bevonva. A mintak 50 °C-on, egy 6ran keresztiil torténd inkubalas utan késziiltek.

A transzmisszios elektronmikroszkopos felvételek kiillonbozé mennyiségli monomer
hozzédadasaval késziilt enzim nanorészecskék 1 6ras 50 °C-on torténd inkubaléast kovetd képét
mutatjadk (25. dbra). Mindharom esetben lathatd, hogy a mintegy 10 nm 4tmérdjii enzim
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nanorészecskék nagyobb, 50-100 nm-es aggregdtumokat képeznek. (Ezek az aggregatumok
kialakulhattak a szintézis utan is, az elektronmikroszképos vizsgalat eldtt, a minta
beszaritdsakor.) A monomer mennyiségét felére csokkentve (A), illetve négyszeresére ndvelve
(C) nem lathato jelentds kiilonbség az enzim nanorészecskéket korbevevd polimer réteg
vastagsdgaban a szokdsos monomer mennyis€ég alkalmazdsaval eldallitott enzim
nanorészecskék elektronmikroszkopos képéhez viszonyitva (B).

3.4.2.4 A cellulaz enzim nanorészecskék tarolasi stabilitdsa

Osszehasonlitottam a természetes és polimer réteggel boritott enzim-komplex
stabilitasat szobahdmérsékleten (20 °C) razas nélkil (26. dbra). Az eredmények azt mutatjak,
hogy hasonldéan a kimotripszin enzim stabilitas vizsgalatainal tapasztalt gorbe lefutasokhoz, a
Celluclast BG enzim-komplex polimer réteggel beburkolt kompozitjanak stabilitasa el6szor a
nativ enzim-komplexéhez hasonlé moddon meredeken csdkken, majd mintegy 40%-0S
aktivitas csokkenés utdn az enzim-komplex stabilitasanak grafikonja enyhén csokkend
tendenciaju linedris szakaszt mutat. 3 nap inkubdlast kovetden a természetes celluldz enzim
komplex aktivitdsa felére csokken, mig az celluldz enzim nanorészecskék aktivitasa eredeti
aktivitasuk 66%-a. Azonban 14 nap inkubalast kovetéen a természetes cellulaz enzim
komplex aktivitds teljesen eltinik, szemben a celluldz enzim nanorészecskékkel, melyek
aktivitasa még 56%-a a kiindulasi aktivitas értéknek. S6t, 110 nap inkubalast kdvetden is még
Orzi eredeti aktivitasa 35%-at.
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26. abra Természetes (#) és beburkolt (e) Celluclast BG cellulaz enzim-komplex stabilitdsa 20 °C-on, razatas
nélkiil

3.4.2.5 A cellulaz enzim nanorészecskék aktivitasainak homérsékletfiiggése
Megvizsgaltam a celluklaszt enzim-rendszer aktivitasanak hémérséklet-fliggését is (27.
abra). A vizsgalat ugy tortént, hogy egy 6rdn at inkubdltam az enzimet és szlirdpapircsik

szubsztratumot tartalmazo elegyet az adott hdmérsékleteken, majd mértem a keletkezett cukor
mennyiségét a DNS-probaval. Az egyes mintdk aktivitdsat a hdOmérsékleti optimumon
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(50 °C-on) mért aktivitasukhoz viszonyitottam, amelyet 1-nek vettem. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a természetes enzim-komplexnek a homérséklet emelkedésével fokozatosan
csokken az aktivitdsa. 60 °C-on az optimalis hémérsékleten mérhetd aktivitdsanak mintegy
90%-at mutatja, 70 °C-on még 60%-at, 80 °C-on pedig mar csak koriilbeliil 10%-at. Ha az
enzim nanorészecskék eldallitasandl az irodalomban megadott monomer mennyiség felét
adom hozza a reakci6 elegyhez 60 °C-on és 70 °C-on az enzim nanorészecskék aktivitasa
gyakorlatilag megegyezik a természetes enzimek aktivitdsaval. 80 °C-on mar kiilonbozik a két
minta aktivitasa, a vékonyabb réteggel beburkolt enzim nanorészecskék aktivitdsa valamivel
tobb, mint 40%, szemben a természetes cellulaz enzimek mintegy 10%-o0s aktivitdsaval az
50 °C-on mért aktivitas értékekhez képest. Ezzel szemben az irodalomban adott mennyiségi
¢€s a négyszeres mennyiségli monomerrel beburkolt enzim aktivitdsa 50 °C és 80 °C kozott
gyakorlatilag ugyanakkora marad. Mig magasabb hémérsékleten (100 °C-on) a természetes
cellulaz enzim komplex aktivitasa gyakorlatilag eltiinik, ezzel szemben az egyszeres réteggel
beburkolt enzim komplex még mindig mutat aktivitast, eredeti aktivitdsdnak 40%-4t meg0rzi.
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27. abra Természetes (#, kék) és beburkolt Celluclast BG enzim-rendszer miikodésének homérséklet-fiiggése. A
(A, barna) 0,5 x, a (e, piros) 1 x és a (m, zold) 4 x mennyiségli monomerrel beburkolt enzimek aktivitasat jeloli.

3.4.2.6 A cellulaz enzim nanorészecskék hdstabilitasa

A 20°C-on mért tarolési stabilitds gorbékhez hasonlo lefutas tapasztalhatoé intenzivebb
koriilmények kozott, 37 °C-on, 150 rpm keverési fordulatszammal torténd razatas soran (28.
abra). Egy napos inkubalést kovetden a fenti koriilmények kozott a természetes celluldz enzim
komplex aktivitasa valamivel kevesebb, mint a fele a kiindulédsi értéknek (46%), ezzel
szemben a celluldz enzim nanorészecskék aktivitdsa a kezdeti aktivitasanak a kétharmada
(65%-a). Hat nap inkubalast kovetden a természetes cellulaz enzim komplexnek mar nem
mérhetd aktivitasa, a beburkolt enzimek aktivitasa viszont még mindig 40%-a az eredetinek.
Megallapithatd, hogy az eldkezeléssel 1ényegesen megnovelhetd az enzim stabilitasa, bar ha
csokkend aktivitassal is, de hosszu ideig megdrzi aktivitasat 37 °C-on.
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A szokasos mennyiségli monomerrel beburkolt cellulaz enzim nanorészecskék
hostabilitasat 80 °C-on, razatas nélkiil vizsgaltam (29. abra). A természetes cellulaz enzim
komplex egy oOra inkubaldst kovetden eredeti aktivitdsdnak kevesebb, mint negyedével
rendelkezik, mig az enzim nanorészecskék megdrzik eredeti aktivitdsuk 80%-at. Két ora
inkubalést kovetden a természetes enzimek aktivitdsa mar csak tizede az eredetinek, mig az
enzim nanorészecskék még rendelkeznek eredeti aktivitdsuk tobb mint kétharmadaval. A
természetes enzim aktivitasa fokozatosan csokken, 6 6ra inkubalast kovetden teljesen eltiinik.
Az enzim nanorészecskék aktivitasa 2 oOra inkubalast kovetden azonban kevésbé csokken,
mint az els6 két oraban, a stabilitasuk gorbéje egy rovid, kezdeti, gyorsan csokkend periddust
kovetden egy lassan csokkend, kozel linearis szakaszba 1ép at. Hat 6ra inkubalast kovetden,
amikor a természetes enzimek gyakorlatilag mar nem mutatnak aktivitast, az enzim
nanorészecskék még rendelkeznek eredeti aktivitasuk csaknem 60%-aval, sét, még 12 ora
inkubalast kovetden is megtartjak eredeti aktivitasuk tobb mint 40%-at (29. abra).
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28. abra Természetes () és beburkolt (@) Celluclast BG enzim-komplex stabilitasa 37 °C-on, 150 rpm-mel
rézatva

Megvizsgaltam a polimer réteg vastagsdganak hatasat is az enzim részecskék
hostabilitasara (30. abra). A mintdkat 80 °C-on inkubdltuk 150 rpm-es razatds kozben.
Lathato, hogy a természetes enzim aktivitdsa mintegy egy oOra alatt gyakorlatilag elveszik. A
harom 1épésben eldallitott trimetoxiszilil funkcidés csoportokat tartalmazo, normal
rétegvastagsagu védoréteggel ellatott enzim nanorészecskék aktivitasa (30. dbra) mintegy 6
oran keresztiil alig csokken, a kiindulasi aktivitds 65%-a, azonban ezt kdvetden egy gyors
aktivitds csokkenés torténik és 10 ora elteltével az enzim nanorészecskek aktivitasa az
eredetinek csupan a 30%-a. A négyszeres mennyiségli monomerrel eldallitott, vastagabb
polimer réteget tartalmazé enzim nanorészecskék esetében (30. abra) a relativ aktivitas csak a
kiindulasi érték 80%-ara csokken a vizsgalt 10 ora alatt, viszont az abszolut fajlagos aktivitas
ebben az esetben az eldallitas veszteségeit is beleszdmitva csak mintegy 5%-a a kiindulési
nativ enzim fajlagos aktivitasanak. Tehat megallapithatjuk, hogy vastagabb réteggel ellatott
enzim nanorészecskék stabilisabbak ugyan, azonban aktivitasuk csokken a vékonyabb
réteggel beburkolt enzimhez hasonlitva.
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29. abra Természetes (¢, kék) és beburkolt (e, piros) Celluclast BG enzim-komplex stabilitasa 80 °C-on razatas
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30. abra Kiilonb6z6 rétegvastagsagu celluldz enzim nanorészecskék hdstabilitasa 80 °C-on (® — természetes
celluldz enzim, e — celluldz enzim nanorészecskék szokasos vastagsagu polimer réteggel, m — celluldz enzim
nanorészecskék négyszeres mennyiségii monomerbdl készitett polimer réteggel)
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3.4.2.7 A celluldz enzim nanorészecskék pH-stabilitasa

