A BIOTECHNOLOGIAI MUSZAKI HATTERE ||

Lipazok és hasonl6 enzimek hatékonysaganak
optimalasa

Targyszavak: lipaz, észteraz; foszfataz; optimalas; enzimaktivitas;
molekularis biologia.

A rendelkezésre allo lipazok (triacil-glicerin-hidrolazok) szamaban az
1980-as évek ota jelentds novekedés tapasztalhatd. Ez els6sorban a klonozas
és az enzimek mikroorganimusokban vald kifejezése terén elért hatalmas fej-
I6dés eredménye. Az 1980-as évek elbtt a lipazokat tobbnyire mosdszerek
oOsszetevoiként, ill. a trigliceridek modositasaban alkalmaztak. A késébbiekben
széles korh kutatasi eredmények bizonyitottak, hogy nagyon hatékony
biokatalizatorok az optikailag tiszta vegyuletek szintézisében; az altaluk katali-
zalt folyamatokban nincs szikség kofaktorra, szamos szerves olddszerben
aktivak, és rendszerint stabilitasuk is megfelel6. Ez ideig tobb mint 1000 ku-
16nb6z6 szubsztratrdl kimutattak, hogy a lipazokkal reakcioba Iépnek. Szamos
ipari eljarast kifejlesztettek, amelyekben ezeket az enzimeket hatékony
biokatalizatorokként alkalmazhatjak. Ennek egyik legsikeresebb ipari példajat
a BASF (Ludwigshafen, Németorszag) kulonféle aminok kinetikai bontasanak
nagyipari eljarasa (>2000 t/a) képviseli.

Az enzimek, jelen esetben a lipazok ipari méretl biokatalitikus eljarasai
fejlesztési modszereinek kulonféle stratégiai vannak (1. abra):

1. Fizikai—-kémiai modszerek:

— immobilizalas (stabilitas javitasa),
— szolubilizalas (oldékonysag ndévelése szerves olddszerekben),
— kémiai derivatizalas (pl. nitralas).
2. Reakciotechnoldgiai modszerek:
— hidrolizis észterezési reakcio helyett,
— vizaktivitas ellenérzése,
— megfelel6 acil donor valasztasa (vinil-acetat ecetsav helyett),
— olddészer (ionos folyadékok).

3. Molekularis bioldgiai moédszerek:

— racionalis fehérjetervezés (enantioszelektivitas modositasa),
— iranyitott evolucio (szubsztratspecificitdas médositasa, stabilitas nove-
lése).
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1. dbra Biokatalitikus eljarasok fejlesztési mdédszerei

A lipazok rovid attekintése

A lipazok mint biolégiai katalizatorok természetes funkcidja a trigliceridek
hidrolizise részleges gliceridekre és zsirsavakra az emésztés folyaman. A
karboxilészterazoktol eltéréen, a lipazkatalizis a lipid—viz hatarfeltleten jatszo-
dik le; a legtdbb lipaz esetében megfigyelhetd az un. hatarfeltleti aktivalas je-
lensége — a katalitikus hatas csak hidrofob fazis jelenlétében alakul ki, ennek
segitségével a lipidcseppecskék diszpergalddnak a vizben vagy a szerves ol-
dészerben. A folyamathoz szikség van egy hidrofob oligopeptidre (porusfe-
dél), amely befedi az aktiv helyhez vezetd bejaratot. Hidroféb kérnyezetben ez
a zaro6 fedél elmozdul, és a szubsztrat beléphet a kétédésre alkalmas nyilas-
ba. A hatarfeluleti aktivalas jelensége nem tapasztalhaté a Pseudomonas
glumae, Pseudomonas aeruginosa és Candida antarctica B szervezetekbdl
szarmazo lipazok esetében, bar ezek is tartalmaznak egy kisebb pérusfedelet.
A lipazok tobbségében megtalalhaté a szerin, hisztidin és aszpartat (néhany,
pl. a Geotrichum candidum vagy Candida rugosa mikroorganizmusbol szar-
mazé lipazban esetleg glutamat) katalitikus harmas csoportja. Az atmeneti al-



lapotban képzdd6 tetraéderes koztitermék egy oxianion ureg segitségével sta-
bilizalodik. Az dsszes lipaz esetében megfigyelhetd a jellegzetes o/p-hidrolaz
athajlas, amely az észterazokban, protedzokban és haloperoxidazokban szin-
tén megtalalhaté. Jellemz6 rajuk, hogy széles pH- és hémeérsékleti tartomany-
ban aktivak; a maximalis hatast a legtobb mikrobialis lipaz 7-9 pH-értéken és
30—40 °C hémérsékleten mutatja.

