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Enzim mérnoki ismeretek

Zemplén Géza,1915

Az enzimek és gyakorlati alkalmazasuk.
A kir.Magyar Term.Tud . Tarsulat kiadasa

«Keveés fejezete van a chemianak, amely a legutolsé
néehany év alatt olyan nagyot haladt volna, mint éppen az
enzimeké. Eppen ezért a vegyész lépten-nyomon érzi,
hogy megismerésuk és a veluk valé banasmaod
manapsag mar nélkulozhetetlen”



Enzimek tulajdonsagai

Csak termodinamikailag lehetséges reakciok (AG <0)
Reverzibilis reakciok (de eltolas. elvetel...)

Denaturalhatéak (T, pH, ionerésség, oldészerek)

Specifikusak: S-specifitas, csoport-specifitas, sztereo-specifitas
Enyhébb reakciokorulmények

Nagyobb reakcio specificitas

Regulalhatésag



Enzimek tulajdonsagai

Az enzimek NEM valtoztatjak meg az egyensulyi allandét.
Az enzimek NEM befolyasoljak a reakcioban felhasznalt vagy

felszabaduldé energia mennyiségét (G)

Az enzimek csokkentik a reakciok aktivaciés energiajat
Az enzimek novelik az egyébként is lezajlé reakciok sebességét

total energy ———e

O\ _ activation
ergy

reaction pathway ————

Energy —

Transition
state

— Uncatalyzed
reaction

Activation
energy
Substrate (S)
Catalyzed

reaction
Product (P)

Progress of reaction —
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Enzimes alapfogalmak

HOLOENZIM

-

APOENZIM + KOFAKTOR \

Inaktiv fehérje /\
FEMION

Mg,Ca,Zn, KOENZIM

Fe,Cu,Mo / \
Prosztetikus csoport Koszubsztrat
stabil kovalens kotés Ciklikus regeneralas
Pl. : FAD(H,), Hem, NAD(H), ATP

Piridoxal-P(B,)
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Enzimkinetika

E + S«—E + P mol/dm3!

Sl rendszerben: 1 Katal az az enzim aktivitas (mennyiség), amely
1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.
a hatalmas enzim mennyiség miatt nKat = 10 Kat hasznalatos

A gyakorlatban: 1 egység (Unit, azaz U) az az enzim aktivitas (mennyiség),
amely:
1 umol szubsztratot alakit at, (vagy 1 umol terméket képez)
1 perc alatt adott reakcio koriilmenyek kozott.

1 Kat =6*10’ U, 1U =1.6*108%Kat, 1U=1/60 pKat

E/tf , E/mg — fajlagos aktivitasok,
ha az enzim molekulasulya és tisztasaga

nem ismert .



Enzimkinetika: Michaelis - Menten kinetika

k| K,

S Se=— 55— |5 w ¥
k 2

-1

feltételezések:

- k,=0

 elso |épés gyorsan egyensulyra jut = Rapid ekyv, azaz Ks=Km
« stabil ES komplex, EP komplex elhanyagolhato

. egy aktiv centrum, egy szubsztrat kS.E = k4 (ES)
« aktivitas helyett koncentracié hasznalhaté k, S.E
« S>>E, vagyis E,/S < <1 s K, P (ES)
az (ES) disszociacios
a teljes reakcidosebesség. anyagmeérleg: allandoja
V:?j—szz(ES) E+(ES)=E,

t
N osszuk el ezt a /

kettot egymassal
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dp
V=" =k, (ES)
E+(ES)=E,

Michaelis - Menten kinetika

V  k,(ES)
E E+(ES)

0]




Diszkusszio

V 4 Vmax: kZEO
........................... s
V:(Vmax/ KS)*S
R
L. Rendd Ha S>> Ks
tartomany derékszogii hiperbola -
S << Ks 0-ad Rendi
tartomany
'
K i K S




Maud Menten Leonor Michaelis
1879-1960 1875-1949
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Linewaver - Burk abrazolas
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Kompetitiv inhibicio

Competitive Inhibition A kompetitiv inhibici6

E+S == ES —> E+P e egy olyan gatlas amelynél az

Substrate\

inhibitor az aktiv centrumba
kotodik és megakadalyozza a
szubsztrat bekotéodését (és
viszont: a szubsztrat az inhibitor
bekotodését.)