A cellulaz enzim nanorészecskék aktivitasat kiilonbozé pH-értékeken is vizsgaltam
50 °C-on, 1 6ra inkubaciot kovetéen (31. abra). Az altalunk hasznalt cellulaz enzim komplex
pH-,,optimuma” pH = 5,5-0s érték koriil van. Erdsen savas (pH = 1,5) és erdsen lugos
(pH = 12,0) értékeken a kontrollként hasznalt kezeletlen cellulaz enzim komplex aktivitasa
tizedrészére, illetve harmadrészére csokken. Az eldkezelt cellulaz enzim részecskék aktivitasa
ezeken a pH-értékeken valtozatlan marad, ugyanannyi, mint az optimalis pH = 5,5-0s értéken.
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31. abra Celluldz enzim nanorészecskék aktivitasa kiilonb6z6 pH-értékeken (¢ — természetes cellulaz enzim,
e — cellulaz enzim nanorészecskék)

3.4.3 Hemicellulaz enzimek

A cellulaz enzimek sikeres stabilizalasat kdvetden az ipari szempontbol szintén értékes
hemicellulaz enzimeket is stabilizaltam a haromlépéses modszerrel. A hemicelluldzok ipari
jelent6ségérol, valamint a Thermobifida fusca termofil baktériumokrol és a beléliik izolalt
hemicellulaz enzimekrdl a 2.5.3 fejezetben irtam.

3.4.3.1 A hemicellulaz enzimek aktivitdsanak valtozasa a szintézis soran

A f-D-mannoziddz enzim esetében az enzim nanorészecskék eldallitdsa soran az enzim
modositasat kovetd 1épésben a hidrofob ionparok kialakitasaval n-hexdnban torténd oldas
csak kis hatékonysaggal miikodott, az enzimeknek csak maximum kis szdzaléka ment 4t
szerves fazisba. A polimer réteg kialakitasa, illetve a vizes fazisba torténd extrakcid soran is
csokkent az enzimek mennyisége. A terméket ezutan vizes fazisba (0,05 M citrat-puffer,
pH = 6,0) extrahdltuk és ennek aktivitdsat mértiik. A beburkolt enzim termék koncentracidja
mintegy 0,02 mg/ml. A szamolt aktivitas az eredeti 48-67%-a (4. tablazat)

A p-D-xilozid4aznal az enzim torzsoldat higitott részleteinek szonikaldsa utan az eredeti
enzim 15%-a megy at szerves fazisba. Szonikalas nélkiil nem tapasztalhato oldodas a hidrofob
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hexan, ami minden bizonnyal az enzimek §sszetapadasa miatti nagy méretének kdszonhetd. A
polimer réteg kialakitasa utan a terméket citrat pufferbe extrahaltuk (0,05 M, pH =6,0). A
beburkolt f-D-xilozidaz enzim aktivitasa 55,3-59,0%-a az eredetinek (Id. 4. tablazat).

4. tablazat A négyféle hemicellulaz enzimbdl eléallitott enzim nanorészecske kitermelése (n = kiinduasi
enzimmennyiség/termék mennyiség molban) és relativ aktivitasuk

B _D_. . Mutans 'B _P_ P-D-xilozidaz Endomannanaz
mannozidaz mannozidaz
[Elkészilt enzim 9,2-11,55% 19,72% 9,04% 4,46-7,33%
nanorészecske kitermelés (1)
Relativ aktivitas (%) 48-67% nem mértem 55-59% 63%

Az endomannanaz enzimboOl 5-7%-ban sikeriilt enzim nanorészecskéket eldallitani,
azonban a termék aktivitasa meglehetdsen jo, a nativ enzim 63%-a. A mutans f-D-mannozidaz
19,72%-abol sikerilt enzim nanorészecskéket eldallitani, a mutans enzim aktivitasat nem
vizsgaltam (4. tablazat).

Sajnos az enzimek koziil az endomannanazbo6l, a mutans f-D-mannozidazbol és a S-D-
mannozidazbol csak kis mennyiség allt rendelkezésre, ezért csak Korlatozott szamii mérést
végeztem ezzel az enzimmel.

3.4.3.2 A hemicelluldz enzimek méreteloszlasa a szintézis soran

Dinamikus fényszoras méréssel vizsgéaltam a haromlépéses modszerrel eldallitott
hemicelluldz enzim nanorészecskék méreteloszlasat is (32. dbra). Az endomannanaz enzim
(EM) esetében az egyes szintézis 1épések soran is vizsgaltam az enzim nanorészecskék
méreteloszlasat. A 32. abra a) részében az EM/viz eloszlasgdrbe mutatja a természetes
emdomannanaz enzim molekuldk vizben valé oldoddsa utdn mérheté méreteloszlast. Az
enzim molekuldk méreteloszlasa zomében 10 nm-nél kisebb mérettartomanyban mozog és az
eloszlasnak a csucsa 5-6 nm kozott van. Az enzim molekuldk hidrofob ionparosodéassal hexan
oldoszerben valod olddsa soran (32a dbra, SEM-EM/viz méreteloszlas gorbe) a részecskék
mérete nagyobb lesz, a méreteloszlas gorbe csucsa 5-6 nm-r6l 9-10 nm-re nd. Az elkésziilt
endomannandz nanorészecskék méreteloszlasa (EM/hexan gorbe) mar 10 nm felett van és az
eloszlas-gorbe csticsa 10,5 nm-nél van. Az endomannanidz enzim nanorészecskék
eléallitasanak 1épései soran felvett méreteloszlas gorbék egy csticesal rendelkeznek, amely 10
nm koril van, tehat kiilonallé enzim molekulak keriilnek beburkolasra. A részecskék mérete
az eldallitas soran nd. A hé tiiré T. fusca organizmusbdl izolalt hemicellulaz enzimekbdl
eldallitott enzim nanorészecske termékek méreteloszlasanak vizsgalatakor hatdrozott
csucsokbodl all6 méreteloszlas gorbéket kapunk.(32b abra). Az endomannaniaz (SEN-EM
gorbe) €s a mutans mannozidaz (SEN-MM gorbe) méreteloszlas gorbéinek a csucsai egyarant
10 nm ¢és 20 nm kozott vannak (10,5 nm és 11 nm). Ezzel szemben a f-D-mannozidaz (SEN-
MN gorbe) és a f-D-xilozidaz (SEN-XI gorbe) enzim nanorészecskék méreteloszlasa joval
nagyobb értéket mutat, mint ami az enzim nanorészecskék méreteloszlasara varhaté volna
(60-70 nm). Az eloszlasgorbék azt mutatjak, hogy ezek az enzim nanorészecskék eldallitasuk
soran Osszetapadtak és nagyobb aggregatumokként vannak jelen.
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32. abra a) Egy hemicellulaz (endomannanaz, EM) méreteloszlasa a haromlépéses szintézis soran, b) a
kiilonbdz6 hemicellulaz enzim termékek méreteloszlasa (SEN-EM = endomannanaz enzim nanorészecskék,
SEN-MM mutans mannozidaz enzim nanorészecskék, SEN-MN = f-D-mannozidaz enzim nanorészecskék,

SEN-XI = f-D-xiloziddz enzim nanorészecskék)

3.4.3.3 A hemicellulaz enzimek stabilitasa

A héaromlépéses moddszerrel csak kis hatasfokkal sikeriilt eldallitani enzim
nanorészecskéket a T. fusca hé tlir6é organizmusokbol izolalt hemicelluldz enzimekbdl. Ezért
csak kevés stabilitdsmérést tudtunk végezni. A hig oldatok tovabb novelték a parhuzamos
stabilitdsmérések szorasat. A ho tlird organizmusokbol izolalt enzimek miikoddkeépesek
maradnak magasabb hdmérsékleten is, azonban nem stabilak, még alacsonyabb
hémérsékleten is viszonylag gyorsan elveszitik az aktivitasukat.

AT. fusca organizmusbol szarmazoé hemicellulaz enzimekbdl harom 1épésben eldallitott
enzim nanorészecskék koziil csak a f-D-xilozidaz enzim stabilitasat sikertilt vizsgalni, mert
ezt az enzimet tudtuk eldallitani olyan mennyiségben, amelynek mar mérhetd az aktivitasa
akar tobb alkalommal is. A p-D-xilozidaz enzim nanorészecskék tarolasi stabilitasat
vizsgaltam +4 °C-on (hiitében tartva), rdzatds nélkiil. Az aktivitds iddbeli lefutdsa
exponencialis csokkenést mutat, mar 50 nap alatt teljesen elvesziti a miikodését (33. abra). A
beburkolt S-D-xilozidaz enzim aktivitasa ekkor még mintegy a fele a kiindulasi értéknek. Ezt
sokaig megtartja €s csak lassan csokken a beburkolt enzim aktivitdsa, 117 nap utdn is még a
kiindulési értékének mintegy 40%-a.
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33. dbra Természetes (#) és beburkolt (®) f-D-xilozid4z enzim stabilitasa 4 °C-on

3.5 Kétlépéses, sajat fejlesztésii modszerrel eléallitott enzim
nanorészecskék

A hemicellulaz enzimekbdl elballithatd enzim nanorészecskék kis mennyisége hatékonyabb
modszer kidolgozasara 6sztonzott, amely alkalmas enzim nanorészecskék eldallitasara a kiilsd
kornyezet valtozésaira ¢érzékenyebb enzimekbdl is. Az enzim nanorészecskék
hemicellulazokbdl torténd eldallitasa soran az egyes részlépések végén képzodott termékek
mennyiségének vizsgalatabol lathato, hogy a hemicellulazokbol készitett enzim
nanorészecskék eldallitdsanak kis hatékonysaga elsésorban annak koszonhetd, hogy a
szintézis elsd részlépésének végén a feliiletlikon modositott hemicellulaz enzimeket kis
hatékonysaggal lehet hidrofob ionpar képzés moddszerével vizes fazisbol apolaris hexan
fazisba juttatni. Ezért olyan alternativ eldallitdsi mdodszert kerestem, amely nem tartalmaz
olyan, az enzimek mikrokdrnyezetében a pH és az ionerdsség drasztikusabb megvaltozasaval
jaro részlépést, amely inaktivalja az érzé¢kenyebb enzimeket.

