Biomérndki niiveletek és folyamatok
Biomérndki BSc

HETEROGEN FAZISU ENZIMES REAKCIOK

Immobilizalt/rbgzitett enzimek

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

7. Fejezet Rogzitett enzime

HETEROGEN FAZISU ENZIMES REAKCIOK

ELONYOK/HATRANYOK

Elény: > a rendszer homogenitasa,
» az enzim — izolalasan kivil — el6készitést nem igényel.
Gazdasagi hatranyok :
» Az enzimek dragék, 1-10 $/mg
» Csak egyszer hasznalhatok fel, a reakci6 utan elvesz-
nek, illetve kinyerésuik a reakcioelegybdl bonyolult és
draga.
Technolégiai hatrany:
» szennyezik a terméket, tisztitdsat nehezitik.

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Az enzim immobilizacié torténete

Nelson és Griffin 1916 ban véletlentl fedezte fel, hogy az éleszté
invertaza aktiv szénen adszorbeal6dott, de megérizte az aktivita-
sat a szahardz hidrolizisében.

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

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

BME A i bgia és Elelmi Tanszék
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7. Fejezet Rogzitett enzime

Az enzimrdgzités modszerei

FIZIK Al MODSZEREK

(Hollow fibre)
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Enzimbezaras oldhatatlan . .
gél métrixban Mikrokapszulazas

ia és Elelmi iny Tanszék

Enzim rogzités tireges szalban  Enzim rogzités fonott szalas anyagban

Az enzimrdgzités modszerei
KEMIAI MODSZEREK
Enzimkotés ”e
hordozéhoz 0* M

kovalens kotéssel & h
/ H\. E

S04

Keresztkotés Enzim keresztkotes
multifunkciés reagenssel

M=matrix

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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Kémiai médszerek

Kovalens kotés az enzim nem esszencidlis aminosav-oldallan-
ca és egy vizben nem oldédd, funkciés csoporttal ellatott hor-
doz6 matrix kozott.

F—x+8 — |—e+x

Hordoz6 lehet:

természetes polimer : agar, agardz, kitin, celluloz, kollagén,...
szintetikus polimer : poliuretan, polisztirol, nylon, ...,
szervetlen hordozok : Uveg, aluminium, szilikagél, magnetit,...

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

Kémiai médszerek

Kovalens kotés kialakitasa:
szabad a-, B- vagy y-COOH, a-, B —NH, csoportok
fenil-, OH-, SH- vagy imidazol-csoportok

LEPESEK:
1. A hordozé aktivalasa (kar és -X, reaktiv csoport felvitele),

2. akovalens kotés létrehozasa az enzim és az aktivalt hor-
doz6 kozott.

Az aktiv centrum védelme: S v. analogon jelenléte

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

Kémiai modszerek: diazotalas

p-NH,-benzil-celluléz Dz
p-NH,-benzoil-cellul6z

—

a2

SEPHADEX: amino-benzoil szarmazék
Amino kopolimerek:

[

poli(-L-Leu+pNH,-D,L-Phe) 5
D 1
Polisztirol szarmazék CHp—oH— @
Poliakrilamid szarmazék |l=u
(BIOGEL, ENZACRYL) et —
A 9
BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék
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Kémiai médszerek: diazotalas

és Elelmi: iny Tanszék

MATRIX: vicinalis -OH : celluléz, sephadex
sepharose
OH CNB szubsztitualt
+ r
OH 1zo-karbamid
t O- c NH—E
N-szubsztitualt
1m1do karbamat
YeeNH o+ BoNeTT
0o’
N-szubsztitualt
imido-karbamat karbamat
cyc NH—E
~OH

A szénhidrat matrixok eredete

Glikéz —» dextran —> Sephadex®

Tengeri alga —» agar(6z) —» Sepharose ®

és Elelmi: iny Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 4
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Biomérnoki BSc

KEMIAI MODSZEREK 4

Az enzim fenil-, amin-, SH-csoportjainak (m®) ALKILEZESE

MATRIX: METAKRILAT és CELLULOZ szarmezékok homo-

és kopolimerjei

O
I
op BrCHLCOBr 0-C-CH,-Br
BrCH,COOH

dioxan

i
7— -O-C-CH;—m—F
- e

KEMIAI MODSZEREK: régzités tvegfeliiletre
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| ——= o o
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|
—O—S‘i —O—Sli—(CHz): —NH—C —NH — ENZIM
[}

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

KEMIAI MODSZEREK: hifunkciés molekulakkal

Matrix: -NH, csoport: AE-cellul6z, DEAE-celluléz, kollagén, kitin,
Nylon,....

