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Gyumolcsok konvekcids szaritasanak modellezése
Modeling of the Convective Drying of Fruits

Modelarea cineticii uscarii convective a fructelor

ANDRAS Csaba Dezs6, SZEP Al. Sandor, BARTOK Simon

Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem Kolozsvarr,
Miszaki Tudomanyok Intézete-Csikszereda

ABSTRACT

Fruit sample with different shapes and sizes was drayed in a laboratory convective dryer at constant
temperature and constant initial air humidity. Measuring mass loss evolution, we estimate the moisture
dependency vs. time and by data analysis we established the exponential kinetic model, specifying their
parameters. Graphical method was used also to determine the temperature and shape factor on the drying
parameter for different species of fruits (birch, pear and apple). The results were evaluate in 3D graphics model.

Keywords: fruits, convective drying, kinetic model, kinetic parameters

OSSZEFOGLALO

Megszabott formdju és méretil, kiilonbozo fajtaju gyiimélcsmintak szaritasi sebességet mertiik egy
konvekcios laboratoriumi berendezésben dllando homérsékleten és allando belépé nedvességtartalmon. A
mintak tomegvaltozasabol kiszamitott nedvesség-ido Osszefiiggésekhez exponencialis modelleket illesztettiink,
meghatdrozva azok paramétereit. Grafikus modszerrel meghataroztuk a homérséklet és az alaktényezé hatdsdt
a kiilonbozé allagu gyiimdlcsok (alma, birs, kérte) szaritdasa esetén. Az eredmények kiértékelésére 3D grafikai
modellt hasznaltunk.

Kulcsszavak: konvekcios szaritas, gylimolcs, kinetikai modell, kinetikai paraméter

1. BEVEZETES

A vizaktivitas csokkentésének egyik régota ismert modszere a szaritds. A kontakt és a hdsugarzason
alapul6 szaritas mellett a konvekcios szaritast kiméletesebb volta és nagyobb hatékonysaga kovetkeztében sok
teriileten alkalmazzak [1]. Ilyen teriilet az élelmiszeripar, ahol az alapanyagok tartositasatol kezdve egészen a
termékek mindségének biztositasdig megtalaljuk a technologiai folyamatokban [1,2]. Az ipari szarito-
berendezések termelékenységhez kotott méretezésében nagy jelentésége van a szaritasi kinetikdnak. Ez nem
a komponenstranszport sebességétdl is [3-5]. Kutatdsunk f6 célja meghatarozni a gyiimolcsok konvekcios
szaritasat leird matematikai modellt, a forma, a homérséklet illetve a novényfajta fiiggvényében egyedi ré-
szecskék szaritasa esetén.

2. ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MERESI PARAMETEREK

Méréseinket ugyanazon koriilményeken, ugyanannyi idotartamon tarolt jonatan alma, csaszarkorte és
birsalma mintakkal végeztiik egy laboratoriumi szaritoban. A konvekcios laboratoriumi, keresztaramlast kam-
ra 610x180x180 mm méretli. A hdmérseklet mérését két pontban végeztiik, a kamraba bearamlo szarito leve-
g6 és a mintatarto feletti tér hdmérsékletét mérve. A kénessavas feliileti kezelés utan meghataroztuk a mintak
nedvességtartalmat (De Longi recirkulacids szaritoszekrényt alkalmazva a tomegallanddsag meghatarozasara).
A formakat kézi mlianyagformazoval alakitottuk ki. A szaritast kocka, henger illetve téglatest alakti mintakkal
végeztiik izoterm koriilmények kozott, 24, 45, 85 °C hdmérsékleten, allando abszolut nedvességtartalmu leve-
gbével. A stacionarius allapot ttbealltaval, a mintakat a kamrdban 1év0 mintatartéra helyeztiik, beinditva a kro-
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nométert és a haromtizedes pontossagi mérleget. Meghatarozott iddintervallumban leolvastuk a mintak tome-
gét és a két hdméro kijelzését.

A mért tdmegveszteség segitségével, alkalmazva az (1) Osszefliggést, meghataroztuk a mintak adott pil-
lanatban elért nedvességeét.

e m'w_ — Am
Com (- w
( sz ) (1)
ahol: Wy~ a szaritdszekrényben mért nedvesség, kg/kg nedves anyag,

m’- a minta kezdeti tomege, g,
Am- a mért tomegvaltozas, g.

3. EREDMENYEK ES KIERTEKELES

A mérési eredményeket legel6szor nedvesség-ido kinetikai gorbék formajaban dolgoztuk fel. Az 1-3.
abran bemutatott gorbék a hdmérséklet hatasat tiikkrozik a kiilonb6z6 formaji alma mintdk szaritasi sebességé-
re, mig a 4-6 abrakon az alaktényez6 hatasa van feltiintetve, izoterm szaritasi koriilményekek kozott. Az ab-
rakrol jol kivehetd, hogy a hdmérséklet hatasa mindegyik gylimdlcs esetén a vartnak megfelel. Az abrakbol
(kiilonosképp a 8. abrabol) megallapithatd, hogy leggyorsabban az alma, majd ezt kdveten a korte és leglas-
sabban a birs mintak szaradtak. Ez a gyliimdlcsok kiilonbozé allaganak kovetkezménye. Elemezve az alakté-
nyez6 hatasat a szaritasi gorbék formajara (egytttal a becsiilt szaritasi sebességre), megallapithatjuk, hogy a
henger és kocka alakt mintak lassabban szaradtak, mig a téglatest alaku gylimo6lcsok gyorsabban vesztették a
nedvességet. Ez az egységnyi tomegre vonatkoztatott feliilet méretével magyarazhato, t.i. a téglatest alaku
mintak fajlagos feliillete meghaladta a henger illetve a kocka alaktiakét.

0.80 T R
——T=224C —=—T=45C —=-T=86C ——T=235C —=—T=455C -=-T=885C
® 0.70 - T~
= oo 0.80
0.60
5 om \ ~ g o]
s . 1 ooy ; 0.60 4
M
5 040 =N = H 050 N
040
= LT ERANS,
3 ' 0.20 - -...'\ el
0.10 | -
0.10 e
0.00 0.00 ; fee= ‘
0O 40 80 120 160 200 240 280 320 O 40 80 120 160 200 240 280 320
146, T (min) 1dS, T (min)
1. dbra 2. abra
A 21x21x10 mm téglatest alakii A 26x18 mm henger alakii alma szaritdasi gérbéi
alma szaritasi gorbéi
——T=285C —+T=465C =T899 C ——kocka —s—téglatest —=—henger
0.80 > 0.80
E’ % 0.70 - Moo,
= 060 ~ 0.60
2 W%%M s 050 - “Mn"*m"m
040 oy % 040 - M
; i M g 030
. % 0.20 -
? 020 L T 3 0.10 -
-] 2o
g 0.(x) T T T T T g OOO T T T T 1
0 40 80 120 160 200 240 280 320 = 0 40 80 120 JGO 2_00 240 280 320
1d6, T (min) 1d6, T (min)
3. abra 4. dbra
A 13%x13%33 mm -es téglatest alaki Kiilonbézé alaku almaminta szdritasi gorbéi,
alma szaritasi gérbei 7=25°C
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0.80 4
050 o —Koka  ——tégatest e henger % 070 ]
=, 070 s 0604 ——kocka
2 060 & 050 —
050 @ 040 - N

. 00 - ——tégiatest

% 030~ Mm 3 020 =N —

1>: 0.10 - 0.00 | | |

S 0.(D T T T T T 1 ’ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

z 0 40 80 120 160 200 240 280 320 0 40 80 120 160 200 240 280 320

1d6, T(min) Id6, T(min)
5. 4bra. 6. abra.
Kiilonbozé alaku almaminta szaritasi gorbéi, Kiilonboz6 alakii almaminta szaritdsi gorbéi,
T=45°C 7=85 °C
—o—Birs —— Korte —=— Jonatan
E, 0.80

4. A MATEMATIKAI MODELL 3 060 M

Elemezve a szaritasi szakirodalmat, azt tapasztal- "§ 040 - P oootos
tuk, hogy a mérési eredményeink sem a nedves szem- § 0.20 - P gaesy
csehalmaz [3] vagy nedves pordzus anyag [6], st még a T 000 ‘ ‘
gélek [6] szaritasi viselkedéséhez sem hasonloak. Visel- Z 0 40 80 120 160 200 240 280
kedésiikben, vagyis a nedvesség-id6 gorbék alakjaban 1d, T (min)
inkabb egyéb novényi, sejtes felépitésii termékek szari-
tasara utalnak, nagy hasonlosagot mutatva a zoldség- €s 7 b

. dbra.

gombaszeletek szaritasi viselkedésével [7, 8]. Ezen
megallapitas arra utal, hogy a gylimdlcsszaritaskor na-
gyon nehezen lehet elvalasztani a nedvesség feliileti

srer

A 20x19x19 mm kockaszerii gyiimolcsok
szaritasi gérbéi, T=45 °C

crer

lenti, hogy az alland6 sebességli szaritasi zona

nagyon rovid id6 alatt megsziinik, €s a valtozo sebességii szaritds dominal mindaddig, amig a zsugorodott
sejtfal ateresztOképessége lesz a sebesség meghatarozo. A gorbék alakjabol azt feltételezhetjiik, hogy a mérési
intervallumban nincs egy olyan szakasz sem, ahol a sebességegyenlet linearis lenne, kivéve a kezdeti sebesség
nagyon rovid szakaszat. A konvekcids gylimdlcsszaritasi kinetika nagyon sokféle sebességegyenletet alkal-
maz. Ezekbdl ad egy rovid attekintést az 1. tablazat.

1. tablazat. Konvekcids szaritasi sebességegyenletek

Egyenlet megnevezése Sebességegyenlet Forras
Newton W= exp(—kt) [7,9-14]
Page W= exp(—kt") [7,9-14]
Exponencialis W= aexp(—kt) [7, 9-14]
Logaritmikus W= aexp(—kt) + ¢ [9-14]
Hatvéany W= 1+ at+ bt'+ct’ [9-11, 13, 14]

Alkalmazva a Page-féle exponencialis modellt, meghataroztuk a (2) sebességegyenletet:
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v _
dr

a-e’”
(2)
ahol: w — a minta nedvessége (kg nedvesség/kg nedves anyag),
T — szaritasi idében,
a, b — modell-allandok.

Nemlinearis numerikus illesztési modszert alkalmazva (Statistica for Windows® 6.0 ) meghataroztuk

minden egyes minta esetében a (2) modellnek megfelel6 allandok értékét. Ezek — amint a 2 és 3. tablazatokbol
jol lathatd — hémérséklet- és alaktényezo-fliggdek.

2. tablazat. A hOmérséklet hatasa a kinetikai allanddkra kiillonb6z6 alakt almamintak esetében.

¢ alaktényez6 a=1(T) b=1(T)
0,806 a=4.10"T%-0,0238T+4,7085 b=-0,0002T+0,055
0,76 a=5.10"T2-0,0349T+6,5201 b=-5.10"°T%+0,003T-0,4585
0,8594 a=-0,0007T+0,965 b=-0,0002T-+0,0508

3. tdblazat. Az alaktényez0 hatasa a kinetikai allandokra almaszaritas esetében kiilonb6z6 hémérsékleten.

Hoémérséklet, K a=f(o) b=1( o)
298 a=1,8221¢"-3,1469¢+2,1184 b=-0,7157¢*+1,1881¢-0,4947
318 a=3,4572¢"-5,4748¢+2,8926 b=-0,613¢>+1,0078¢-0,4189
358 a=2,4084¢"-4,2694¢+2,6074 b=-2,0679¢+3,4514¢-1,4516

A 2. illetve a 3. tablazatban feltiintetett hatasok egyiittes abrazolasabol (8. abra) jol kivehetd, hogy mig

a preexponencialis allandd egy lokalis minimumot eredményez, addig a b valtozasa egy nyereg tipusu feliilet-
nek megfelelden torténik.

R [ ks
Cons — ik
—pes s
=077 B 0005
B 0.744 C_]ooo4
[ [iR2P oo
» B 00
7 B
2.
3
2
s
8. abra

A homeérséklet és az alaktényezo befolyasa a modell allandoira.

Miiszaki Szemle o 52



Ennek a kétféle tipust hatasnak kdszonhetden a (2) 0sszefiiggésbol €s a 2. illetve a 3. tablazatban meg-
hatarozott allandokat definiald Gsszefiiggésekbdl kialakitott modell a kezdeti es végsd szaritasat kevésbé pon-

rrrrr

modell megkozelitden jol leirja az alma szaritasi kinetikajat. (9. abra).

0.90 | | |

0.80 ——\V -mért
0.70

—f—\V -SZamitott

w (kg/kg)

0.60 | gy,
. 050 | """
‘o 0.40 - %M

0.30 | Rty
0.20 ALY

2> 0.10 -
0.00

S$S

0 40 80 120 160 200 240 280 320

Id6, T (min)

9. abra
A mért és a modell alapjan szamitott értékek dsszehasonlitisa alma esetében.

5. KOVETKEZTETESEK

— A kisérletek azt bizonyitottak, hogy a hdmérséklet és a gyiimolcsfajta mellett az alaktényezonek is
nagy szerepe van a szaritas kinetikajara;

— A klasszikus szaradasi kinetikai modellek koziil — a belsd diffuzio illetve a haromstadiumos modell
koziil egyik sem irja le pontosan a folyamatot, igy a szaritasi sebesség matematikai leirasara a zold-
ségfelék, gylimolesok és gombak szaritasat leird exponencialis modell a legmegfeleldbb;

— Az alma esetében meghatarozott modell a kezdeti (indukcids) illetve a végso szaritasi (belsé diffu-
zi6 altal kontrollalt) szakasz kivételével jo megkdzelitéssel irja le a folyamat kinetik4jat, amit a ki-
sérleti és a modellb6l szamitott gorbék atfedése bizonyit;

— A birsalmanak a legkisebb a szaradasi sebessége, a korte és a jonatdn alma szaradasi gorbéi vi-
szonylag kozel allnak egymashoz;

— Mig az a preexponencialis alland6 alaktényezd €s homérséklet fliggése egy minimumot mutaté fe-
lilletet ir le, addig a b id6allando értéke egy nyeregfeliileten valtozik.
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Kalcium-karbonat el6allitasa papiripari tomitéanyag hasznalatra

Synthesis of Calcium Carbonate Particles
as Loading Material for Paper Industry

Obtinerea carbonatului de calciu utilizabil
ca umplutura in industria hartiei

Dr. HARJA Mari§1, Qr. SZEP Al. Sandor?, Dr. BARBUTA Marinela®,
Dr. CIOCINTA Ramona Carla ', Dr. CIOBANU Maria'

' Gh. Asachi” Miiszaki Egyetem, Vegyész- és Kérnyezetmérnoki Kar,
lasi, Bd. Prof. dr .docent D. Mangeron 73, RO-700050
2Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem Kolozsvar, Miszaki Tudomanyok Intézete,
Csikszereda, Szabadséag tér 1, RO-530104, alszep@sapientia.siculorum.ro
% Gh. Asachi” Miiszaki Egyetem,, Epitészmérnoki Kar,
lasi, Bd. Prof. dr .docent D. Mangeron 47, RO-700050,

ABSTRACT

Calcium carbonate is the most widely used mineral in the paper-, plastics-, paints- and coatings
industries, both as a filler — and due to its special white color — as a coating pigment. The precipitated
calcium carbonate (PCC) has also a great market as food additive. From the well known three polymorphic
crystalline forms — calcite, aragonite and vaterite — the first one present great interest as filler in the paper
industry. The crystal shape, size and morphology are fundamental in all technical applications. From this
reason, we are investigated experimentally the effect of temperature, reactive concentrations and ratio, also
the rotation speed on the particle size of PCC formed by double exchange. The particle size distribution was
determined using a laser technique, the morphology of the calcium carbonate particles was investigated with
scanning electronic microscopy (SEM). The synthesized and characterized PCC was used as paper filler by
loading. The obtained paper properties were determined in relation to the used PCC characteristics.

OSSZEFOGLALAS

A kalcium-karbonat egyike a leggyakrabban felhasznalt papir-, miianyag- és — fehér szinének koszonhe-
téen,— festékipari tomito- és pigment-nyagoknak. Ugyanakkor a szintetikus, kicsapott kalcium-karbonat, nagy
piacnak orvend, mint élelmiszeripari adalékanyag. A harom jol ismeret kristalymodosulatbol — kalcit, arago-
nit és vaterit — az elsé a legfontosabb, mint papiripari tomité anyag. Barmely ipari alkalmazasban fontos sze-
repe van a kristdly tipusdanak, alakjdnak és méretének. Epp ezért vizsgaltuk a kiilonbézé paraméterek hatdsdt
— homérséklet, reagens koncentracio és arany, keverd fordulatszam — a cserebomlasi reakcioban kicsapodott
kalcium-karbonatra. A kristalyméretet és eloszlast lézertechnikaval, mig a kicsapodott kalcium-karbonat alak-
jat pasztazo elektronmikroszkopos technikaval hataroztuk meg. A keletkezett (és jellemzet) kalcium-karbonatot
papir eléallitasra hasznaltuk, vegiil meghatdroztuk a kiilonbozo kalcium-karbonat mintabdl eléallitott papir
mindségi tulajdonsagait.

Kulcsszavak: kalcium-karbonat, morfoldgia, részecskeméret, cserebomlasi reakciod, papirtdmitd

1. BEVEZETES

A kalcium-karbonat a papir-, a mlianyag-, a festék- és bevonatok iparban legszélesebb korben alkalma-
zott asvanyi anyagok egyike. Foleg toltanyagként, és sajatos fehér szine kovetkeztében, mint pigment hasz-
naljak [1-3]. A papiriparban, ahol a magas fényer6 €s a fényszoras jellemzoit értékelik, olcsd toltdanyagként
alkalmazzak, f6leg a fényes, sima papir eléallitasaban [4-6]. Ugyanakkor a kalcium-karbonat a festékipar ked-
velt pigmentje, hisz tobb mint 30%-o0s részaranya is lehet a festékben. Ugyancsak széles kdrben alkalmazzak
ragasztok tolté- illetve tomitdanyagaként [7, 8]. A kalcium-karbonat leggyakoribb kristalyvaltozatai a kalcit és
aragonit. A vaterit kevésbé stabil polimorf valtozat, amely altalaban kis mennyiségben keletkezik [9]. A kalcit
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a kornyezeti homérsékleten és nyomason termodinamikailag stabilabb, mint az aragonit. Hasonl6 kristalyszer-
kezetiiek, mivel a kalcium-ionok szinte ugyanabban a racspozicidban (001) talalhatok mindkét valtozat eseté-
ben [10]. A 6 kiilonbséget a két polimorf valtozat kozott a karbonat-ionok helyzete adja.

A papiriparban szuszpenzid eléallitasara a kalcit kristalyformat kedvelik. Ezt a kristalyvaltozatot a ter-
mészet nagy boségben szolgalja mészkd, marvany és kréta formajaban. E harom koziil a kréta messze a leg
puhabb és a legkdnnyebben alakithato toltdanyagga.

A tomitéanyagként alkalmazott természetes kalcium-karbonat mindsége javult az évek soran, hisz a
termeldk képesek a kivant, sziik szemcseméret-tartomanyba beillo és kevés kvarchomokot tartalmazé mel-
lékanyag eldallitasara. Vegyi uton azonban sokkal stabilabb alaku, sziikebb szemcse-méret-tartomanyu,
egynemii toltdanyagot lehet eléallitani. Epp ezért a természetes kalcium-karbonat féleségek mellett egyre
nagyobb mennyiségben hasznaljak a kicsapott kalcium-karbonatot (PCC). Szamos tanulmany kimutatta,
hogy a PCC tulajdonsagai, mint példaul a részecskeméret és alak, erésen fiigg a kicsapasi folyamat paramé-
tereit6l [2, 11-13]. A nagymennyiségli kicsapott kalcium-karbonat eldallitasa két modszeren alapszik [14-
18]. Egyik a cserebomlasi reakcio, amelyben a kalcium-klorid vagy kalcium-nitrat oldatot natrium-karbonat
vagy ammonium-karbonat oldattal kezelik, a masik pedig a mésztej illetve az oltott mész szuszpenzid szén-
dioxiddal valo telitése.