Yan et al. (2006a) olyan kétlépéses modszerrel allitottak elé enzim nanorészecskéket,
amely nem tartalmazott fazisdtmenetet, mind az enzim feliiletének moddositdsa, mind a
polimer-réteg kialakitasa az enzim koriill vizes oldatban torténik. Ezért e modszerrel
kikiiszobolhetd a hemicellulazokhoz hasonlo érzékenyebb enzimek esetében az eldallitas
soran bekovetkez6 nagyfoku denaturacio (a modszer részletes leirasat 1d. 3.3.3 fejezet).

Hasonléan a Kim és Grate (2003) altal kidolgozott modszerhez Yan et al. (2006a)
modszerében az elsd 1épés a feliiletmddositds. A modositas mindkét esetben az enzimek
feliiletén talalhat6 primer amino csoportokbol indul ki, melyek mindkét esetben akrilezddnek,
csupan a reagens kiillonbozik a két szintézis esetében (Id. 3.3.3 fejezet). Ezért a két eljarés
tapasztalataibdl egy 0j szintézist dolgoztam ki, amely magaban foglalja mindkét irodalmi
forras elonyeit (1d. 3.3.3 fejezet). Az 1 eljaras egyszerlibb, gyorsabb és hatékonyabb az
irodalomban leirtaknadl. A modszer tovabbi eldnye, hogy nagyobb mennyiségli enzim
nanorészecskék eldallitasara is alkalmas, mig a Yan et al.(2006a) altal leirt eljaras esetében a
méretkizarasos kromatografia miatt az eldallithaté enzimek mennyisége erdsen korlatozott.
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3.5.1 Az uj eljaras hatékonysdaga
3.5.1.1 Az egy enzim molekuléra juté6 modositott csoportok szaméanak meghatarozasa

A p-D-mannozidaz enzimben 7 db, az oldallancédban szabad primer amin csoportot
tartalmazo aminosav talalhat6. Az irodalom szerint az enzim molekulak feliiletén a primer
lizil-amin csoportok akrilez6dnek. A referencia irodalomban arr6l szamolnak be (Yan et al.,
20064a, suppl. mat.), hogy torma peroxidaz enzim esetében 6 lizil csoportbol 5 (4,9 + 0,3)
akrilez6dott. A kontroll, nem akrilezett f-D-mannozidaz oldatban kb. 9 fluoreszcein-
izotiocianat molekula jut egy mannoziddz molekuldra. Az akrilezés utan megfestett S-D-
mannoziddz enzimek esetében az egy enzim molekuldra jutd festék molekuldk szdma 3. A
kettd kiilonbsége 6, tehat elmondhatd, hogy az egy f-D-mannoziddz enzim molekuldn hat
primer feliileti amino csoport modosult akril csoporttd. Ez azt jelenti, hogy egy p-D-
mannoziddz enzim molekularél hat oligomer lanc indulhat a polimerizacios 1épésben és ezek
kapcsolodhatnak keresztkotésekkel, egymdéssal nanoréteget kialakitva. Ennek segitségével
kiszamithatd, hogy mekkora monomer mennyiséget érdemes elreagaltatni ahhoz, hogy kb. 10
monomer hosszusagu oligomereket szintetizaljunk az enzimek feliiletére és ezek koziil nagy
valdszintiséggel egy biszakrilamid lesz, amely lehet6vé teszi az enzim molekula koriil
kialakult polimer réteg térhalosodasat.

3.5.1.2 Az aktivitasok mérése az egyes részlépések kozott

A p-D-mannozidaz enzimnek az aktivitadsat kiindulasi allapotaban mértem, valamint
kozvetleniil a feliilletmodosito 1épést kovetden, a feliilet aktiv csoportjainak meghatarozasahoz
hasznalt festés utan, az el nem reagalt festék molekuldk eltdvolitasahoz hasznélt dializist
kovetden, végiil a nanorétegnek az enzim molekuldk koriili kialakitasa utan. Az adatokat az 5.
tablazatban foglaltam 6ssze. Lathato, hogy a feliilet-modositas csak kis mértékben csdkkenti a
[-D-mannoziddz enzim aktivitasat, a festési eljaras, illetve a dializis eljards mar nagyobb
mértékben csokkenti, de az enzim aktivitdsa még mindig mintegy 80%-a a kiindulasinak. A
polimer nanoréteg mar jelentés mértékben csdkkenti az enzim aktivitasat, az csupan 12%-a a
kiindulasi enzim aktivitadsnak. Megallapithatjuk tehat, hogy a kétlépéses, vizes olddszerben
lejatszodo modszer esetében az utolsd, a polimer nanoréteget kialakitdo 1épés alkalmaval
csokken jelentdsen a vizsgalt enzim aktivitasa.

5. tablazat A f-D-mannozidaz enzim elnyelésének és aktivitasanak valtozasa a szintézis egyes lépései utan

e eir Specifikus

Aoso r;ea;‘;]"q'l Vem“ZI‘m’ 1d6,s | A Cl‘;n;o;“m A';‘k‘;;‘s aFl)(tivités,

pkatal/mg
Kiindulis | 1,860 | 0,600 | 003 | 120 | 0524 7178 0,060 3,323
Modositas utan | 1,860 | 0,600 | 0,03 | 120 | 0,486 6,658 0,055 3,082
Festés utan | 1,980 | 0600 | 003 | 120 | 0422 5,781 0,048 2,676
Dializis utan | 1,436 | 0463 | 003 | 300 | 0788 10,795 0,036 2,589
P"“':f;;”"d"’ 0,969 | 0313 | 003 | 300 | 0,081 1,103 0,004 0,392

3.5.1.3 Meéreteloszlas
Az enzim nanorészecskék méreteloszlasat f-D-xiloziddz enzim esetében vizsgaltam. A

nativ f-D-xilozidaz enzimek atlagos mérete mintegy 8,5 nm, az enzim nanorészecskék mérete
11,0 nm koriili mérettartomanyban van (34. abra).
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34. abra Természetes A) és akrilamid/biszakrilamid kopolimerrel bevont és B) B-xilozidaz enzimek
méreteloszlasa

3.5.2 Cellulaz enzimek

A T. reesei organizmusbo6l szarmazé Cellulclast BG cellulaz enzim komplex (ld. 2.5.2
alfejezet) hostabilitasat 80 °C-on razatas nélkiil vizsgaltam.

3.5.2.1 Hostabilitas
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35. abra Trichoderma reesei organizmusbdl izolalt természetes () és akrilamid géllel stabilizalt cellulaz enzim
nanorészecskék (@) stabilitdsanak vizsgalata 80 °C-on

A Kkétlépéses modszerrel eldallitott cellulaz enzim nanorészecskék stabilitdsa
hasonléan jo értékeket mutat a hdromlépéses modszerrel szintetizalt cellulaz enzim
nanorészecskék stabilitdsdhoz viszonyitva. A 80 °C-on torténd inkubalas (razatds nélkiil)
esetében, a természetes celluldz enzim komplex aktivitdsa nagyon gyors iitemben csokken,
mar negyed Ora alatt a kezdeti aktivitasanak kevesebb, mint 40%-ara, egy ora inkubalast
kovetden pedig gyakorlatilag inaktivalodik (35. &bra). Az akrilamid-biszakrilamid térhalos
polimerrel két Iépésben, vizes oldoszerben stabilizalt cellulaz enzim nanorészecskék
aktivitdsanak idoéfiiggése (Id. 35. abra) hasonld lefutdst mutat, mint a harom Iépésben
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stabilizalt cellulaz enzim nanorészecskéké (vo. 29. abra). Egy kezdeti, viszonylag gyors
aktivitds csOkkenést kovetden az aktivitds értékek sokaig nem csokkennek, hanem egy
meghatarozott szinten (az eredeti aktivitds értékek mintegy 50%-4an) maradnak. Még 6 oOra
utan is tObb mint eredeti aktivitasdnak fele megmarad és 12 6ra inkubalasat kdvetden is alig
csokken 50% ala. Ezzel szemben a természetes cellulaz enzim aktivitasa mar 1 Ora,
ugyanilyen kortilmények kozott torténd, inkubalast kovetden is nulla lesz.

