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Bevezetés

A szerves mikroszennyezok eltavolitasara a lakossagi szennyviztisztitasban
napjainkban még nem megoldott, igy specialis tisztitasi technologidk
kidolgozasara van sziikség, amelyek képesek ezen szennyezdk okozta
kornyezetterhelés csokkentésére. Az egyik ilyen megoldas oxidoreduktaz
enzimek altal katalizalt folyamatokban torténé atalakitas kevésbé toxikus
anyagokka. A lakkdz enzim szennyviztisztitdsban torténd ipari 1éptékii
hasznalatanak elterjedéséhez azonban sziikség van olyan immobilizalasi
moddszerek kidolgozasara, amelyek lehet6vé teszik az enzim tobbszori
felhasznalasat és stabilitdsanak meg0Orzését a tisztitas soran. Erre vonatkozoan
szamos kiilonb6z6 rogzitési és stabilizalasi modszer keriilt kidolgozasra. A
kutatdsom célja olyan moddszerek kidolgozasa, amelyek biologiailag
lebonthatd anyagokat hasznalnak hordozoként, igy a Kkatalizator
elhasznaldadasa utan azok artalmatlanitasa sem okoznak koérnyezetterhelést,
illetve alkalmasak a lakkaz altal katalizalt reakcié soran keletkez6

reakciotermékek visszatartasara is.

Alkalmazott moédszerek

Doktori kutataisom két fO teriiletre bonthatd az alkalmazott enzim
immobilizalasi modszer szerint. Els6ként a lakkaz kalcium-alginat matrixban
val6 csapdazassal torténd rogzitésével foglalkoztam. Ennek eredményeként a
lakkéz enzimet tartalmazd gyongyok képzésével allitottam elé egy olyan
biokatalizatort, amely sziiréssel eltavolithatd. A rogzitési protokoll lakkazra
torténod adaptalasat kovetden megvizsgaltam annak lizemeltetés szempontjabol

legfontosabb tulajdonsagait: fajlagos aktivitasat, aktivitasanak hémérséklet és



pH fiiggését, enzimkinetikai allandoit, tarolasi stabilitasat és ujrahasznalatanak
lehetdségeit. Ezt kovetden valasztott mikroszennyezd, a diklofenak (DCF)

atalakitasaval vizsgaltam annak alkalmazasagat.

A kutatds masodik szakaszaban a lakkdz enzimkatalitikus membran
bioreaktorban valé haszndlatdhoz kidolgoztam egy uj, adszorpcion és
glutdraldehiddel torténd keresztkdtésen alapuld immobilizacidos modszert,
amellyel a lakkaz enzim aggregatumok formajaban rogzithetd celluloz-acetat
mikrosziird6 membran poérusaiban. A rogzités paramétereit a valaszfeliiletek
moddszerével optimalizaltam, majd az eléallitott enzimkatalitikus membrant
karakterizaltam. Ehhez az alginat eseténben is vizsgalt jellemzék mellett, a
diklofenak lebontasa esetén vizsgaltam a térfogataram hatasat is. A kis méreti
membran modulban egyszeri atszliréssel végzett kisérleteket kovetGen, egy
nagyobb laboratoriumi membranos rendszerben is vizsgaltam a folyamatos

recirkulaltatassal torténé mikroszennyezo atalakitast.

Tézisek

I. Lakkaz enzim immobilizaldsa alginat matrixban

1. Megallapitottam, hogy a lakkdz enzim nagy immobilizalasi
hatékonysaggal rogzithet6 kalcium-alginat gyongyokben, azonban az
eloallitott katalizator fajlagos aktivitasa alacsony a kialakul6 diffuzios
gatlas kovetkeztében. Az alginatban torténd csapddzas soran az
immobilizalas  hatékonysaga 98,2%-0s, azonban az eldallitott
katalizatorban az enzim csak a teljes tomeg 0,1%-at teszi ki nedves

tomegre viszonyitva, mig szaraz tdmegre viszonyitas esetén a hordozo



3%-at. Az immobilizalas soran a szabad lakkaz kezdeti 457 U/mg fajlagos
aktivitasahoz képest, az eldallitott alginat gyongyok fajlagos aktivitasa

csupan 0,00026 U/mg.

Kapcsolddo publikacio: 4

2. Az alginat matrixban immobilizalt lakkaz hasznalata soran az adszorpci6
jelentés mértékben hozzajarul a diklofenak eltavolitasahoz. Az ABTS
atalakitdsa soran a gyongyokben akkumulalodnak a keletkez6 termékek,
amelyek egyrészt szinezik az alginat gyongyoket, masrészt csokkentik a
gyongyok latszolagos aktivitasat. Az alginat gyongyokben immobilizalt
lakkazzal végzett diklofenak kezelés esetén, az eltavolitds meghatarozo

mechanizmusa az alginat matrixban térténd adszorpcio.