H
|
.-NH2 + OHC-(CH,),-CHO ——»- N= C-(CH,),-CHO

GLUTARALDEHID

15

i
7-—> .-N C-(CH,),-CH=N-E
E-NH,

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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KEMIAI MODSZEREK: bifunkciés molekulakkal

OO
N=N N=N
oHe " cHo

GLUTARALDEHID DIAZOBENZIDIN
da Ho Ho sc O NCS
2-NCO N
ocN—C~ ~C7 ¢
HZ H2 H2

HO8 SO

HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT 4,4-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
-2,2-DISZULFONSAV

KEMIAI MODSZEREK: keresztkdtések

glutaraldehiddel
cH=0 g CH=o
\
UHCWCHO —CH = (—CHz —CHz— CH — C—CH; —CH; — CH — ¢—CH, —CH —
GLUTARALDEHID OLIGO-GLUTARALDEHID
NH—ENZIM
th—a CH—N—ENZIM CcH—o0

| |
(\:\H — C—CHz —CHz—CH = (—CH; —CHz — CH = C—CHz —CHz-
N —ENZIN

és Elelmi dny Tanszék

KEMIAI MODSZEREK: keresztkotések
glutaraldehiddel

PN

N N
o I
4
NH, /J’/_/
l + N
HN H

\
N : N
NH, :) Ny 7
VL\\
=
|
NH,

Rendszerint inert fehérjével egyitt immobilizaljak (~hordozd) (zselatin, albumin,
kollagén, tojasfehérje). Nem éI6 sejtek vagy feltart sejtek homogenizatumara is
lehet immobilizalni.

Yy N

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék
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KEMIAI MODSZEREK: keresztkdtések
glutaraldehiddel

Példa: katalaz keresztkdtéses immobilizalasa

1. Kristalyos katalazt oldunk 10%-os NaCl-ben és 0,05 M foszfat
pufferrel higitjuk, mig a katalaz cc. 2 mg/ml lesz.

2. 4 ml 4 %os glutaraldehidet ua pufferben 4 ml-hez adunk és kb
egy orat szobahémérsékleten kevertetjuk, amig zold rogos csa-
padék nem valik le. (Egy éjszakan at hidegszobaban kezelve
hasonl6 eredményekre jutunk).

3. Centrifugalas (5 min 4000 rpm) és ismételt mosas 10% NaCl-
dal (6-8x), amig a szupernatansban mar nincs katalaz aktivitas.

4. Homogenizalas.

i BMEA i bgia és Elelmi iny Tanszék

CLEC = Cross-Linked Enzyme Crystals

Cross-linked Enzyme crystal of PNP
(purine nucleoside phosphorylase )

18kU X1, 8808

Scanning electron microscopic view of CLEC laccase |
Surface area (m?#/g) 2.456

p of linked of laccase, J.J.
Roy, T. E. Abraham Journal of Molecular CatalysiEBzymatic 38 (2006) 31-36

BME Alkalmazott Biotechnologia é:

CLEA = Cross-Linked Enzyme Aggregates

CLEA: precipitacio + keresztkotés

Kombindlja a tisztitast és a rogzitést =i N W
Glutaraldehid, de.... PI. dextranpolialhehid il [ M
Elényei: W L :‘3%:".
> Egyszeri és sokféle enzimhez megfelelé i S o
» Tiszta és nem tisztitott enzim preparatu- "Oa - -
o . . [~
mokkal is végrehaijthaté b

» Nagy stabilitds hével, szerves oldészerek-
kel és proteolizissel szemben

» Nem oldédik vizes kdrnyezetben (nem vész el kioldassal az
aktivitasa)

» Combi CLEA: két vagy tébb enzim egyuttes immobolizalasa

Alcalase-CLEA}

Mindketté (CLEC, CLEA) j6 vizes és szerves fazisokban megva-
16sulé biotranszformécidkra