3.5.3 Hemicellulaz enzimek

Kisérleteim egy bioetanol eldallitassal kapcsolatos, az ,,Elelmiszerbiztonsdg fokozdsa
gabona alapanyagok mikotoxin szennyezettségének csokkentésével — Mikostop” elnevezési
TECH_08-A3/2-2008-0385 szamu projekthez kapcsolodtak, amely esetében a feldolgozni
kivant anyag (szeszmoslék) zomében xilan hemicellulozt tartalmazott (1d. 4.4 fejezet), ezért a
razatasos kisérleteket a gyakorlati alkalmazhat6sag szempontjabdl a xilanbont6 enzimekre (/-
D-xilozidaz és endoxilandz, v. xilandz) korlatoztam.
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36. abra Természetes () és akrilamid géllel stabilizalt (e) endoxilanaz enzim nanorészecskék stabilitasa 50 °C-
on 150 rpm-es razatassal

3.5.3.1 Mechanikai stabilitas

A stabilitds vizsgalatokat 50 °C-on végeztiik, 150 rpm-mel torténd razatassal. A
kisérletek soran kétfajta enzimet vizsgaltunk, endoxilandzt (36. abra) és f-D-xilozidazt (37.
abra). A 36. és 37. abrakon is a relativ aktivitasokat abrazoltuk az id6 fiiggvényében, ahol a
kiindulési aktivitas értékeket 1-nek vettilk és ehhez viszonyitottuk az aktivitdsok iddbeli
valtozéasat. A 36. abran a természetes endoxilandz enzim ¢és az endoxilandz nanorészecskék
aktivitas értékeit lathatjuk az 1d6 fiiggvényében. Az endoxilanaz esetében mar 1 6ra inkubalast
kovetden a természetes endocellulaz enzim aktivitasa az eredeti aktivitasanak mintegy 60%-
ara csOkken, két ora inkubalast kovetden pedig 40%-ara, ezzel szemben az endoxilandz enzim
nanorészecskék egy ora inkubalast kovetden még megdrzik eredeti aktivitdsuk mintegy 85%-
at, két ora inkubalast kovetden pedig mintegy 2/3-4t (66%-4at). Az igazi kiilonbség azonban
csak ezutdn mutatkozik a természetes endoxilandz enzim és az endoxilandz enzim
nanorészecskék stabilitdsaban. A kezdeti viszonylag gyors csokkenés ugyanis mintegy 10 6ra
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inkubalést kovetden az enzim nanorészecskék aktivitdsaban erdteljesen lelassul és a beburkolt
endoxilanaz enzimek napokig megdrzik eredeti aktivitasuknak mintegy a felét. Ezzel szemben
a természetes endoxilanaz enzimek aktivitasa ezalatt az id6 alatt folyamatosan csokken, végig
a néhany szazalékos értékeken marad, végiil 72 6ra inkubalast kovetden az aktivitds mar csak
kb. 3%-a a kiindulasinak.
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37. abra Természetes () és akrilamid géllel stabilizalt () S-D-xilozidaz enzim nanorészecskék stabilitasa
50 °C-on 150 prm-mel torténé razatast kovetden

Hasonlo eredményeket kapunk f-D-xilozidaz enzim esetében ugyancsak 50 °C-on 150
rpm-mel torténd razatas folyaman (37. abra). Harom 6ra inkubdlést kovetden a természetes f-
D-xiloziddz enzim esetében erdteljes aktivitas csokkenés mutatkozik, a mért aktivitas
kevesebb, mint kiindulasi fele. Hat 6ra inkubaciot kovetden ez az érték mar csak mintegy
20%-a a kezdeti aktivitdsanak. Ugyanakkor a f-D-xilozidaz enzim nanorészecskék aktivitasa
3 ora inkubdlast kovetden csupdn az eredeti, inkubacid el6tti értékiik 80%-ara csokken és
6 ora inkubalast kdvetden sem megy 70% ala. Egy napos inkubaciot kdvetden a f-D-xilozidaz
enzim nanorészecskék aktivitdsa 60%-a az eredeti aktivitdsuknak, mig a természetes f-D-
xilozidaz enzim aktivitasa csupan 5%-a az eredetinek. Ezt koveten a f-D-xilozidaz enzim
nanorészecskék aktivitdsa bedll 60% koriili értékre és gyakorlatilag nem csokken 3 nap (72
ora) inkubalds utan sem errdl az értekrol. Ezzel szemben 72 6ra inkubdalast kovetden a
természetes f-D-xiloziddz enzim aktivitasa gyakorlatilag elvész, alig mérhetd.

3.5.3.2 Héstabilitas

A Thermobifida fusca organizmusbol izolalt f-D-xilozidaz enzim aktivitasat 80 °C-on és
150 rpm-mel torténd razatas mellett csak 24 6radig vizsgaltam, mert az enzim stabilitasa ilyen
koriilmények kozott gyorsan lecsokkent. A 38. dbran lathatd, hogy a természetes, burok
nélkiili p-D-xiloziddz enzim mar fél ora inkubalds utan gyakorlatilag elveszitette teljes
aktivitasat, ezzel szemben a beburkolt f-D-xilozidaz enzim még mintegy 24 6ra inkubalast
kovetden is miikodoképes maradt megdrizve eredeti aktivitasa csaknem 20%-4t.

A természetes enzim gyors aktivitascsokkentése talan magyarazhatdé a f-D-xilozidaz
szerkezetébdl adodd muiikodési sajatsagaival. A legfrissebb eredmények alapjan elmondhato,
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hogy a T. fusca organizmusbdl izolalt f-D-Xilozidaz Gin. multimer, négy enzim molekulabol
alldé homotetramer negyedleges szerkezettel rendelkezik (Fekete et al., 2012). Az enzimek
negyedleges szerkezetét nagyon finom kolesonhatasok alakitjak ki, ezért még érzékenyebbek
a kiils6 kornyezet valtozasaira (Fernandez-Lafuente, 2009). Az eredmények azt mutatjak,
hogy a beburkolt enzim 80 °C-on, 150 rpm-mel torténd razatas soran legalabb 50-szer
stabilabb, mint a burok nélkiili enzim.
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38. abra Természetes (®) ¢s akrilamid géllel stabilizalt (e) B-xilozidaz enzim nanorészecskék stabilitasa 80 °C-
on 150 prm-mel torténd razatast kovetden

3.6 Az eredmények értékelése

3.6.1 4 harom és a kétlépéses modszer dsszehasonlitasa

A f-D-mannozidaz (Thermobifida fusca) és a T. reesei organizmusbodl szarmazo cellulaz
enzim komplexek (Celluclast BG) esetében mindkét modszerrel elvégeztem az enzim
nanorészecskék eldallitasat, ezért lehetdség kinalkozik arra, hogy Osszehasonlitsuk a kétféle
enzim nanorészecskeként vald enzimstabilizalasi mddszert [a haromlépéses, Kim és Grate
(2003) altal kidolgozott, illetve a kétlépéses, Yan et al. (2006a) alapjan a szerzé altal
kidolgozott modszert] hatékonysdg szempontjabdl. Az Gsszehasonlitashoz ismerniink kell
mindkét enzimstabilizald6 mddszer esetében az eredményiil kapott enzim nanorészecskék
abszolut aktivitasi értékeit is, amely értékek alapjan ugyanakkora kiinduldsi enzim mennyiség
esetében Ossze lehet hasonlitani a két moddszer hatékonysagat az egyes 1épések kozotti
veszteségeket is figyelembe véve.

A 6. tablazatban latszik, hogy a Kim ¢és Grate (2003) altal kifejlesztett haromlépéses,
valamint az 1), kétlépéses modszer esetében hogyan valtozik a termék aktivitasa a kiindulasi
anyaghoz képest. Azt tapasztaltam, hogy a haromlépéses modszernél a fazisaitmenetek miatt
nagy az anyagveszteség. A Thermobifida fusca hemicellulazok esetében a hidrofob
ionparosodast kisérd pH-valtozds miatt az enzimek egy része kicsapodik, ezért ott igen
jelentds anyagveszteséggel szamolhatunk. A p-D-mannoziddz esetében ezért csupan a
kiindulési aktivitas 3%-at lehet mérni a termék esetében. A hidrofob ionparosodas utan a f-D-
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mannoziddz enzimnek csupan 7%-a marad mikodoképes. Ennek a mennyiségnek a 70%-at
sikeriil atvinni a vizes olddszerbdl hexanba, ahol lejatszodik a polimerizacid az enzim
molekuldk feliiletérdl kiindulva. Ezt kovetden hexanbdl Gjra vizes olddszerbe extrahdlom a
terméket, amely a mérések szerint mintegy 60%-os hatékonysaggal torténik. (Ebben benne
van az n-hexanban maradt és az extrakcid soran irreverzibilisen kicsapodott enzimek
mennyisége is.) Ezek a veszteségek 0sszeszorzodnak ¢€s igy jon ki végiil a 3%-os érték, amely
a kiindulési enzim mennyiségnek csak kis része. A kétlépéses, egy edényben (,,one pot”)
lejatszodo eldallitas esetében viszont ez az ardny 15,4%-ra javul. Itt nincs anyagveszteség a
fazisdtmenetek miatt, hiszen végig vizes kozegben jatszodik le a reakcio, illetve a hidrofob
ionparosodas sincs. A cellulaz enzim komplex (Celluclast BG) esetében hasonldan javul az
arany a kétlépéses modszerrel torténd eldallitassal (15-25%-ro61 47%-ra). A Kim és Grate
(2003) altal hasznalt modszer esetében a cellulaz enzimeknél is van némi veszteség a hidrofob
ionparosodas kdvetkeztében (60%), illetve a vizbol hexanba (70%) €s hexanbol vizbe (60%)
torténd extrakcid soran, amelyek eredményeként az eredményiil kapott cellulaz enzim
nanorészecskék abszolut aktivitasa 15-25%-a a kiinduldsi enzim aktivitasanak. Ugyanez az
érték az altalam hasznalt modszer esetében 47% (6. tablazat).