A PCC eloallitasa torténhet egyéb, vizben old6do kalcium-sok alkalmazasaval is kiillonb6zo szerves
adalékanyagok jelenlétében [1, 19-22]. Az oltott mész szuszpenziodra alapuldé modszer esetében, a koriilmeé-
nyektol fliggden, a csapadék lehet kalcit, aragonit vagy vaterit. Formajukat tekintve, a részecskék lehetnek
akar rozetta, romboéderes, vagy mas formdjuak. Amikor a csapadék aragonit kristalyos kalcium-karbonat,
akkor a részecskék altalaban tliszerti format 6ltenek. Meg kell jegyezni, hogy bar e modszer elég egyszerii —
ha j6 mindségii mészkovel dolgozunk —, ellenben a kristalyméret és kristalyféleség elég nehezen szabalyoz-
hato.

Ebben a tanulmanyban a kalcium-karbonat nanorészecskék szintéziséhez vegytiszta kalcium-klorid és
natrium-karbonat vizes oldatat hasznaltuk. Kisérleteink soran vizsgaltuk a reaktiv adagolasi aranynak és a
keverési intenzitason és homérsékleten. Ugyanakkor kovettiik az irodalomban jelzett agregacié megjelenését
is [23] kiilonb6z6 reakcidkoriilményeken.

A kicsapasos modszerrel eldallitott kalcium-karbonat nanorészecskéket laboratoriumszintli papirgyar-

crer

2. KISERLETI MODSZEREK

A kisérleteink két célt kovettek, egyrészt a kalcium-karbonat nanorészecskék eldallitasi koriilményeinek
meghatarozasat, masrészt felmérni a jellemzett tomitd anyag alkalmassagat a papir eldallitasara és befolyasat
annak tulajdonsagaira.

A kalcium-karbonat szintézise: a kalcium-karbonat szintézisére cserebomlasi reakcion alapuldé mod-
szert alkalmaztunk. A szintézist laboratoriumi iistreaktorban végeztiik, az 1. tablazatban feltiintetett koriilmé-
nyeken. A keletkezett kalcium-karbonat jellemzésére IR-spektrometrids, termogravimetrias és vegyi elemzési
modszereket alkalmaztunk. Mivel a papir eléallitdsaban fontos szerep harul a részecskék alakjara és annak
méretére, elektronikus mikroszkopiaval (SEM Vega Tescan a 30 kV) meghataroztuk a kalcium-karbonat alak-
jat és méretét. A szemcseméret-eloszlast, az aglomeratumok roncsolasa utan, egy SALD-7001 tipusu 1ézeres
difraktométerrel hataroztuk meg.

A papir eléallitasa és jellemzése: A papir eléallitasra a Valley Hollander tipusu homogénezdbe 30 °SR
mindségre beallitott celluloz szuszpenzidba, keverés kdzben, beadagoltuk a lemért kalcium-karbonatot, bizto-
sitva a paszta-minta szarazanyagra szamitott 30%-o0s CaCOs-tartalmat. Majd a Rapid-Kothen tipust késziilék-
ben el6allitottuk a 70 mg/m” fajlagos témegii papirt, és jellemeztiik azt.
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1. tablazat. A kalcium-karbonat el6allitasi koriilményei.

Minta g/LReakcm parametge/rL TC Fordu!affzz'lm Reagens
9
Cga Cly C](z/azC O3 i arany
Al 80 90 80 500 0,88
A2 250 90 80 500 2,77
A3 80 190 80 500 0,42
A4 250 190 80 500 1,31
A5 165 140 55 100 1,17
A6 250 190 30 100 1,31

Anyagok: celluloz szuszpenzio, kalcium-karbonat

Meérések: Az eldallitott papirlapokat 24 6ran at 50% relativ nedvességli kornyezetben eldkezeltiik, majd
ezt kovetéen meghataroztuk a kalcium-karbonat dsszetételt az 1999 TAPPI vizsgalati modszerek szerint
(TAPPI Standard - T413). A papir fényességét és attetszoségét az L&W Elrepho 2000 tipusu spektrofotomé-
terrel mértiik az ISO 2471 szabvany szerint. A papir szilardsagi tulajdonsagai koziil az 6nszakadasi hosszusa-
got az Instron-miiszerrel az ISO 1924 szabvany szerint, az atszurasi tényezot Schopper-Dale késziilékkel az
ISO 2758 szabvany szerint mértiik.

3. EREDMENYEK ES KIERTEKELES

A laboratoriumi koriilmények kozott eldallitott és kondicionalt papirlapok fizikai és mechanikai tulaj-
donsagait mérve, meghataroztuk a fobb jellemzodket (1asd a 2. tablazatot).

2. tablazat. A papir jellemz6i.

. Fa?lagos Vastagsag | Siiriiség | CaCO; | Fehérség | Attetszéség | Onszakadasi At,szura"s1
Minta | tomeg 3 A o A tényezo
2 mm kg/m %o %o Yo hossz, m 2
g/m kPa.m"/g
A0 72,12 0,10 655 0,37 82,56 82,36 6526 3,81
Al 72,72 0,12 606 7,63 87,98 85,26 5692 3,61
A2 71,39 0,12 595 7,90 91,00 87,52 4912 3,39
A3 72,30 0,12 602 7,92 91,40 85,33 4615 3,61
A4 72,19 0,12 602 7,85 89,70 86,56 5565 3,50
AS 71,21 0,12 593 7,76 89,40 83,82 4030 3,24
A6 71,67 0,12 645 8,00 89,80 87,15 3875 2,99
ISO 70 +4% 0,089+4 714 15 89,00 88,00 >3000

Elemezve a 2. tablazatban feltiintetett adatokat lathatd, hogy a fajlagos tomeg és a vastagsag kivételével
a szabvanyok eldirasainak megfelelnek. A kisebb siirliség azzal magyarazhato, hogy a kisérleti koriilménye-
ken a celluldzpasztadban megtartott kalcium-karbonat csak a 8%-ot érte el. A papir fehérsége is fiiggott a to1to-
anyag mindségétol, a legnagyobb fehérséget az A2 és A3 mintakbol szarmazo kalcium-karbonat biztositotta.
A papir attetszOségét illetden a legjobb mindséget az A2 minta, a legrosszabbat az A5 minta biztositotta.

A szakadas hossz szempontjabdl a legjobb papirsav az Al-es, mig a leggyengébb az A6-os mintara jel-
lemz6.

Mint varhat6 volt, a papir mindségét a kalcium karbonat szemcsemérete befolyasolta. A szemcseméret
eloszlas eléggé valtozo, amint ezt az 1. abra is tiikrozi. A 3. tablazatban feltiintetett adatok szerint lathato,
hogy az A5 és A6 mintdk esetében, amelyeket alacsonyabb fordulatszamon allitottunk el6, az atlagos szem-
cseméret nagyobb, mint a tobbi, magasabb fordulatszamon nyert PCC esetében.

Miiszaki Szemle o 52 11



U (81 qs(8)
100

90

1 [
1 [ |
g0 Lo [
1 [ |
1 [ |
1 [ |

LV SRR B

T
—p == mm ==y == ———

B0 fF---a--

50

R

0 Lo

[E-=.

30 fF------

1
I
1
1
1
-
1
1

20 fe---a-a EE T R P

1
1
1
1
1
-
1
1

Hormalized Particle Amount

RN [ | U Y O [

10 f------ HZES A Do At -- - -

1
1
1
1
1
-
1
1

Particle Dimmeter i )

1. abra
A kalcium-karbonat mintak szemcseméret-eloszldsa.

2. tablazat. A karbonat mintak szemcseméret jellemzoi.

Minta Dnedisn Drnodusz Détlag Szoras D;se, D5, D759,
(pm) (pm) (um) (%) (pm) (pm) (pm)

Al 0,066 0,058 0,065 0,213 0,047 0,066 0,093
A2 0,101 0,108 0,102 0,331 0,059 0,101 0,176
A3 0,262 0,250 0,310 0,493 0,179 0,262 0,394
A4 0,061 0,058 0,060 0,203 0,044 0,061 0,084
A5 0,490 0,203 0,954 0,726 0,212 0,490 0.582
A6 0,474 0,466 0,476 0,045 0,445 0,474 0,506

Laboratoriumi koriilmények kozott szintetizalt kalcium-karbonat 0,5 pm alatti részecske méretet mutat.
A papir el6allitasban a toltdanyag masik nagyon fontos jellemzdje, a részecskék alakja. A papirgyartok sajatos
elvarasait elég nehéz biztositani, mivel a részecskék alakjat nagyon sok paraméter befolyasolja, koztiik nagy
fontossaggal bir az oldatok koncentracioja, a keverés intenzitasa, a homérséklet, a reagensek aranya [24], kris-
talynovekedést befolyasold segédanyagok és azok koncentracidja [6]. A szintézis paramétereinek befolyasat
elemezve, meghataroztuk a kiilonbozo koriilményeken eldallitott részecskék alakjat. Ahogy a 2. abran 1évo
képek is mutatjak, a laboratoriumi koriilményeken eldallitott részecskék nem csak géomb alakuak, hanem a
gomb alaku részecskék mellett tartalmaznak romboéderes részecskéket is. Ez foleg a 3. dbran, az Al és A4
mintak SEM képein jol lathato. Meg kell jegyezni azonban, hogy annak ellenére, hogy nem minden részecske
gdmbszer(i, a bemutatott mintdk esetében jo6 mechanikai tulajdonsagt papirt sikeriilt eldallitani. Az A5 minta
esetében, amikor alacsony attetszéséget mértiink, a SEM képek azt mutatjdk, hogy itt az agglomeratumok
dominalnak (lasd a 4. abrat). Meg kell jegyezni azonban, hogy annak ellenére, hogy nem minden részecske
gdmbszer(i, a bemutatott mintdk esetében jo6 mechanikai tulajdonsagti papirt sikeriilt eldallitani. Az A5 minta
esetében, amikor alacsony attetszéséget mértiink, a SEM képek azt mutatjak, hogy itt az agglomeratumok
dominalnak (lasd a 4. abrat).
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Méréseink az mutatjak, hogy nem egyediil a koncentracié a befolydsolo tényezo, hanem a reagensek

aranya is fontos a részecskék alakjara és méretére nézve. igy, ha a [Ca®")/[CO;>] arany kisebb, mint 0,5 vagy
[Ca®)/[CO5*]>2 a részecskék rombusz alakuak, egy koriili arany estében (0,88-1,31), 80 °C hémérsékleten
szemcse keveréket kapunk, mig 1,17 kalcium/karbonat arany esetében 50 °C homérsékleten romboéderes és
gdmbszer(i nanorészecskéket sikertilt eldallitani.

KOVETKEZTETESEK

— A kettds csere modszer sikeresen alkalmazhaté PCC eldallitasra.
A programozott kisérleti koriilmények kozott keletkezett kalcium-karbonat atlagos szemcsemérete
kisebb, mint 0,5 mikrométer.

— A kisérleti feltételek fliggvényében a keletkezett kalcium-karbonat részecskék alakja valtozik, kezd-
ve a romboéderestdl egész a gdmb alakuig.

— Az eredmények azt mutatjak, hogy a gomb alakil részecskék nem masok, mint aggregat kalcium-
karbonat nanorészecskék.
A PCC morfologiaja fiigg a reagens aranytol, pontosabban a kalcium és karbonat ionok koncentra-
ciojatél. Amikor a [Ca®"]/[CO5>]<0,5 vagy [Ca’"]/[CO5>]>2, akkor a romboéderes forma dominal.
Egy koriili érték esetében (0,88-1,31) 30 °C hémérsékleten a gomb alaku részecskék, 80 °C hémér-
sékleten a keverék dominal.

— Abban az esetben, amikor a részecskék mérete eliit a gdmb alaktol, a celluldoz paszta tomitd anyag
retencidja kicsi, de amikor az agglomeratumok dominalnak, a papir attetszosége alacsony.

— A PCC alkalmazasaval jo fehérség és attetszoség érheto el.
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ABSTRACT

Hemicellulase enzyme molecules were conjugated with a polymer nano-layer in order to increase their
stability. This enzyme nanobiocomposites (single enzyme nanoparticles, SENs) have a good stability under
extreme conditions. At 80 °C after 6 hours SENs have 40% of its original activity but the natural enzymes lost
their activity after a half an hour. Between pH = 1.5 and pH = 12.5 there are not any decrease in the activity
of single enzyme nanoparticles.

OSSZEFOGLALO

Hemicellulaz enzim molekulakhoz nano-méretii polimer réteget kapcsoltunk stabilitasuk novelése érde-
keben. Ezek az enzim nanobiokompozitok (egyedi enzim nanorészecskék) még extrém koriilmények kozott is
megorzik stabilitasukat. 80 °C-on a stabilizalt hemicelluldz enzimek még 6 ora elteltével is megdrzik eredeti
aktivitasuk 40 %-at, mig a természetes enzimek mar fél ora alatt teljesen elveszitik aktivitasukat. pH = 1,5 és
13,5 kozott nem valtozik az egyedi enzim nanorészecskek aktivitasa.

Kulcsszavak: egyedi enzim nanorészecskék, enzim stabilizalas, nano-bio-kompozitok, héstabil enzi-
mek, hemicellulaz enzimek

1. BEVEZETES

A hemicelluléz a novényi sejtfalak masodik legnagyobb mennyiségben jelen 1évé komponense [1]. A
legjelent6sebb hemicelluloz a xilan, amely xiloz egységekbdl épiil fel B-D-1,4-glikozidos kotésekkel. A masik
jelentds hemicelluloz frakcid a mannén, amely manno6z vagy manndz ¢€s gliikkéz egységekbol épiil fel szintén
B-D-1,4-glikozidos kotésekkel. A hemicelluldézok Gsszekapcsold szerepet toltenek be a lignin és a celluloz
kozott [2].

A sejtfalat alkotd poliszacharidok lebontasahoz szamtalan hidrolaz funkcidji enzim sziikséges. A cellu-
16z bontasat végzé enzimek mikddési elvéhez hasonléan az endoxilanaz és az endomannanaz enzimek a
xilant és a mannant a lanc belsejében hasitjak. Az igy képzddd xilo- és mannooligoszacharidokat pedig f3-
xilozidaz és B-mannozidaz enzimek bontjak tovabb xil6z és manndz végtermékekké. A kiillonb6zo oldallancok
eltavolitasdhoz tovabbi enzimek sziikségesek [3].

A cellulazok, illetve hemicellulazok ipari felhasznalasa leginkabb a papiriparban torténik. Egy masik
felhasznalasi teriilet az oligoszacharidok szintézise [4].

Miiszaki Szemle o 52 15



1. abra
A Thermobifida fusca TM51 hifa-szerkezete A) Sima felszinii micélium (gliikozon tenyésztve)
B) Celluloz jelenlétében celluloszoma-szerii strukturak emelkednek ki a micélium felszinébol
C) Celluloszomara emlékeztetd szerkezetek nagyobb nagyitasban

A biotechnoldgiaban a legtobbszor a hétiird mikroorganizmusok enzimjeit hasznaljak fel [5]. Szamos
elénye van ugyanis annak, ha az anyagokat magasabb hémérsékleten lehet reagaltatni egymassal. A legfonto-
sabb, hogy a hdmérséklet novelésével nd a reakcidosebesség. Magasabb homérsékleten valtozik bizonyos szer-
ves szubsztratumok biologiai hozzaférhetosége és oldhatosaga, csokken a viszkozitasuk, nd a diffuzios allan-
dojuk. Kiilonds jelentdséglick azok a reakciok, amelyek a kevésbé oldédo hidrofob anyagok atalakitasat vég-
zik. A termofil baktériumok 50-80 °C kozotti tartomanyban szaporodnak a legjobban [6].

A Thermobifida fajok Gram-pozitiv, a komposztban és a talajban el6fordul6 baktériumok. A Thermobi-
fida fusca a legintenzivebben kutatott faj ebben a torzsben és a termofil, cellulolitikus baktériumok modell
organizmusa. A Thermobifida fusca komposztlako termofil, aerob, dsszetett hidrolaz rendszerrel rendelkezd
cellulozbontd baktérium [7]. Mig a cellulaz enzim rendszerér6l rengeteg adat all rendelkezésre, a faj hemicel-
lulaz enzim rendszere alig ismert, holott a hemicellulaz rendszer is éppen olyan Gsszetett lehet, mint a cellulaz
rendszer. A h6 a mezofil és termofil baktériumok oxidalé tevékenysége soran termelddik. Megjegyzendo,
hogy a termobifida nemzetséghez tartozo 0j fajt (Thermobifida cellulolytica) Magyarorszagon izolaltak (Ku-
kolya Jozsef, [8]).

A Thermobifida fusca baktériumok morfologaja sok szempontbdl hasonlit a gombakéhoz. A gombafo-
nalakhoz hasonl6 Un. pszeudo-hifat alkotnak és a sporakhoz hasonl6 alakzatokat is alkothatnak (1. abra). Cel-
luléz jelenlétében a sima felszinli pszeudo-hifa fonalak szemcséssé valnak, rajtuk a celluloszomahoz hasonlo
képletek jelennek meg. A Thermobifida fajok valdjaban nem alkotnak valodi celluloszomat, mert hianyzik
beldliik a szkaffoldin kotd fehérje [8].

A hemicellul6z bonté enzimek a cellulazokhoz hasonléan mitkddésiik folyaman meghatarozott térbeli
elrendez6dést vesznek fel, adott aranyban vannak jelen, és 0sszehangolt a miikodésiik. Ezért a cellulaz enzi-
mekhez hasonldan a hemicellulazok is hiperstruktirakat alkotnak, multifunkcionalis szupramolekularis enzim-
komplexekként miikodnek, amely komplexeket a kovalens kotéseknél gyengébb kémiai és fizikai kolcsonha-
tasok stabilizalhatnak [9].

A Thermobifida fusca speciesbdl izolalt hemicellulazok magas homérsékleten is képesek ugyan mii-
kddni, azonban stabilitdsuk nem til jo, mar szobahdmérsékleten is viszonylag rovid id6 alatt elveszitik aktivi-
tasukat. Cellulozbont6é enzim komplexet mar sikeriilt az egyedi enzim nanorészecske technologiaval stabili-
zalni [13]. és mikodésiik is megmaradt viszonylag nagy szubsztratumok esetében is (szlirOpapir csik). Azt a
feladatot thiztiik ki, hogy hdstabil hemicellul6z bonté enzimeket vonunk be nanoréteggel és viszgaljuk az en-
zimek stabilitdsat. Négy enzimet vizsgaltunk, ezek a f-mannozidaz, a mutans B-mannozidaz, p-xilozidaz és
endomannanaz nevi enzimek. A mutans f-mannozidazt (E530S) helyhez kotott mutagenezissel méodositottak
Egy szertin aminosavat cseréltek ki, ezaltal a mutans enzim elveszitette hidrolitikus aktivitasat, azonban meg-
maradt a f-D-mannoszintaz aktivitasa €s meglepd modon hidrolitikus aktivitdsa mutatkozott para-nitrofenil-p-
D-gliikuronidokkal szemben. A mutans B-mannozidaz a régid- és sztereospecifikus oligoszacharid szintézis
tanulmanyozasahoz hasznalhato.
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Az egyedi enzim nanorészecskék (1/B,2. 4dbra) kiilonallo, néhany nanométeres, az enzim méretével 6sz-
szevethetd vastagsagu burokban tartalmazzak az enzim molekulakat, amelyek a burok stabilizal6 hatasa miatt
stabilisabbak és aktivitasuk sem csokken jelentdés mértékben [10, 11].

| Enzim stabilieilis

nanohordozakkal
{ | Mano-reaktorok |

.-'ll
/ | Mano-seenzorok |

TEM képalkotis enzim
komplexekral

e —

T

T
Immun-rolacid . molekulans
dlcazassal™

2. dbra
Az egyedi enzim nanorészecskék felhasznalasi lehetdségei

A J. Kim ¢és munkatarsai altal kifejlesztett un. egyedi enzim nanorészecskék (single enzyme
nanoparticles, SENs) elallitasanak esetében minden egyes enzim-részecske néhany nanométer vastagsagban
szerves vagy szervetlen porézus anyaggal van korbevéve. Ez az tijfajta eljards eltér mind a mezopdrus anya-
gokon, mind a szol-géleken val6 rogzitéstol. Az igy atalakitott enzim molekuldk egy-két nagysagrenddel sta-
bilisabb katalitikus aktivitdst mutatnak €s a szubsztratum szabad mozgasa sem korlatozodik [11]. Az igy ka-
pott egyedi enzim nanorészecskék az enzim stabilizalas segitségével nano-reaktorok alkotd elemeiként hasz-
nalhatok [10]. Kifejlesztés alatt all nano-szenzorokként, TEM képalkoto agensekként, illetve immun-izolaciot
biztosito hatéanyag hordozokén torténd alkalmazasuk (2. abra).