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék
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A kémiai kotés esetleges hatasai: aktivitascsokkenés

(@)

FIZIKAI MODSZEREK

1. Adszorpcid, pl ioncserélén — nem
specifikus, kdnnyen levalik (pH)
2. Gélbe zéras

3. Mikrokapszulazas

4. Membran ,mogé” zaras

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

Fizikai moédszerek

Gélbe zaras: pl. alginat képzés
ALGINAT: poli-B D-mannuronsav (1— 4), ..... -guluronsav
Hidrofil, kolloid, egyenes lancu polimer

forrésa:

Pufferolt enzim + Na-alginat, Macrocystis pyrifera
/ cseppenként : o

0©C o_ <«—CaClp

0O < Ca-alginat gyongyok,
o] [} 2 A
[e] bezéart enzimmel

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 8
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Biomérndki BSc

Példa: éleszt6 alginat gélbe zarasa

Példa: S. cerevisiae rogzitése kalcium alginatban

1. 25 g nedves tdmegl S. cerevisiae sejttdmeget szuszpendaljunk
fel steril vizben és jol keverjuk dssze 50 ml 4%-os néatrium-algi-
nat oldattal.

2. Akeletkez6 szuszpenziét nyomjuk keresztll egy szlik csovon
(pipettahegy, kb 1 mm atméré) és csepegtessiik bele 50 mM-os
pH=6-8 CaCl, oldatba.

3. Akeletkez6 2,8-3 mm atméréji golyokat inkubaljuk 20-22 °C-on
CacCl, oldatban, hogy megkeményedijenek a gélszemcsék.

és Elelmi iny Tanszék

A Ca-alginat gél szerkezete

az alginat monomerei a kalcium ionmegkétése

. OH ™
OH 0= OH g
+ora Q o Qg oA >'4
HO i @ too-
L o . ’ Mo{)‘? o
G:a-L-g M: g-D /ﬁn&/ -

o) [0
)0 Ho )0 Ho
AWt :
oz HOLo P HoQy o 3 g
=0 HO =0 i
Cayo o o = L

Jtojasrekesz” szerkezet

A Ca-alginat gél szerkezete

A Ca-ionokat kozrezaré két lanc spirdlt alkot:

Oldalnézet:

Keresztmetszeti nézet:

H BME Alkalmazott

nany Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 9
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-00C OH -00C OH
Alginat: mannuronsav, -'40% HO Om
guluronsgv 1,1'1 glikozidos  Ho O/W HO o -
heteropolimerje Man -00C OH Man
. Gul
| polianionos | Oldat; viz gél:Ca*, Zn2* Al
‘oso ,OH
K —karragén: galaktéz és %O o
3,6 anhidro-galaktéz helikalis ... o o
biopolimerje » OH
polianionos |Oldat: viz ~ gél:CaK* |
OH
Kitozan:részlegesen 0. 0 Ho e
dezacetilezett N-acetilglikézamin Ho Ow
polimer N H
polikationos Oldat: ecetsavas viz 28
gél:polifoszfatok, pH valtozas

Fizikai moédszerek: poli-akrilamid gélbe zaras

A poli-akrilamid lancokat bis-akrilamid keresztktésekkel
kopolimerizalva térhalositjuk — gél.

Ha laza a gél — a fehérje vandorol benne — elektroforé-
zis.

Sdrdre kell venni — 100-400 nm pérusméret — hogy az en-
zim (300-2000 nm) ,beszoruljon”. Két-harom mm-es gyon-

gyok.

BME A i bgia és Elelmi dny Tanszék

Fizikai modszerek: poli-akrilamid gélbe zaras

Ammonium Perzulfate

n,[/\!/"”] + n,[\\_)o\h/\:/‘ck/]

Acrylamide N.N'- methylenobizacrylamide TEMED
o @
- o
H & &
H ol w B o
5 % t o b &
erveny = nd o = O S fom, = O onGe-{O = 1 JO4- 0] O4 O[04 -0 O o0
B E TR
| o | ey
Lo & g

—ou-bdoy - b oo oy on Fon-urlou- bt | ox-br-
fo

éo
Py L 321 %

—o4-0i{ 0y - & o«,ﬂim[ovglx—w Oy by For-01] o= & o T:«.—?«]

o - : P

Eiat ]