Az észterazok abban kulonboznek a lipazoktol, hogy nem tapasztalhato
naluk hatarfellleti aktivalas, nem hidrolizalnak hosszu lancu zsirsavésztereket
és elényben részesitik a vizoldékony szubsztratokat.

Egyes lipazok, kiléndsen a Rhizopus alfajbdl szarmazok, foszfolipaz A
aktivitast is mutatnak, ezaltal foszfolipidek hidrolizisével 1-lizo-foszfolipidek
szintetizalasara alkalmasak. Az acilvandorlas kovetkeztében az sn2 helynél
az alapelvet az olaj gyantamentesitésénél alkalmazhatjak.

A Lipazok Adatbazisa gyors és naprakész elérést biztosit 92 mikrobialis
lipaz és homolog szerinhidrolaz szekvencia—szerkezet—funkcié 0sszeflggése-
vel, a lipazok szerkezeti és mas relevans biokémiai adataival 6sszefliggd in-
formaciokrol, kilonds tekintettel a fehérjetervezés példaira.

A szakemberek korében rendkivili érdeklédést kelt a lipazok kiemelkedé
aktivitasa, stabilitdsa nemvizes rendszerekben (szerves oldoszerek, szuperkri-
tikus folyadékok), rendkivil széles szubsztrattartomanya és nagy sztereo-
szelektivitasa. Kis mennyiségl viz jelenlétében megfigyelhetd hatasuk kdvet-
keztében észterhidrolizis (észterezés vagy transzészterezeés) forditott reakcioi
is lehetségesek, ezaltal a katalizalt reakcidk kore jelentésen novekedhet.

Biokatalitikus eljarasok fejlesztése
Fizikai—-kémiai moédszerek

Az immobilizacié stabilizalja a biokatalizatort és megkodnnyiti a tovabbi
feldolgozast. A lipazok és mas enzimek immobilizalasara mar szamos hordo-
z6t és modszert kifejlesztettek, de ez ideig még nincsenek altalanos vezérel-
vek a megfelel6 anyagok és reakcidkorilmények kivalasztasara. Az 1980-as
evekben és az 1990-es évek elején tobb stabil immobilizalt lipazkészitményt
kifejlesztettek, de azéta korszerlibb technoldgiakrél nem szamoltak be.

Az immobilizacids kisérletekkel parhuzamosan szamos kutatdécsoport ta-
nulmanyozta a lipazok szolubilizacidjat szerves olddszerekben. A vizsgalatok
soran ezek a modositott biokatalizatorok jelentésen aktivabbak voltak, mint a
diszpergalt vagy immobilizalt lipazok, viszont izolalasuk nehéznek bizonyult,
€s napjainkig még nem sikerult hatékony szolubilizacios modszert kifejleszteni.

Reakciétechnolégiai médszerek

A reakcidtechnologiai modszerek segitségével novelhetd a lipazok telje-
sitménye. A kisérletek tobbségében azonban az optimalis reakciokorulmeények



kialakitdsa még mindig nehézségekbe Utkdzik; a folyamatban levé vizsgalatok
soran a fokozatos megkozelités (kisérlet és tévedés) modszerével dolgoznak.
Széles korl tapasztalatokkal rendelkeznek kilonb6z6 acil donorok alkalmaza-
sarél lipazok altal katalizalt (transz-)észterezési reakciokban; enolészter, pl.
vinil-acetat segitségével irreverzibilis é€s gyors reakciot lehet végrehajtani.

A legujabb kutatasi eredmények alapjan az enzimes reakciok végrehaijt-
hatok ionos folyadékokban is. A leggyakrabban hasznalt ionos oldat az
1-butil-3-metil-imidazol-tetrafluoroborat ([BMIM]BF,) és a -hexafluorofoszfat
([BMIM]PFg). Az ionos oldat szolvatacids tulajdonsagait kulonb6z6 kationok
vagy anionok segitségével modositani lehet, amely vizzel elegyed6 vagy nem
elegyed6 rendszereket eredményez.

