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Endopeptidazok

d idazok / end .

fehérjén vagy hosszu polipeptid lancokon aktivak
lanckdzben, az N- vagy C-terminalistdl tavol hasitanak
pl. kimotripszin, pepszin, papain
a hidrolizis lehet limitalt (csak jol definialt helyen térténik) (pl: emésztdenzimek)
elGalakként, zimogén formaban szintetizalédnak,
szignal peptidek levagasa utan, aktivalas poszttranszlacids modositassal
élelem fehérjetartalmanak bontasa
= (j N- és C-termindlis létrehozésa, melyeken az exopeptidazok hatnak
szinergizmus a két enzimcsoport kzott
néhanyuk a lancvégtsl meghatarozott tévolsagra hasit
pl. oktapeptid hasitasa az N-terminalisrdl

Oligopeptidazok / Oligopeptidases
= csak rovidebb peptidiancokon aktivak

Enzimolbgia - Protedz enzimek

Protedz enzimek

Enzimek
= feherjék lebontasa
= peptid kétések hidrolizise T‘ o 'Te o
. H,N—lc—c—r‘v—T—cj;D +OHO =
Fontossaguk H H oW
= agénallomany kb. 2%-a minden
organizmusban (névény, éllat) A, o "‘z o
= sok bioldgiai folyamatban Wi —c—c? voup—c—cl
- élelmiszerfehérjék emésztése " "o M “

- Pepszin, Tripszin
- intracellularis fehérjék
Ujrahasznositasa
- véralvadas
- fehérjék aktivalasa

Enzmologa - Proteaz enzimek

Exopeptidazok

Csoportositasuk

A hasitas helye / By type of reaction catalyzed
= Exopeptidazok / exopeptidases

= Endopeptidézok / endopeptidases

Az aktiv helyen levé aminosav szerint / Catalytic site (Standard classification)
= Szerin proteazok / Serine proteases

= Aszpartit proteazok / Aspartate proteases

= Cisztein protedzok / Cysteine proteases

= Metalloprotedzok / Metalloproteases

= Treonin protedzok / Threonine proteases (1995-)

= Glutaminsav protedzok / Glutamic acid proteases (2004-)
Termeld szervezetek szerint / Occurance

= gomba eredetii / fungal

= bakteridlis eredetii / bacterial

Optimalis pH tartomany / By optimal pH

= savas / acid

= semleges / neutral

=__ligos / basic

dazok idase:
= alt. rvidebb peptidlancokon aktivak
= szabad N-terminélis amino-csoporton aktivak
= szabad C-terminalis karboxil-csoporton aktivak
= mindkett6n
= max. 3 aminosav-maradékot hidrolizalnak le a végrél
= tovébbi felosztasuk aszerint, hogy N/C végrdl, ill. 1/2/3 AS-at vagnak le:
amino-, karboxi-, dipeptidil-, peptidil-dipeptidazok, tripeptidil-peptidazok,

dipeptidazok
peplidaz dh aminosav lehasitisa  N/C-terminalisrol — Megjegyzés
Amino- 1 N
Karbosi 1 c fileg fehryik drdsében jatszanak szerepet.
Dpeptdil- 2 (dipeptid) N polipeptidrdl
Peptidil-d- / Dipsptidit-karboxi- 2 (dipeptid) 4 oligopeptidekr &l
Tripzptidi- 3 (wpeptid) M cligopeprdekr 8l
D 11 MN+C dipeptid haskdes, ha a C- s az N-termindlis i szabad
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Pepszin, Tripszin

Limitélt hidrolizis

= Pepszin
- Az aktiv centrum kialakul a szintézist kévet6en, de a fehérje egy masik
része lefedi "l
Gyomorban termelddik (Gastrin hormon)
- Pepszinogénbdl autokatalizissel
Savas kozegben miikadik

t

Tripszin
, o, A termék koncentracidjanak viltozisa az id6 faggvényében
- Az aktiv centrum csak a limitalt egy autokatalitikus folyamatban

proteolizist kévetd szerkezetvaltozaskapcsan alakul ki
Hasnyalmirigyben termel6dik

Hormon hatasara a vékonybélbe rl

Enyhén bazikus kézegben miikadik (bélrendszer)

- Autokatalizis kimotripszinb|
-_Toébh mas emésztéenzim akti

aban s részt ves;
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Pepszin

— Cterminilis o]

"eL | 7 Konformacid
7 a " -
Leu — Lys — Arg — Lys — N-termindlis % véltozas utan
Pepszinogén  [on0s kotések pit = hidrolizis
csokkenésével i
felbomlanak >
]
|
H
|
Leu~— Lys — Arg = Lys — N-terminalis ;
+ :
f—' C-termindlis
lle
Pepszin
2010 Enzimologia - Protedz enzimek WAEAVETEN CTHE 7

Serin-proteaz

Kimotripszin

Pepszin, Tripszin
Limitalt hidrolizis

= Pepszin
- Az aktiv centrum kialakul a szintézist kévetéen, de a fehérje egy masik
része lefedi "l
- Gyomorban termel8dik (Gastrin hormon)
- Pepszinogénbdl autokatalizissel
- Savas kézegben miikodik

= Tripszin !