The Polyacrylamide Matrix

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 10
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Példa: E. coli gélbezarasa poliakrilamiddal

1. 4 mlfizséban 1 g centrifugalt baktériumsejtet szuszpendalunk

2. A szuszpenziéhoz 0,75 g akrilamid monomert, 40 mg bis-akril-
amidot, 5% DMAPN-t adunk.

3. Inert g4z buborékoltatasaval kilizziik az oxigén nyomait is,
mert az oxigén megakadalyozza a polimerizaciot.

4. 0,5 ml 2,5%-o0s K-perszulfat hozzadadasaval inditjuk a reakciot.

5. 37 °C-on keverés mellett inkubaljuk 30 percig, amig bepolime-
rizalédik.

6. A megfelel6 alaki szemcsék kialakulasa utan fizséval mossuk

és Elelmi: iny Tanszék

Fizikai modszerek: mikrokapszulazas
alland6 polimer membranos mikrokapszulak

Szerves fazis

M,
M, M

/ POLIMER HEJ

M,

M,

nagy feliilet 2500cm?/cm?3

Szerves fazis

és Elelmi: iny Tanszék

Fizikai modszerek: mikrokapszulazas

Nem &llandé membrénos koacervatumok: pl. reverz micellak

[

/va Triptofan-szintaz

—

ot

Ho/\rk°+ Ser /\/\/W\ Feluletaktiv
Jrodoc®+ [ molekulak 1

NH2

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 11
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A membréan a
szubsztratot
és a terméket
atengedi, de
az enzimet
visszatartja.

egy Ureges szal

E s

El s~

.

UF membran

t

hollow fiber szlir6elem

Fizikai médszerek: bezaras ultrasziré membrannal

koteg Ureges szal

34

7. Fejezet Rogzitett enzime

Rogzitési modszerek dsszehasonlitasa

Tulajdonsag fizikai ionos kovalens | keresztkotés | (gél)bezaras

adszorpci6 | kotés kotés
megvalésitas konnyl konnyla nehéz nehéz nehéz
enzimaktivitas kicsi nagy nagy kozepes nagy
nagysaga
S-specificitas nem nem véltozhat | véltozhat

valtozik valtozik
koto eré gyenge kozepes erés erés erés
regenerélas lehetséges | lehetséges | lehetetlen | lehetetlen lehetetlen
alkalmazhatésag | gyenge kozepes kozepes gyenge jo
koltség alacsony alacsony magas kozepes alacsony
mikrobés fertézés | nincs nincs nincs lehetséges megvalésul
elleni védelem

35
éE Tanszék

El6 sejt régzitése:
Nem éI6 sejt preparatum:
(permeabilizalas)

Sejtek immobilizalasa

Az enzim preparalasa nem mindig szikséges.

A teljes sejt immobilizélasa:
> koltségkiméld (izolalas koltségei)
» az enzim természetes koérnyezetében mikodik
» a fehérje molekula védettebb, mint oldatban
» természetes koenzimregeneralas lehetséges

koenzimes atalakitasok

egyszer( atalakitasok
(pl. laktoz hidrolizis)

A ROGZITESI MODSZEREK UGYANAZOK

Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérnoki BSc

Sejtek immobilizalasa

Szamos kombinalt eljarast is kidolgoztak, amelyekben tobbféle en-
zimet és/vagy sejtet rogzitettek egy preparatumban.

Példa: MAXAFERM eljards — amiloglikozidaz enzimet és éleszt
sejteket kapcsoltak egy hordozéba. A szubsztrat dextrin a-amilaz-
zal elfolyésitott keményité — ebbél az amiloglikozidaz glikézt hidro-
lizal, amit aztan az éleszt6 alkoholla erjeszt.

5, (efeostiol kemenyito)

E —AMVLogLLiKoz(DAzJ

Sa(metaboli 2 haks caﬂké»‘b)

y —
s P "

37

ENZIM ROGZITES MODSZEREI

MIII’EL?

HovA?

l

[ | 1

keresztkotés

membran

fizikai ionos

adszorpcio

38

mikrokapszula

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA

stagnalo folyadékfilm K=konvekcid
-~ D=diffuzio
7 N

IN

/ . 1. konvektiv transzport
/b h?rdOZD folyadék fétomegébdla
részecske részecske feliiletén 1évé

stagnalofolyadék filmhez. 16
keveredés—NINCS sebesség
meghatarozd transzport
ellenallas.

