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7. Fejezet Rogzitett enzime

HETEROGEN FAZISU ENZIMES REAKCIOK

Immobilizalt/régzitett enzimek
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HETEROGEN FAZISU ENZIMES REAKCIOK

ELONYOK/HATRANYOK

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

FIZIK Al MODSZEREK

¢ ¢ ¢ > ==X

Enzim rgzités tireges szalban  Enzim rogzités fonott szalas anyagban
(Hollow fibre)

N
/ PNN
N M

Enzimbezaras oldhatatlan

gél matrixban Mikrokapszulazas
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Az enzim immobilizacié torténete

Nelson és Griffin 1916 ban véletlentl fedezte fel, hogy az éleszté
invertaza aktiv szénen adszorbeal6dott, de megdrizte 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 régzitett DEAE Sephadex-re ionosan és ezt N-acyl-
D, L-aminosav rezolvélasara hasznaltak.

Az enzimrdgzités modszerei
KEMIAI MODSZEREK
Enzimkotés o M . -

hordozéhoz

kovalens kotéssel é b

M=matrix

Keresztkotés Enzim keresztkotés .
%”.ﬁ@ multifunkeids reagenssel

i i
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Kémiai moédszerek

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

F—x+&8 — J—e+x

Hordozo6 lehet:

természetes polimer : agar, agardz, kitin, cellul6z, kollagén,...
szintetikus polimer : poliuretan, polisztirol, nylon, ...,
szervetlen hordozok : lveg, aluminium, szilikagél, magnetit,...

Db !
& B
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Kémiai modszerek: diazotalas

HCl
2. reakci6 az enzimfehérje -NH,, Tyr, His csoportéi_ilval:

@—@ﬁsﬁa 2(0) N=N@ﬂ
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Kémiai modszerek

Kovalens kétés 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.

MATRIX: vicinalis -OH : celluléz, sephadex

sepharose
OH szubsztitualt
— CNBr I\ﬁ{ izo-karbarnid
—O0-C-NH—E
OH
N-szubsztitualt
QL imido-karbamat
—QL c=n—E

C-NH+ E-NH] " o

_0o’/ _
a a . P N-szubsztitualt
Az aktiv centrum védelme: S v. analogon jelenléte imido-karbamét ﬁ‘) karbamat
O-C-NH—E
bt ’ ;
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Kémiai médszerek: diazotalas

p-NH,-benzil-cellul6z —ei— 2
p-NH,-benzoil-cellul6z .
s
SEPHADEX: amino-benzoil szarmazék
Amino kopolimerek: el s
poli(-L-Leu+pNH,-D,L-Phe) 5
I i
Polisztirol szarmazék oHy—H— @
Poliakrilamid szarmazék |=
(BIOGEL, ENZACRYL) et —

o
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A szénhidrat matrixok eredete

Glukéz = dextran =—> Sephadex®

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

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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KEMIAI MODSZEREK 4 KEMIAI MODSZEREK: bifunkciés molekulakkal

Az enzim fenil-, amin-, SH-csoportjainak () ALKILEZESE 7?\1-7\l
oHc>"cHo N

MATRIX: METAKRILAT és CELLULOZ szarmezékok homo-

és kopolimerjei

N

GLUTARALDEHID DIAZOBENZIDIN

)
Il
] e -O-C-CH,-Br
BrCH,COOH
H, H
SCN NCS

dioxan s H,
OCN —C/C‘C/C\(:/C_NCO
(I? Hy Hy; H,
0-C-CH 7-7E HO5S SOzH
; e 2
-~ 8 HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT 4,4-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
= =F 22" DISZULFONSAV
. . PR ) KEMIAI MODSZEREK: keresztkotések
KEMIAI MODSZEREK: rogzités Uvegfellletre X .
glutaraldehiddel
%’ :‘: tI: LH=0 CH=0 CH=0
_o_f':i —OH n_s:i_n_s:i_ e OHC. o~ _~CHO —CH — —CHz —CHe— CH — C—CH; — CHz — CH — ¢—CHp — CHa —
| m’ ‘I’ 2 GLUTARALDEHID OLIGO-GLUTARALDEHID
_°_z'_ OH —0—§1—0—5i— (CHh — NH; NH—ENZIN
| ] [+]
| | & —0—Si—0—Si—[CH:b —Nes TH — \CH:N*ENZ]M tH—0
? ‘I’ I ? (I, ?\H — C—CHz —CH;—CH = G—CHz —CHz — CH = C—CH; — CHz-
-0 —zi 70—?: —(CHeb —NH _:_NH_EMM%_(; A o_ﬁi_‘cmb s [ it
| |
—O—S‘i = O—Sli—(CHz): —NH—(I:\—NH — ENZIM
o [+]

KEMIAI MODSZEREK: keresztkotések

KEMIAI MODSZEREK: bifunkciés molekulakkal
glutaraldehiddel

Métrix: -NH, csoport: AE-cellul6z, DEAE-celluléz, kollagén, kitin, ”
N_\/\f’

Nylon,....
H N W
| ? J_/J !
.—NH2 + OHC-(CH,);-CHO =—» .N C-(CH,);-CHO NH, @\ P 2
+ N
HN 4 Hy!