A Kkllénb6zd oldészerek vizsgalati eredményei alapjan a Candida an-
tarctica lipaz B (CAL-B) hatékonysaga alkoholizisben, ammoniolizisben, ill.
perhidrolizisben hasonlé a hagyomanyos szerves olddszerekéhez. Kimutattak,
hogy CAL-B és Pseudomonas cepacia lipaz (PCL) enantioszelektivitasanak
mértéke fenntarthatdé vagy jelentésen novelhetd ionos oldat jelenlétében. Egy
kutatécsoport a glukdz acetilezését ionos oldatban sokkal szelektivebbnek ta-
lalta, mivel az azt kévetd, hagyomanyos oldészerben végbemend 6-O-acetil-
glukoz acetilezése nagymértékben csokkent. A vizsgalati eredmeények értéke-
lésekor azonban figyelembe kell venni, hogy ezek a megfigyelések nem az
ionos oldatok biokatalizatorokon el6idézett valtoztatasainak kovetkezményei,
hanem az olddszerrendszerek polaritasvaltozasanak és az ionos hatasoknak
az eredmeényei.

A szerves kdzegben végbemend, lipazokkal katalizalt reakciok gyakran
tanulmanyozott paramétere a vizaktivitas (a,). Ennek a jellemzdnek fontos
szerepe van az enzimek katalitikus aktivitasanak fenntartasaban egy adott ol-
dészerben, ill. erés hatast gyakorol az acilvandorlasra is. A strukturalt
trigliceridek és foszfolipidek szintézisében példaul kielégité termékhozam csak
a vizaktivitas gondos ellendrzésével érhetd el. E paraméter nyomon kovetése-
nek segitségével az sn1-poziciénal végrehaijtott zsirsavcserével a foszfolipidek
szintézisének hozama jelentésen novelhetd.

Molekularis biolégiai médszerek

Az 1990-es évek kdzepétdl szamos hatékony modszert fejlesztettek ki a
hatékony lipazok (és mas biokatalizatorok) korének kiterjesztésére. Ezek az
eljarasok harom f6 kategoériaba sorolhatok:

1. bioldgiai valtozatok felfedezése az ujabb biokatalizatorok forrasanak és

szamanak novelésére;

2. racionalis fehérjetervezés alkalmazasa olyan enzimek fejlesztésére,
amelyekre a haromdimenzids szerkezet mar tisztazott vagy homoldégia-
modellezett;

3. iranyitott evolucio.



Racionalis fehérjetervezés

A kristalytan kutatdi mar sok lipaz szerkezetét megismerték, ill. folyamat-
ban van a szamitogépes modellezés alkalmazasanak fejlesztése az enzimek
szubsztratspecificitdsanak és enantioszelektivitdsanak racionalizalasa célja-
bol. Egy kisérletben az 1-klér-2-oktanol C. antarctica B lipaz altal katalizalt fel-
oldasanak enantioszelektivitasa jelentésen javult egyetlen aminosav kicserélé-
sével (Ser47Ala), amint azt a molekularis modellezés segitségével elére meg-
jésoltak. Egy masik eljarasban helyiranyitott mutagenezis alkalmazasaval az
atmeneti allapotot stabilizalé treonint az aktiv hely mellett valinnal helyettesi-
tették, amely a lipazaktivitas elvesztését eredményezte. Erdekes megfigyelés,
hogy a lipazaktivitast 2-hidroxi-propanoat szubsztrat segitségével sikerult visz-
szaallitani, mivel az potolta a ,hianyzd” hidroxilcsoportot. Ez az eljaras szintén
novelte az enantioszelektivitas meértéket.

Egyes kutatdk szerint a lipazok eltérnek egymastol egy, az aktiv helyen
elhelyezked® motivumban, amely felel6s a tetraéderes koztitermék stabilizaci-
ojaért a katalizis soran. Ez az ismétlédd rész az oxianion kotédési nyilasban
(zsebben) helyezkedik el, és néhany frissebb kutatasi eredmény alapjan ez
szintén szabalyozza a lipazok aktivitasat.