. Diffiizio a stagnalo folyadék
filmen keresztiil a részecske
feliiletére

@E — ~~ 3. Diffiizié a részecske belsejébe, 3
iild ANYAGATADAS a reakcio tényleges helyére.

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék 13



Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Kilsé anyagatadas

El6szor csak a kilsé transzportfolyamatokat tekintjuk at (az
enzim a hordozo fellletén van kotve). Ekkor az 1 és 2 folya-
mat kozil a diffdzié a sebesség-meghatarozo lépés. A stagna-
16 folyadék filmben: s

N=5D =k )
/N
cm/s cncm?

ha a M-M kinetika érvényes, és nincs S akkumulacio, akkor az
anyagtranszport sebessége azonos lesz az enzimes reakcié
sebességével:

Vmaxs

Vzksa(Sc—S)sz+S

0
ia és Elelmi Tanszék

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Kllsé anyagatadas

v=ka(s,- 9= }2/’““5 Tal sok a paraméter! (K, Vi Sor Ko @)

+S

Transzforméaljuk DIMENZOMENTESSE!!!
Legyen X=S/S, és k=Kg/S,

1

I-x_ x _ KX
Da «+x 1,1,
K

maximalis reakciésebesség
maximalis anyagatadasi sebes

a
és Elelmi Tanszék

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Kllsé anyagatadas

Da =V, ksS,a

Da<<1, Da>>1,
anyagatadas >> reakciésebesség anyagatadas <<
reakciésebesség

diffGzié-limitélt v. transzport
rezsim

VeVp 2=V 2|V =k as,

(S=0 a fellileten)

reakcio-limitalt rezsim

a2

és Elelmi Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 14



Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Bels6 anyagatadas

Feltételek a kinetikai leirdshoz:
1. akuls6 hatarréteg transzportja elhanyagolhatd
2. gdémbszimmetrikus részecske
3. homogén eloszlas a részecskén belil
4. gatolt diffuzié a pérusokban

3
Az effektiv diffuzios allandé D = D ,—>H
T

D,, - diffaziés &llandé a szabad folyadék fazisban

sp - porozitds= szabad térfogat / teljes térfogat

43

ia és Elelmi iny Tanszék

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Belsé anyagatadas

1) = kacskaringdssag = atlagos (h /1)

H = (hindrance) a molekularis diffiziégatlas mértéke

Kiszamitasa:
4 Atlagos
I kacskaringéssag
s
HO1-—= T-h/l
e

rs, Ip ekvivalens sugéar

Haar, >>rg — H=1

poérus

BME Alkalmazott B

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Belsé anyagatadas

¢

anyagmérleg az r és r+dr sugart gdmbhéjra:

(DSZ—S 4m2j —[DS%S 4m2j + reakcié= valtozas a gémbhéjt
r r+dr r r

a5

ia és Elelmi iny Tanszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

ROGZITETT ENZIMEK

OLDOTT ENZIMEK

Elényodk » homogén rendszer
> el6készités nem sziikséges
» csak reakci6-rezsim van

Hatranyok » dragak (1-10-50 $/mg)
> elvesznek
» aterméket szennyezik
» csak szakaszos technologia

46

és Elelmi: y Tanszék

ROGZITETT ENZIMEK

ROGZITETT ENZIMEK

elénydk > nem szennyezik a terméket
» konnyen elvalaszthaték
» Ujra felhasznalasi lehetéség
» folytonos technolégia is

....ennek altalanos elényei

» konny( terminalas
» stabilisabb lehet

hatranyok > rogzités koltséges (elékészités
» csokken az enzim aktivitasa
» diffizios gat (transzport-rezsim is)

47

és Elelmi: y Tanszék

Enzimtechnikai alapfogalmak

Szakaszos reaktorok: a betaplalas és az elvétel idében elkiilo-
nil egymastol.

Folytonos reaktorok: a betaplalas és az elvétel egyidejlleg fo-
lyik.

Ezek kombinalhaték valamelyik komponens recirkulaciéjaval
illetve visszatartaséaval.