Vmax valtozatlan, mert sok
szubsztrat kiszoritja a kevés
inhibitort, de a Km nd, mert a
szubsztrat enzimhez valé kotédése

Enzyme
\

csokken
"l-'rma _______ With Inhibitor
Ui““ U With Inhibitor
1/2 ‘JH 1 Nlnl( W Normal
I owx, K VK
[S] 1/S]




Nem-kompetitiv inhibicié

Noncompetitive Inhibition

Bt =— EI| Enzrme E+S == ES — E+P
KI

Product
NS

o

Inhibitor\

ES+l = ESI
K,

|||||

With Inhibitor

.I JFVI i Mormal

With Inhibitor

|||||

Nem-kompetitiv inhibicional az
inhibitor és a szubsztrat eltéro
helyekre kotodik. Tovabbi
fontos tulajdonsag, hogy az
inhibitor ugyanolyan jol
kapcsolédik az enzimhez, mint
az enzim-szubsztrat
komplexhez és mindkeét
esetben megakadalyozza a
termékképzodést. Ezaltal
csokkenti az enzimaktivitast, de
a szubsztrathoz val6 affinitast
nem, mert a szubsztrat
zavartalanul be tud kotodni



Unkompetitiv inhibicio

Enzyme

E+S = ES — E+P

ﬂ

Substrate __

ES+l = ESI
K

_ Inhibitor

Mormal

[S]

Unkompetitiv inhibicié, masnéven
anti-kompetitiv inhibici6 az,
amikor az inhibitor csak a mar
kialakult enzim-szubsztrat
komplexhez tud kotoédni, az
egyedul allé enzimhez nem.

A maximalis enzimaktivitas
(Vmax) csokken, mert a
termékképzés gatolt, de a
szubsztrathoz valé affinitas no
(Km csokken), mert a reakcio
eltolédik ESl iranyaba, igy a
szabad ES komplex csokken.
Latszolag tehat a k; n6, mert a
szubsztrat koncentraciot
nemcsak az ES fogyasztja, hanem
az ESl is.



VMax

ANALOGIAK
a M-M kinetikara

Normal Enzyme

Competitive inhibitor, same V.,
different Ky,

Noncompetitive inhibitor, Same Ky,
different V.,

lower Ky

Uncompetitive inhibitor, lower V4

Kompetitiv inhibicié

V=V_. S

KS[1+ Ij +S
Ki

Non-kompetitiv inhibicio

Unkompetitiv inhibicié

V=V_. >
K, +S 1+L
K.
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Heterogén fazisu enzimes reakciok

Homogenitasi a rendszer homogén, az enzim Inhomogén rendszer, elokészitést

szempont az izolalasan kiviil elékészitést (kémiai kapcsolast) igényel

nem igényel
Gazdasagi Az enzimek dragak, 1-10 $/mg Az enzimek ugyan dragak, de
szempont Csak egyszer hasznalhatok fel, a tobbszor felhasznalhatéak igy az

reakcio utan elvesznek, illetve  egy reakcidra esé6 koltség olcsobb
kinyerésiik a reakcidelegybél
bonyolult és draga.

Technolégiai szennyezik a terméket, Az enzim a reakcioelegybdl
szempont tisztitasat nehezitik konnyen eltavolithato



Enzim Immobilizacio torténete

Nelson és Griffin 1916 ban veletlenul fedezte fel, hogy
éleszto invertaza aktivszénen adszorbealédott de
megorizte az aktivitasat a szacharoz hidrolizisében.

Ipari gyakorlatta illetve kereskedelmivé akkor valt, amikor
Grubhofer és Schleith egy sor enzimet rogzitettek:
karboxipeptidazt, diasztazt, pepszint és ribonukleazt.
Ezeket diazotalassal végezték poli-aminosztirol gyantara
kovalens kotéssel.

Az elso ipari alkalmazas Chibata nevéhez flizodik 1969-ben,
aki aminoacilazt rogzitett DEAE Sephadex-re ionosan és ezt
N-acyl-D, L-aminosav rezolvalasara hasznaltak.