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1 Anyagok

2.1.1 Vegyszerek

Akrilsav-klorid, 1,3-bisz-trisz-hidroximetil-metilamino-propan vagy Bis-Tris propane (Sigma), natri-
um-bisz(2-etilhexil) sulfoszukcinat vagy aerosol OT (AOT) (Fluka), dinatrium-hidrogénfoszfat, kalium-
dihidrogén-foszfat, calcium-klorid, 2-propanol, n-hexan (Spektrum-3d, Scharlau), metakriloxipropil-
trimetoxiszilan (MAPS), 2,2-azobis(2,4-dimetilvaleronitril) (Fluka), 3,5-dinitro-szalicilsav (Sigma), paranitro-
fenil-B-D-mannopiranozid, paranitrofenil-B-D-gliikozid, paranitrofenil--D-xilopiranozid.

2.1.2 Enzimek

[-mannozidaz ~ (Thermobifida  fusca GH2  beta-mannosidase  swiss prot entry name:
http://www.expasy.org/sprot/userman.html - ID lineQ47RG4 THEFY), mutans p-mannozidaz (E530S), p-
xilozidaz (Thermobifida fusca GH43 beta-xylosidase: swiss-entry: Q47PG8 THEFY), endomannandz (Ther-
mobifida fusca). Az enzimeket a Debreceni Egyetem Genetikai és Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszékén
illetve a Szent Istvan Egyetem Mez6gazdasagi Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszékén tisztitottak.

2.1.3 Miiszerek
Biochrom 4060 spektrofotométerrel (Pharmacia) mértilk. Az egyedi enzim nanorészecskék eldallitasahoz a
polimerizacids 1épésnél Vilber Lourmat UV-lampat hasznaltunk (365 nm). A kérgesitett részecskék méretel-
oszlasanak meghatarozasa Malvern Zeta-sizer miiszerrel tortént. Az elekronmikroszkopos felvételek JEOL-
1200X transzmisszids elektronmikroszdppal késziiltek (gyorsito fesziiltség 80 kV).

2.2 Médszerek

2.2.1 Az egyedi enzim nanorészecskék eldallitasanak modszere

Részletes leirast talalhatunk korabbi publikacionkban [11]. Els6 1épésben a felszini lizin aminosavak
szabad amino csoportjait akrilsav-kloriddal médositjuk. Kis mennyiségii feliiletaktiv anyagot hasznalva a mo-
dositott fehérjét un. hidrofoéb ion-par formaban (hydrophobic ion-pairing) oldani lehet hexanban. A kovetkezd,
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polimerizacids 1épésnél az enzim szabad felszinére van sziikség hexdn fazisban, amihez elengedhetetlen az
ion-par képzéssel torténd oldodas. Vinil csoportot és trimetoxiszilil csoportot egyarant tartalmazo szilil mo-
nomereket adva a hexanos reakcidelegyhez szabad gyokds vinil polimerizaciot inditottak ultraibolya fénnyel
torténd gyokképzéssel €s linearis polimereket kaptak, amelyek az enzim felszinéhez kapcsolodtak. A feliilet-
modositas utan polimerizacio indul ki az enzimek feliiletérdl, végiil a polimer lancok térhalosodnak.

2.2.2 Aktivitasmérések

B-mannozidaz: a P-D-mannoziddz aktivitdsat, paranitrofenil-B-D-mannopiranozid (pNP-B-D-man,
5 mM torzsoldat) mesterséges szubsztrat mellett végezziik, foszfat—citrat pufferben (10 mM, pH=6,0), 50 °C-
on, 1 ml reakcid elegyben. A reakci()elegy 50 ul szubsztrétumot 940 ul puffert ¢s 10 ul enzim oldatot tartal—
10 mM foszfat citrat pufferban (pH=6,0), ebbdl az enzim- torzsoldatbol, Veszunk ki 10 pl-t az aktivitds mérés-
hez). A reakciot 2 perces, 50 °C-on torténd eldinkubalas utan minden esetben az enzim hozzaadasaval inditjuk
el. A mintakat 5 perces reakcioidd utan, 2 ml Na-Borat puffer (0,2 M, pH=10,0) hozzaadasaval allitjuk le. A
hidrolizis soran felszabadult para-nitrofenolat ionok mennyiségét fotometridsan, 400 nm mért
abszorbanciabdl szamitjuk ki, felhasznalva az ezen a hullamhosszon megallapitott para-nitrofenolat molaris
extinkcios koefficiensét: = 17,3x10° M ecm™.

A mutans pB-mannozidaz (E530S) is rendelkezik aktivitassal. Aktivitasanak mérése: 930 pul pH=6,00
citrat-pufferhez 20 pl 20 mM-os paranitrofenil-p-D-gliikkuronidot (pNPp-Glucoside-ot) adunk és 50 pl tomény
enzimet.

B-xilozidaz: a B-mannozidaznal leirt aktivitismérés hasznalhato itt is azzal a kiilonbséggel, hogy az en-
zim szubsztratja paranitrofenil-B-D-xilopiranozid (pNP-xyl).

Endomannanaz (Thermobifida fusca) aktivitas mérése: 740 ul pH=7,00 foszfat pufferhez 250 pl 0,5%-
os mannant adtunk és 10 pl endomannanaz enzim torzsoldatot. Az elegyet 50 °C-on 10 percig inkubaljuk,
majd 1 ml Miller-reagenst adunk hozza, és 10 percig 100 °C-on forraljuk. Miutan lehiilt, 335 ul 40%-os K-Na-
tartaratot adunk hozza és az oldat abszorbanciajat 575 nm-en vizsgaljuk.

Size Distribution by Mumber
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3. abra
Az endomannandz enzim méreteloszlasa a szintézis harom lépése soran (feliil), valamint a négy termék méret-
eloszlasa (alul). (EM= endomannandz, MM=mutans mannozidaz, MN=mannoziddz, XI=xiloziddz)

3. KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1 A kapott egyedi enzim nanorészecskék méreteloszlasa

A B-xilozidaz enzimek monomer formaban nem aktivak, legalabb dimerizaloédniuk kell, hogy aktivita-
suk mutatkozzon [12]. A vizes kdzegben oldott formaban jelen 1év6 B-xilozidaz enzimek a kisérletek tantisaga
szerint tetramer formaban vannak jelen, a tisztitas soran spontan felveszik a negyedleges strukturat.

A 3. abra felsd részén az endomannanaz enzim méretének valtozasat kdvethetjiik nyomon a szintézis ha-
rom Iépése soran. A diagramon a részecskék méreteloszlasat lathatjuk, a méret logaritmikus skalaval feltiintetett
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fliggvényében. A vizben oldott nativ enzimek mintegy 5 nm-es méreteloszlas maximumot mutatnak. A hidroféb
ionpar modszerrel n-hexanban oldott enzimrészecskék mérete mar nagyobb, 9 nm koriili, mig a polimer burok-
kal ellatott egyedi enzimrészecskék mérettartomanya tovabb nd, az atlagos méretiik 18-20 nm koriil van.

3.2 Az enzim nanobiokompozitok aktivitasa

3.2.1 f-mannozidaz

Az utolsé mintakat még sikeriilt ultrahangkezeléssel kis mértékben diszpergalni, de csak max. 5%-a
ment at szerves fazisba. A polimer réteg kialakitasaval nem volt probléma. A terméket ezutan vizes fazisba
(0,05 M citrat-puffer, pH = 6,0) extrahaltuk és ennek, aktivitasat mértiikk. A beburkolt enzim termék koncent-
racioja mintegy 0,02 mg/ml. Az aktivitasméréshez a kovetkezd aranyokat hasznaltuk: 100 pul beburkolt
mannozidaz enzim, 30 ul szubsztratum, 870 ul puffer (0,05 M citrat p., pH = 6,0). Reagéaltatas 50 °C-on, 5
percig. Leallitas a leiras szerint 2 ml pH = 8,0-as pufferrel. A kapott elnyelés 400 nm-en 0,013. A szamolt
aktivitas az eredeti 47,8 %-a.

3.2.2 p-xilozidadz

Az enzim torzsoldat higitott részleteinek szonikdldsa utan az eredeti enzim 15%-a megy at szerves fa-
zisba. Szonikalas nélkill nem tapasztalhatd oldddas a hidrofob hexan, ami minden bizonnyal az enzimek 6sz-
szetapadasa miatti nagy méretének koszonhetd. A polimer réteg kialakitasa utan a terméket citrat pufferbe
extrahaltuk (0,05 M, pH = 6,0). Az aktivitas méréséhez hasznalt térfogatok: szubsztratum 30 pl, enzim nativ
enzim esetén 5 ul, beburkolt enzim esetén 100 pl, tovabba pufferrel 1000 pl-re higitva. 1 percig 50 °C-on
inkubéltam az elegyet. Ledllitas a leiras szerint 2 ml pH = §8,0-as pufferrel. A beburkolt xilozidaz enzim aktivi-
tasa 55,3%-a az eredetinek.

3.2.3 Endomannandz:
Az enzimet 5-8%-ban sikeriilt feldolgozni, azonban aktivitdsa meglehetdsen jo, a nativ enzim 63%-a.

3.2.4 Mutans -mannozidaz:
Az eredeti enzim 19,72 %-at sikertiilt feldolgozni. Aktivitds mérérések is folyamatban vannak, ugyanis a
legtijabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy mérhetd a mutans enzim aktivitasa is.

3.3 Az egyedi enzim nanorészecskék stabilitdsa

A stabilitasra vonatkozoan csak kevés kisérletet végeztiink, illetve a hig oldatok miatt az aktivitas bi-
zonytalansaga tovabb novelte a stabilitasok meghatarozasanak hibajat. Habar az enzimek birjak a magasabb
hémérsékletet, alacsonyabb hdmérsékleten is viszonylag gyorsan elveszitik az aktivitasukat (nem stabilisak).

A beburkolt B-xilozidaz enzimet + 4 °C-on tartva 117 nap alatt 40%-ra csokkent az aktivitasa, mig a na-
tiv enzim mar 50 nap alatt teljesen elvesziti az aktivitasat (1d. 4. abra).

Nativ (m) és beburkolt(e) xilozidaz enzim

stabilitasa +4 °C-on
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4. abra

Beburkolt és kontroll f-xiloziddz enzimek stabilitasa +4 °C-on.

KOVETKEZTETESEK

A Thermobifida fusca baktérium fajbdl szarmazé hemicellul6z bontd enzimekbdl is sikeriilt egyedi en-
zim nanorészecskéket eldallitani (a kiilonb6z6 enzimek elektrodenz polimer réteggel valdé beburkoltsaganak
elektronmikroszkopos detektalasa még folyamatban van). Az igy eléallitott enzimek is rendelkeznek mérhetd
aktivitdssal, amely a kiindulasi enzimek aktivitasainak 48-65%-a.

A P-xilozidaz enzim csak dimer formaban aktiv. Vizes oldoszerben a tetramer negyedleges struktirak
vannak jelen, az enzim spontan kialakitja ezt a struktirat. Ha a hidrofob ionparosodas modszer soran mono-
merekké estek volna szét a tetramerek, akkor nem sikeriilt volna az egyedi B-xilozidaz nanorészecskéknek
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aktivitasdt megmérni. Mivel ennek is sikeriilt aktivitasat mérni, ez azt jelenti, hogy sikeriilt a dimert, vagy a
tetramert beburkolni. A hidrofob ionparosodas médszere ezek szerint megorizheti a negyedleges struktirakat,
a gyenge, hidrogén hidakkal, illetve van der Waals kolcsonhatasokkal stabilizalodo finombabb kodlesonhatasok
is megdrzdédnek a preparalds soran. A harom 1épés soran, amelyek folyamén kialakulnak az egyedi enzim
nanorészecskék, a hidrofob ionparosodas alatt eshetnek szét monomerekké a tetramerek. Az els6 1épésben, a
feliiletmodositas soran csak azok a primer amino csoportok modosulnak az egyes monomer enzimek feliiletén,
amelyek a negyedleges szerkezetben is a feliileten talalhatok, azokon a helyeken pedig, ahol az enzim negyed-
leges szerkezetében a monomer enzim molekulak szorosan egymas mellett helyezkednek el, a modositas
sztérikus okok miatt nem kovetkezik be, ezért onnan polimer lancok sem tudnak kiindulni a szintézis masodik
1épésében. Ezért a polimer burok csak ott alakul ki, ahol nem akadéalyozza a negyedleges struktura kialakula-
sat, illetve képes a kvaterner szerkezeteket is megorizni, igy finomabb strukturak egyiittes beburkolasara, sta-
bilitasanak megorzésére is képes az egyedi enzim nanorészecskéket el6allito modszer. (Az egyenként bebur-
kolt monomer enzimek vaoszinlileg nem tudnak Osszeallni tetramerekké, mert az egyes enzimek feliiletei a
burok altal annyira lefedettek lennének, hogy nem tudndnak kialakulni azok a kdlcsonhatasok, amelyek stabi-
lizalnak az enzimek negyedleges szerkezetét.)

A Zeta sizer méretmeghatarozé miszer segitségével kapott méreteloszlas grafikonokon kiilonbség mu-
tatkozik a B-xilozidaz és a mutans f-mannozidaz, valamint az endomannanaz méretében. A B-xilozidaz enzim
nagyobbnak tiinik (50 nm koriili eloszlas maximummal), mig a mutans B-mannoziddz ¢és az endomannanaz
esetében 15-20 nm koriili méreteloszlas lathatd. Erdekes, hogy a B-mannozidaz esetében hasonlé (50 nm korii-
li) méretli enzim nanobiokompozitokat kaptunk. Ez valdszinisitheti, hogy a B-mannozidaz enzim a [-
xilozidazhoz hasonldéan negyedleges strukturakat vesz fel miikodése kozben. Megjegyzendd, hogy az ilyen kis
mérettartomanyu részecskék méreteloszlasanak meghatarozasahoz viszonylag tomény (>1 mg/ml) oldatok
sziikségesek, egyébként a meghatarozas bizonytalan. Ilyen tdménységii oldatokat azonban még nem sikeriilt
eléallitanunk, ezért a méreteloszlasokbol nem érdemes messzemend kovetkeztetéseket levonni, csupan annak
detektalasara alkalmas, hogy jelen vannak a nanobiokompozit részecskék az oldatban. Komolyabb kovetkez-
tetéseket az elektronmikroszkopos felvételek elkésziilte utdn mondhatunk.

Az egyedi enzimek relativ aktivitdsa megkdzeliti azokat az aktivitas értékeket, amelyeket mas enzimek
polimer réteggel torténd beburkolasa soran kaptunk.

Az egyedi enzimek stabilitisainak mérése még folyamatban van, az elézetes kisérleti eredmények azt
mutatjak, hogy stabilitasuk is dsszevethetd a korabban ezzel a mddszerrel eléallitott masfajta enzimek stabili-
tasaval. A hiitében (+ 4 °C-on) tarolt B-xilozidaz enzim aktivitasa még 120 nap utan is 40 %-a a kiindulasinak,
mig a nativ enzim 50 nap utan gyakorlatilag teljesen elvesziti aktivitasat.

KOSZONETNYILVANITAS
A kutatomunka az NKTH projekt keretében tortént NKTH TECH_08 A3/2-2008-0385).
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A human GITRL heterolég expresszidja
bakterialis rendszerben

Heterologous Expression of the Human GITRL
in Bacterial System

Expresia heterologa a GITRL-ului uman in sistem bacterial
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ABSTRACT

The glucocorticoid-induced tumor necrosis factor (TNF) receptor (GITR) is a member of the TNF receptor
superfamily. GITR is activated by its ligand, GITRL. The human tumor cells express high levels of GITRL, the
presence of it can be used as a potential tumor marker. The coding sequence of the extracellular region of human
GITRL (hGITRL) was isolated from human brain cDNA, and then was cloned into pETMS52 expression vector.
Heterologous expression of the hGITRL was realized in E. coli. Purification of the protein was realized by affinity
chromatography.

OSSZEFOGLALO

A tumor nekrozis faktor receptor csalad egyik tagja a gliikokortikoid daltal indukalt tumor nekrozis faktor re-
ceptor (GITR), amelynek aktivalodasa ligandumaval, a GITRL-el torténik. A humdan tumor sejtek nagymeértékben
expresszaljak a GITR ligandumat, ezért fel lehet hasznalni potencidalis tumor markerként. A humdan GITRL
(hGITRL) extracellularis részét kodolo szekvenciat agyi cDNS-b6l izolaltuk, majd pETM52 vektorba klonoztuk. A
hGITRL heterolog expressziojat E. coli-ban valositottuk meg, mig a tisztitas affinitds kromatografiaval tortént

Kulcsszavak: hGITRL, tumor marker, pETMS52 vektor, heterolog expresszio, affinitas kromatografia

1. BEVEZETO

A tumor nekrézis faktor (TNF) receptor csalad tagjai tobb iranyban befolyasoljak a szervezet miikodé-
sét. A fontosabb hatasaik koz¢ tartozik az immunrendszer sejtjeinek [1] €s a tumor sejtek [2] differencialoda-

A tumor nekrozis faktor (TNF) receptor csalad egyik tagja a gliikkokortikoid altal indukalt tumor nekro-
zis faktor receptor (GITR, TNFRSF18), amely egy I tipust transzmembran fehérje [3, 4], extracellularis ré-
szén harom ciszteinben gazdag ismétlodés talalhato [3].

A receptort szamos sejt expresszalja, T sejtek, természetes 6losejtek [2, 4]. A receptor aktivaldodasa
ligandumaval, a GITRL-el torténik [4], amely II tipusu transzmembran fehérje [5], a csaladba tartozo ligan-
dumok koziil a legkisebb. A GITRL-t antigén prezentald sejtek, mint makrofagok, dendritikus sejtek [4] és
tumor sejtek expresszaljak [2, 6, 7, 8].

A fontosabb hatastani teriiletek szerint beszélhetiink ennek a receptor/ligand kapcsolatnak az
onkogenézisben betoltott szerepérél. Egér modellekben a receptor €s a ligandum kapcsolodasa kovetkeztében
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a tumor sejtek novekedése, nagysaga csokkent [6]. Emberben viszont a receptor aktivalédasa a tumor sejtek
novekedését, talélését eredményezte [2, 7, 8]. Tehat elmondhato, hogy a GITR/GITRL jelatviteli it emberben
és egérben kiillonbozo hatast valt ki.

A tumorellenes immunvalasz legfontosabb résztvevoi a citotoxikus T sejtek mellett a természetes 616-
sejtek (NK) [9]. Az NK sejtek hianya a tumorok gyorsuldé novekedéséhez vezethet. A GITR kapcsolodasa a
human tumor sejtek feszinén expresszalt ligandumahoz, a GITRL-hez, megakadalyozza a NK sejtek
tumorellenes hatasat [2, 7, 8]. Tehat az NK sejtek, amelyek a ligandum receptorat, GITR-t expresszaljak, nem
0lik meg a tumoros sejteket, azok tovabb novekednek [10].