6. tablazat Az egyes enzimek mennyiségeinek és abszolut aktivitasainak csokkenése az enzim nanorészecskék
kiilonbozé modszerekkel torténd eldallitasa soran

2

Eléallitas modszere Kim és Grate (2003) (3 1épéses) Uj modszer (2 1épéses)
f-D-mannozidaz

%*70%*60% = 39 o
(Thermobifida fusca) 1%*70%*60% = 3% 15,4%
Cellulaz(Celluclast BG) 60%*70%*60% = 25% 47%
15
.
1,2
£
N
@ 3
S o
Z2E o9
© 5
9o
N
i °
o= 06
Lo °
=
3 °
® ® ®
0,3 °®
.
A A A i i |
0,0 *
0 2 4 6 8 10 12
Id6, 6ra

39. abra Kiilonboz6 mddszerekkel eldallitott cellulaz enzim komplexek abszolut aktivitdsanak 6sszehasonlitasa
(® = Celluclast BG cellulaz enzim komplex burok nélkiil; 4 = Celluclast BG enzim nanorészecskék Kim és
Grate. (2003) modszerével; @ = Celluclast BG enzim nanorészecskék az 0j, kétlépéses modszerrel, a
sziikségesnek megfeleld gyokds iniciator hozzaadasaval)
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A 39. abran a kiilonb6z6 modszerekkel eldallitott celluldz enzim nanorészecskék
fajlagos aktivitasai lathatok. A cellulaz enzim komplexek stabilitasat 80 °C-on, razatas nélkiil
vizsgaltam. Egy ora inkubdldst kdvetden a természetes celluldz enzim komplex aktivitasa
gyakorlatilag nullara csokken, ezzel szemben mindkét fajta enzim nanorészecske mutat
aktivitast. Az 1j, kétlépéses modszerrel eldallitott cellulaz enzim nanorészecskék fajlagos
aktivitdisa mar az inkubdlas eldtt 47%-a az ugyanakkora koncentracidban jelen 1évo
természetes enzim fajlagos aktivitdsdnak. Ezzel szemben a Kim és Grate (2003) modszerével,
harom [épésben eldallitott Celluclast BG enzim nanorészecskék fajlagos aktivitdsa csupan
mintegy a tized része a természetes enzim fajlagos aktivitdsanak. Az inkubalas soran mindkét
fajta cellulaz enzim nanorészecske veszit fajlagos aktivitdsabol. 12 6ra 80 °C-on torténd
inkubalast kovetden még a kétlépéses modszerrel eldallitott enzim nanorészecskék fajlagos
aktivitasa 23,6%-a, ezzel szemben a haromlépéses modszerrel eldallitott enzim
nanorészecskék fajlagos aktivitdsa 4,1%-a a természetes enzim kiinduldsi fajlagos
aktivitasanak.

A fajlagos aktivitdsok ezen Osszehasonlitdsa szemléletesen bizonyitja a kétlépéses
modszerrel eldallitott enzim nanorészecskék nagyobb hatékonysagat a haromlépéses
modszerrel eldallitott enzim nanorészecskékhez képest.

3.6.2 Az enzim nanorészecskékkent stabilizalt enzimek jellemzoinek
osszehasonlasa mas stabilizalasi modszerekkel

A kovetkezOkben 0Osszehasonlitjuk eredményeinket az irodalomban taldlhatdo hasonld
modszerekkel kapott értékekkel és ez alapjan értékeljiik azokat. Meg kell jegyezni, hogy
viszonylag kevés irodalom all rendelkezésre akar a hasonld technikdk vonatkozéasaban is,
enzim nanorészecskékkel (single enzyme nanoparticles) pedig még kevesebb publikacio
foglalkozik.

3.6.2.1 Aktivitasok 0sszehasonlitasa

A hagyomanyos enzimstabilizald6 modszerek hatranya, hogy jelentés mértékben
csokken a stabilizalni kivant enzim aktivitasa. Ez a stabilizacids technikék esetében altaldban
50% alatti (Brena et al., 2013), de talalhatd 27-szeres aktivitas csokkenés is (Schmidtke,
1996).

7. tablazat Enzimek aktivitasa enzim nanorészecskeként torténd stabilizalasuk esetén

Enzim Szintézis médszer Stabilizalo réteg AKktivitas Irodalom
szénsav sﬁlrjaftn.li"from n Kitozén polimer CO, megkoét | Yadav etal.,
anhidraz | > 8YOXOS P és 420% 2011a
polimerizacio
“grafting from” poliakrilamid nanogél 78-122% Ge et al., 2009b
g g
Candida . . poli(akrilamid/
“« ” R . +29 .
rugosa sﬁﬂagg%?m n glicidil-metakrilat) 105+2% Xuetal. (2012)
lipdz polimerizacio grcjr]lii((je)lkrilamid/N-iZOpropi|akl’i|- 143% Du et al. (2013)
. | “grafting from” in ..
T. reesei | _: T < (o lpi larmici - 0 Hegediis et al.,
cellulaz S|tu. gyolkors.’ poli(akrilamid-biszakrilamid) 47% 2012
polimerizacio
imn. | grafting from” in o TN -
o-Kimo- | o/ ovokos poli(3-(trimetoxiszilil)-propil 45-46% Kim et al., 2006a
tripszin ST metakrilat)
polimerizacio

Ezzel szemben a ,grafting from” modszerrel kialakitott enzim nanorészecskeként
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torténd stabilizalas esetén az aktivitds nem csokken jelentés mértékben, sot, talalhatunk
kivételes példakat aktivitasnovekedésre is (Yadav et al., 2011a; Ge et al., 2009b, Xu et al.,
2012; Du et al., 2013; 1d. 7. tablazat). (Az aktivitisndvekedés altalaban Gsszefligghet a
szubsztratum hidrofob jellegével, hiszen zOmében lipaz enzimekrdl van sz6.) Ez a technika
tehat kivalonak mutatkozik az enzimek aktivitdsanak megtartdsara is stabilizalasuk mellett.
Sajat eredményeinket (Hegediis et al., 2012) 6sszehasonlitva a hasonléd technikat alkalmazo
szerzokével (Kim et al., 2006a) megallapithato, hogy sikeriilt megérizni az enzim aktivitasat
az irodalomban talalhatdo mértékben (7. tablazat).

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy az enzim nanorészecskék aktivitasa
csokken ugyan a természetes enzimek aktivitasahoz képest, azonban a csokkenés mérsékelt,
Osszevethetd az irodalmi értékekkel és joval nagyobb aktivitas értékeket mérhetiink, mint a
hagyomanyos mddon stabilizalt enzimek esetében.

3.6.2.2 Stabilitasok 0sszehasonlitasa

A 8. tébldzatban Osszehasonlitottam néhdny az irodalomban taldlt nanoméretii
hordozodkkal torténd enzimstabilizald modszert az altalam is alkalmazott enzim nanorészecske
kialakité mddszerrel. A relativ aktivitdsok minden esetben a nanoméretii hordozohoz rogzitett
enzimek aktivitdsainak és az ugyanolyan mennyiségli természetes enzim aktivitasanak a
hanyadosai. Az enzimek stabilitdsainak valtozasat a stabilizalt enzim és a természetes enzim
féléletidejeinek hanyadosaival szamszerGsitettem. Az enzim nanorészecskék esetében a
feleletidot a gyors aktivitascsokkentést kovetd szakaszban a fliggvény logaritmusara illesztett
egyenessel kozelitettem (1d. 3.3.7.5 fejezet, illetve Kim et al., 2006a). Az irodalomban talalt
egyéb moddszerek esetében tapasztalt stabilitdsndvekedéseket Osszehasonlitva az enzim
nanorészecskékkel megallapithato, hogy habar a tobbi modszer esetében a stabilizalt enzimek
aktivitdisa a modszerek esetében kielégitd, stabilitasuk legfeljebb husszoros féléletidd
novekedéssel jellemezheto (8. tablazat).

8. tablazat Kiilonb6z6 modszerekkel stabilizalt nanoméretii enzim kompozitok aktivitas és stabilitas valtozasa

s rg g N . Relativ Stabilitas .

Stabilizalé agens Vizsgalt enzim aktivitis, % | novekedés Referencia
Mezopoérusos szilika hab Torma peroxidaz 65,3 >5 Zhang et al., 2005
Enzim-nanogél Lipaz >80 >17 Ge et al., 2008
Magneses nanogél a-kimotripszin 59,3 >7 Hong et al., 2007
Egyedi enzim nanogél Torma-peroxidaz >80 9 Yan et al., 2006a
Hipereldgazdsos polimer | ;. >100 3 | Geetal, 2007
nanogdmbok
Egyedi enzim a-kimotripszin 60-70 282 | Kimetal., 2006
nanorészecskék
Enzim nanorészecskék a-Kimotripszin 48-73 74 Hegediis és Nagy, 2009a

Ezzel szemben az egyedi enzim nanorészecskék stabilitasa csaknem haromszazszorosa
a természetes enzimekének (8. tablazat, Kim et al., 2006a) az irodalmi adatok szerint. Sajat
eredményeim alapjan is mintegy 75-szOr0s stabilitdsnovekedésrdl tudok beszamolni (8.
tablazat, Hegediis és Nagy, 2009a). Hozza kell tenni, hogy a 8. tdblazatban a relativ
aktivitasokkal szdmoltam, vagyis az aktivitds értékek nem a szintézis kiindulasi
enzimmennyiségére vonatkoznak, hanem az eredményiil kapott enzimmennyiségekre,
amelyek jelentdsen kisebbek lehetnek a kiindulasiaknal.