- Az aktiv centrum csak a limitalt egy autokatalitikus folyamatban
proteolizist kovetd szerkezetvaltozdskapcsan alakul ki
Hasnyalmirigyben termel6dik
Hormon hatasara a vékonybélbe uriil
Enyhén bézikus kézegben miikodik (bélrendszer)
Autokatalizis kimotripszinbg|

= https://www.youtube.com/watch?v=6kYpuleZZHs

Acilezés
= 1. lépés: - atkotd zseb megksti a
- Peptid optimalis helyzetben
- Peptid C-atomja kézel keriil a Ser OH csoport oxigénjéhez (Michaelis komplex)
= 2.lépés: - His protont von el a Ser oldallanctdl ——5  Ser aktivalt llapotban
- Ser tdmadja a szubsztrat karboxil csoportjat
- Eredmény egy tetraéderes dtmeneti llapot
= 3.lépés: - His protondlja az elsG termék tavozo csoportjat, C-terminlis felé es6 rész tavozik
N-termindlis felé esd rész észter kitésen keresztill kovalensen kétve marad,
intermedier: acilenzim

Deacilezés

= 4. 1épés: - His H-hid viz molekuldval, viz molekula nukeofil tdmadést az acilenzim kabroxil C-
atomja ellen ——  tetraéderes dtmeneti allapot

= 5. 1épés: - His viztdl elvett protonnal H-hidat alakit ki a Ser O-val

= 6. lépés: - Masodik termék tavozik, enzim eredeti allapotaba keriil

2010 Enzimologia — Protedz enzimek,

Tobh mas emésztGenzim aktivalasiban is részt ves;
2010 Enzimolégia — Protedz enzimek

NOvényi protedzok

A termék koncentracidjanak viltozdsa az id6 faggvényében

Serin-protedz

Kimotripszin

= Kimotripszin hogyan katalizalja a peptid kotés hidrolizisét?

2 fészakasz
Acilezés: kovalens enzim-szubsztart koztitermék, acil-szerin
Deacilezés: acil-szerin hidrolizissel bomlik

= Enzimen: Szubsztratkotd zseb
- Aktiv hely

= Katalitukus triad
- Ser, His, Asp

Papain
= apapajaban (Garica papaya) taladlhatd
= cisztein-protedz
= hatékonysagat nem befolyasolja a tApcsatorna adott szakaszanak kémhatésa
= Hatasa: gyulladascsokkentd
fogkrémekben, fogfehéritékben
rak elleni kezelések kiegészitéséhez
cukorbetegség szovédményei ellen
csokkenti a reumas artritisz okozta gyulladasokat és fajdalmakat
megtisztitia a bélfalakat

Bromelin
= az ananasz (Ananas comosus) a Br tartozik, termése és szara
tartalmazza

= 1950-es évek 6ta hasznaljdk kiilonbozd terapids célokra
= Németo.-ban a 13. leginkdbb alkalmazott gydgynévény hatéanyag
= Hatasa: segiti a fehérjeemésztést
gyulladascsokkentd
prohiotikus (é ilag_hasznos) hatést fejt ki

Enzimoldga - Protedz enzimek
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Ipari enzimek

Trypsin - Rennins
% 9/
Other Proteases 10%

21%

Amylases
18%

Other
/-Carbohydrases
10%

Alkaline —
Proteases Lipases
25% 3%

Analytical and
Pharmaceutical
10%

Ipari léptékben mikrobakkal, vagy mikrobakba klonozott allati enzim génnel
(rennin) allitjak elé

Enzmolbgia - Protedz enzimek
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Felhasznalas /1

Mososzeripar
- a mososzerek 70-80%-a tartalmaz proteazokat = termelési
mennyiségiiket tekintve a legjelentdsebb enzimcsoport

Sajtgyartas

legkorabbi proteaz felhasznalas

Borgyartas, cserzés

sz0r6k eltavolitasara, rugalmassag fokozasara
semleges kémhatas mellett aktiv proteazok

Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces baktériumok és Aspergillus gombak
enzimei

Gyogyaszat

gyogyszerekben: bélparazitak elpusztitasara (Aspergillus oryzae protedzok)
elhalt bér eltavolitasara égési sérilést kivetben (Subtilizin)

vércsoport meghatarozasban

hatfajas enyhitésére (porctartalom csokkentése a csigolyak kozott)

Leukémia: aszparagin eltévolitisa a vérdrambdl (E.colibdtrizeldlE brotedz)

Enzmologia - Proteaz enzimek 13

Tisztitdszerek

Felhasznalas /2

Reagens
= laboratdriumi részleges fehérje-lebontas

= peptidek el6allitasa fehérje szekvenalashoz

Allati takarmanyok

= kisallateledelek izének fokozéasara

= gomba eredet(i savas proteazok

Soripar

= Bacillus subtilis

= Arpabdl peptid felszabaditas, nitrogén forras, jobban novekszik az éleszté
= Csapadékképzédés megakadalyozasaa hiités soran

Rizspalinka (szaké)
= rizsalapl SSF eljéras proteaz, amildz és egyéb enzimek el6allitasahoz (koji)
= ezzel hidrolizljék a rizst, majd élesztbvel erjesztik — szakeé (rizsbor, -palinka)

Miért van enzim a tisztitészerben?

hatékonysag fokozasa
kérnyezetbarat termék — kevesebb hatéanyagra van sziikség
alacsonyabb mosasi hémérséklet

Miota?

1913: els6 szabadalom, emészt6 enzim tartalmu eléaztatd termékre
hamarosan: protedz-, amilaz-, lipaztartalmi kereskedelmi termék
1963: ,Alcalase” (Novo Industry, Dania) bakteridlis protedz termelés
(fermentaci) tisztitdszerekbe

késbbb detergens amilazok termelése

1988: ,Lipolase” (Novo Nordisk A/S, Dania) detergens lipaz termelés
1980-90-es évek: detergens cellulazok elterjedése

Enzimolbgia - Protedz enzimek
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Tisztitdszerek

Felhasznalas /3

Fehérje hidrolizatumok
= Pl.: anyatej-helyettesit tapszer, taplalék kiegésziték
= Gond: keser(i iz (hidrofob aminosavak okozzak)
- mo.: szelektiv elvalasztas, izoelektromos kicsapas, alkoholos extrakcio,
kromatografia, keser(i iz elfedése
Széja, hal, savé hidrolizatum

Egyéb

= huspuhitas (papain, bromelin)
= kontakt lencse tisztitd folyadékban

i

Mit csinalnak?

= protedz: a fehérje-alapl szennyezdések ellen (pl. vér, fii, étel)
= amildz: keményité-alapt szennyez6k lebontésa (étel)
= lipaz: a zsiros, olajos szennyezédések bontasa (étel, emberi zsiros/olajos

valadékok)
celluldz: pamutruhdzat mosas és viselés — bolyhok, lebontasuk — élénkebb
szin, puhasag

Milyen formaban?

granulatum

belsé mag: enzim + szervetlen sok + két6anyag + celluldz rostok (erds, de

rugalmas)

viasz bevonat — kopas miatt ne jusson ki az enzim por

inert bevonat szinezékkel

folyékony

koénnyen elegyedik vizes detergensekkel
X ) + ma

‘Enzimolbgia - Protedz enzmek
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Mososzeripar

P a ekben

= ma: Bacillus eredet( szerin protedazok

sokuk szubtilizin enzim (pl. Alcalase)
Szubtilizin: szerin-endopeptidaz, el6szér Bacillus subtilis-bd| izolaltak
sok Bacillus faj nagy mennyiségben termeli

hémérséklet optimumuk 60°C kordl (alt. >80% aktivitdas 55-65°C)

»Alcalase” (Novozymes) pH opt. pH 8-9 (>80% aktivitas pH 7-11)
Esperase” (Novozymes) pH opt. pH 9-10 (>80% aktivitds pH 8-12)

EnzmolGgia - Protedz enzimek
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Mosdszeripar

enzymes for laundry

Proteazok a mosészerekben

Net charge on protein +

itivan tokott
« pH optimumuk kb. = pI értékik - | poziivan tokot
pl: izoelektromos pont, az a pH, ahol a fehérje kifelé neutralis, azaz
toltést nem mutat

(egyenl6 kis mennyiségben jelen van a kationos és anionos forma is)

Enzmologa - Proteaz enzimek

Mososzeripar

= N

Milyen legyen a detergens proteaz?