Mivel a human tumor sejtek nagymértékben expresszaljak a GITRL-t [2, 7, 8, 10, 11], ezt fel lehet
hasznalni potencialis tumor markerként.

Jelen kutatas célja egy olyan bakterialis expresszids rendszer megépitése, amely lehetové teszi a human
GITRL expresszidjat aktiv formaban.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Az expresszios vektor megépitése

A human GITRL (hGITRL) extracellularis részét kodolod szekvencia izolalasa agyi cDNS-bdl az Ncol és
BamHI restrikcios helyeket bejuttatd oligonukleotidokkal végzett polimeraz lancreakcioval (Corbett Research
Thermocycler) tortént. Az agyi cDNS az ELTE Biokémia Tanszék ajandéka, amelynek szintézise reverz transz-
kripcioval tortént mRNA izolalasa utan [12]. Az izolaladshoz alkalmazott oligonukleotidokat OligoExplorer 1.2
programmal terveztiik. A forward primer, Go: 5’CGGCCATGGCTAAGTTTGGACCATTACC 3°, a reverse pri-
mer, GITRL: 5’GCGGATCCTACA TGTGCTGAAGGGAATGAGG 3".

A hGITRL izolalasat és a kivalasztott expresszios vektorba valo klonozasat a [13] referenciaban leirtak
alapjan végeztiik, kisebb mddositasokkal. A klénozashoz a pETMS52 vekort hasznaltuk, amely H.B. (EMBL
Laboratorium, Heidelberg) nagylelkii ajandéka [14].

Az amplifikalas soran kapott hGITRL-t kodolo szekvenciat és a kivalasztott expresszios vektort BamHI
és Ncol restrikcios enzimekkel emésztettiik, hogy komplementer végek keletkezzenek. Az emésztési reakcio
soran 25 pl DNS-t 1U Ncol és 1U BamHI restrikcios enzimekkel emésztettiink 1 XBamHI puffer jelenlétében.
Az emésztés 37°C-on 2 h tartott. Az emésztés eredményét 1%-os agar6z gélen ellendriztiik és izolaltuk az
emésztett mintakat (Qiagen Gel Extraction Kit).

A kodold szekvencia bejutasa a pETMS52 vektorba ligalassal tortént (T4 DNS ligaz, Fermentas). 10 ul
ligalasi terméket 100 ul kémiailag kompetens Escherichia coli DHS5a sejtekhez adtunk. A sejteket jégen torté-
nd inkubalas utan (1 ora), 90 masodpercig 42°C-on tartottuk, majd 20 percet ismét jégen. A hdsokk utan 900
ul Luria Bertani (LB) taplevest adtunk a sejtekhez, és 2 drat razattuk 37°C-on 200 rpm-mel. Ezutan kanamicin
tartalmu LB-agar lemezen szélesztettiik és inkubaltuk egy éjszakan at. A sikeresen transzformalt telepekbol
négyet 3 ml kanamicin tartalmu LB taplevesben neveltiink 12 o6rat, majd kivontuk a plazmid DNS-t, plazmid
izolalo Kkittel a gyartd utasitasait kovetve. Az izolalt rekombinans plazmidokat BamHI és Ncol restrikcios
enzimekkel emésztettiik, ellendrizve, hogy az inzert vagy esetleg mas fragmentum kapcsolddott be a
plazmidba.

2.2. Az expresszié megvaldsitasa és az oldhatatlan zarvanytest renaturalasa

A rekombinans fehérje termelését Escherichia coli BL21 Star (DE3) sejtekben valdsitottuk meg 37°C-on, 20
pg/ml kanamicin tartalmii LB taplevesben. A T7 promoter indukcidja Cv=0.5 mM koncentracioju izopropil-B-D
tiogalaktopiranoziddal (IPTG) tortént OD600=0.8-nal. Indukalas utan a sejteket még négy orat ndvesztettiik.

A termel6 kulturat centrifugaltuk, a sejteket 30 ml 0,25 mg/ml lizozimes oldattal szuszpendaltuk és -20°C-on
tartottuk egy ¢jszakén at. A mintak feltarasat a kiolvasztas utan szonikalassal is eldsegitettiik, ezt kdvette a centrifu-
galas. A centrifugalés soran keletkezett sejtiiledéket 30 ml moso oldattal (10 mM foszfat puffer, 0.1 M NaCl, pH
7.0) mostuk, a mosast haromszor megismételtiik. Az oldhatatlan zarvanytestet 10 ml 6 M guanidin-HCl-ban (Gu-
HCI) oldottuk, kiegészitve 50 mM Tris-HCI pH 8.8-as pufferrel és 1 mM ditiotreitollal (DTT).

2 ml szolubilizalt fehérjét 60 ml refolding pufferbe (0.8 M Gu-HCI, 0.1 M Tris-HCI pH 8.0, 5 mM CaCl,,
0.5 mM EDTA, 5 mM redukalt glutation és 0.5 mM oxidalt glutation) csepegtettiink, 4°C-on az oldat folytonos
kevertetése kdzben, 5 oran keresztiil. A kihigitott fehérje dializise 50 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0 pufferben
tortént. A fehérjék elvalasztasara és vizualizalasara SDS (natrium-dodecil-szulfat) - poliakrilamid gélelektroforézist
alkalmaztunk.

2.3. A fuziés fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

Fuzios fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval tortént, mivel az expresszios vektor Hisg-tag cimkét
tartalmaz. A renaturalt fehérje tisztitdsa 3 ml Ni Sepharose oszlopon (Porfinity IMAC Ni-k6td gyanta,
BioRad) tortént. Az oszlopot 20 ml (50 mM Na-foszfat puffer, 300 mM NacCl, pH 8.0) oldattal hoztuk egyen-
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sulyba. A dializalt fehérje felvitele utan az oszlopot 5 oszloptérfogatnyi kezdeti pufferrel mostuk. Az érdekelt
fehérje oszloprdl valo elualasa 1 ml-ként 250 mM imidazol tartalmu pufferrel tortént.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. Az expresszios vektor megépitése

A human GITRL extracelluldris részét kodold szekvencia amplifikalasa agyi cDNS-bdl a Go és GITRL
oligonukleotidokkal végzett polimeraz lancreakcioval tortént. A Go-GITRL oligok olyan konstrukciot hoznak
létre, amely az 59-es aminosavat kodold kodontol tartalmazza a hGITRL génjét. Ezen primerek alkalmazasa-
val a termelddott fehérje paratlan ciszteint tartalmaz (Cys78), amely egy potencidlis jel6l6 pont, az immunolo-
giai kisérletek nyomon kovetésére.

1. abra

A hGITRL gén izoldlasanak eredménye 1%-os agaroz gélen 1. 1 kb DNA ladder, Fermentas;
2,3,4,6. Go-GITRL primerekkel izolalt PCR termékek; 7. kontroll; 8. 100 bp DNA ladder, Pharmacia.

Az amplifikalas soran kapott hGITRL-t kddold szekvencidkat 1%-os agardéz gélen ellendriztiik, a DNS
sdvokat etidium bromiddal tettiik lathatova, amelyet az 1. abra mutat. Lathatd, hogy a molekulasuly-marker
400 bp vonalaval egy szinten jelentek meg a ligandum extracellularis részét kodolod szekvenciak.

Az izolalt hGITRL gént a pPETM52 expresszios vektorba klonoztuk. Az expresszios vektor kivalaszta-
sanal figyelembe vettiik, hogy el6z6 tanulmanyokban mar leirtdk a hGITRL expresszidjat bakterialis rend-
szerben, azonban a fehérje oldhatatlan zarvanytest formajaban termelddott [15, 16]. Ezért olyan expresszids
vektort valasztottunk, amelyben talalhato egy DsbA (disulfide-bond A oxidoreductase) rendszer. A DsbA egy
periplazmatikus, oxidalo fehérje, amely katalizalja a diszulfid hidak létrejottét, ugyanakkor egy dajka fehérje,
amely a diszulfid hidakkal segiti a tekered6 fehérje szerkezetének kialakuldsat [14].

A pETMS52 vektor felépitése lehetdvé tette hGITRL gén fuzidjat a DsbA szekvenciajahoz. A pETMS2
leader szekvencia nélkiili, ennek alkalmazéasaval a termel6dott fehérje a citoplazmaban halmozodik fel. A
vektor tartalmaz még Hisg-tag cimkét, TEV (tobacco etch virus) protedz hasitd helyet, kanamicin rezisztencia-
ért felel6s gént és IPTG-vel indukalhato promotert.
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H origin MEAQYEDGKQYTTLEEP VAGAPQVLE
: FFSFFCPHCYQFEEVLHISDNVKEEKLPE
y  TEVste | TKYHYNFMGGDLGKDLTQAWAVAMA
LGVEDKVTVPLFEGVQKTQTIRSASDIR
DVFINAGIKGEEYDAAWNSFVESLVAQ

kanR

QEKAAADVQLRGVPAMFVNGEY QLNP
pETM52-GITRL QGMDTSNMD VFVQQYADTVEYLSEKK
pBR322 6475 bp GSTSGSGHHHHSAGENLYF GAMAGPPS

orgm KWQMASSEPP C VYNKVSWELEIL GLLIY

GOVAPNANTNDVAPFEVRELYENEMOQT
LTNESEIQNYGGTYELHYVGDTIDLIFNE
HOVLENNTYWGIILLANPQFIS

2. abra
A pETM52-hGITRL rekombindans vektor térképe és a fuzios fehérje szekvenciaja

A 1étrejott rekombinans plazmidok sokszorositasa érdekében a ligalasi terméket kémiailag kompetens
E. coli DH5a sejtekbe juttattuk be. A transzformalasnak nevezett modszerrel bejuttatott rekombinans
plazmidok kanamicin rezisztenciaért felelés gént hordoznak, ennek alapjan kanamicin tartalmu taptalajon
kiszelektalhatok a plazmidot tartalmazo sejtek.

Toon
5000

1500

500

1 4 3 4 5 6

3. abra
Ligalas ellenorzése a rekombinans plazmid kettos emésztésével
1. pETM52-GITRL, 2,3,4,5. BamHI és Ncol restrikcios enzimekkel emésztett
PETM52-Go-GITRL; 6. 1 kb molekulasuly-marker, Fermentas.

A kinétt pETMS52-Go-GITRL koloniakbol 4 telepet kanamicines folyékony taplevesben neveltiink, és
kivontuk a plazmid DNS-t. Ncol és BamHI restrikcios enzimekkel emésztettiik a rekombinans plazmidot,
ellendrizve, hogy az inzert gén, a GITRL vagy esetleg mas fragmentum kapcsolodott be a helyére. A 3. abra
mutatja, hogy a kettds emésztés eredményeként a rekombinans plazmidboél kihasadt a GITRL-t kodold szek-
vencia, és ez a gélen hosszabb utat tett meg kisebb molekulatomegébdl adodoan, amely 400 bp-nal jelent meg,
ami bizonyitja, hogy az inzert beépiilt a plazmidba.
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3.2. Az expresszié megvalésitasa és az oldhatatlan zarvanytest renaturaldsa

A megépitett rekombinans plazmidot E. coli Star (DE3) sejtekbe transzformaltuk. A sikeresen transz-
formalt sejtek kanamicin rezisztenciaval rendelkeznek, igy kiszelektalhatoak a nem transzformalt sejtek koziil,
mivel az utobbiak kanamicin tartalmt taptalajon elpusztulnak. A starter kultira inditasahoz egy sikeresen
transzformalt telepet Luria Bertani kanamicin tartalma taplevesben neveltiink 12 orat, 37°C-on. A fehérje
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4. abra

A DsbA-Go-GITRL expresszioja E. coli BI21 Star (DE3) sejtekben és a renaturadlt zarvanytest dializis utan

A resz: Expresszio ellendrzése 16.5%-0s SDS-poliakrilamid gélen. 1. Molekulasuly-marker, Amersham,
2. indukalas elotti minta, 3. 4 orai expersszio utan vett minta, 5. oldhato fehérje, 5. oldhatatlan fehérje.
B rész: Renaturdcio ellendrzése 16.5%-os SDS-poliakrilamid gélen. 1. Molekulasuly-marker, Amersham,
2. renaturalt fehérje dializis elott; 3. renaturalt fehérje dializis utan; 4. oldhato fehérje dializis és centrifuga-
las utan; 5. oldhatatlan fehérje dializis és centrifugalds utdn.

A 4. 4bra A része a DsbA-Go-GITRL expressziojat mutatja E. coli-ban 37°C-on. A termel6dott fehérje
a citoplazmaban halmozddott fel, a sejtek feltarasa centrifugalas utan lizozimes oldatban szonikalassal tortént.
A baktérium sejtek altal termelt fehérje mennyiségének 35%-at a fuzids fehérje alkotja. A vastag savok azt
mutatjak, hogy a fehérje mintegy 60%-a a pelletben maradt, tehat oldhatatlan zarvanytest formajaban termeld-
dott. Az oldhatatlan zarvanytestet guanidin-HCI-ban oldottuk, a renaturalast glutation red-ox rendszerbe torté-
nd gyors higitasos mddszerrel valositottuk meg, ezt kovette a kihigitott fehérje dializise, amelynek eredményét
16.5%-0s SDS-PAGE gélen ellendriztiink (4. abra B rész). Lathatd, hogy a renaturaciot kdvetd dializis utan a
fehérje 40%-at oldott formaban kaptuk meg.

3.3. A fuzios fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

A DsbA-Go-GITRL fuzios fehérje tisztitasat affinitas kromatografiaval végeztiik, mivel az expresszios
vektor Hise-tag cimkét tartalmaz. All6 fazisként Ni-NTA Sepharose-t hasznalunk, amely koordinativ kotése-

Miutan a nem kotédott, illetve gyengén kotodott fehérjéket eltavolitottuk az oszloprol, kdvetkezett az
érdekelt fehérje elualasa imidazol tartalmt pufferrel. Az imidazol nagyobb affinitast mutat a Ni irant, mint a
hisztidin, igy kiszoritja ezt helyérdl. Az elualas soran a gélen jol lathatd, hogy a fuzios fehérje nagyobb része
szétesett alkotoira, amely a fehérje instabil allapotara utal.
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5. abra. A fuzios fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval
1. Molekulasuly-marker, Amersham; 2. renaturalt, dializalt GITRL-DsbA; 3,4. nem kotodott fehérjék; 5,6,7,8.
elualt fehérje.

4. KOVETKEZTETESEK

Munkank soran a human GITRL extracellularis részét kodolo szekvenciat izolaltuk polimeraz lancre-
akcioval agyi cDNS-b6l a Go és GITRL-el jelzett oligonukleotidok alkalmazéasaval, majd a pETMS52
expresszios vektorba klonoztuk és megvaldsitottuk a gén expresszidjat.

Végeredményként elmondhatd, hogy megépitettiink egy olyan expresszios rendszert, amely lehetové te-
szi a hGITRL expresszigjat bakterialis rendszerben, azonban a termelddott fehérje nem stabil. Mivel a
hGITRL ebben az esetben egy ciszteint kodol, a tovabbiakban terviink egy olyan primerpar tervezése, amely-
nek alkalmazasaval a termelddott fehérje két ciszteint tartalmaz, ebben az esetben a diszulfid hid kialakitasa
lesz a cél, amely hozzajarulhat egy stabil fehérjeszerkezet kialakulasahoz.
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Nutritional Evaluation of Radish Sprouts
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ABSTRACT

During our research work we analyzed the crude fat content, fatty acid content, crude protein content,
amino acid content of radish sprouts in response to germination time. The crude fat content decreased from
39,01% to 18,94% in six days. The fatty acids found in highest concentrations in radish seeds and sprouts
were the oleic acid, linolic acid, eicozeic acid and a-linoleic acid. The palmitic acid content increased with
18%, the oleic acid content with 8%, the linolic acid with 8% and the stearic acid content decreased with 17%
during sprouting. The crude protein content increased from 27,42% to 29,56% during six days of germina-
tion. The amino acids found in highest concentrations in the seeds were glutamic acid (20,3%,), aspartic acid
(8%), arginine (7,3%), and leucine (7,3%). During germination the aspartic acid, threonine, serine, proline,
alanine, valine, isoleucine, tyrosine, fenilalanine, histidine and lysine content increased between 9 and 24%,
the glutamic acid, glycine, methionine and arginine content decreased between 6 to 25%.

OSSZEFOGLALO

Kutatasaink soran a retekcsira nyerszsir-, nyersfehérje-tartalmat és aminosav- és zsirsav-osszetételét
vizsgdltuk a csiraztatasi ido fiiggvéenyében. Megallapitottuk, hogy a retekmag nyerszsir-tartalma 39,01%-rol
hat nap alatt 18,94%-ra csokken. A legnagyobb mennyiségben a retekmagban és a csiraban is az olajsav,
linolsav, eikozénsav, a-linolénsav van jelen. A palmitinsav mennyisége 18%-kal, az olajsav mennyisége 8%-
kal, a linolsav mennyisége 8%-kal nétt, a sztearinsav mennyisége 17%-kal csokkent a csiraztatas soran. A
nyersfehérje-tartalom hat nap alatt 27,42%-rol 29,56%-ra nétt a csiraztatas hatdsara. A legnagyobb mennyi-
segben jelenlévé aminosavak a magban a glutaminsav (20,3%), az aszparaginsav (8%), az arginin (7,3%) és
a leucin (7,3%). A csiraztatds soran az aszparaginsav-, a treonin-, a szerin-, a prolin-, az alanin-, a valin-, az
izoleucin-, a leucin-, a tirozin-, a fenilalanin-, a hisztidin- és a lizin-tartalom nott (a valtozas mértéke 9 és
24% kozott), a glutaminsav-, a glicin-, a metionin- és az arginin-tartalom csékkent (a valtozds mértéke 6 és
25% kozott).

Kulcsszavak: csira, nyerszsir-tartalom, zsirsav-osszetétel, nyersfehérje-tartalom, aminosav-osszetétel.

1. BEVEZETES

Az utdbbi évtizedekben végzett kutatasok szerint a csirak eleget tesznek a modern taplalkozastudomany
teljes értékii élelmiszer eldirasanak. Osszehasonlitva a magvakkal, a csirak taplalkozasi értéke magasabb: jobb
mindségl a fehérje, kedvezobb az aminosav megoszlas, magasabb a tobbszordsen telitetlen zsirsav-tartalom, a
nyomelemek és esszencialis dsvanyi anyagok hasznosithatosaga jobb, és magasabb vitamintartalommal ren-
delkeznek. A csiraztatas soran csokken az antinutritiv anyagok mennyisége, mint a hemaglutininek,
tripszininhibitor aktivitas, tanninok, pentozanok és fitinsav. A kutatasok eredményeként ugy talaltak, hogy a
csirdk jo aszkorbinsav, riboflavin, kolin, tiamin, tokoferol és pantoténsav forrasok (Lintschinger és mtsai.,
1997) [2].

Danilcenko és mtsai. (2006) [1] retek magvakkal és csirakkal végzett kutatasaik soran megallapitottak,
hogy a csirdztatas soran a nyersfehérje-tartalom ndvekvd tendenciat mutatott, mig a nyerszsirtartalom csok-
kent. Azt talaltdk, hogy csiraztatds soran a retek magban nyolc aminosav mennyisége nétt, a treonin, szerin,
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glutaminsav, glicin, alanin, leucin, lizin és arginin tartalom csdkkent. A zsirsavisszetétel-valtozas nem volt
jelentds. A legnagyobb valtozast a linolénsav €s linolsav esetében észlelték: a linolénsav mennyisége 1,56%-
al, a linolsav mennyisége 1,67%-al nott.