A 9. tablazatban Osszehasonlitottam az irodalomban talalt kiilonb6zé modon vizsgalt
stabilitdsokat is sajat eredményeimmel. A tablazat alapjan lesziirhetd, hogy mind az altalam
eléallitott enzim nanorészecskék taroldsi stabilitdsa, valamint hémérsékleti optimumon

63



mérhetd aktivitdsuk jo (20 — 80-szoros féléletidd novekedéssel jellemezhetd), szemben a mas

modszerekkel

9. tablazat Enzimek stabilitasainak osszehasonlitdsa enzim nanorészecskeként torténd stabilizalasuk esetén

stabilizalt

enzimek
stabilitasnovekedés Ge et al., 2007).

stabilitas

novekedésével

(pl.

St&.'blhtas Enzim Stabilizalo réteg Sfablhta,s Irodalom
tipusa novekedés
. . . Kim és Grate, 2003
in | (rimetoxisali: 282 | Kimetal,, 2006a,
(s . . L Kim et al., 2006b
:;2;‘;;;25 (20°C) propil-metakrilit) Kb. 40 | Hegediis és Nagy, 2009a
cellulaz Poli(3-
(4 °C) ’ (trimetoxiszilil)- kb. 25 | Hegediis és Nagy, 2012
propil-metakrilat)
hiperelagazasos
lipaz polimer (aromas 3 | Geetal., 2007
poliamid)
| a-kimotrip- Poli(3- 710 | Kimetal., 2006a
Homersekleti szin (trimetoxiszilil)-
optimum (37 °C) propil-metakrilt) kb. 80 | Hegediis és Nagy, 2009a
cellulaz Poli(3-(trimetoxi-
(50 °C)’ szilil)-propil- kb. 20 | Hegediis és Nagy, 2012
metakrilat)
lindz hiperelagazasos
(éoo °C) polimer (aromas 3 | Geetal., 2007
poliamid)
Héstabilitas Poli(3-
éﬂ'féa)se (trimetoxiszilil)- kb.20 | Hegediis és Nagy, 2012
propil-metakrilat)
p-D-xilozidaz | Poli(akrilamid- .
(80 °C) biszakrilamid) kb. 280 | Hegediis és Nagy, 2015

haromszoros

Az egyedi enzim nanorészecskékként torténd stabilizalds ennél joval nagyobb, akar
szazszoros stabilitaisnovekedést okozhat (Kim és Grate, 2003; Kim et al., 2006a; 2006b). A
héstabilitas tekintetében is jelentdsen jobb eredményeket értem el az irodalomban leirt
értékeknél (3-szoros stabilitasnovekedés, Ge et al., 2007). 80 °C-on cellulaz enzim komplex
esetében mintegy husszoros, [-D-xiloziddz enzim esetében pedig 280-szoros féléletidd
novekedést mértem.

A 8. és 9. tablazat alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy nagyon jo stabilitds értékek
kaphatok enzim nanorészecskék esetében, amely joval meghaladja az irodalomban talalt
nanoméretli hordozohoz torténd rogzitéssel stabilizalt enzimek stabilitas értékeit.
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4 Osszefoglalds

Enzim nanorészecskéket allitottam eld kimotripszin, celluldz és hemicelluldz enzimekbdl
stabilitasuk novelése céljabol. Az enzim nanorészecskék kiilonalld, néhany nanométeres, az
enzim méretével Osszemérhetd vastagsagi burokban tartalmazzak az enzim molekula(kat,
amelyek a burok véd6hatasa miatt stabilabbak (Kim és Grate, 2003; Kim et al., 2006a; Kim et
al., 2006b; Hegediis és Nagy, 2009a).

Az enzimek ipari hasznositasanak egyik nagy korlatja a rovid életidejiik. Az enzimek
miikddési idejének meghosszabbitasa, azaz az enzim aktivitasanak hosszabb ideig fenntartasa
alapvetden fontos a gazdasagosabb ipari alkalmazasokhoz. A hagyomanyos, immobilizalassal
végrehajtott enzim stabilizalasi technikdk nagy hatranya hogy a hordozok mérete difftizios
gatlast okozhat, amely csokkenti a folyamat hatékonysagat. A hordozo méretének csokkentése
nanotechnoldgia alkalmazasaval ezért igen nagy jelentdségu.

Az 50 nm-nél kisebb enzim nanobiokonjugatumok eldallitisa mddjanak harom f6
iranya van. Az egyik, az un. ,grafting onto” modszerek esetében a hordozd anyagat kiilon
Iépésben eldszor szintézissel eldallitjuk, majd ehhez kotjiik az enzimet egy kdvetkezd
Iépésben. A masik, un. ,,grafting from” eljaras soran enzim molekulak feliiletérél novesztenek
polimer réteget, ezt térhalositjak és az enzimek stabilizalasa tigy valosul meg, hogy az enzim
molekuldk szabad mozgasa az oldatban gyakorlatilag nem korlatozodik. Ez utobbi modszert
hasznaltam a doktori munkam soran az enzim stabilizalasanak 1ényeges javitasa céljabol.

Az enzim nanorészecskék ,,grafting from” modszerrel kialakitott nanobiokompozitok,
ahol minden egyes enzim molekula elkiilonitetten beburkoldsra keriil egy néhany nanométer,
mintegy 3-5 nm vastag térhalds polimer réteggel.

Kutatasom célja az volt, hogy megvizsgdljam, hogy lehetséges-e a fent emlitett
modszerekkel stabilizalni iparilag jelentés enzimeket, pl. cellulaz enzim komplexeket,
hemicellulazokat, amelyeket nagy mennyiségben alkalmaznak biolizemanyagok
eléallitasdhoz.

Az enzim nanorészecskék eldallitdsahoz kétféle modszert alkalmaztam. Az egyik
modszer szerint az eldallitas harom 1épésben torténik (Kim és Grate, 2003). Elszor az enzim
feliiletét modositottam, a primer amin csoportokat akril csoportokkd alakitottam. Ezt kvetden
az enzim molekuldkat egy specidlis mddszer, un. hidrofob ionparosodés segitségével ugy
juttattam szerves oldoszerbe (n-hexanba), hogy abban molekularisan oldodnak, a feliiletiik
kozvetleniil érintkezik az oldoszer feliiletével, ugyanakkor az enzimek mégsem
denaturalédnak. Az n-hexanban, masodik lépésként, in situ polimerizaciot hajtunk végre,
kozvetleniil az enzim molekuldk feliiletérdl, a korabban modositott helyekrdl kiindulva. A
polimerizacidhoz egy trimetoxiszilil csoportokat tartalmazé szerves/szervetlen hibrid polimert
hasznaltam ([3-(metakriloxi)propil]-trimetoxiszilan monomerekbdl). Végiil a kialakitott rovid
lancokat, amelyek teljesen korbeveszik az enzim molekulak feliiletét, egy harmadik 1épésben
keresztkotések kialakitasaval térhalositottam.

Erzékenyebb enzimek nehezen, vagy egyaltaldn nem voltak oldhatok hexanban, mert
az oldasi lépések soran denaturalddtak. Ezért egy olyan moédszert sziikséges alkalmazni,
amely nem igényel fazisvaltoztatast. Yan et al. (2006a) altal publikalt modszerbdl kiindulva
egy eljarast dolgoztam ki, amellyel az enzimek polimer réteggel torténd beburkolasa vizes
oldoszerben két Iépésben lejatszodik. Az elsd 1épés az enzim molekuldk feliiletének
modositasa a primer amin csoportok akril csoporttd alakitasaval, konnyen bomld akrilsav-
klorid reagens segitségével. Ezt koveti az akrilamid-biszakrilamid kopolimer kialakitasa vizes
oldoszerben. A biszakrilamid komponensek keresztkotd agensekként is funkciondlnak, ezért a
lancnovekedés és a térhalositas egy 1épésben torténik. Ezzel a modszerrel sikeresen burkoltam
be olyan enzimeket, amelycket a szerves oldoszert igényl6 modszerrel, azaz a fenti

65



haromlépéses modszerrel, nem lehetett.

Az irodalomban alkalmazott, fent emlitett (Kim és Grate, 2003) eljarassal kimotripszin
enzim nanorészecskéket allitottam elé haromlépéses modszerrel, hexanban torténd
molekularis oldas és az enzim molekulak feliiletérél kiindulo in situ polimerizacid
segitségével. Transzmisszids elektronmikroszképos, valamint méreteloszlas méréssel
igazoltam, hogy az eléallitott enzim nanorészecskék tiz nanométer koriili mérettartomanyban
vannak ¢€s polimer nano-réteg koriilveszi az egyes enzim molekuldkat. Az igy eldallitott
kimotripszin enzim nanorészecskék aktivitasa az eredeti természetes enzim aktivitdsanak
mintegy 70%-a volt. Az kimotripszin enzim nanorészecskék stabilitasa mintegy 40-80-szor
nagyobb volt a korilményektdl fiiggéen. Példaul 37 °C-on 250 rpm-mel torténd razatas
mellett a kimotripszin enzim nanorészecskék még 90 6ra inkubdldst kdvetden is mutattak
aktivitast, mig a természetes kimotripszin enzimek mar két oOra inkubalast kdvetden
elveszitették aktivitasukat. Savas és ligos pH-n (pH = 1,5 és pH = 9,0) is megorizték eredeti
aktivitdsuk mintegy felét, mig a természetes enzimek ezeken a pH értékeken mar teljesen
inaktivnak bizonyultak.