23



Az enzimrogzités fizikai modszerei

& €& C

Enzim rogzités lireges szalban Enzim rogzités fonott szalas anyagban
(Hollow fibre)

Enzimbezaras oldhatatlan

gel matrixban Mikrokapszulazas

24



Az enzimrogzités kémiai modszerei

Enzimkoteés
hordozéhoz
kovalens kotessel

Sl

/

Keresztkotés Enzim keresztkotes
multifunkcios reagenssel

M=matrix

25



Az enzimrogzités kémiai modszerei

Kovalens kotés nem esszencialis aminosav-oldallanc(!) és vizben nem
oldodo, funkcios csoporttal ellatott hordozé matrix kozott

X + E > E + X
- :

Hordozod: természetes polimer: agar, agaréz, kitin, celluléz, kollagén
szintetikus polimer: poliuretan, polisztirol, nylon
szervetlen hordozok: dveg, aluminium, szilikagel

" Kovalens kotés kialakitasa:
< szabad a-, B- vagy y-COOH, a-, B—NH, csoportok
e fenil-, OH-, SH- vagy imidazol-csoportok
Lépések:
1. a hordozé aktivalasa ( a kar és az -X, reaktiv csoport felvitele),
—— 2. a kovalens kotés létrehozasa az enzim és az aktivalt hordozo kozott.
Kozben aktiv centrum védelme: S v. S-analog jelenlétével

26



Az enzimrogzités kémiai modszerei

MATRIX: METAKRILAT és CELLULOZ szarmezékok homo-
¢s kopolimerjel

O
|
BrCH,COBr : -O-C-CH,-Br
BrCH,COOH
dioxan

—

27




Az enzimrogzités kémiai modszerei

POLIFUNKCIOS KOTES

MATRIX: -NH, csoport : AE-CELLULOZ, DEAE-CELLULOZ,
KOLLAGEN, KITIN, NYLON, stb

H

. NH, + OHC-(CH,),-CHO —». N= C- -(CH,);-CHO

GLUTARALDEHID

7—> . N— C (CH2)3 -CH=N-E

Schiff-bazis

28



Az enzimrogzites kémiai modszerei

Uvegfeliiletre régzités

o—

|
| o) o)
—0—8j—0H l. l.
! O —Si—0—Si— (CHl — NH,
| CHORSHCHENH . .
o 3-aminopropyl- 9 ~$i—0—8i— [CH}y — NH;
| triethoxy-silane  © o
| | —0—Si—0—Si—{CH:bh —NCS
i : b S
P9 || | |
| | —0—S8i— 0—Si— [CH:h — NCS
o o . +ENZIM § §i — (CHeb
| I
—0 —Si —0—Si —(CHzb —NH—(Il—NH—ENZIM

O
O
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Az enzimrogzités kémiai modszerei

Keresztkotések létrehozasa fehérjemolekulak kozott

oHC— " CHo

GLUTARALDEHID

& 2 ¢z
—NCO
H2 H2 H2

HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT

30

DIAZOBENZIDIN

SCNNCS

HO5S SO;H

4,4-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
-2,2’-DISZULFONSAYV
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Az enzimek osztalyozasa aktivitasuk alapjan

Osztaly

Reakciotipus

Pelda

1. oxidoreduktazok

2. transzferazok

3. hidrolazok

4. liazok

5.izomerazok

6. ligazok

redoxi

elektronok, H atomok,H™-
ionok atvitele
csoportatvitel

pl. foszforil csoport

hidrolizis, funkcios
csoport atvitele vizre

csoportatvitel kettos-
kotésre, vagy kettoskotes
kialakitasa csoportelvonassal

intramolekularis csoport-
atvitel

C-C,C-5,C-Oés C-N

kotes kialakitasa ATP hasadassal
kapcsolt kondenzacios
reakcioban

tejsav
dehidrogenaz

szerin hidroximetil
transzferaz

ureaz

piruvat dekarboxilaz

metil-malonil CoA
liaz

piruvat karboxilaz



Az enzimek osztalyozasa aktivitasuk alapjan

Catalyze oxidation-reduction
reactions, such as:

1. Oxidoreductases

CHa- CH- COO™ + NAD* F—= CH3-C-COO™ + NADH +H'

L7 Lactate
OH 26~ / dehydrogenase O
H¥ S

Lactate - Pyruvate

Catalyze transfer of C-, N-, or P-

2. Transferases containing groups, such as:

. H;0
CHz--CH- COO™ + THF '4_‘4’_ CH,- COO™ + THF
: - Tl - il
+ Sevine hydroxy- A
OH NH, methyl transferase  NHq CH2
Serine Glycine

Catalyze cleavage of bonds
BTGNS by addition of water, such as:

NH2--C-NH2 + HZO — cO, . 2NH3
‘O < | Urease

Urea — |

33



Az enzimek osztalyozasa aktivitasuk alapjan

Catalyze cleavage of C-C, C-O
C-S and certain C—N bonds:

CH3-C - CO0~ — CH3-CH + co,
I Pyruvate .
O decarboxylase (o)
Pyruvate Acetaldehyde
5. lsomerases Catalyze racemization of optical
el or geometric isomers, such as:
(7, ong
"00C3- CHy-C-CoA — "00C-CHoCH»-C-CoA
c* zé Methyimalonyl CoA 2CH2 o
mutase .
Methylmalonyl CoA Succinyl CoA
, Catalyze formation of bonds
6. Ligases between carbonand O, S, N
— coupled to hydrolysis of high-

~———___ —__energy phosphates, such as:

CH3—C - COO— - C02 7‘) -OOC'CH2C - COO—
| Pyruvate J
O ,carboxytaie O

Pyruvate atp  apP.p, Oxaloacetate
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Enzimek elnevezése

1. S - utan: urea +viz =— (O, + 2NH,

L. ureaz [S-név +az |

2. Reakcio (és S) utan: EtOH AcO —— AcOH

alkohol-dehidrogenaz | (S-név)+reakcidnév+ az

3. Reakcid (és P): utan Glutamat + ATP + NH3 — Glutamin + ADP + foszfat

Glutamin szintetaz | (P-név)+reakcionév+ az

4.Trivialis nevek: | alapnév + -in ‘

pepszin, tripszin, rennin fehérjebontok
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Enzimek elnevezése

katalogusszam koszubsztrat

/ |

E.C.1.1.1.49. D-glucose-6P: NADP 1l-oxydoreductase

e

szubsztrat a tamadas helye az a reakcié mibenléte
1 C-atomon van

A gliik6zoxidaz szisztematikus neve
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Enzimek mint termékek

Mosédszerek proteazok, lipazok, cellulazok
Takarmanyok B-gliikanaz, cellulaz, fitaz, xylanaz,
lipaz

Orvosi proteazok, lipazok, amilazok,

alkalmazasok/gyogyszerek penicillin-acilaz, L-aszparaginaz,
hyaluronidaz, lizozim, kollagenaz,
sztreptokinaz

Analitika és diagnosztika urat oxidaz, L-aminosav oxidaz,
B-laktamazok



Enzimek mint segédanyagok

Textilipar
Boripar
Papiripar

Cukoripar,
keményitoipar

amilazok, hemicellulaz,
pektinazok

proteazok

hemicelluldaz, amilazok, lakkaz

a-galaktozidaz, (izo)amilazok,
amiloglukozidaz, glukéz
izomeraz, ciklodextrin-glikozil-
transzferaz, xilanaz.



Az élelmiszeripar enzimei

Felhasznalasi teriilet

Tejipar

Soripar
Boraszat, gyiimocsléipar

Husipar, halfeldolgozas

Zsir- és olajipar

Kavé, tea, kakao

proteazok, B-galaktozidaz,
lizozim, lipazok, észterazok,
papain, rennin, glukézoxidaz,
katalaz.

amilazok, tannaz, B-glukanaz,
proteaz, xilanaz

pektinazok, naringinaz, cellulaz,
amilaz

proteazok, papain, gliikézoxidaz

foszfolipaz, észtrazok

pektinaz, proteaz, gliikanaz,
tannaz



Néhany, terapias célra alkalmazott enzim és enzimkészitmeny

m Enzimforras Gyogyszernév Mi ellen? Mire?