Tokiko és mtsai. (2006) [3] retekmag és -csira zsirsav-Osszetételét vizsgaltak. A retekmagban a laurin-
sav nyomokban volt jelen, a csirdban mennyisége 0,2 relativ tomegszazalékra nott. A mirisztinsav mennyisége
700%-kal, a palmitinsav 6%-kal, a palmitoleinsav 57%-kal, a sztearinsav 10%-kal, az olajsav 26%-kal, a
linolsav 9%-kal, az erukasav 14%-kal nott, mig a linolénsav mennyisége 11%-kal csokkent.

2. ANYAG ES MODSZER

A csiraztatds. Biotermesztésbol szarmazo, a kereskedelmi forgalomban kaphat6 retek magvakat szerez-
tiink be. A magvakat 0,1%-0s H,O,-oldatban egy percen keresztiil mostuk, ezt kovetden 24 6ran at, desztillalt
vizben duzzasztottuk. A 24 ora letelte utdn a magvakat csiraztatd talakba helyeztik, és 20 °C-on, Memmert
200 inkubatorban csiraztattuk, naponta kétszer desztillalt vizzel permeteztiik, és 24 éranként vettiink mintat. A
magvakat hat napig csiraztattuk. A csiraztatast kdvetden a csiradkat desztillalt vizzel mostuk, 60 °C-on szaritot-
tuk, majd fagyasztva, —10 °C hémérsékleten taroltuk.

A nyerszsir-tartalom meghatarozasa. A csirdk nyerszsirtartalmat Soxhlet-féle extrakcios késziilékben,
éteres kivonas utan hataroztuk meg.

A zsirsav-tartalom meghatarozasa. A zsirsav-tartalom meghatarozasa szarmazékképzés utan a zsirsavak
metilésztereibdl gazkromatografiaval tortént. A vizsgalatokat Varian 3800 gazkromatograf késziilékkel végez-
tiik.

A fehérje aminosav-0sszetételének meghatarozasa. A retek csira aminosav-0sszetételét a fehérje hidro-
lizise utan, az ioncserés oszlopkromatografia elvén miikodé automatikus aminosav-analizatorral, oszlop utani
szarmazékképzéssel hataroztuk meg.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

3. 1. Nyerszsirsav-tartalom
A csiraztatas soran a retekmag nyerszsirtartalma jelentds mértékben csokkent a csiraztatas soran. Ez a
csokkenés azzal magyarazhatd, hogy a mag energiaforrasként hasznalja a zsirsavakat az csirazashoz.

A retekmag és -csira nyerszsirtartalma. 1. tablazat.
Sorszam | Megnevezés Nyerszsirtartalom (m%)

1. Retekmag 39,01
2. Retekesira 2. nap 39,52
3. Retekesira 6. nap 18,94

3. 2. Zsirsavosszetétel

A 2. tablazat tartalmazza a retekmag és retekcsira zsirsav-osszetételét

A retekmag és retekcsira zsirsav-dsszetétele. 2. tablazat.

Minta megnevezése
Retekmag Retekesira Retekesira
2. nap 6. nap
Zsirsav megnevezeése: Zsirsav-metilészter %
Laurinsav 12:0 <0,1 <0,1 <0,1
Mirisztinsav 14:0 0,1 0,1 0,3
Pentadekansav 15:0 <0,1 <0,1 <0,1
Palmitinsav 16:0 8,2 7.9 9.9
Palmitoleinsav 16:1 0,2 0,2 0,2
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Minta megnevezése
Retekmag Retekesira Retekcesira
2. nap 6. nap

Zsirsav megnevezeése: Zsirsav-metilészter %
Sztearinsav 18:0 3,2 2,7 3,0
Olajsav 18:1 35,1 27,4 34,6
Linolsav 18:2 15,5 16,6 16,8
Arachidinsav 20:0 2,0 1,6 2,0
v-linolénsav 18:3n6 0,1 0,1 0,1
Eikozénsav 20:1 14,8 11,5 15,1
o-linolénsav 18:3n3 13,6 11,3 14,0
Eikozadiénsav 20:2 0,6 0,5 0,7
Behénsav 22:0 1,9 1,4 1,9
Arachidonsav 20:4n6 0,1 <0,1 0,1
Dokozadiénsav 22:2 0,4 0,3 0,4
Lignocerinsav 24:0 1,2 0,9 1,2

A retekcsirdban a legnagyobb koncentracioban az olajsav, a linolsav, az eikozénsav, az
o-linolénsav €s a palmitinsav volt jelen. A telitett zsirsavak koziil a palmitinsav koncentracidja a retekmagban
8,2% volt, melynek értéke a kétnapos retekcsiraban 7,9%-ra csokkent, a hatnapos retekcsiraban viszont 9,9%-
ra novekedett. A sztearinsav koncentracioja csokkent a csiraztatas soran a kezdeti retekmagban 1év6 3,2%-r6l
2,7 és 3,0%-ra. A telitett zsirsavak koziil még kimutathat6 laurinsav, mirisztinsav, pentadekansav, arachidon-
sav, behénsav és lignocerinsav, azonban ezek koncentracioja 2% alatti.

A telitetlen zsirsavak koziil az olajsav 35,1%-ban volt jelen a retekmagban, 27,4%-ban a két napos re-
tekcsiraban, 34,6%-ban a hatnapos retekcsiraban. A linolsav koncentracidja a csiraztatds hatasara a kezdeti
15,5%-16l 16,8%-ra nott a hatnapos csirakban. Az eikozénsav koncentracidja szintén ndvekedett a csiraztatas
hatasara a kezdeti 14,8%-ro0l 15,1%-ra. Az a-linolénsav koncentracidja a kezdeti 13,6%-ro6l 14,0%-ra ndveke-
dett a retekcsiraban. A telitetlen zsirsavak koziil adott kromatografias koriilmények mellett a mintakbol kimu-
tathatd volt még palmitoleinsav, y-linolénsav, eikozadiénsav, arachidonsav, dokozadiénsav, azonban ezek
koncentracidja 0,5%-nal kisebb.

A legnagyobb valtozast a csiraztatas hatdsara a palmitinsav, olajsav, linolsav és szterainsav esetén ész-
leltiink a csirdkban. A palmitinsav mennyisége 18%-kal, az olajsav és a linolsav mennyisége 8%-kal nétt, a
sztearinsav mennyisége pedig 17%-kal csokkent.

3. 3. Nyersfehérje-tartalom

A 3. tablazat a retekmag és -csira nyersfehérje-tartalmat tartalmazza. A csiraztatas soran a nyersfehérje-
tartalom nétt, ami azzal magyarazhat6, hogy a mag a tdbbi dsszetevot hasznalja energiaforrasként a csirazas-
hoz, igy a nyersfehérje ardnya megné a magban.

A csiranovények nyersfehérje-tartalma. 3. tablazat.
Sorszam | Megnevezés Nyersfehérje-tartalom (m%)
4. Retekmag 27,42
5. Retekesira 2. nap 29,05
6. Retekcsira 6. nap 29,56

3. 4. Aminosav-osszetétel
A 4. tablazat a retekcsira aminosav-0sszetételét tartalmazza.
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A retekmag ¢€s a retekcsira aminosav-Osszetétele. 4. tablazat.

Megnevezeés Retekmag Retekcsira 2. nap Retekcsira 6. nap
Aminosav g.AS/100 | g.AS/100g | g.AS/100 g | g.AS/100g | g.AS/100 | g.AS/100g
g minta fehérje minta fehérje g minta fehérje
Aszparaginsav 2,16 8,0 2,25 7,9 2,64 9.0
Treonin 1,31 4,8 1,42 5,0 1,59 5,4
Szerin 1,02 3.8 1,14 4,0 1,21 4,1
Glutaminsav 5,50 20,3 5,58 19,7 5,37 18,4
Prolin 1,80 6,6 2,10 7.4 2,12 7,2
Glicin 1,63 6,0 1,51 5,3 1,49 5,1
Alanin 1,34 4.9 1,53 5,4 1,66 5,7
Cisztin 0,10 0,4 0,08 0,3 0,01 0,1
Valin 1,45 5,3 1,42 5,0 1,73 5,9
Metionin 0,63 2,3 0,71 2,5 0,49 1,7
Izoleucin 1,08 4,0 1,17 4,1 1,28 4.4
Leucin 1,97 7,3 2,09 7.4 2,05 7,0
Tirozin 0,88 3,2 0,90 3,2 0,97 33
Fenilalanin 1,17 4,3 1,27 4,5 1,54 5,3
Hisztidin 0,78 2,9 0,80 2,8 0,89 3,0
Lizin 1,48 5,4 1,57 5,5 1,82 6,2
Arginin 2,06 7,6 2,00 7,1 1,53 52
Triptofan - - - - - -
Osszeg 27,16 100,0 28,31 99,8 29,25 99,9

A retekmag fehérjében a legnagyobb mennyiségben a glutaminsav van jelen (20,3%), melynek mennyi-
sége a csiraztatas soran csokken. A csiraztatas sordan az aszparaginsav, treonin, szerin, prolin, alanin, valin,
izoleucin, leucin, tirozin, fenilalanin, hisztidin, lizin mennyisége megnovekedik, a tobbi aminosav mennyisége
csokken. Az aszparaginsav-tartalom a csiraztatas soran 18%-kal, a treonin- 18%-kal, a szerin- 16%-kal, a pro-
lin- 15%-kal, az alanin- 19%-kal, a valin- 16%-kal, az izoleucin- 15%-kal, a leucin- 14%-kal, a tirozin- 9%-
kal, a fenilalanin- 24%-kal, a hisztidin- 12%-kal, a lizin-tartalom 18%-kal nétt. A glutaminsav-tartalom 6%-
kal, a glicin- 8%-kal, a metionin- 22%-kal, az arginin-tartalom 25%-kal csokkent a csiraztatas soran. Szembe-
tling valtozas a cisztein mennyiségének csokkenése 0,10%-rol 0,01%-ra.

Kovetkeztetésként megallapithatd, hogy a csirdztatds soran megvaltozik a mag Osszetétele, mely valto-
zas kismértékben javitja a csirdk biologiai értékét. A retekesira zsirtartalma a csiraztatas alatt 39%-r61 19%-ra
csokken. A legnagyobb mennyiségben a retekmagban és a csirdban is az olajsav, linolsav, eikozénsav, a-
linolénsav van jelen. A palmitinsav mennyisége 18%-kal, az olajsav mennyisége 8%-kal, a linolsav mennyi-
sége 8%-kal nétt, a sztearinsav mennyisége 17%-kal csokkent. A legnagyobb mennyiségben jelenlévé amino-
savak a magban a glutaminsav (20,3%), az aszparaginsav (8%), az arginin (7,3%), a leucin (7,3%). A csirazta-
tas soran az aszparaginsav-, treonin-, szerin-, prolin-, alanin-, valin-, izoleucin-, leucin-, tirozin-, fenilalanin-,
hisztidin-, lizin-tartalom nétt, a valtozads mértéke 9 és 24% kozott van, a glutaminsav-, glicin-, metionin-,
arginin-tartalom csokkent, a valtozas mértéke 6 és 25% kozott van.
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Az emberi tevékenységbdl szarmazoé légkori vizgoznek,
5 kilonbo6z6 szinten jelentkezd, killonleges viselkedése
okozhatja az éghajlatvaltozast és a globalis felmelegedést

The Special Behaviour of the Atmospheric Water Vapor Resulting from
Human Activities, Reported on 5 Different levels, May be Caused
Climate Changes and Global Warming

Comportarea deosebita a vaporilor de apa din atmosfera, rezultate in
urma activitatilor umane, aparute la cinci nivele diferite, s-ar putea cauza
modificarea climei si a incalzirii globale
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Ny. egyetemi el6adotanar, Babes-Bolyai TE, Kolozsvar, Arany J. u.
11/113,cmuzsnay@chem.ubbcluj.ro/484970

ABSTRACT

A special and unusual behaviour of atmospheric water vapor over the next five levels are distinguished:
1) molecular, 2) association, condensation, 3) phase transitions connected with moistness transport 4) pre-
cipitation, especially at the level of the clouds, 5) Human activities induced strong differences at the level of
the Northern and Southern hemispheres.

OSSZEFOGLALO

A légkori vizgoz kiilonleges €s rendkiviili viselkedésének a kdvetkezo ot szintje kiilonboztetheto meg: 1)
molekularis, 2) asszocidcios, kondenzdcios, 3) fazisatalakulashoz kapcsolhato nedvességszallito, 4) csapadék-
kepzodes, foleg a felhdk szintjén, 5) az északi és déli félteke kozott, emberi tevékenységek hatasara kialakult,
hatarozott kiilonbség szintje.

Kulesszavak: 1égkori vizgdz; molekularis, asszocidcios, kondenzacids, nedvességszallito, felhd és EFT
szint, emberi eredetli vizgdz, ES melegedése, globalis felmelegedés, éghajlatvaltozas.

1. BEVEZETES

Az éghajlatvaltozasokkal és a globalis felmelegedéssel kapcsolatban az utobbi években komoly véle-
ménykiilonbségek fogalmazodtak meg, anélkiil, hogy a f6 iranyultsag, a kdvetési vonal, torést szenvedett volna.
Nehezen képzelhetd el iranyvaltoztatds mivel ezt a problémakort rendkiviili moédon atszotte a politika. Nagyha-
talmi politikai érdekek halojaban vergddik a globalis felmelegedés kutatasa, de kiilondsen igaz ez az esetleg
alkalmazasra keriild modszerek megvalasztasaban. A legfobb hivatkozasi alapot az IPCC (International Panel of
Climate Change) munkakdzosségei és a kortildttiik jelentkezé népes kutatocsoportok elképzelései és eredményei
képezik[la-1c]. Az éghajlatkutatds eredményei egy allandoan valtozoé adatgyiijteményt képviselnek. A 1égkorben
kialakulo aramlasrendszerek bonyolult termodinamikai és hidrodinamikai sajatsagainak vizsgalatat feltételezik
[2]. Az éghajlattal kapcsolatban mért mennyiségek zome elvileg nem reprodukalhat6 [3a, b], s ez a fizika egyik
legfontosabb mérési alapelvének megsértését jelenti a 1égkorkutatasban. Sokan, féleg akik az emberiségnek a
foldi éghajlatra gyakorolt hatasat jelentéktelennek és elhanyagolhatonak tekintik, a Pentagon-jelentés hirtelen
éghajlatvaltozasra vonatkozé megallapitasait fogadjak el iranyadonak [4]. Miskolczi Ferenc [Sa-b] a NASA {ir-
kutatasi hivatal iddjarasi adatbazisat felhasznalva, a 1€gkor energetikai folyamataira vezetett le dsszefiiggéseket,
melyek szerint nincsen és nem is lesz globalis felmelegedés. Szerinte az liveghazhatas a természet altal jol szaba-
lyozott, egyenstlyban tartott folyamat. Mindezek ellenére elfogadja azt, hogy az egyes foldrajzi ovezetek és
régidk éghajlatvaltozasa bekovetkezhet. Ezen cikk szerzéje viszont, elsOsorban emberi tevékenység altal az
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utobbi 2-3 évszazadban folyamatosan 1égkorbe keriilé mind nagyobb mennyiségli vizgdz hatasanak tulajdonitja
a novekvé tiveghazhatast, a vele kapcsolatos idéjaras valtozast, az Eszaki Sark (ES) nagy mértékii melegedését,
jegének olvadasat és az altalanos felmelegedést [6a — f].

A légkorben nagyon sokféle gaz talalhato, legtobb koziiliik kis mennyiségben fordul eld. Ezek koziil ke-
riilnek ki az un. liveghazgazok, amelyek szinte teljes mértékben ateresztik a rovidebb hullamhosszi, nagy-
energiaju napsugarzast, viszont jelentés mértékben elnyelik a Fold-felszin hosszabb hullamhosszi, kisebb
energiaju kisugarzasat, felmelegitve ez altal a legalsobb levegoréteget. A 1égkor eredendden és jelentosebb
mennyiségben a kovetkezo 9 gazt és egy gozt tartalmazza: N,, O,, Ar, H,O, CO,, Ne, H,, He, Kr, Xe. Az elso
harom, 99.9%-at teszi ki a szaraz, vizgézmentes levegének. A szén-dioxid kb. 300 éve allandéan névekvo
mennyiségben fordul el6 (1. abra), és a meleghazhatas elsé szamu okozodjanak tekintik, jollehet erre kdzvetlen
bizonyitékok nincsenek. A vizgdz, mely az liveghazhatas valoban els6szamu okozoja, az alsd 1égkdrben na-
gyon egyenlotlen, 0,1% és 4% kozott valtozo eloszlasban talalhatd, mennyisége nagymértékben fligg az éghaj-
lati koriilményektdl, a hdmérséklettdl és a 1égkdri nyomastol, valamint a foldrajzi (helyi) feltételektol. Légkori
mozgékonysaga, kicserélodése €s munkavégzo képessége rendkiviili. A vizgéz az liveghazgazoknak Kirdlyno-
je kellene legyen, de jelenleg, sajnos csak Hamupipokéje.

A gazokon és a vizg6zon kiviil, finom eloszlasban cseppfolyds és szilard anyagok, un. aeroszolok is
el6fordulhatnak 1égkoriinkben, melyeknek szerepe ugyancsak jelentos.

Jelen dolgozat az emberi eredetli vizgdz éghajlat-mddositod hatasat igyekszik kihangstlyozni, jollehet ez
nem konnyi feladat, mivel csak kozvetett bizonyitékokkal lehet szamolni. Ez esetben a viz kiilonleges sajat-
sagaibol és a foldi koriilmények kozotti rendkiviili viselkedésébdl kell kiindulni. Tobb mint tizmilliard, koz-
vetleniil emberi tevékenységhez kapcsolddo, kiilonbozé méretii, fizikai, vegyi vagy bioldgiai alapon miik6do
vizgoézfejlesztd veendd figyelembe. Ezeken kiviil az emberi tevékenységekhez kozvetett modon kapcesolhato,
nagyszamu vizgoézfejlesztovel is lehet szamolni.
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A légkor CO, tartalmanak exponencidalis A teljes fiiggdleges viz-tartalom globdlis attekintése
ndvekedése, havi atlagos abrazoldassal. Manua Loa mm-ben, 1989 juliusaban [7a].

(Hawai) meréallomas adatai alapjan [7b], [8a].

2. A LEGKORBEN ELOFORDULO ViZ RENDKIVULI VISELKEDESENEK KULONBOZO
SZINTJEI

A 1égkari viz kiilonleges viselkedésének a kdvetkezd 6t szintje kiilonboztethetd meg: 1) molekularis, 2)
asszociacios, kondenzacios, 3) fazisatalakulashoz kapcsolhato nedvességszallito, 4) csapadékképzddés, foleg a
felhok szintjén, 5) az északi és déli félteke kozott, emberi tevékenységek hatasara kialakult, hatarozott kiilonb-
ség szintje.
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2.1. Molekularis szint. A 3-5 atomos molekulidknak az iiveghaz hatasban betoltott szerepe

A levegb OsszetevOinek egy része, a nemesgazok, egyatomosak és gombszimmetrikus elektronelosz-
lassal birnak, mig a f6 dsszetevo, kétatomos molekuldk, nem polarisak. Ennek kovetkeztében, a napsugarzas-
sal csak rendkiviil korlatozottan 1épnek kolcsonhatdsba, Els6sorban a harom haromatomos molekulanak, az
03, CO, ¢és H,0 rovidhullamua napfényelnyelését és a hosszuhullamu foldi sugarzaselnyelését kell megvizs-
galni. Nyilvan még érdeklédésre tarthat szamot a metan, nitrogén oxidok és kénoxidok ilyenszerti viselkedése
is. A 3. abra a légkor liveghazgazainak eléggé hosszuhullamu (lagy ibolyantuli, 1athat6é és voroson inneni tar-
tomanyanak) fényelnyelését mutatja be.