Az enzim nanorészecskéket eldallitdo technikét sikeresen alkalmaztam cellul6zbonto
multifunkciondlis enzim komplexre (Cellulaz enzim komplex) is. A termék nanoméreti
méreteloszlasat itt is igazoltuk transzmisszios elektronmikroszkopos felvételekkel, valamint
Zeta sizer muszerrel. Igazolast nyert, hogy o6riasmolekula szubsztratumot, celluléz rostokat is
képesek elbontani az elokezelt, azaz az enzim nanorészecskék. A cellulaz enzim
nanorészecskék stabilitasa hasonloan jonak bizonyult, s6t, magas hémérsékleten, 80 °C-on is
megOrizték aktivitdsukat. Példaul 80 °C-on torténd kezelés soran (razatds nélkil) a
természetes, kezelés nélkiili cellulaz enzim komplexek aktivitdsa mar 2 6ra inkubalast
kovetden i1s 10% ald csokkent, 5 ora elteltével pedig eltlint, addig a celluldz enzim
nanorészecskék még 12 ora elteltével is megdrizték eredeti aktivitdsuk tobb, mint 40%-at.
Erésen savas és lugos korlilmények kozott (pH = 1,5 és pH = 12,0) a cellulaz enzim
nanorészecskék valtozatlanul meg0Orizték aktivitasukat, mig a természetes cellulaz enzimek
aktivitasa csupan 10 — 30%-a volt az optimalis (pH = 5,5) pH értéken mért aktivitasuknak.

Erzékenyebb hemicelluldz enzimeket nem, vagy csak kis hatékonysaggal sikeriilt
bevonni ezzel a haromlépéses technikdval. A hidrofob ionpdrosodés lépés soran ezek az
enzimek kicsapddtak. Ezekhez az enzimekhez egy 1j, kétlépéses stabilizdlo modszert
alkalmaztam, amely eljaras sordn nem kell szerves olddszerben oldani az enzim molekulédkat,
végig vizes olddszerben, két 1€pésben lehet kialakitani a nano-réteget az enzim molekulak
feliiletén. Ezzel a modszerrel is hatékonyan tudtam a celluldz enzimeket stabilizalni, mind a
pH-stabilitdsuk, mind a hdstabilitasuk jelentés volt, ezen kiviil jobb hatasfokkal sikeriilt
kialakitani az enzim nanorészecskéket, mert nem kellett szamolni a szerves olddszerbe torténo
fazisatmenetnél tapasztalhaté veszteséggel. 80 °C-on 150 rpm-mel torténd razatas soran a
természetes cellulaz enzimek aktivitdisa mar 1 o6ra inkubdlast kovetden eltlint, addig az
akrilamid-biszakrilamid réteggel stabilizalt cellulaz enzim nanorészecskék stabilitasa még 12
o6ra inkubalast kovetden is mintegy 50%-a volt a kiindulasi aktivitas értékeknek.

A kordbban részletezett kétlépéses modszert sikeresen alkalmaztuk specialis celluldz
¢s hemicellulaz enzimekre is (endocellulaz, endoxilandz, f-D-xilozid4z, f-D-mannozidaz),
amelyeket a hé tiré Thermobifida fusca gombakbdl izolaltak. Az endoxilanaz, a f-D-
mannoziddz és az endocellulaz enzimek stabilitdsa enzim nanorészecskeként akrilamid-
biszakrilamid réteggel 50 °C-on 150 rpm-mel torténd razatds soran 72 oOra inkubalast
kovetden sem csokkent 50% ald 50 °C-on, mig a nativ enzimek rendre elveszitették
aktivitasukat. 80 °C-on torténd inkubalds soran és 150 rpm-mel torténd razatds soran f-D-
xilozid4z enzim nanorészecskék 24 o6ra inkubalast kdvetden is megdrizték aktivitdsuk 20%-at,
mikdzben a nativ enzimek mar fél ora inkubalast kovetden sem rendelkeztek aktivitassal.

Az enzim nanorészecskék létrehozasaval jelentds mértékben meg tudtam ndvelni ipari
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eljarasokhoz elterjedten hasznalt enzimek, mint cellulazok, hemicelluldzok (f-D-xilozidaz, f-
D-mannozidaz, endoxilanaz) miikkodési idejét, csokkentve ezzel az enzimek alkalmazasanak
koltséghanyadat.
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A szovegben elofordulo roviditések jegyzéke

n kitermelés (a termék anyagmennyisége/varhat6 idedlis
anyagmennyiség)

AOT natrium-bisz(2etilhexil)szulfoszukcinat vagy aerosol OT

Celluclast BG T. reesei-bol izolalt ipari cellulaz enzim komplex markaneve

CK Celluclast BG celluldz enzim komplex

CT a-kimotripszin enzim

DNS dinitro-szalicilsav

EM endomannandz enzim

MAPS [3-(metakriloxi)propil]-trimetoxiszilan

MM mutans f-D-mannozidaz enzim

MN S-D-mannozidaz enzim

NCK Kim és Grate (2003) modszerével eléallitott cellulaz enzim
nanorészecskék

NCKa az 0j modszerrel eldallitott celluldz enzim nanorészecskék

PAMAM poliamidoamin dendrimer

pNP-A-D-man para-nitrofenil-4-D-mannopiranozid

PNP-xyl para-nitrofenil--D-xilopiranozid

RAFT polimerizacio ,,Reversible Addition Fragmentation chain Transfer” polimerizacio

SEN ,»single enzyme nanoparticles”, (egyedi) enzim nanorészecskék,
TEMED tetrametil-etiléndiamin

TEM transzmisszios elektronmikroszkop

UV fény ultraibolya fény

Xl [S-D-xiloziddz enzim
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Tezisek
1. tézis

Uj, Kkétlépéses moédszert dolgoztam Kki enzim nanorészecskék elallitasira az
irodalomban leirt modszerek tapasztalatai alapjan, amely bevonasi eljaras gyorsabb,
egyszeriibb es hatékonyabb az irodalmi modszereknél.

Az enzim nanorészecskék eldallitasa soran a kiilonallo enzim molekuldk koriil néhany
nanométer vastagsagu térhalos polimer réteget szintetizaltam az enzim molekuldk feliiletérdl
kiindulva. Az j mddszer nagy eldnye az irodalomban javasolt mddszerhez képest, hogy
mindegyik 1épése vizes fazisban jatszodik le, a fehérje, illetve az enzim molekuldk feliiletének
modositasat  dimetil-szulfoxidban  oldott  4-dimetilaminoantipirinnel  stabilizalt n-
akriloxiszukcinimid reagens helyett vizben konnyen elbomlé reagenssel (akrilsav-kloriddal)
végeztem, a felesleges reagenseket a koltséges €s bonyolult gélkromatografias eljaras helyett

dializis membrannal tavolitottam el.
2. tézis

Igazoltam, hogy
- az altalam Kkidolgozott kétlépéses modszerrel a szilkk méreteloszlasu enzim
nanorészecskék stabilitasa nagyobb a természetes enzimeknél,
- a makromolekulak és az enzim kapcsolédasat nem gatolja az enzim koriil

kialakitott pordzus polimer réteg.
3. tézis

Elséként allitottam el6 és stabilizaltam tobbfajta enzimet tartalmazo enzim komplexbdl,
Celluclast BG ipari cellulaz enzim komplex (izolalva T. reesei organizmusbol)
felhasznalasaval enzim nanorészecskéket.

Az 1) mddszer alkalmazasaval els6ként allitottam eld enzim nanorészecskéket olyan
érzékenyebb enzimek esetében, amelyeket a korabbi modszerekkel nem, vagy csak kis
hatékonysaggal lehetett (T. fusca organizmusokbol izolalt endocelluldz, f-D-mannozidaz, f-D-
xilozid4z, endoxilanaz és endomannandz enzimeket). Igazoltam, hogy ezek az enzimek sokkal
hosszabb ideig képesek megdrizni aktivitasukat, stabilitasuk legalabb 50-szer nagyobb, mint a

természetes enzimeknek.
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4. tézis

Igazoltam, hogy az 1j eljarassal eléallitott enzim nanorészecskék (cellulaz és f-D-
xilozidaz enzimek) extrém magas hémérsékleti koriilmények kozott is mikodoképesek
maradnak.

Pl. a p-D-xilozidaz enzimekbdl eldallitott enzim nanorészecskék 80 °C-on, 150 rpm-
mel 24 oOra hosszll razatds utdn is megodrizték eredeti aktivitdsuknak mintegy 20%-4t. Ezzel
szemben a természetes f-D-xilozidaz enzimek mar egy fél ora inkubaciot kdvetden

gyakorlatilag elveszitették aktivitasukat.
5. tézis

Kimutattam az a-kimotripszin enzimbdél és cellulaz enzim komplexbél eléallitott enzim
nanorészecskék pH-stabilitasat extrém pH-értékeken.