= kompatibilis a detergensekkel

= nagy aktivitdsa legyen a mosési hémérsékleten és pH-n
laboratériumi analitikai adatok nem feltétlentl mérvaddak
(standard proteaz aktivitdas mérések)

= folyékony detergensek — kis ionerdsség
mosdporok — nagy ionerésség
az optimalis ionerGsség enzimfiiggd, tesztelni kell

Hogyan tesztelik?

= valds mosasi probak mosogépek kisméretli modelljeiben
= szennyezett sz6veten (tej, vér, fii)

= értékelés: vizudlisan vagy fényvisszaverés vizsgalattal

Enzimolbgia - Protedz enzimek

Mososzeripar

SOURCE OF ISOLATION
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Mososzeripar

Savinase (protedz) eredményei
Delta R: fényvisszaverés kiilonbség
az enzimmentes kontrollhoz
képest a mosas utan

Enzmobgia - Protedz enzmek

Mososzeripar

Table 2. Optimum pH and Temperature Required for the Production of Alkaline Protease Isolated

from Different Fungal Species

ORGANISM OFTIMUM PH
Sereptomyces sp. NG Sl 9 T 2
Mycelopthora sp. s a5t 21
Fenicitium sp Seil o e 28
Streptomyces fungicificus: Marine smples s wre E
MMLIEI

[ sre »

Soil 3 e 3

as wre 3

Marine sedment s st 1

[ art 1

Fosto grown il feids " e m

Asperghus niguions HA-10 Foutry frm =il 3 ¢ 3%
Rewrotus citopiieatus - 0 sre 3

Sharma ct. al: A Review on Microbial Alkaline Protease: An Essential Tool for Various Industrial
Approaches (2019) =

2010 Enzmoligi - Protedz enzimek,
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Mososzeripar

]

10 Figure 5. Example of a dose response

curve for Savinase 6.0 T protease (Novo-

L L L L zymes) in a powder detergent, 4g/L ina

0 001 003 004 006 008 01  Launder-o-meter test at 60°C for 40 min.
Savinase 6.0, % (ww) —» Source: Novozymes.

Milyen ddzisban kell alkalmazni az enzimet?

Wolfgang Aehle (ed.) Enzymes in industry: production and applical
yi

2010 Enzmologia - Protedz enzimek 24
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Mosdszeripar

mososzerben csokkenhet az enzim aktivitasa, mert torténhet
denaturacio

magas hmérséklet és/vagy mas komponensek (pl. anionok) —
szerkezet megbomlasa

kémiai reakcio

ligos kozegben — fehérjelanc vagy a meghatarozo AS szakasz
hidrolizise

oxidalo vegyiiletek (fehériték) — a meghatarozo AS szakasz
oxidacidja

(detergens enzimek oxidaciora valo érzékenysége: amilaz > proteaz
> lipaz)

proteolizis

az enzim, mint fehérje bomlasa protedz hataséara

Enzmologa - Proteaz enzimek

Sajtgyartas

Mosdszeripar

Enzim stabilitas a tarolas soran
= folyékony mososzer
mas komponensek kézvetlen hatésa
feliiletaktiv anyagok: anionos — denatural, nem-ionos — semleges vagy stabilizal
proteolizis
= granuldtum
a beliil lev§ enzim el van zérva” a krnyezettdl
tarolasi hémérséklet, paratartalom, fehérit jelenléte — hatas az enzim
stabilitdséra
instabil fehérité komponens — szabad aktiv oxigén — enzim oxidacidja
stabilizalas (a proteolizis sebességének cskkentése
Ca?+ adalék (kis mennyiségben, 100-1000 ppm)
viztartalom (<50%), viz helyett propilén-glikol (vagy etanol, vagy izopropanol)
reverzibilis proteaz inhibitor: inhibeal, de a mosas sorén felhigul (boratok, glicin)

Cheese industry

Proteazok alkalmazasa

= atejfehérje, a kazein kicsapdsahoz

kazein: a tej f6 foszfoproteinje (aS1, B, v, «)
tehéntej és sajt fehérjetartalmanak kb. 80%-a
hidrofil része: k-kazein
h6 hatasara nem csapddik ki, de sav vagy proteaz hatasara igen
protedz — para-x-kazein és glikopeptid — instabil micella,
csomdsodés, melyhez szabad Ca?* is sziikséges

legkorabbi proteéz felhasznalas

valdszinlileg arab nomadok véletlenszer(i felfedezése

kereskedelmi” enzimként elészér 1874, Dania

Enzimolbgia - Protedz enzimek
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Sajtgyartas