Az 6zon foleg a fels6, de az also levegérétegekben is el6fordul. A sztratoszféraban kialakitja az Gn.
ozonpajzsot. Haromszog alaki molekulaként konnyen 1ép kdlcsonhatasba a napfény kiilonbozd energidji
fotonjaival. Elnyeli az ibolyanttli sugarzast, tiveghdzhatasa is van, visszatartva a Fold feliiletérél kibocsatott
hésugarak egy részét.
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Uveghdzgadzok abszorpcioja 0.01-100um A viznek HCl-al és salétromsavval képzett
(UV-lagy, lathato, IR) tartomanyban [7b, c] klasztere -73 °C-on erdsebb H-kotésekkel gyiiriis
vegyiiletet képez, de 25 °C-on a gytirii felhasad,
és lancca alakul [13]

A lineéris szén-dioxid molekula alapallapotban nem polaris, gerjesztett allapotban azonban polarissa, és
igy alkalmassa valik a sugarzasokkal valo kolcsonhatdsokra. A Foldrdl visszasugarzott, un. terresztrialis su-
garzasokat nyeli el.

A vizg6z kiilonleges szerepe az liveghazhatasban elsdsorban annak tulajdonithatd, hogy a V-alaka, il-
letve lapitott (torzitott) tetraéderhez, vagy latszolag haromszoghoz hasonlithato, hajlitott szerkezetii, aszim-
metrikus porgettyl tipusu vizmolekulak allando dipolus nyomatékkal rendelkeznek. Ezaltal kolcsonhatasba
léphetnek az elektromagneses sugarzasnak mind a lathatd, mind a mikrohullamu, illetve infravords dsszetevo-
ivel. A viz az egyetlen olyan szabalytalan szerkezetli molekula, amely viszonylag jelentds toménységben van
jelen a légkorben, nagy tartalékokkal rendelkezik a Fold felszinén (pl. az 6ceanokban), és a légkdrben is képes
halmazallapot-valtasokra. Szinképe nagyon bonyolult szerkezetli. Gyenge gerjesztésnél a hosszithullamu su-
garzas, mig a tobbi fotonos gerjesztés a rovidhullamu sugarzas elnyelését okozza.

A 3. abraval 6sszhangban, de elméleti elgondolasok alapjan is [9], a foldi sugarzasok elnyelésének 65-
70%-4ért a vizgdz a felelés. Mas meggondolasok alapjan ez az elnyelés elérheti a 80%-ot is. A szén-dioxid
viszont csak 20-24 %-os elnyelést biztosit a vOroson inneni tartomanyban. Az 6zon 6-8%-0s elnyelésért, a
metan és nitrogén-oxidok tovabbi 6-8%-ért feleldsek.

2.2. Hidrogén kotésen alapul6 asszocidcios szint

A vizmolekuldk H-kotéseket alakitanak ki szinte minden 1égkori alkotoval (még a szén-dioxiddal is).
Vegyi kolcsonhatasba 1épve viztartalmi képzoddmények, klaszterek képzddnek [10, 11], amelyek foleg a fold-
kozelbdl visszasugarzott hosszhulldmu fényenergiat nyelhetik el, és minél alacsonyabb a homérséklet, annal
allandobbak az asszociatumok. Elterjedtek a viz-viz ( 7>n>1, ahol n az assszociatumban szerepld vizmoleku-
lak szamat jeloli), a kénsav-viz klaszterek, a HNO;+HCI tartalmu hidrat (4. abra), és a nemes-gazokkal kiala-
kulé viztartalmu, eléggé instabil, van der Waals erdkkel osszetartott képzédmények [12]. A 4. abran feltiinte-
tett két elnyelési szinkép koziil a felsé bonyolultabb, a klaszterben erésebb kotések kialakulasara utal, 6ssz-
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hangban az alacsonyabb hdmérséklettel. Szobahdmérsékleten a szinkép egyszeriibb az elobbihez képest, a
klaszterben a kotések gyengébbek, a gytirt felhasad a HNO; és HCI molekulak kozott, és lanc képzodik [13].

2.3. A légkori vizgoz fazisatalakulasai — a kondenzacio szintje

A 1égkori vizmolekulak kondenzacioja és p-T diagram alapjan [14] értelmezhetd fazisatalakulasa egye-
di és meghatarozo viselkedést képvisel (5. abra). A harmaspontban kiilon-kiilén, harom gorbe — a parolgasi,
olvadasi és szublimacios gorbe — dér-, jég- és gbézvonal taldlkozik. Als6 légkoriinkre jellemzé nyomas-
hémérseklet tartomanyban (< 1.1 bar, -40°-100° C) a levegd 0sszetevdi koziil csak a viz harmas-pontja talalha-
t6 (0.006 °C =273.156 K homérsékleten és 6.11 mb gdznyomason), amelyben ennek a kiilonleges és jelentos
folyadéknak, a viznek mindharom fazisa (vizgdz, viz, jég) egyensulyban van egymassal. A vizgdz cseppfolyo-
sodasanak, fagyasanak, elgdzolgésének lehetdségét a harmaspontja koriil kiszinezett p-t tartomany adja vissza.
Foldiink azért az élet bolygoja, mivel a felszinhez kozeli 1égkore olyan jol koriilhatarolt hdmérséklet és nyo-
mastartomannyal bir, amelyben csak a vizgéz cseppfolydsodik, illetve alakul at hova vagy jéggé. Légkori
kortilmények kdzott a tobbi Osszetevonek a harmas pontja nem valosul meg, tehat egyik sem cseppfolyosodik.
A viz dér-, jég- és gbzvonala felett csak a viz mehet at folyadék, illetve jég allapotba. A szén-dioxid dér-, jég-
¢és gozvonala felett a vizen kiviil a szén-dioxid is cseppfolydsodhatna, illetve jéggé alakulhatna, de ilyen ko-
rilmények nem valdsulnak meg a 1égkorben. A levegében jelentdés mennyiségben eléforduld gazokat az abran
megfeleld pi-ti kozépponta korok jelzik. Az adott gaz harmaspontjat a kor kozéppontja és az ebben meghuzott
vonalak, a dér-, jég- és gbzvonalak kozelitd iranyat jelolik.
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A levegé néhany osszetevijének, de kiilonds részletesseggel a vizgoz
és szén-dioxid nyomas-homérséklet (p=f(t)) fiiggése.
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A Fold hidrolégiai rendszerében a 1égkor viztartalma a legkisebb, az 6ceanok, a sarkvidéki jégtakard és
a szarazfoldi vizkészlettel vald Gsszehasonlitasban, jollehet jelentds szerepet jatszik a hidrologiai korforgas-
ban, hisz a 1égkdri vizgdz gyorsan, atlagosan 10-12 naponként cserélddik ki. A légkor e hidrologiai rendszer
szivének tekinthetd, mivel a vizgdz, a p-t fazisdiagram alapjan bekdvetkezo fazisatalakulasaival el6segiti a viz
alland6 mozgasat, szallitasat.

2.4. A felh6k révén kibontakozo csapadékképzo és nedvességszallito szint

A viznek ez a negyedik szinten megmutatkozé rendkiviili sajatsaga, a Fold id6jarasi folyamataiban és
az éghajlati viszonyok kialakitasaban meghataroz6 szerepet jatszik. A hémérséklet- és nyomaskiilonbségek
miatt kialakulo fiiggéleges és vizszintes nedvesség-szallitas mindharom halmazallapotban, és az egész foldi
légkorre kiterjed. A 1égkor egy nagyon dsszetett dinamikus rendszer [2, 15]

A zivatarcellak keletkezésénél egy kivaltod impulzus (pl. az emberi eredetli vizg6éz hirtelen megjelenése)
a beindult felszall6 mozgast egy adott ponttdl magatdl emelkeddvé valtoztathatja. Az éghajlati modellek tul
durva felbontastiak ahhoz, hogy figyelembe vegyenek minden kisebb 1égkdri képzédményt, pl. nagy t6 folott
megjelend felhdt, vagy a lejtdszelet egy meleg nyari napon.

A légkorben legalabb a kovetkezo négy globalis mérlegfeltételnek kell teljesiilnie: 1) a vizforgalom
mérlege, 2) a hohaztartdas mérlege, 3) Fold-1égkor rendszer impulzusmomentum mérlege, 4) a 1égtomegek
eloszlasanak egyensilya. Igy kialakul vizszintes szallitas (advekcid) a szaraz teriileteken, foleg a tropusok és a
kozepes szélességek kozott, illetve fliggoleges szallitas (konvekcid) a tropusokon, ahol a magas
cumulonimbus tornyok képzddnek, valamint a nagyskalaji emelkedo és siillyedé mozgéasok a magas szélessé-
geken, ahol a réteges felh6k az uralkodok.

2.5. Az északi és déli félteke kozott, emberi tevékenységek hatasara kialakult, hatarozott kiilonb-
ség szintje — a légkori vizgoz kiilonleges és rendkiviili viselkedésének 6todik szintje

Az északi és déli félteke kozotti kiilonbségek alapvetok. A VFe (vizzel/jéggel boritott teriiletek) a Fold
feliiletének tobb mint 2/3-at teszik ki (1. Tablazat). Az EFT-én a SzF feliilete kétszer nagyobb mint a DFT-én,
s6t a lakossag kozel 90%-a az EFT-n tevékenykedik [16] és bocsatja a légkdrbe a téle eredé vizgdz legalabb
90%:-at.

1. Téblazat. A Fold és a féltekék szarazfold(SzF) illetve dcean(VFe) megoszlasa

3 foldi teriilet km® % [3 foldi felillet km® % [3 szarazfold km®> % |3 EFT-teriilet km® %
Fold 510072000 100 [VFe 361126400 100 |SzF 148945600 100 |EFT 255036000 100
VFe 361126400 70.8 [VFeEFT 154547240 42.8 [SzZFEFT 100588760 67.5[SzF 100588760 39.4
SzF 148945600 29.2 [VFeDFT 206579160 57.2 [SZFDFT 48456840 32.5 [VFe 154547240 60.6

Rékoéczi Ferenc a mult szazad végén az ELTE Meteorologiai Tanszékén [8d, 8e], kiértékelte a 1égkori
vizgéz mennyiségét és megoszlasat a két féltekén havi lebontasban (2. Téblazat). Az EFT-én nyéron és kiils-
ndsen augusztusban a legnagyobb a légkor vizgéztartalma, mig januarban a legkisebb. A DFT-ére is igaz a
megallapitas, csak januarban van a nyari meleg honap és augusztus a leghidegebb téli honap. Az emberi tevé-
kenységek kovetkeztében termelt vizgdz nyaron megemelkedik az EFT-én, mig télen cseppfolyésodik vagy
kifagy, és a két felteke vizgdztartalma egyenlSve valik. Bebizonyithato, hogy augusztusban tébb mint 25%-a
az EFT vizgbz-tartalmanak emberi eredetii tobblet, mely bekeriil a 1égkorozésbe, és az Eszaki Sarkra (ES) is
jut beldle. Januarra a tobblet eltiinik a mar jelzett okok miatt. Olyan adatok is rendelkezésiinkre allnak [17,
18], amelyek bizonyitjak, hogy a nyari honapokban az ES-ra nagy mennyiségii csapadék hull, mely az északi
tengerek vizének nyari homérsékletét is emeli.

2. Tablazat. A két félteke és a Fold légkorének atlagos vizgéztartalma, 10" tonnaban, havi és évi lebon-
tasban

36 Miiszaki Szemle o 52



Eszaki félteke Déli félteke Fold

Januar 49 7.2 12,1
Februar 5,0 7.4 12,4
Mircius 52 7,2 12,4
rilis 6.0 6,6 12,5
djus 7,0 57 12,7
Jinius 7,9 54 13,3
Julius 8,7 4.9 13,5
Augusztus 8,8 4.8 13,6
Szeptember 8,2 5,1 13,3
Oktober 7,0 5,8 13,2
November 5,9 0,1 12,0
December 5,2 6,7 11,9
Atlag 6.7 6.1 12.74
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6. abra
A Fold ket fajta sugarzasi energiajanak valtozasa
a foldrajzi szélességgel

A tropusokon kiviili vezetnek (35° — 90° és -35° — -90°) energia hianya van, mivel t5bb energiat sugé-
roz ki, mint amennyit a Naptol kap (6. abra). A szubtropusok nagy sugarzasi bevétele nem a 1égkort melegiti,
hanem az 6ceanok vizének parologtatasara forditodik. Ez a vigéz az Egyenlito felé szallitodik, ahol a csapa-
dékképzodés miatt latens ho szabadul fel, amely melegiti a 1égkort. Ezaltal az Egyenlité 6vezete egy altalanos,
sark felé mutatd, intenziv felaramlas szinterévé valik [2c¢]. A sarkvidék sugarzasi veszteségének legnagyobb
részét foldkozelben a vizgdz szolgaltatta rejtett (latens) ho potolja.

3. AZ ESZAKI SARKVIDEK JELENLEGI ALLAPOTA HUEN TUKROZI AZ EMBERI ERE-
DETU LEGKORI ViZGOZ FELMELEGEDEST OKOZO HATASAT

Az utdbbi tiz-husz év nyaran az északi sarkvidék (ESV) hémérsékletének emelkedése és jegének elére
nem lathato, felgyorsult olvadasa megy végbe. Az Eszaki Jeges Tenger néhany éve nyaranta athajozhatd, mely
az emberi torténelemben még eddig soha sem fordult el. 2010 nyaran, Gronland koérnyékén (7a. abra) a ho-
mérséklet és az olvadas mértéke meghaladta a 2007-es értékeket, és ezzel a legmagasabb csucsra emelkedett.
Augusztus 3/4-én egy nagyjabol 260 négyzetkilométeres feliiletii érias darab szakadt le az Eszak-Nyugat-
gronlandi Petermann gleccserbdl. A Petermann gleccser jégnyelve eddig a Gronlandban észlelt legnagyobb
egészben levalé jégsziget (7b. abra). Az Eurdpai Uriigynokség (ESA) Envisat nevii miiholdjanak szeptember
elsejei felvételeibol osszeallitott, ASAR detektorral rogzitett radarképei szerint, a jéghegy mintegy 28 kilomé-
terre tavozott a gleccser sziiletési helyétdl. Szeptemberben a Petermann jéghegy mar két részre tort. Az ENy
gronlandi Petermann gleccser 2010 nyaran bekovetkezett hirtelen olvadasat és atalakulasat sok szakember
pontosan eldrelatta [76], mely a szakteriilet sz€p sikerének tekinthetd. Ez is bizonyitja Foldiink feliiletének és
légkorének allando, lassu melegedését. A sark és a sarki jég kutatoi szerint melegedd vilagunkban a legna-
gyobb mértékli melegedés a sarkokon varhato.
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7a. abra 7b. abra

Gronland szigete, délen Izland, DK-en Skandindvia kor- A Petermann gleccser és jégnyelve
vonalai, ENy-on néhany EK kanadai sziget

Az 6cean felmelegedése okozza (talan) a legnagyobb jégtomeg-veszteséget. A tengerre kifutd gleccse-
rek aramlasanak gyorsulasa révén novekszik a szarazfoldi jég olvadasa is, végsd soron mindkettd az 6cean
melegedése miatt [19]. Az 1997-es gronlandi orias, tengerre kifutd gleccser, a Jakobshavn Isbrae gyors olva-
dasat, (a Nature Geoscience online kiadasaban kozolt kutatasi eredmények alapjan [20]) az 6cean feliiletalatti
hirtelen felmelegedése okozta. Az online cikk szerz6i az Eszak-Atlanti régio 1égkorzésében végbemend valto-
zésokra, folyamatokra vezetik vissza az 6cedn vizének homérsékletemelkedését. Mindez teljes dsszhangban
van jelen kdzlemény azon megallapitasaval, hogy az EFT melegebb légkore, annak emberi tevékenységek
okan nagyobb vizgdztartalma meghatarozza nyaron a melegebb nedves levegd és sok es6 eljutasat az ESV-re,
mely ott nagymértékben melegiti a tengerek vizét is.

A Pennsylvaniai Allami Egyetem kutatoi arra figyelmeztettek, hogy a nyari hémérséklet 2-7 fokos

emelkedése esetén néhany évtized alatt az egész gronlandi jégtakaro elolvadhat, 6-9 méterrel ndvelve a tenge-
rek vizszintjét. Foldiinkon az emberi élet jovobeni alakuldsanak riasztd képe tarul elénk. A globalis felmele-
gedés az ES-on mutatja meg, jol megfigyelhetéen, rombold hatasat. A modellezések eddigi rendszere fel-
mondta a szolgalatot, mely arra mutat, hogy a felmelegedés nem tulajdonithaté csupan a CO,-nak és az eddig
figyelembe vett liveghazgazoknak.
a légkor altalanos korzésének szerkezete, akkor az megvaltoztathatja az észak-atlanti térség (altala kialakitott)
szubtropusi €s szubpolaris vizkorének az elrendezddését — ha pedig a meridionalis siiriség-gradiens példaul a
polaris 0cedni tartomédnyokban a felmelegedésnek vagy a sotoménység csokkenésének kovetkeztében kisebb
lesz, a termohalin cirkulacié legyengiilhet. A globalis felmelegedés kialakulasat nem a globalis atlaghdmér-
sékletre gyakorolt hatasa adja, hanem az, hogy mennyire befolyasolja a vizgdz szallitasat. Elképzelhetd, hogy
az iiveghazhatas el6segiti az atmenetet az eljegesedés felé azaltal, hogy noveli a sarkok és az Egyenlit6 kozotti
hémérseklet-kiilonbséget, és noveli a sarkok felé iranyuld viz/hé széllitast. A sarkok kornyezetét kivéve az
oceanok és kontinensek viszonylag melegek maradnak, bar az éghajlat egyre inkabb instabilla valik. Végiil a
sarkokon felhalmozo6doé jég elindul a kdzepes foldrajzi szélességli 6ceanok felé, és a kontinensekre is elhozza a
jégkorszaki allapotokat.

A jelenlegi helyzet ett6] foleg abban kiilonbozik, hogy a nagy mennyiségli emberi eredetii tavasszal és
nyaron jelentkez vizgdz elsdsorban nyaron melegiti az ES-t. Elmondhato, hogy a vizgdz okozta foldi felme-
legedés legfinomabb érzékeldje az Eszaki Sarkvidék A feladat az lenne, hogy csokkentsiik az emberi eredetii
vizgéz mennyiségét, leallitsuk az ES melegedését, és visszaallitsuk, ha lehet a 100-300 év el6tti allapotokat. A
tudomany, technika és a kormanyok feladata a légkor vizgdztartalménak csokkentése és az Eszaki-sark fagyott
allapotanak visszaallitasa.

38 Miiszaki Szemle o 52



IRODALOM

[11]  a) Working Group I: Climate Change 2001, Ch.7: ,,Physical Climate Processes and Feedbacks” in IPCC TAR
2001 Ch. 7 — www.ipcc.ch, b) IPCC AR4, 2007, ¢) www.copenhagendiagnosis.com

[2]  Czelnai R., Gtz G. és Ivanyi Zsuzsanna (1998): Bevezetés a meteoroldgiaba II. A mozgd 1égkor és Ocean, Nem-

zeti Tankonyvkiadd, Budapest a) 346-347 o., b) 11-14 0., ¢) 56-610., 303-307 o.

[3] M. Hantel, volume editor (2005): Observed Global Climate in Landolt--B6rnstein, New Series, Group V. Geo-
physics, Vol. 6, Springer-Verlag, Berlin, a) p. 5-4, b) p. 5-11.

[4]  Pentagon jelentés (2004), Magyar Sz6 Online februar 21. és 22.szam.

[5] F.M. Miskolczi a) (2007): Id6jaras Vol. 111. No. 1., p. 1-40., b) (2010): Energy & Environment Vol. 21, No. 4.
243 262.