Iranyitott evolucié

Ez az eljaras elénydsebb a hagyomanyos modszerek, példaul Ul-fény
vagy kémiai mutagének alkalmazasanal, mivel a véletlenszerii mutagenezis
hatasanak kitett nukleotidszekvenciak korlatozhatdk az adott fehérjét vagy an-
nak egy részet kodold génre a teljes szervezet célbavétele helyett. Az iranyi-
tott evolucio 6 feladata a megfelel6 rendszerek kivalasztasa szelekcioval vagy
nyomon kdvetéssel a kivant mutansok azonositasara a 10°~10® szamu varians
konyvtarabdl. Az eddigiekben kifejlesztett kdvetd rendszerek lehetévé teszik
az aktiv és sztereoszelektiv lipaz és észteraz biokatalizatorok gyors meghata-
rozasat.

Egy kisérletben az iranyitott evolucio segitségeével sikerult médositani a
Pseudomonas fluorescens észterazanak (PFE) szubsztratspecificitasat. Jelen-
t6s novekedést értek el egy lipaz enantioszelektivitasaban Pseudomonas
aeruginosa PAO1 szervezetbdl optikailag tiszta (R)- vagy (S)-p-nitro-fenil-ész-
ter alkalmazasaval.

Néhany 1,3-helyspecifikus lipaz foszfolipaz A aktivitast mutat, ezaltal al-
kalmas a foszfolipidek elsédleges észterkdtésének hasitasara. Az iranyitott
evolucié hatékony moédszernek bizonyult a Bacillus thermocatenulatus és
Staphylococcus hyicus szervezetbdl szarmazo lipaz foszfolipaz A, aktivitasa-
nak fejlesztésére.

A fentiekben ismertetett vizsgalati eredmények ellenére a lipazok tulaj-
donsagait meghataroz6 tényez6k még nem teljes mértékben tisztazottak, az
iranyitott evolucios eljarasokbdl szarmazé informaciok azonban hozzajarulnak
a szerkezet—funkcié 6sszefliggések megismeréséhez.



A kutatasi eredményekbdl levonhaté kovetkeztetések

A lipazok altal katalizalt reakciok optimalasara iranyuld kutatasok célja
egy tokéletes biokatalitikus technolégia megvaldsitasa, ehhez pedig nem
elégséges a modszerek egyikének egyeduli alkalmazasa, hanem a rendelke-
zésre allo eljarasok megfelel6 kombinacidjara van szikség. A hatékony aktivi-
tas és/vagy sztereoszelektivitas kifejlesztése céljabol a molekularis bioldgiai
modszerekkel optimalt enzimet adaptalni kell az eljarasi korulményekhez, és
ebbdl kdvetkezik, hogy a fizikai—-kémiai és reakciétechnolégiai eljarasok a to-
vabbi vizsgalatokban is fontosak maradnak.

(Molnar Kinga)

Bornscheuer, U. T.; Bessler, C. stb.: Optimizing lipases and related enzymes for efficient
application. = Trends in Biotechnology, 20. k. 10. sz. 2002. p. 433—437.

Carrio, M. M.; Villaverde, A.: Construction and deconstruction of bacterial inclusion body. =
Journal of Biotechnology, 96. k. 1. sz. 2002. p. 3—12.

Roviden...

Géntechnikai kisérletekben hasznalt sertések
az USA vagoéballat-kereskedelmében

A kdzelmultban kozel 400 genetikailag médositott sertés kerllt be az USA élel-
miszer-ellatasaba, ami alapos rést Uthet a genetikai tanulmanyok hatésagi szabalyo-
zasan. A kisérleti allatokat az University of lllinois adta el egy vagodallat-kereske-
dének, és ezt engedély nélkul nem tehette volna meg.

Az illetékes hatésag, az Elelmiszer- és Gydgyszer Hivatal (FDA) altal lefolytatott
vizsgalatnak nem sikerllt megallapitania a kibocsatott allatokba ,zart” genetikai
anyag biztonsagat, ill. hatékonysagat. Az FDA azt sem tudja meghatarozni, hogy ezt
a genetikai anyagot egyik generacié atadhatja-e a kovetkez6nek. Mindezen bizonyta-
lansagok ellenére az FDA fenntartja azt a meggy6z8dését, hogy a sertések nem ve-
szélyeztetik a lakossag egészséget.