Mosdszeripar

Enzim stabilitas a mosas soran fiigg:

= mosodszer Gsszetétele, dézisa (pl. anionos felliletaktiv anyagok)
= pH

= ionerGsség

= mosas hémérséklete

= mosas idétartama

= mechanikai hatas

= vizkeménység

= szennyez6dés mértéke

= textilia minésége

Cheese industry

Proteazok alkalmazasa

tejet koagulald rennin tipust protedzok
fiatal emlGsok gyomraban természetes enzimkeverék az anyatej
emésztéséhez

(az iz kialakitasaban lipazok is részt vesznek, beéllitva a jellemzd
szabad zsirsav aranyokat)

rennin

masnéven: kimozin

savas aszpartat protedz (optimalis pH ~5,2)
kb. 40 000 Da

Enzmobgia - Protedz enzmek
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Sajtgyartas

Cheese industry

Honnan nyerhetéek a koagulalé enzimek?
= gyomorbdl
- borju
- barany
- kecskegida
= mikrobidlis eredeti
- gomba eredet(i savas protedzok (pl. Mucor fajok)
- genetikai modositassal baktérium/gomba altal
szarvasmarha rennin termelése rekombinans £, colval, Aspergillus
nigerrel, Kluyveromyces lactisszal

= novényi levek a tej alvasztasanak elGsegitésére (pl. fikain, mely
cisztein endopeptidaz fiigébdl)

EnzmolGgia - Protedz enzimek 30
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Borju rennin kinyerése

Production of natural calf rennet

Hagyomanyos dton

ma mar csak a hagyomanyos médon
késziilt sajtok ea.-nal Eurépaban:
Svajc, Franciao., Ausztria, Romania

= borji gyomor (4. rész, oltégyomor)
(borjdhus ed. mellékterméke)
- tisztitasa
- szaritasa
- feldarabolasa
= aztatds 2 - néhany napig
- sos vizben
- +ecet/bor - pH{
= sziirés — rennin az oldatban
= 1 grennin oldat 2-4 | tejhez

Alternativ rennin forrasok

Borju rennin kinyerése

Production of natural calf rennet

Mai el6allitas

= borjui gyomor
- mélyfagyasztasa
- Orlése
= enzim extrakcid
= sav — aktiv E forma
= semlegesités
= szlirés
= koncentralas
= 1 g rennin oldat 15 | tejhez

1000 g rennin oldatban
= 0.7 g aktiv enzim, 0.5-1% Na-benzoat tartésitd

Alternative sources of rennet

Genetikai médositassal termelt rennin / Genetically engineered rennet
Tehén rennin génje

= baktériumba

= gombaba (ma jellemzben Aspergillus niger-rel termeltetik)

2008 USA, Nagy-Britannia
kereskedelemben kaphat6 sajtok 80-90%-a GM renninnel eléallitott

A GM rennin a természetes rennin valtozatok koziil csak egyet tartalmaz (A vagy B),
igy analitikai Gton megallapithatd, hogy milyen mddon allitottak el a sajtot

Gyakran GM rennin és természetes pepszin keverékét hasznaljak
a kapott illat és iz kozelebb &ll a hagyomanyos mddon készitett sajtéhoz

Enzimolbgia - Protedz enzimek
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Alternativ rennin forrasok

Alternativ rennin forrasok

Alternative sources of rennet

Mikrobialis rennin / Microbial rennet

= néhany penész pl. Rhizomucor miehei termel

= fermentécié

= koncentralds, tisztitas

— a sajt hajlamos kissé keser( iz(ivé valni
nem specifikus protedzok miatt - peptid bomlastermékek
megoldas: peptidaz (pl. Accelase)

= Mucor fajok,

= Aspergillus,

= Thermomyces,

= Humicola gombak

Alternative sources of rennet

N6vényi rennin / Vegetable rennet

= gorogok fiige-kivonatot hasznaltak (Homérosz flidsz)
= csaldn

= bogéncs (mediterran teriileteken hagyomanyos)

= malyva

= borostyan

nincs ipari méret( termelés

a kereskedelmi ,névényi” rennin: Mucor penész altal termelt mikrobialis
rennin

Enzmoléga - Protedz enzimek
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Sajtgyartas

Cheese making

Cheese production =
e R
e
raw mil traditional ) reon € — ﬁ
" il =

Ceottage and
orsam oheese)

o

o
ripening
=|®)
“ Y
O
and cosking © 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.
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