urokinaz human vizelet Abbokinase, verrogoldas (akut
vagy human vese- Actosoly, szivizom- infarktus,
sejttenyészet Alphakinase, akut tiidéoembolia,
Rheothromb stroke)
szoveti rekombinans CHO Activase, Actilyse vérrogoldas (akut
plazminogén  sejttenyészet szivizom- infarktus,
aktivator akut tiidéembolia,
stroke)
VIl véralvadas rekombinans CHO Recombinate, hemofilia A
faktor sejtek Bioclate
dezoxi- rekombinans CHO Pulmozyme kronikus obstruktiv

ribonukleaz sejttenyészet tidobaj



Enzimreakciok az analitikaban

Az elfogy6 szubsztrat vagy a keletkez6 termék valamilyen
mérheto valtozast okoz (példaul szinvaltozast,
spektrumvaltozast, pH-valtozast stb.)

S -dS/dt
V=V__ > HaS<<K, —> V_, ~V_ /K .S
K +3

il dP/dt

V 4
Amax/ Ko

1

mért ) )
Kalibraciés gérbe

2 -

S

1smeretlen
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Hugysavmeghatarozas enzimreakcioval

S+E—P + E

o
‘ s Urat oxidaz -
ANALITIKUM_..j\)& D=0+ 0z # 20 o=( :/( +Co: + H:0
N N
H H

o N7 SNH Ny,

hugysav allantoin

A képzbdo allantoin nem nyel
A=293 nm el 293 nm-en, igy a mérés
AA soran jelentkezé6
abszorbancia-csokkenésbol
start az S, azaz a hugysav
koncentracioja kiszamithato.

ido
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Szubsztratmeghatarozas indikatorreakcid segitsegevel

hexokinaz G6P-DH
Glukoz » Gl-6-P » 6-P-glikonat
i ; R
ANALITIKUM ‘
A=340 nm
segédreakcio indikatorreakcio

A glukozzal valé reakcié nem jar mérhet6 valtozassal, ezért a képzodott
G6P-ot egy tovabbi reakcioban egy tovabbi enzimmel, a foszfoglukonat-
dehidrogenazzal 6-P-glukonatta oxidaljuk. Ekozben a NADP koszubsztrat
redukalédik NADPH-va, aminek elnyelési maximuma van 340 nm-en.

(Ez a jellemz6 mérési médszer minden NADH képzodéses reakcié esetén).
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Enzimes indikatorreakcio fehérjemeghatarozasban

Enzyme Linked Immunosorbent Assay: Sandwich £L75A4

1 2 3 4 5
Szubszira
. . Detektalhato
analitikum Fermiék
' K Sk
N A y\

Y /Y

(1) Rogzitett ab(antplest)

m-kitott masodlagos ab
hozzagdasa: kitodik a detektalo ab-hoz
(2) Mintaantigén kit6dik az ab-hoz, mosas

(3) Detektal6 ab hozzadgsa,kotédik az antigénhez

(3) Szubsztrat hozzaadas, enzimes atalakitas
detektalhato termékké. (sokszorozas is)
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Enzim elektrodok, bioszenzorok

Az enzimelektrodokban, bioszenzorokban rogzitett enzimeket vagy teljes

sejteket alkalmaznak. Az enzimelektrédok amperometrias vagy
potenciometrias elven mikodnek. A bioszenzorok altalanos felépitése:

Biokatalizator|(enzim, sejt)
atalakitja az gnalitikumot termeélkké

A valtozast elektromos jellé alakitja

PC: szamolas, konvertalas,
kijelzés, tarolas...

a7



A potenciometrias elektrodok felépitése

U
. 1y. -~ Penicillinaz o
‘@‘ penicillinG penicilloinsav + H*

L-aminosav
-oxidaz

L-Asav+ O, +H,0 ketosav+ NH,"+ H,0,

L-aszparaginaz

L-Asn + viz L-Asp + NH/*

Referencia elektrod
(kalomel)

membran

—> livegelektrod

Régzitett enzim
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