Az emlitett vizsgalat azt viszont felderitette, hogy 2001. aprilis és 2003 januarja
kozott 386, géntechnikai kisérletben hasznalt sertést értékesitettek az éleimezésben.
Ezek egyike sem volt maga transzgénikus allat, de ilyen allattél szarmazott. A kuta-
tok szerint ezek nem 0rokolték a bedultetett genetikai anyagot, az FDA viszont azt
vallja, hogy ennek biztos kijelentését nem tamasztja ala kell6 szamu és megalapo-
zottsagu kisérlet.

A géntechnikai kisérletek célja a sertésekkel egy specialis fehérje termeltetése
volt, amely a tehéntejben, (de nem kizarélag abban) talalhat6. Egyébként az eladott
allatok még nem érték el a laktacio életkorat.

Az FDA, tovabbi vizsgaldédasainak eredményétdl figgben, ujabb akciokat kez-
deményez az egyetemi és egyéni kutatdkkal szemben.

(Chemistry and Industry, 4. sz. febr. 17. p. 5.)



AGRAR MEDIAKLUB — BUDAPEST
rendezvényt tartottak 2003. aprilis 29-én a Varoshdzan
a régioban tevékenykedo jsagirok szamara.

Az eléadok — Baintner Ferenc ovh. az FVM-bdl és Halmai Péter egyetemi tanar a Szent Ist-
van Egyetem GTK Vezeto- és Tovabbképzo Intézetbdl — ismertették az EU-csatlakozasi targyalasok
eredményeit:

A csatlakozasi targyalasok eredményei

— A mezdgazdasdgi termofold tulajdondnak kiilfoldi allampolgdrok dltal térténo megszerzését a
hatalyos 1994. évi LV. torvény tiltja. Magyarorszag eredetileg tiz éves ideiglenes mentességet kért
e szabalyozas fenntartasara. 2001 juniusaban a targyald felek hét éves atmeneti mentességben alla-
podtak meg. A fenti hét éves atmeneti idoszak tovabbi harom évvel meghosszabbithato, ha lejarta-
kor még mindig jelent6s kiilonbség all fenn a magyarorszagi és a kiilfoldi foldarak kozott.

— Mennyiségi keretek (kvotik). A Magyarorszag altal elért mennyiségi keretszamok az utobbi 4-5 év
statisztikai adatokkal igazolhat6 termelési szintjét tiikrozik, sot a legtobb esetben még bizonyos nd-
vekedést is megengednek (pl. hismarha prémium esetén).

Kvéta: Elfogadott kvéta: Megjegyzés:

Szant6foldi bazisteriilet (ha): 3487 792 1999-2000-2001-es adatok atlaga.

Regionalis hozam (t): 4,73 1997-2001. évi adatok, kivéve a legrosszabb
¢és a legjobb évet.

Tejkvota (t): 1 990 060 Dan javaslat alapjan, kimeritve a tagjeldltek
szamara elkiilonitett mennyiséget.

Szarvasmarha kiegészité tamogatas 2936 076 (100 %) Kvotatol fiiggd szamitott érték.

€): 734 019 (25 %)

Vagasi prémium (felnétt+borjh) (db): 235998 -

Husmarha prémium (db): 94 620 2002. dec. 3-i helyettesi szintl fordulon az
EU végs6 ajanlata.

Anyatehén tamogatas (db): 117 000 2000. év adata-10 %.

Anyajuh tamogatas (db): 1 146 000 2002. dec. 11-i dan csomagban javitott EU
allaspont.

Juh kiegészitd tamogatas (€): 1211510 (100 %) Kvotatol fiiggd szamitott érték.

302 878 (25 %)

Kecske (db): Juhval egyiitt A hazai allomany nem felel meg az EU
kovetelményeknek.

Tradicionalis durumbuza teriilet (ha): 2500 2002. dec. 3-i helyettesi szintl fordulon az
EU végs6 ajanlata.

Nem tradicionalis durumbuza teriilet 4305 -

(ha):

Izogliik6z A kvota (t): 127 627 A déan csomagban szerepld javaslat alapjan.