L A 5 ami n,—n
Konverzic: atalakult mélok szam: x_ =M~ N

kiindulasi molok szam *ong

Szakaszos reaktorban a konverzi6 a reakcié elére haladasa-
val ndvekszik, mig el nem éri az egyensulyt (=egyensulyi kon-
verzib)

a8

és Elelmi: y Tanszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

ralil
/v)
.-
i E
b 4
Szakaszos reaktor Folytonos realktor
STR recirkulicidval Taltdtt oszlop reaktor Tiledtt oszlop reaktor
CSTR PFR recirkulicidval
,,,,,,,,, FFR
suky .
e :
E Fludidigyas reaktor :
Folytonoes reaktor 2
CSIR “°

Enzimtechnikai alapfogalmak

Hozam: m,=

szintetizalt mélok szam _n,-ny {ﬁj
kiindulasi mélok szam: Nso va

Ahol: np — a termék mélszdma a reakci6 végén
Npy — a termék molszama a reakcio elején
Ngo — a szubsztrat mélszama a reakci6 elején
Vg —a szubsztrat sztochiometriai egyutthatéja (hany
mol vesz részt a reakcioban)
Ve —a termék sztdchiometriai egyttthatéja (hany mél
képzdédik a reakcidban).

50
és Elelmi Tanszék

Enzimtechnikai alapfogalmak

szintetizalt (céltermék) moélok szar
konvertalt mélok szama

o = np - npo ﬁ
" ong-nlv,
Ennek értéke akkor kdzelit az egyhez, ha nem keletkeznek

melléktermékek.
A definialt jellemz6k kozotti 6sszefliggés:

Szelektivitas:

51

és Elelmi Tanszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok

Biomérnoki BSc

Rogzitett enzimek/sejtek alkalmazasa

Aminoacilaz

D,L-aminosavak reszolvalasa

Glik6z-izomeraz

Glukéz konverzidja gliikoz+fruktéz 1:1 eleggyé

Penicillin-amidaz

6-amino-penicillansav eléallitasa

B-galaktozidaz

Tejcukor hidrolizise gluk6z+galakt6zza

Lipaz

Zsirok hidrolizise és atészterezése

Termolizin

Aszpartdm gyartas

7. Fejezet Rogzitett enzime

BME A

52
és Elelmi dny Tanszék

Alapja egy amperomet-
rids oldott oxigén mérd
elektrod, amelyre olyan
enzimet rogzitenek, ami
oxigént fejleszt vagy
nyel el.

PI.: glik6z oxidaz + ka-
talaz.

Az elektrodfolyamat:

Ag anode: 4Ag + 4CI 4AgCl + 4e-

Pt cathode: O, + 4H* + 4e- 2H,0

BME A

Rogzitett enzimek/sejtek alkalmazasa

Pt-katod

O,-te ateresztd

S-re,P-re membran

ateresztd
membran

Rogzitett enzim j K
S P

KCl elektrolit

53
és Elelmi dny Tanszék

olyan enzimet rogzitenek,

U

(kalomel)

Enzimelektréd-2

Alapja egy potenciometrias elvii pH-méré (lveg)elektréd, amelyre

ami H* ionokat termel vagy fogyaszt.

penicilliniz

penicillinG penicillomsay + H*

lipiz

L-aminosav
oridaz

L-Asav+0, +H,0 —» ketosav+ NH;+ H,0,

Referencia elektrod

L-aszparaginaz
L-Asn+viz — " L-Asp+NH,*

membran

Rogzitett enzim

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime

Biomérnoki BSc

Bioszenzor

Biokatalizator|(enzim, sejt)
-atalakitja az gnalitikumot ter mékké

‘ A valtozast elektromos jellé alakitja

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

55

ia és Elelmi any Tanszék

Enzimek felhasznalasa analitikai céllal

Ez esetben nem az enzim aktivitasat mérjuk meg, hanem egy ve-
gyllet koncentraciojat igyeksziink meghatarozni.