A o-kimotripszin enzim nanorészecskék extrém savas (pH = 1,5) koriilmények kozott
is megdrzik az optimalis pH-értéken (pH = 7,8) mérhetd aktivitdsuk mintegy felét, ezzel
szemben a természetes a-kimotripszin enzimek teljesen inaktivak ezeken a pH-értékeken.
Celluldz enzim komplex esetében az enzim nanorészecskék aktivitdsa gyakorlatilag nem
valtozik sem erésen savas (pH =1,5) sem pedig erésen lugos (pH = 12) pH-értéken. Ezzel
szemben a természetes cellulaz enzimek aktivitisa az optimalis pH-értéken (pH =5,5)

mérhet6 aktivitasuknak mintegy 10%-a, illetve mintegy 30%-a ezeken a pH-értékeken.
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Theses

Thesis 1:

I have developed a new two-step method modifying the literature one of Yan et al.,
(2006a) to prepare single enzyme nanoparticles for stabilization of enzyme activity. This
new method is simpler and more efficient than methods used in the literature.

A few nanometer thick spatial polymer layer was synthesized around individual
enzyme molecule on the surface of the enzyme molecules. In contradiction to the previous
methods in the literature, the significant advantage of this new method is that every step of the
preparation is realized in aqueous solution and the modification of the surface of the enzyme
molecules is proceeded with acryloyl chloride that is broken down easily in water and does
not need to use n-acryloxysuccimide reagent dissolved in dimethylsulphoxyde and 4-
aminopyridine as stabilizer. The unreacted reagents are separated by dialysis membrane
instead of the more complex gel chromatography.

Thesis 2:
| have proved that
- the stability of single enzyme nanoparticles prepared by the two-step method,
developed by me, has got a much longer lifetime, than that published in the
literature,
- larger substrate molecules, e.g. polysaccharides, can also be reacted by the
pretreated enzyme, proving the biocatalytic activity of the covered enzyme.

Thesis 3:
I have first prepared and stabilized single enzyme nanoparticles using multiple enzyme
complex i.e. industrial cellulase enzyme complex ‘Celluclast BG’ isolated from T. reesei
organism.

First, | synthesized single enzyme nanoparticles using sensitive enzymes (e.g.
endocellulase, f-D-mannosidase, S-D-xylosidase, endoxylanase and endomannanase enzymes)
that could not or could hardly be stabilized. It was proved that the stability of these enzymes

is at least fifty times higher than that of native ones.
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Thesis 4:
I have proved that cellulase and hemicellulase enzymes stabilized by the presented two-
step method are even stable at such a high temperatures as well, where native enzymes
have not got any activity any more.

One example for hemicellulase enzymes is p-D-xilozidase. Single enzyme
nanoparticles prepared by this enzyme have retained about 20% of its original activity for 24-
hour incubation time at 80 °C and 150 rpm. In contrary to it, native S-D-Xxilozidase enzyme

loses its activity after a half an hour incubation time.

Thesis 5:

I have proved, that single enzyme nanoparticles synthesized from a-chymotrypsin
enzyme and cellulase enzyme complex keep their pH-stability at extreme acidic and
basic pH values, as well.

Single a-chymotrypsin enzyme nanoparticles retain about a half of their activity
obtained at pH = 7.8, under extremely acidic conditions (pH = 1.5), as well. Contrary to it,
native a-chymotrypsin enzyme has not got any activity at pH = 1.5. In the case of cellulase
enzyme complex, the activity of enzyme nanoparticles does not decrease significantly at
extremely acidic (pH = 1.5) or at extremely basic (pH = 12) pH values. But the activity of
native cellulase enzymes at the above-mentioned pH values (pH = 1.5 and pH = 12) lower
below 10% and 30% of their activity respectively, comparing it to their original activity

measured at pH = 6.0.
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FUGGELEK

F1 Az a-kimotripszin enzim szerkezete
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F2 A Trichoderma reesei-bol szarmazo cellulaz enzim komplex miikodésének sémaja

o
®  B—glikozidaz

exoglitkanazok

endoglitkanaz

A

-
******* ;"'vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv'vvvvvv'v'vvvvv'1‘f

COLLLE Lttt e ettt

® = gliikoz Kristalyos celluléz

@@ = cellobioz

86



F3: Thermobifida fusca GH43 béta-xilozidaz enzim jellemzdi

swiss—-en

try: Q47PG8_THEFY

Mw:61680
pIl:5.45

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

Aminosav
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Asx
Glx

MTSPOQVTSSPSREEPRAGTIRNPVLTGFYPDPSILRVGDDYYMATSTFEWYPGVTLHHSR
DLVHWRPLGGALTETRLLDLAGRRDGAGVWAPALSYRDGLEFFLVEFTNVASYSGNEFWDAPN
YVTTAPDITGPWSDPVPLHSLGFDPSLEFHDDDGRSWLLSTSMDWRPGRDAFGGIVAQEFES
VRDMKLVGEPVIIFTGTEAGVTEAPHIYKRDGWYYLVTAEGGTQWEHQVTVARSRSVTGP
YEVDPAGPALTSRHVPEAPLOKAGHASMVETQHGEWYFAHLTGRPMPPSGRCVLGRETAL
QKIEWSSDGWPRVRNAEPLLEVPGPRGLAPHPWPQPSETDHFDDPTPRPEWSTLRRPEDS
SWVSLTERPGYLRIRGGQSPAGLHEPSLVARRLOQHRACIFEACLEFKPEDFROMAGITAY
YNTROQWHYLRINRDDRGGVFAGVLTSDRGIIREVGRRISVTDWPKVFLRAEIDRNDLRFA
VSSDGSTWADMGVRLDMSILSDEYAEERFGNDPIMWGETGAFLGLWAHDMTGAGLPADED
FCTYRPQSPS

Osszetétel:
(A) 40 7,27 %
(R) 48 8,73 %
(N) 9 1,64 %
(D) 39 7,09 %
(C) 4 0,73 %
(Q) 13 2,36 %
(E) 30 5,45 %
(G) 51 9,27 %
(H) 17 3,09 %
(I) 18 3,27 %
(L) 43 7,82 %
(K) 6 1,09 %
(M) 11 2,00 %
(F) 25 4,55 %
(P) 47 8,55 %
(S) 40 7,27 %
(T) 37 6,73 %
(W) 20 3,64 %
(Y) 18 3,27 %
(V) 34 6,18 %
(B) 0 0,00 %
(Z) 0 0,00 %
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F4: Thermobifida fusca GH2 beta-mannozidaz enzim jellemzéi

swiss_prot entry name: Q47RG4_THEFY

M,: 93080,20 pl: 4,78

DLMAANLIPD
MHRSYRFDLR
GIWRPIHVHA
AGVCRTELEV
VNGVPVLVKG
FLFACAAYPE
LPRIVAEVDP
TLRSALPGEE
WPRCTGSVVW
AHLARRALDG
PEYDTRVVPR
PPVLRTVNDA

PYQGRNETEL
RALRDGTNEL
WHTARLAQVV
TVPDPDLWWP
ANWIPDDCFEV
EPPITEEVEA
TRPYWPGSPY
LRPDSPGMLH
QLNDCWPVTS
TVLAAADAPF
GADLCVTVTA
LRAAQDSIPV

homogenitasanak elektroforetikus vizsgalata:

1 MAVRIELREN WVLRADDPAE VPVEIGPAGI PATVPGCVHT
71 TTTFDATALA EAERIDLECA GLDTVATVFL NGTEVGQSRN
141 ATALRDKLGD RPNAYPEPFQ FIRKMACNFG WDWGPTLVTS
211 GSLEGRVLVR VEVERSEHGE DTELVVRVRI ADREQSIAVP
281 LRVDLAAHGE ELDTWQRRIG FRTVELDTGV DEDGRRFTIV
351 RIDQAVAANM NLLRVWGGGR YESEDFYELC DERGILVWQD
421 PYPSLVLWNG NNENIWGYWD WGWKEELAGR SWGEGYYLEL
491 PRYASIHIWD VWNEVDYTAY RNYRPRFVAE FGFQAPPTYA
561 LARGLAPHFG NPADFDDWHY LTQVNQARAI TLGIEHFRAQ
631 KPLWYALRAV YAERLATVQP DGDGLVLVVA NDSNREWTGT
701 PLPAEVARPG DATRELITAD TGARRAYWFF AEDREIAYPA
771 ADRLDPGAEA DDMLVTLLPG ESHTFTVRGG AHLDPAQVVQ
Ala (A) 90 10,84 %
Arg (R) 77 9,28 %
Asn (N) 26 3,13 %
Asp (D) 62 7,47 %
Cys (C) 10 1,20 %
Gln (Q) 20 2,41 %
Glu (E) 58 6,99 %
Gly (G) 62 7,47 %
His (H) 18 2,17 %
Ile (1) 28 3,37 %
Leu (L) 71 8,55 %
Lys (K) 7 0,84 %
Met (M) 7 0,84 %
Phe (F) 24 2,89 %
Pro (P) 60 7,23 %
Ser (9) 26 3,13 %
Thr (T) 49 5,90 %
Trp (W) 30 3,61 %
Tyr (Y) 29 3,49 %
vVal (V) 76 9,16 %
Asx (B) 0 0,00 %
Glx (Z) 0 0,00 %
A minta
Létra 1. 2. 3.
kDa
240
150
95 —— . == BMan
AR
oo e
4R
4

GWIGRTQWSY
RVEFASPYSY
PLITVARTHD
RGYGDQPLYD
SRVGRDRYAA
EAREVVARLA
SGVPDIHPND
HOKAVDGNGK
WSAVDGEGRR
TVPARGAVRV
RSLLRDLSLF

Az utolso
fésiiben
lathato a
kiild6tt minta
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