Izogliik6z B kvota (t): 10 000 A dén csomagban szerepld javaslat alapjan.

Rizs terméteriilet (ha): 3222 2000. évi adatok alapjan.

Tamogatasi szint (€): 163,215 (3,10 t/ha atlaghozam)

Egyéb fehérjendvények terméteriilete 1954 Nem orszag specifikus kvota

(ha):

Szaritott takarmany (t): 49 593 1998-1999. évek atlaga

Cukor A kvéta (t): 400 454 1995-1999. évek adatai alapjan (hazai fo-
gyasztas)

Cukor B kvota (t): 1230 WTO altal engedélyezett export (A kvota
0,31%-a)

Kender (t): 2061 1997-1999. évek alapjan

Paradicsom (t): 130 790 1998-2000. évek adatai alapjan

Oszibarack (t): 1616 1998-2000. évek adatai alapjan

Korte (t): 1031 1998-2000. évek adatai alapjan

Dohany (t): 12 355 1997-1999. évek adatai alapjan




E mennyiségi keretszamok — a tejkvota kivételével — nem a termelés maximalis szintjét korla-
tozzak. Azok a Magyarorszag szamara elérhetd kdzosségi tamogatas keretosszegét hatarozzak meg, de
a termelék szamara semmiféle termelési korlatot nem jelentenek. Tullépésiik nem jar biintetéssel, vi-
szont a kvota feletti termelésre nem jar k6zosségi tamogatas.

Az agrar- és vidékfejlesztés unios forrasai

Magyarorszag az Eurdpai Unidhoz torténd csatlakozas utan jogosultta valik az EU Strukturalis Alapja-
inak tadmogatasara, melyek elsddleges célja, hogy segitsék a tagallamok, valamint a régidk kozotti
fejlettségi kiilonbségek csokkentését. A Strukturalis Alapok igénybevételéhez a tagallamok, illetve a
jeloltek Nemzeti Fejlesztési Tervet készitenek. A NFT-ben 0sszefoglalt célokat agazati és regionalis
Operativ Programok tartalmazzak.

Az uj tagorszagok atmeneti tamogatasi lehetdségei
A csatlakozasi targyalasok eredményeként az 0j tagorszagok a mezdgazdasagi termelok meghatarozott
korének adhatnak olyan tamogatasokat, melyeket a régi tagorszagok gazdalkoddéi nem kaphatnak.
Ezek a tamogatasok is a vidékfejlesztési tamogatasok kisérd intézkedéseinek soraba tartoznak.
1. Félig onellato gazdasagok tamogatasa (arutermeld gazdasagok kialakitasa).
2. Termeldi csoportok (szovetkezetek) létrehozasanak tdmogatasa.

—EU el6irasoknak valo megfelelés tiamogatasa.

—Technikai segitségnyujtas.

Nemzeti tamogatasok

A vonatkozd EU-iranyelvekkel 6sszhangban a tagallamoknak lehetségiik van bizonyos nemzeti ta-
mogatasi intézkedések dtmeneti alkalmazasara is. Az EU-szabalyozas pontosan koriilhatarolja azokat a
tamogatasi lehetdségeket, amelyek nemzeti tamogatas formajaban nyujthatdk lesznek.

Kozvetlen kifizetések

Az 1j tagorszagok gazdai kozvetlen kifizetésbol 2004-ben a kdzvetlen tdmogatasok 25%-at, 2005-ben
30%-at, 2006-ban 35 %-at kapjak meg, majd ez tovabbi fokozatos emelkedés utdn 2013-ban éri el a
100%-ot. A targyalasok eredményeként ugyanakkor mod van a kdzvetlen tdmogatasok nemzeti kolt-
ségvetésbol torténd kiegészitésére, minden évben max.: 30%-kal. Lényeges szempont, hogy a kozos-
ségi jog értelmében nemzeti tAmogatast kozvetlen kifizetés céljara az EU hozzajarulasa nélkiil egyet-
len tagorszag sem folyosithat.

A kozvetlen kifizetések titemezése az atmeneti idoszakban
A jelenlegi tagallamoknak jaro teljes tdmogatas %-aban

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

EU forras 25 30 35 40 50 60 70 80 90 100

EU-+nemzeti 55 60 65 70 80 90 100 100 100 100
forras