1. S meghatérozasa

2. | meghatéarozasa

3. Marker (pl. immun assay-kben)
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Cél lehet: diagnosztika, biokémia

56

ia és Elelmi any Tanszék

S-meghatarozas, reakcié végpontig

(S)+E ——P + E

Urat oxidaz N0

o
HN)iNs:O ot 0 o=< :( +Cox + HO
ANALITIKUM _.o”J\N u NN
H

NHz

hugysav allantoin
A
Areakcio kovetése:
A=293 nm abszorbancia, pH méréssel
AA
start
id6

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 19



Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

S-meghatarozas segédreakcidval

Ha S vagy P nem észlelhet6k, egy segédreakcidval mérhets-
vé tehetjuk. Pl.:

hexokinaz G6P-DH
Glukéz G1-6-P 6-P-glikonat
t [NADP| | NADPH |
ANALITIKUM
A=340 nm

segédreakcio

Indikator reakcio

58
és Elelmi dny Tanszék

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Az immunreakciok 6nmagukban lathatatlanok, egy észlelheté
enzimes reakcié hozzakapcsolasaval teszik mérhetévé.

Enzyme Linked Assay: ich ELISA
1 2 3 ]
Szunsztr
Detektithato
analitikum /P *""""“
y /7
Ny

(2) Minta antigén kotodik az ab-hoz, m

-
\ v/ \
/Y ( Y | \
) . (4) Enzjfn-ktott masoglagos ab
(1) Rogzitett abantjfest) hozzaghasa: kitodik a detektdlo ab-hoz
n0sas

(3) Detektlé ab hozzadgha, kitédik az antigenhez
59
(5) Szubsztiét hozzaads, enzimes atalakitds

detektalhato termékké. (sokszorozas is’

S mérés kinetikai vizsgalattal

A M-M gorbe kezdeti, linearis szakaszan a reakciésebesség
egyenesen aranyos S koncentraciéjaval.

-dS/dt
HaS<<K, — V-V, J/K,.S <
dP/dt
v
:Svmalem

S ismeretien S

és Elelmi dny Tanszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

S mérés kinetikai vizsgalattal

A M-M gorbe telitési, vizszintes sza-
kaszéan a reakcidsebesség egyenld s

- Lrendd
Vimax al. tartomény

o
renda
tartomény

Ha S>>K, — V~V,.=kEy R

KniKs s

S igy nem mérhetd, de inhibitorok vagy aktivatorok megha-
tarozhatok:

Heparin —  trombin
Inszekticidek — acetilkolinészteraz

ia és Elelmi Tanszék

Kdvetelmények az analitikai enzimekkel szemben

» Specifitds (ne legyen mellékreakcié méas S-sel)
» Tisztasag
» Stabilitas

» Kinetikai tulajdonsagok

» pH optimum

» Oldhat6sag (ne csapadjon ki)
> Ar

és Elelmi Tanszék

ENZIMEK ALKALMAZASAI

Ipar: amilazok, protedzok, izomerazok, penicillin acilaz,
konverziék (pl. az eddigi eléadasokban felsoroltak)
Piac: ~2000 MUSD/év

Analitika, diagnosztikumok: gliik6z-oxidaz, alkohol dehid-
rogendaz, koleszterin oxidaz, ... stb

Medicina: proteazok, lipdz, aszparaginaz, sztreptokinaz,
heparinaz, ... stb
Piac: ~3000 MUSD/év

Kutatds/génmanipulacio: restrikciés endonukleazok, reverz
transzkriptaz, DNS-ligaz, DNS polimeraz, ....

és Elelmi Tanszék
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Biomérndki niiveletek és folyamatok
Biomérndki BSc

MEGOSZLAS IPARAGAK SZERINT

Elelmiszeripar 45%

(ebbdl keményitSipar 11%)
Detergens ipar 34%
Textilipar 11%

Béripar 9%
Papir 1,2%

Tanszék

7. Fejezet Rogzitett enzime

IPARI ENZIMEK PIACA

Néhany multi uralja: Enzim Erték (piac %)
NOVO NOI’dISk (DK) Bacillus proteazok 45
:?;gl -Gist (NL) Glulfamilézt.)lf 13
Genencor (USA) Bacillus amilazok 5
Rhone Poulenc (F) Glik6z izomerazok 6
Solvay Enzym Rennin (mikrobilis) 10
Miles Chemicals (USA) Amilazok (penész) B

USA 40 % Pektinazok 3

Eurépa 35 % Proteazok (penész) 2

Japan 24 % Egyéb 12

Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék
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