Kapcsolddo publikaciok: 4, 7

II. Lakkaz enzim immobilizalasa mikrosziir6 membran

porusaiban

3. Lakkaz enzimet sikeresen immobilizaltam celluldz-acetat membranon két
Iépéses immobilizaciés modszerrel, amely sordn az enzim eldszor
adszorpcidoval keriill megkotésre, majd keresztkotésekkel —keriil
stabilizalasra enzim-aggregatumok formajaban a membranon.
Megallapitottam, hogy a lakkaz adszorpcioval torténé immobilizacidja
soran a hémérséklet emelés javitja a megkotés hatékonysagat, azonban

ehhez fontos a termikus denaturacio figyelembevétele a rogzités soran.



Az immobilizaldas adszorpcidos koriilményeinek optimalizalasaval
meghataroztam, hogy a legnagyobb hatékonysag pH=4 pufferoldatban
feloldott 3 mg/ml-es lakkaz oldattal, 9 6ras adszorpcioé soran, 29°C-on
érheto el.

Glutaraldehiddel torténd keresztkotés soran kimutattam, hogy a
keresztkotd ~ koncentracidjanak  hatisa  csak  alacsonyabb
homérsékleten végzett keresztkiotés esetén szamottevé ¢és hogy a 4°C-ra
torténd hitéssel a membran aktivitasa javithatd. Az adszorbealt enzim
aktivitasanak maximumat 4°C-on 100 mM glutaraldehiddel végzett 2 6ras

keresztkotés esetén veszi fel.

A kidolgozott immobilizaciés médszerrel keresztkotések jonnek létre
az enzim molekulik kozott, amelyekbél aggregatumok keletkeznek,
amit elektronmikroszkdpos felvételek segitségével erdsitettem meg.
Megaéllapitottam, hogy a kidolgozott modszerrel a membranon 0,39 pum

atmérdji aggregatumok alakultak ki.

Meghataroztam, hogy az immobilizaciéos eljaras soran megvaltozik
membran porusmérete, valamint az aggregatumok jelenléte miatt
csokken a membran permeabilitisa. A membran porusmérete az
immobilizalast kovetden 0,19 um-rdl 0,24 pm-re novekedett. A membran
desztillalt vizzel meghatarozott térfogatarama a nyomadstol fiiggden,

atlagosan 21%-kal csokkent.

Kapcsolodo publikaciok: 3, 8, 13



Megallapitottam, hogy az eléallitott lakkaz tartalmu, celluloz-acetat alapu
enzimkatalitikus membrannal végzett atalakitas hatékonysaga fiigg a
szubsztrat térfogatiramatél. ABTS szubsztrat atalakitdsa soran a
konverzio és a térfogatdram forditottan ardnyos és a valtozas
exponencialis Osszefliggéssel irhatdé le a vizsgalt 0,4 — 1,9 liter/ora
tartomanyon. Az alacsonyabb térfogatirammal végzett diklofenak
atalakitas soran azonban a térfogataram-konverziot leir6 fliggvény
minimumot vesz fel, a vizsgalt 0,02 — 0,07 liter/6ra kdzotti tartomanyon.

Kapcsolddo publikaciok: 3, 13

Meérési adatok segitségével megerdsitettem, hogy a szabad enzimmel ¢és
membranon immobilizalt enzimmel végzett diklofenak atalakitas
soran keletkez6 kisebb oldhatésagu reakciotermékek mikrosziirés
segitségével eltavolithatéak.

Az oxidoreduktdz enzimek altal katalizalt kémiai reakcioban a
szakirodalmi informéciok elemzése alapjan megallapitottam, hogy a
keletkez6 reakciotermékek toxicitasa az adott komponenstdl fliggden
valtozhat, ezért olyan immobilizaciés modszerek kidolgozasat célszeri
elvégezni, amelyek ezen anyagok eltavolitdsara is alkalmasak. A
keletkez6 reakciotermékek a lakkaz altal katalizalt reakcioban altalaban a
kiindulasi komponensbdl Gsszekapcsolodd molekulak  keletkeznek,
amelyek elvalasztasa adszorpcids vagy membran-szeparacios eljarasokkal

lehetséges.

A szabad enzimmel végzett diklofendk atalakitds soran a keletkezd
reakciotermékek egy része sarga szinti, 450 nm kortili UV-Vis elnyeléssel

rendelkez6 reakciotermékek adnak. Mivel ezek oldhatosaga kisebb, mint



a kiindulasi komponensé, ezért kivalnak az oldatbdl. Az enzimatikus
membrannal végzett atalakitds soran egyszeri atsziirés esetén ezen
reakcidtermékek nem kertilnek eltavolitdsra, azonban a permeatum

visszaforgatasaval ezek egy része eltavolithato.

Kapcsolddo publikaciok: 1, 3, 5, 6, 8
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