[6] a) Muzsnay Cs. (2010) Miiszaki Szemle (EMT) V. 49 29-35 old., b) Muzsnay Cs. (2009) XV. Nemzetkdzi Ve-
gyészkonferencia, Marosvasarhely, 59. old., c) Muzsnay Cs. és ifj. Muzsnay Cs. (2009) XV. Nemzetko6zi Ve-

p.

gyészkonferencia, Marosvasarhely, 77. old., d) Muzsnay Cs. (2009), A Magyar Tudomany Napja Erdélyben, Oszi
Természettudomanyi Konferencia, Kolozsvér, 34 old. €) Muzsnay Cs. — dsszegyijtott eléaddsok, dolgozatok: On-
kéntes Minyilvantartasi szam: 001277/2010 — Magyar Szabadalmi Hivatal, f) Muzsnay Cs. (2010) A fenntarthatd
fejlédés, valamint a kdrnyezet- és természetvédelem Osszefiiggései a Karpat-medencében, Pécs — eldadas, szept-

ember 15
[7] Environmental Science Published for Everybody Round the Earth Educational Network on Climate, ESPERE

Climate Encyclopaedia - author: Dr. Elmar Uherek (2004, allanddan bévitve) - Max Planck Institute for Chemis-

try Mainz; Magyar valtozat (http://www.atmosphere.mpg.de/enid/2640): I) Légkor/Also 1égkor;
http://www.espere.net/ a) alsolégkor, alapfok, 3. komponensek ( forras: NASA vizgdz project NVAP alapjan

http://www.cira.colostate.edu/climate/NVAP/nvapcira.htm). b) als6légkor , halado, 4. Gazok a 1égkdrben 1. Elosz-

las & Koncentracio, c) alsplégkér, haladé, 2. Sugarzas & Uveghazgazok / Vizgdz és a felhok.
[8]  Rakoéczi Ferenc (1998): ,,Eletteriink a 1égkor”, Mundus Magyar Egyetemi Kiadd, Budapest. a) 41 o., b) 40 o., ¢)
32-38 0.,d) 50 o. [8e] Rakoczi Ferenc (1979), Iddjaras, V. 83 (2) 79-93 o. [8f] Rakdczi Ferenc (1974), J. Hung.

Meteorol. Sc. V. 83 (2), p.79-93 o. [8g] Rakoczi Ferenc (1989), Z. Meteorol. V. 39 (4), p. 193-201.[8h] Rakoczi

F., Viziigyi Kozl. ) (1989) V. 71, 512-520 0., b) (1995), V. 77, 199-204 o.
[9] a) Csaszar Attila (2009), Természet Vilaga, V.140(2), 60-64; b) Csaszar A., Furtenbach T., Czaké G. (2006),
Magy. Kém. F. 112 (4) 123-8.
[10] Cs. Muzsnay (1984) a) Stud. Univ. Babes-Bolyai, Ser. Chem. 29, 49. b) Magy. Kém. Foly. 93(2) 54, (1987).
[11] M. Chaplin, ,,Water Structure and Behavior”; http://www.lsbu.ac.uk/water/molecule.html;
(http://www .Isbu.ac.uk/water/chaplin.html) - rendszeresen és gyakran felujitott fejezetekkel.
[12] E. Tsivion, R. B. Gerber, Chem. Phys. Lett., 482, 30 (2009).

[13] P.C. Gémez, O. Galvez, Mosteo R. G., Cr. Puzzarini, R. Escribano, Phys. Chem. Chem. Phys., 12, 4617, (2010).

[14] P.W. Atkins: ,Fizikai kémia” I. kdtet, Tankonyvkiado, Budapest, 1992, 1. és 6. fejezet.

[15] Czelnai Rudolf (1993): Bevezetés a meteorologiaba I. Légkdortani alapismeretek, Nemzeti Tankonyvkiado , a) 93-

950.,b)1100,c) 1250.,d) 122 0. és 130 0.,¢) 115-118 0.

[16] http://www.sulinet.hu/tovabbtan/felveteli/2001/1 1 het/foldrajz/focil 1.html , hivatkozas: a) Sarfalvi-Toth: Foldrajz

1. 252-267. 0., b) Bernek - Sarfalvi: Altaldnos tarsadalomfoldrajz 14-33. o. és 49-54. o.
[17] M. Hantel, volume editor (2005): Observed Global Climate in Landolt-Bornstein, New Series, Group V. Geo-
physics, Vol. 6, Springer-Verlag, Berlin, a) p. 5-4, b) p. 5-12.
18] W.D. Sellers 1965, Physical Climatology, Chicago-London, 1969.
[19] P. Lockerby, Science20.com, August 25th 2010.
20] D. M. Holland, R. H. Thomas, B. De Young, M. H. Ribergaar, and B. Lyberth 28 Sept. 2008 doi
10.1038/ngeo316.

Miiszaki Szemle o 52

39



Rokon szerkezetii molekulak viselkedése a reszolvalas folyamataiban
Behaviour of Structuraly Similar Molecules in the Resolution Processes

Comportamentul moleculelor
cu structuri similare in procesele de rezolutie

PALOVICS Emese', SCHINDLER Jozsef!, FAIGL Ferenc?, FOGASSY Elemér?

' MTA Szerves Kémiai Technolégia Tanszéki Kutatécsoport,
2 BME Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék, H-1111 Budapest, Budafoki ut 8.

ABSTRACT

The resolution of racemic compounds with structurally similar resolving agents were examined.
Summarizing our experimental results, we can estabilish, that the SDE (self-disproportionation of
enantiomers) characteristic for the mixture of enantiomers of the racemic compound, determines not only the
results of the separations (of enantiomer mixtures and diastereomers) but the behaviour of diastereomers
obtained.

OSSZEFOGLALAS

Rokon molekulaszerkezetii racém vegyiiletek és enantiomerek reszolvalasait vizsgaltuk. Kisérleteink
eredményeit 0sszegezve megdallapithatjuk, hogy a racém vegyiilet enantiomer keverékeire jellemzo SDE (,, self-
dispropornation of enantiomers, onszervezédés) meghatdarozza az elvdlasztisok (mind az enantiomer keverék
mind pedig a diasztereomer elvadlasztas) eredményeét, és a keletkezett diasztereomerek viselkedését is.

Kulcsszavak: Reszolvalas, Onszervez6dés, enantiomer-keverékek, enantiomer-tisztasag, reszolval-
hat6sag, rokon kiralis és akiralis molekulaszerkezetek, kvazi konglomeratum ill. racemat viselkedés.

Mai ismereteink alapjan tudjuk, hogy enantiomereket egymastol elvalasztani csak akkor lehet, ha elér-
jik, hogy két fazis kozotti megoszlassal elkiiloniiljenek egymastol (olyan koriilményeket kell 1étrehoznunk,
amelyek kozott az enantiomer keverékekben kialakulé homokiralis €s heterokiralis, egymassal diasztereomer
viszonyu asszociatumoknak, vagy a beldliik idegen kiralis reagenssel keletkez6 diasztereomereknek erre lehe-
toségiik van).

Ha az enantiomer keveréknek csak az egyik enantiomerjével ekvivalens idegen kiralis reagenst alkal-
mazunk, akkor a diasztereomer(ek) és az enantiomer(ek) két fazis kozotti megoszlasat érhetjiik el. Ilymodon, a
két fazis elvalasztasaval az enantiomer keverékeket elkiilonitjiik, és a kapott ee értékek a két fazisban nem
egyeznek a kiindulasi ee, értékével és természetesen egymassal sem [1-9].

Munkaink soran azt tapasztaltuk, hogy barmilyen enantiomer elvalasztast valasztunk (végziink) — bele-
értve az idegen kiralis reagens (reszolvaldoagens) alkalmazasaval végzetteket is — végsGsoron az elvalasztas
korlatait (ee, T, F) mindig az eredeti racém vegylilet enantiomer keverékeinek a viselkedése hatarozza meg.
Tehat az SDE [10] meghatarozza nemcsak azoknak az reszolvalasoknak az eredményeit amelyekben
enantiomer keverékeket valasztunk el [11], hanem a bel6liik keletkezd diasztereomerek elvalasztasainak az
eredményét is, ha a reszolvaloagens rokon szerkezetii az enantiomer keverékkel.

Ugy véljiik, hogy eldnyos lehet, ha a reszolvalas folyamataiban hasznélt vegyiiletek szerkezetei minél
jobban kozelitenek egymashoz, tehat a racém vegyliletek és a reszolvaléagensek egymassal rokon szerkezetii-
ek legyenek, mert ekkor a racém vegyiiletek enantiomer keverékeire jellemz6 SDE az igy létrejott kvazi
enantiomer (diasztereomer) keverékek kvazi SDE-jét is segiti. Ezt kivantuk alatamasztani, amikor kisérleteink
soran a ,,holland reszolvalas”, valamint Pope és Peachey [12] megallapitasait 6tvozve, olyan reszolvalasokat
végeztiink, melyekben savak reszolvalasi lehetdségeit vizsgaltuk olyan bazisokkal, melyek szerkezeti rokon-
sagban vannak a vizsgalt racém vegyiiletekkel (1. abra). Esetenként a reszolvaloagens felét rokon szerkezetii
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kiralis vagy akiralis reagensre cseréltiik, illetve ugyanezt tettiik a racém vegyiiletiink felével. Az alkalmazott
akiralis vegyiiletek is rokon szerkezetiiek.

Racém savak Enantiomer bazisok
NHCOCH; NH;
COOH COOC;Hs
COOH CHs
NHCHO NH,
AcFG FoFA FEA EFA
NHCOCH3 coon NH,
COOH COOCH; COOCH;
NHCOCH3 NH,
F AcFFG AcFA FGMe MFA
NHCOCH,CHj, NH, OH
COOH CHs
COOH CONH,
NHCOCH,CH3 NHCH3
PFA FGA EF
PFG NH,
O._COOH
akiralis sav ©/ akiralis bazis
FOES BA
,
1.abra

A viszgalt racém vegyiiletek és a veliik szerkezeti rokonsagban 1évo reszolvalodgensek

A 1. tablazatban a racém vegyiileteink és reszolvaldéagenseink eredményes reszolvalasait foglaltuk 6sz-
sze, melyeket mindig vizes oldatbol torténd kristalyositassal végeztiink.

1. tablazat. A rokon molekulaszerkezeti vegyiiletekkel vizes kozegben végzett reszolvalasok eredmé-

nyei
Racém vegy. Reszolvaloagens Diaszt. konﬁguracm ee% F megjegyzes
Enant.-resz.agens kvazi

FEA/FOES R-R 31,0 0,30
FGMe S-R 78,7 0,40

AcFG FGMe/BA S-R 85,1 0,55 ,
FGMe/FEA S-R 75,0 0,60 | racemat
EFA R-S 96,5 0,31
MFA R-S 96,1 0,51
FEA S-R 69,4 0,28

AcFFG FGMe S-R 86,3 0,59 racemat
FGMe/BA S-R 77,5 0,66
FGMe S-R 68,5 0,24

PFG FGA R-R 62,0 0,11 racemat
FAEt R-S 87,4 0,29
FEA R-R 90,8 0,40
FGMe R-R 71,9 0,39

FoFA FEA/FGMe R-R 72,4 0,29 konglomeratum
FEA/BA R-R 71,2 0,24
FGMe/BA R-R 71,1 0,30
FEA/FOES S-R 89,0 0,55
FGME S-R 55,0 0,26
FGA S-R 77,5 0,43

AcFA FGMe/BA S-R 95,0 0,18 racemat
FGA/BA S-R 100 0,81
FGMe/FGA S-R 100 0,80
EF R-S 47,0 0,25
MFA R-S 92.8 0,57
FGMe S-R 433 0,29

PFA FGA R-R 63,3 0,48 .
EF R-S 61,0 0,54 | racemat
AD R-R 67,0 0,42
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A legszembetiindbb, hogy a racém FoFa esetében minden reszolvalas eredményeképpen kapott diasz-
tereomer homokiralis Osszetételli, mig néhany kivételtdl eltekintve a tobbi 6t racém vegylilet reszolvalasa
soran kapott diasztereomerek heterokiralisak, tehat kvazi konglomeratum ill kvazi racemat viselkedéstiek.

A kvazi SDE viselkedést még a statisztikai egyezés is igazolja, mert Jaques szerint az enantiomer keve-
rékek becslésiik alapjan 90/10 aranyban racematok vagy konglomeratumok, esetiinkben 83/17 arany a kvazi
racemat és kvazi konglomeratum aranya. Ez most azt is jelenti, hogy a racém vegyiileteink enantiomer keve-
rékeinek viselkedése befolyasolhatja a rokon szerkezetli reszolvaldédgensekkel végrehajthatd reszolvalasok
eredményét, hiszen korabban kimértiik, hogy a reszolvaldagens enantiomer keverékeivel végzett reszolvalasok
eredménye az enantiomer keverék ee értékének is a fliggvénye [13].

Mindezek utan azt vartuk, hogy az enantiomer keverékek viselkedése kihat a beldliik keletkezo rokon
molekulaszerkezetli reszolvaldagensekkel végzett reszolvalasok soran kapott diasztereomerek viselkedésére
is, miutan kvazi racematokat ill. kvazi konglomeratumokat képeznek.

A 2. tablazatban feltiintettik a racém vegyiileteink rokon szerkezetli reszolvaloagensekkel végzett
reszolvalasainak atlagos ee és F értékeit, valamint a racém vegyiiletek enantiomer keverékeinek viselkedését
jellemzo, kisérletileg meghatarozott és mért eutektikus ee értékeit. Megallapithatjuk, hogy a diasztereomer
sokbol kapott enantiomer keverékek és a megfeleld racém vegyiiletekhez tartozo atlagos ee értékek igen jol
kozelitik az eutektikus pontok eeg értékeit, tehat ez utdobbiak meghatarozzak, hogy milyen tisztasag diasz-
tereomer s6 valik ki a rokon szerkezetli reszolvalasok soran. Feltiind, hogy azok a racém vegyiiletek amelyek
enantiomer keverékeinek frakcionalt kicsapasakor kinetikus kontroll 1ép fel, eltéréen viselkednek. A
reszolvalasok atlagos eredménye (F) a konglomeratomot képz6 PFG esetében alacsonyabb (0,21) mint a ra-
cematot képzé PFA esetében (0,43).

2. tablazat. Az enantiomer keverékek tisztitasa frakcionalt kicsapassal

. eeg €€ila Fiua Kvazi i
Racém kis.(mért) (%)g ) enant.kev. 132 | eealfa
80 1 s 2
AcFG 87(86) 83.7 0.45 racemat Zg *

AcFFG 86 (88) 77.7 0.51 racemat 50 4 "
PFG  Kinet (kongl) 73.6 0.21 racemat 40 1 <
FoFA 69 (70) 73.8 0.32 konglom. 30 :

AcFA 78 — 81.9 0.57 racemat 20
PFA Kinet (58) 58.7 0.43 racemat "

0O 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100

Akkor is alacsony ez az eredmény (0.32), ha a diasztereomerek kvazi konglomeratumokat képeznek (a
racém FoFA esetében).

Mindezek arra vezethetok vissza, hogy az enantiomer keverékek 1ényegesen nagyobb hanyadat a stabi-
labb Gsszetételli racemat vegyiiletek képezik, amib6dl kovetkezik, hogy a rokon szerkezetli diasztereomerek
nagyobb hanyadat is a heterokiralis kvazi racematok képezik.

Végiil, ha a kiindulasi racém enantiomer keveréket az eutektikus Osszetételének (eeg) a fiiggvényében
abrazoljuk a hozzajuk tartozo6 reszolvalasokbdl nyert kristalyos diasztereomerek atlagos ee és atlagos F értéke-
it kozel linearis 6sszefiiggést kapunk.

Tehat ugy tiinik, a rokon szerkezeti molekuldkkal végzett reszolvalasok kvazi enantiomer keverékként
viselkednek és az elvalasztasok atlag eredményei a racém vegyiiletek enantiomer keverékeinek a viselkedésé-
tol fliggenek.

Sakai [14] Osszefiiggést talalt rokon molekulaszerketli vegyiiletek diasztereomereit alkoté molekula
hosszak kozti kiilonbség és a reszolvalas eredményei kozott. Kivancsiak voltunk, hogy az altalunk végzett
reszolvalasok esetében is érvényes-e ez a megallapitas. A 2. abra alapjan szamitottuk ki (a kotések szamanak
figyelembevételével) a diasztereomereket képz6 enantiomerek és reszolvaloagensek molekulahossz kiilonbsé-
geit és az azonos relativ molekulahossz kiilonbségekhez tartozo atlag ee és F értékeket abrazolva, linearis
Osszefliggést talaltunk (3. dbra), ami az altalunk vizsgalt vegytiletek ,,rokon szerkezetét” igazolja.
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0
A kétés-hossz ~ €€atl(ag A)) Fétlag

) 97 0,31
NH
s AegCooH St g/g\ch +1 88 0,58
m 2 1 IO 0 82 0,49
i ot ° ° ] 71 0,38
ACcFA O FGMe - >
2 61 0,34
3 56 0,29
2. abra

A relativ molekulahossz kiilonbségek szamitdsa
és az azonos relativ molekulahossz kiilonbségekhez tartozo dtlag ee és F értékek

100 - e &tl. (%)

-3 -2 -1 0 1 2 3

A kdtéshossz

A kdtéshossz

3. dbra
Az ee (atlagos) és F (atlagos) értékek valtozasa a racém anyag
és a reszolvalodagens molekulahossz kiilonbségének fiiggvényében.

Ezek szerint varhatéan nem kedvezd, ha az enantiomernél rovidebb a reszolvaldagens. Ugyanakkor

kedvez6 lehet a racém vegyiilettel rokon molekulaszerkezetii akiralis vegyiilet jelenléte (AcFA- és AcFG-
FEA reszolvaloagens esetében a FOES jelenléte).

Megallapithatjuk, hogy rokon molekulaszerkezetli vegyiiletekkel végzett reszolvalasok soran képzddo

diasztereomerek gyakran kvazi racematot (heterokiralis), ritkdbban kvazi konglomeratumot (homokiralis) képez-
nek, és az, hogy melyik fajta kdlcsdnhatas dominal, azt dontden a racém vegyiilet szerkezete determinalja.

—r—_—— ————
0 3 O\ W W=
[t el it | Pl R

o
[

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]
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and Study of the Mutation Effect
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ABSTRACT

In this work we realized two fluorescent protein (EGFP- Enhanced Green Fluorescent Protein) mutants
by site-directed mutagenesis. The mutants contain one or two histidine residues respectively in the proximity
of the chromophore group. The two histidines (S202H, Q204H) were introduced by substitution of two amino
acids. We investigated the effect of mutations on the structural stability of proteins, however, the effects of
metal ions on the fluorescence of proteins.

OSSZEFOGLALO

Munkank sordan helyspecifikus mutacioval két zold fluoreszcens fehérje (EGFP- Enhanced Green
Fluorescent Protein) mutanst hoztunk létre. A mutdinsok egy, illetve két hisztidint tartalmaznak a fehérje
kromofor csoportjanak kézelében. A hisztidineket két aminosav (S202H, Q204H) kicserélésével juttattuk be a
fehérjébe. Vizsgaltuk a mutacio hatasat a fehérjék szerkezeti stabilitisara, ugyanakkor a fémionok hatasat a
fehérjék fluoreszcenciajara.

Kulcsszavak: Zo6ld fluoreszcens fehérje, helyspecifikus mutacio, kromofor, hisztidin

1. BEVEZETES

Napjainkban az ¢é16 szervezet bonyolult miikodésében szerepet jatszd dsszetett molekulakat széleskori-
en alkalmazzak kiilonboz6 ipari miiveletek kivitelezéséhez, kornyezeti problémak megoldasahoz. A fehérjé-
ket a biomérnokdk atalakitjak, Gjratervezik ezaltal 0j funkcionalis tulajdonsagokkal ruhazzak fel dket, ami
lehetové teszi, hogy az ipar szamos teriiletén igényeinket kielégitve ellathassanak kiilonbozo feladatokat. A
fehérjéket gyakran alkalmazzak az élelmiszeriparban, gyogyaszatban és a vegyiparban. Az enzimek kiilonle-
ges tulajdonsagaik révén alkalmasak bonyolult reakciok katalizalasara. Mas fehérjék, mint példaul a recepto-
rok képesek kiilonb6zo vegyiiletek szelektiv felismerésére, ami alkalmassa teszi 6ket bizonyos anyagok kimu-
tatdsara.

A fehérjemérnokség a fehérjék atalakitasanak korszerii technikaja, a fehérjéket kodold gének iranyitott
mutagenézise révén alakitja at a fehérjék szerkezetét. Az atalakitas célja lehet a fehérje mikddésének megér-
tése vagy a fehérjék felruhazasa 1j funkcionalis tulajdonsagokkal, igy azok a természetestdl eltéré koriilmé-
nyek kozott, ipari és gyogyaszati célra is felhasznalhatoak.
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A z06ld fluoreszcens fehérje egy biolumineszcens fehérje, amelyet az 1960-as években izolaltak Adequo-
rea victoria nevii medizabol [1]. 1992-ben kozolték le a fehérjét kodolod gén szekvenciajat, valamint a gfp gén
sikeres klonozasat [2]. Ez egy jelentds eldrelépés volt a fehérje rekombinans technologiaval valo eléallitasa-
ban.

A z0ld fluoreszcens fehérje 238 aminosavbol all. Molekularis szerkezetét 11 beta lemezbdl allo kom-
pakt hordoszert struktira képezi, amely koriilzarja a kromofor csoportot [3]. Ez a kompakt szerkezet védelmet
biztosit a kromofor csoportnak a kornyezeti hatdsokkal szemben [4]. A fehérje kromofor csoportja egy
posztranszlaciés modifikacié soran, spontan moédon képzddik, melynek soran a fehérje polipeptid lancaban
harom egymast kdvetd aminosav (S65, Y66, G67) ciklizalddik, és kialakul egy konjugalt imidazolinon gytrii
[5]. A fehérje csak a nativ harom dimenzids szerkezet kialakulasa utan fluoreszkal. Az EGFP a GFP egyik
mutansa, amely két mutaciot (F64L, S65T) hordoz a kromofor régidban, ezaltal gyorsabban keriil érett alla-
potba és intenzivebben fluoreszkal [6].

A kiilonbo6z6 expresszios rendszerekben termeltetett fehérje képes volt a nativ allapot kialakitasara és
fluoreszcencia kibocsatasara. A GFP génjét szamos mutacionak vetették ala, ezaltal probaltak bizonyos tulaj-
donsagait feljavitani [7]. Hamarosan széleskoriien alkalmaztak fluoreszcens jel6lé molekulaként. Felhasznal-
tak génexpresszid kimutatasara, fuzios fehérjeként a sejtben lejatszodo folyamatok nyomonkdvetésére, mas
fehérjek lokalizacidjanak monitorizalasara [8, 9, 10].
hatasanak vizsgalata a fehérje tulajdonsagaira. Ezaltal probalunk informaciot szerezni a fehérje szerkezete és
tulajdonsagai kozti 6sszefliggésekrol.

2. KISERLETI RESZ

2.1. Az EGFP iranyitott mutagenézise

Az EGFP-t kodolé gén a pET15b vektorba volt klénozva. A pET 15b-EGFP plazmidot L. Radnaitol
(Biokémia Tanszék, Eotvos Lorand Tudomany Egyetem, Budapest) kaptuk. A hisztidinek bevitelét helyspeci-
fikus mutacioval valositottuk meg. A mutaciot a Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit leirasa alapjan
végeztiik. A mutacidhoz sziikségiink volt az EGFP génjét hordoz6 plazmidra (pET15b-EGFP), valamint a
mutaciot hordozo primerekre. A primereket ugy terveztilk meg, hogy komplementerek legyenek az EGFP-t
kodolo szekvencia megfeleld szakaszaval, ugyanakkor a megfeleld poziciokban tartalmazzak a hisztidint ko-
dol6 kodonokat.

A mutéci6 soran az EGFP-t kodold szekvenciaban a megfeleld pozicidokban 1évé kodonokat kicseréltiik
hisztidint kodolo kodonokra. A mutacidt a polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével hajtottuk végre. A reak-
ci6 soran a mutaciot hordozo primerek bekotddnek az EGFP szekvencia megfeleld szakaszaihoz, és a Tag
polimeraz enzim az eredeti plazmid mintajara kiépiti a mutans plazmidot, beépitve a mutaciot hordozo prime-
reket is.

A folyamat kovetkezd Iépése a PCR reakcié termékének restrikcios emésztése, Dpn 1 restrikcids en-
zimmel, amely a metilezett DNS régiokat hasitja. Az emésztés segitségével eltavolithato a reakcid elegybdl a
mutaciot nem tartalmazoé plazmid, amely metilezett. A mutans plazmidot XL 1-Blue szuperkompetens sejtekbe
transzformaltuk, amelyek képesek a PCR reakcio soran képzodott plazmid DNS-ben 1évo hibak kijavitasara.
Utolsé 1épésként a mutans plazmidot izolaltuk XL1-Blue sejtekbdl, majd tisztitottuk annak érdekében, hogy
az expresszios sejtvonal transzformalasahoz megfeleld plazmid preparatumot nyerjiink.

2.2. Mutans fehérjék expresszidja és tisztitasa

Expresszios sejtvonalként az E. coli STAR sejtvonalat valasztottuk, mivel a szakirodalomban az EGFP-t
hordozo pET 15b plazmidhoz ezt a sejtvonalat ajanljak. A mutans fehérje eldallitasa érdekében a mutans
plazmidot hésokkal transzformaltuk kompetens sejtekbe. A transzformalds utan a sejteket ampicilines (100
pg/ml) Luria Bertani agaros lemezekre szélesztettiik. A sikeresen transzformalt sejteket antibiotikum rezisz-
tencia alapjan szelektaltuk. A kin6tt telepekb6l egyet atoltottunk 3 ml Luria Bertani ampicilines (100 pg/ml)
taplevesbe és noveltiik 2 orat, 37 °C-on. Ezzel a sejtkultaraval, 1 ml/20 ml aranyban, feldusitott ampicilines
taplevest (2YT: 16% baktotripton, 10% éleszt6 kivonat, 5% s0) oltottunk be, és tovabb ndveltiik a sejteket, 16
oran at, 150 RPM razatas mellett. Ezalatt a sejtek megtermelték a rekombinans plazmiddal bevitt gén termé-
két, vagyis a mi fehérjénket.

Mivel a mutans fehérje a sejtek citoplazmajaban expresszalodik, ezért sziikséges a sejtek feltarasa, a fe-
hérje kinyeréséhez. Els6 1épésként a sejteket centrifugalassal kiiilepitettiik, majd 5S0mM Na foszfat-pufferben
(7 pH értéki) felszuszpendaltuk. Ezt kovette a sejtek falanak lizozim enzimmel vald szétbontasa. A lizalas
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eredményeként kapott szuszpenziot két oran at -80 C°-on tartottuk. Kiolvasztds utan a szuszpenziot
szonikaltuk, a DNS feldarabolasa érdekében. Utolsd 1épésként a kicsapddott DNS-t és a fehérjéket centrifuga-
lassal kitilepitettiik, az igy kapott feliiliszo tartalmazta a mi fehérjénket.

Az expresszids vektor tartalmaz egy hat hisztidint kdédold oligonukleotidot, amely az EGFP-t kddold
szekvenciahoz van fuzionaltatva. igy az expresszalt EGFP N-terminalis végén lesz egy hat hisztidinbél allo
oligopeptid, amely képessé teszi a fehérjét, hogy szelektiven kotdédjon a Ni-NTA- Sepharose-hoz. A kotddés
utan a gyartod cégek utmutatdsait kovetve elualjuk a proteint Na foszfat puferrel, amiben az imidazol koncent-
racioja 250 mM.

2.3. Spektralis tulajdonsagok vizsgalata

Vizsgaltuk a vad tipust valamint a mutans EGFP fehérjék emisszids illetve abszorpcids spektrumait.
Az abszorpcioés spektrunok felvételéhez 1ml fehérje oldatot mértiink ki és Varian Cary 50 UV-Vis tipusu
spektrofotométert hasznaltunk. Az emisszids spektrumok felvételéhez a fehérje-oldatot 100X higitasban hasz-
naltuk. A mérésekhez 3ml kvartz kiivettat hasznaltunk, 2-2 ml fehérje oldatot mértiink be és a méréseket
Fluoro Max Spex 320 tipusu fluoro spektrofotométerrel végeztilk A méréseket szobahdmérsékleten végeztiik.

c ey

2.4 Mutans fehérjék denaturaciéjanak vizsgalata

A tisztitott mutans fehérjéket denaturald koriilményeknek tettiik ki, vizsgalva a mutans fehérje szerke-
zeti stabilitasat. A denaturalast kiilonbdz6 koncentracioban guanidin hidrokloridot tartalmazé (0,5M - 6M) Na
foszfat (20mM, pH 7) pufferben vizsgaltuk, szobahdmérsékleten. A denaturaciot a fluoreszcencia intenzitas
valtozasanak mérésével kovettiik.

2.5 Fémionok hatasanak vizsgalata

Vizsgaljuk a kiilonbdzé fémionok (Cu®’, Fe*', Zn**, Ni*") hatasat a muténs illetve vad tipusu fehérjék
fluoreszcencidjara. A mintak tartalmaztak a mutans fehérjét mikromolos koncentraciokban (5-10 uM), vala-
mint a kiilonbdz6 fémionokat 50-200 uM koncentraciokban 20 mM Na foszfat pufferben (pH 7). A méréseket
Fluoro Star Optima tipusu fluoriméterrel végeztiik.

3. ERDMENYEK ES KIERTEKELES

3.1. Mutans fehérjék expresszidja

A z06ld fluoreszcens fehérje termelddése expresszio utan mar rogton ellendrizhet. Ugyanis az altalunk
megtermeltetett fehérje a nativ konformacié kialakitasa utan rovi ido elteltével érett allapotba kertil, és ezaltal
mar természetes fénnyel gerjesztve is szemmel lathatoan fluoreszkal. Ennek kdszonhetéen mar a termeld sejt-
szuszpenzio sargas-zoldes arnyalati lesz.

1. abra
Mutans fehérjék expresszioja
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3.2. Spektralis tulajdonsagok vizsgalata

Felvettiik a vad tipusu illetve mutans EGFP fehérjék abszorbcios és emisszios spektrumait. Az EGFP
abszorbcids maximuma 485 nm-nél, mig emisszios maximuma 509 nm-nél talalhatd. A 7 pH-ju kdzegben a
fehérjek abszorbcids illetve emisszids spektrumai kozel azonosak, vagyis az elvégzett mutacidknak nem volt
hatasa a spektrumokra.

Abszorbancia

250 S0 S50 400 450 2500 0 550
Hullimhossz (nm)

— 5 20AH B20HG204H wit EGFF

2. abra
Abszorpcios spektrumok

1. 80E+07

1 BOE+OT 4
1 40E+07 4
1 20E+07 -
1.00E+07
B O0E+06
E.O0E+0E 4
4 00E+06 A

Fluoreszcencia intenzitis (cps)

2 00E+06 4

0.00E+00 T T T
460 440 220 230

Hullamhessz (nm}
SA2H ——WT- BGFP —— S202H) 5204H

3. abra
Emisszios spektrumok (Ex. 475 nm)
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3.3. Mutans fehérjék denaturaciéjanak vizsgalata

A GFP akkor fluoreszkal intenziven, ha a kromofor csoport a fehérje belsejében talalhato. Mivel a fe-
hérje fluoreszcenciaja szerkezetfiiggd, ezért a fluoreszcencia csokkenés mérésével informaciot szerezhetiink a
szerkezet széttekeredésérol, nativ allapot elvesztésérol. Munkank soran fluoreszcencia spektroszkdpia segitsé-

crer

crcr

srer

tozasat. Megfigyeltilk, hogy a fehérjék fluoreszcencia intenzitasa csokkent a denaturacié soran. A
denaturaciés folyamat eldrehaladasaval a fehérje szerkezete destabilizalodik, a hordot alkotd beta lemezek
eltavolodnak egymastol, ezaltal lecsokken a kromofor csoport védettsége. A fehérje kromofor csoportja hoz-
zaférhetdvé valik a kisebb molekulak szamara. Az oldatban 1év6 vizmolekulak bejutnak a fehérje belsejébe, és
protonaljak a kromofor csoportot. A protonalt kromofor nem fluoreszkal.

A fehérjék fluoreszcencia intenzitdsanak csokkenését a denaturacio soran az alabbi abrak szemléltetik.
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4. abra
S202H-EGFP mutdns denaturdcioja
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5. abra.
S202H/Q204H-EGFP mutans denaturacioja
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A denaturacios folyamat a kovetkez6 fiiggvénnyel irhato le: I = lo*(exp-kt), ahol Io a denaturacio elotti
fluoreszcencia intenzitas, k- a denaturacid sebességi allandoja és t- a guanidine hidroklorid hozzaadasa utan
eltelt id6. A fenti egyenletbdl meghataroztuk a denaturdcios folyamat sebességi allandoit, amelyeket az 1.
tablazatban foglalunk 6ssze.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy azonos koriilmények mellett az S202H-EGFP mutans
denaturacioja gyorsabb, mint az S202H/Q204H-EGFP mutansé, amit a nagyobb denaturacios sebbességi al-
lando igazol. Tehat a két hisztidint (S202H/Q204H) hordozé mutans kevésbé érzékeny a denaturaldszer jelen-
l1étére, mint az egy hisztidint (S202H) hordoz6 mutans.

Denaturacios sebességi allandok

1. Tablazat

GuHCI koncentracio | S202H-EGFP mutans

fehérje

S202H/Q204H-EGFP mutans
fehérje

Denaturdcios sebességi
dllandé, k (perc™)

Denaturdcios sebességi
allando, k (perc'l)

6.4 M 0.244 0.0642
5.6 M 0.0553 0.0154
4.8 M 0.01736 0.005230
4M 0.0021 0.001136

3.4. Fémionok hatasanak vizsgalata

Vizsgaltuk a kiilonbdzé fémionok hatasat a vad tipust valamint a mutans fehérjék fluoreszcencidjara. A
szakirodalombdl tudjuk, hogy bizonyos fémionok, ha elég kozel keriilnek a fehérje kromofor csoportjahoz,
akkor kioltjak a fehérje fluoreszcenciajat [11]. Fluoreszcencia kioltasrél beszéliink, amikor a fluorofér altal
kibocsatott fény intenzitasa csékken olyan molekuldk vagy ionok jelenlétében, melyek elektronszerkezete
megfeleld ahhoz, hogy a fluoroforral kolcsonhatasba 1éphessenek [12]. A 6. dbra a cink, vas, nikkel valamint a
réz ionok fluoreszcencia kiolt6 hatasat szemlélteti.

Fluoreszcencia intenzitas

csikkenése %

=20

60 1

OwWT BE35Z202H/Q204H O5202H

a7

a0
40

30
20
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0 - T T
10 Fe B

Fémek

6. abra

A vad tipusu (WT) illetve mutadns fehérjek érzékenysége a rézionokra

Amint azt a 6. abran is lathato, a rézionok jelenlétében csdkkent leginkabb a fehérjék fluoreszcenciaja.

A vad tipusi EGFP

illetve az S202H/EGFP kevésbé érzékeny a fémek jelenlétére,
S202H/Q204H/EGFP mutans. Az S202H/EGFP mutans érzékenysége kdzel azonos a vad tipusi EGFP érzé-

mint az
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kenységével. Lathatd, hogy a cinkionok jelenlétében az S202H/Q204H/EGFP mutans fluoreszcencidja 14%-al
megndvekedett. Ez az eredmény kissé meglepd, de a szakirodalomban talaltunk hasonloé eredményeket [13].
Az S202H/Q204H/EGFP mutans fokozott érzékenysége a fémionok irant azzal magyarazhato, hogy a fém-
ionok, miutdn hozzakdtddnek a mutacid soran bevitt hisztidinekhez, ezaltal elég kozel keriilnek a kromofor
csoporthoz, és interakcioba 1épnek vele. Kialakul egy komplex az adott fémion és a gerjeszett allapotban 1évo
kromofor k6z6tt, majd a gerjesztett kromofor atadja az energiajat a fémionnak.

KOVETKEZTETESEK

A kapott eredményeink azt igazoljak, hogy a fehérje szerkezete és tulajdonsagai szoros dsszefiiggésben
allnak. Ez a kapcsolat még szembetiin6bb a kromofor kézelében 1évo aminosavak kicserélése esetén. Az alta-
lunk elvégzett mutacio a kromofor kozelében 1évé aminosavakat érintette (tavolsag <10A°), amelyeknek sze-
repe lehet a fehérje spektralis tulajdonsagainak kifejez6désében. A standard koriilmények (298K, ph 7) kozott
felvett fehérje-spektrumok nem kiillonbdznek jelentésen, ami azt sugallja, hogy a mutdcionak nem volt jelen-
tds hatasa a fehérje spektralis tulajdonsagaira.

A fémek fluoreszcencia csokkentd hatasa leginkabb az S202H/Q204H/EGFP mutansnal érvényesiilt.
Tehat a mutacio (S202H/Q204H) hatasara megnovekedett az EGFP érzékenysége a fémionok irant. Azt felté-
telezziik, hogy az altalunk bevitt két hisztidin potencialis fémkotd helyként viselkedik, ezaltal eldsegiti a fém-
ionok kromofor kdzelébe valo jutasat.

FELHASZNALT IRODALOM

[1] R. Y. Tsien, The green fluorescent protein, Annual review of biochemistry, 1998, 67, 509-544

[2]  D. Prasher, V. Eckenrode, W. Ward, F. Prendergast, M. Cormier, Primary structure of the Aequorea victoria
green-fluorescent protein, Gene, 1992, 111/2,229-233

[3] F. Yang, L.G. Moss, G.N. Phillips, The molecular structure of green fluorescent protein, Nature biotechnology,
1996, 14,1246-1251

[4] S.G. Olenych, N. S. Claxton, G. K. Ottenberg, M. W. Davidson, The fluorescent protein color palette, The Flori-
da State University, Tallahassee, Florida, 1-34

[5] M.Ormo, A. B. Cubitt, K. Kallio, L. A. Gross, R. Y. Tsien, S. J. Remington, Crystal structure of the Aequorea
victoria green fluorescent protein, Science, 1996, 273, 1392-1395

[6] B.P.Cormack, R. Valdivia, S. Falkow, FACS-optimized mutants of the green fluorescent protein (GFP), Gene,
1996, 173, 33-38

[7] A. Cubitt, R. Heim, S. Adams, A. Boyd, L. Gross, R.Y. Tsien, Understanding, improving and using green fluo-
rescent proteins, Trends in biochemical sciences, 1995, 20, 448-455

[8] M. Chalfie, Y. Tu, G. Euskirchen, W. Ward, D. Prasher, Green fluorescent protein as a marker for gene
expression, Science, 1994, 263 /5148, 802—-805

[9] M. Chalfie, S. R. Kain, Green fluorescent protein. Properties, applications, and protocols, Second edition, John
Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey, 2006

[10] D. Chudakov, S. Lukyanov, K. Lukyanov , Fluorescent proteins as a toolkit for in vivo imaging, Trends
Biotechnology, 2005, 23/12, 605-613

[11] T. A. Richmond, T. T. Takahashi, Riti Shimkhada, Jennifer Bernsdorf, Engineered metal binding sites on green
fluorescence protein, Biochemical and biophysical research communications, 2000, 268, 462—465

[12] J.R. Lakowicz, Principles of fluorescence spectroscopy, Third Edition, USA, 2006, 9-15

[13] D.P. Barondeau, C.J. Kassmann, J. A. Tainer, E. D. Getzoff, Structural chemistry of a green fluorescent protein
Zn biosensor, J. Am. Chem. Soc., 2002, 124 /14, 3522-3524

50 Miiszaki Szemle o 52