GLUTARALDEHID I, i o
# o
V\’\\N‘&%

NH,

Rendszerint inert fehérjével egyiitt immobilizaljak (~hordozd) (zselatin, albumin,

H
—— ‘ E
' N— C-(CH,),-CH=N-
23 kollagén, tojasfehérje). Nem él6 sejtek vagy feltart sejtek homogenizatumara is
lehet immobilizalni.
E-NH,

15 A, H 'S
o
hH
e

oy
iz BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék



Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

KEMIAI MODSZEREK: keresztkotések
glutéraldehiddel A kémiai kotés esetleges hatasai: aktivitascsokkenés

(@)

Példa: katalaz keresztkétéses 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 kevertetjiik, amig zéld 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.
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CLEC = Cross-Linked Enzyme Crystals FIZIKAI MODSZEREK

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

1. Adszorpcié, plioncserélén — nem
specifikus, kénnyen levélik (pH)
2. Gélbe zaras

3. Mikrokapszulazas

4. Membran ,mogé” zaras

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

Preparation and of cross-linked of laccase, J.J.
Roy, T. E. Abraham Journal of Molecular CatalysisTzymatic 38 (2006) 31-36
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CLEA = Cross-Linked Enzyme Aggregates Fizikai modszerek
CLEA: precipitacio + keresztkotés Gélbe zaras: pl. alginat képzés
Kombinalja a tisztitast es a rogzitest s ma it ALGINAT: poli-B D-mannuronsav (1— 4), .....-guluronsav
. . 2 . . (™ LA w, S o . . . z , .
GI’L’Jtargldemd, de.... Pl. dextranpolialhehid > * J‘*’a..-;fg Hidrofil, kolloid, egyenes lancu polimer
Elényei: " v yeg 'i N
> Egyszerii és sokféle enzimhez megfeleld = g9 - o
> Tiszta és nem tisztitott enzim preparatu- - - . . e ;
N ~ X h - Q Pufferolt enzim + Na-alginat, Macrocystis rifera
mokkal is végrehajthatd ) U/ cseppenkent : y = pyrier
> Nagy stabilitas hével, szerves olddszerek- T g » 3
kel és proteolizissel szemben [
> Nem oldddik vizes kérnyezetben (nem vész el kioldassal az o8 0,\**030'2
aktivitésa) , ) ) L Oo v © <F Ca-alginat gysngyok,
» Combi CLEA: két vagy t6bb enzim egyiittes immobolizalasa o .Y o/ bezart enzimmel
Mindketté (CLEC, CLEA) j6 vizes és szerves fazisokban megva-
16sulé biotranszformacidkra
21 24
BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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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%-o0s natrium-algi-
nat oldattal.

2. A keletkez6 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 atméréju golyokat inkubaljuk 20-22 °C-on
CacCl, oldatban, hogy megkeményedijenek a gélszemcsék.
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heteropolimerje

ooc o ooc .
Alginat: mannuronsav, -~-°m HO 0*&
guluronsav 1,4 glikozidos  Ho. OW HO. o
Man 00C  oH Man
Gul

‘ Oldat: viz gél:Ca2*,Zn2* A3
oso OH
K —karragén: galaktéz és o o
3,6 anhidro-galaktéz helikalis ..o
biopolimerje OH
[Oldat: vz gél:Ca™ K*

Kitozan:részlegesen o 0 hHo
dezacetilezett N-acetilglikézamin Ho O\WO

polimer NHAC

polikationos Oldat: ecetsavas viz 2

A Ca-alginat gél szerkezete

az alginat monomerei a kalcium ionmegkétése

) OH
OH o= OH
o [ o -Q Al \‘ /
HO O
L o OH m on
G: a-L-g M: B-D-

14
o

0 [}
O Ho 0 HQ
Ol o &
(o] 0]
Q O 2
0. HO S: 0. HO o 5 b
HO 0 HO 0
@ " e %M\ B
o e
o=( OH o OH
oNlon (@0 \on o
Q 9 9
o. 2 o
OH O OH O S 2
sttt Jtojasrekesz” szerkezet

Fizikai moédszerek: poli-akrilamid gélbe zaras
A poli-akrilamid lancokat bis-akrilamid keresztkotésekkel
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-
gyoKk.
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A Ca-alginat gél szerkezete

A Ca-ionokat kozrezaré két lanc spirdlt alkot:

Oldalnézet:

Keresztmetszeti nézet:

BME Alkalmazott K

Fizikai moédszerek: poli-akrilamid gélbe zaras

Ammonium Persulfate
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The Polyacrylamide Matrix
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gél:polifoszfatok, pH valtozas
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Példa: E. coli gélbezarasa poliakrilamiddal Fizikai médszerek: bezaras ultraszliré membrannal

1. 4 mlfizs6ban 1 ifugalt baktéri i il egy Ureges szal t
o izsoban 1 g centrifugalt baktériumsejtet szuszpendalun

2. ,:ni;éuostzg;n%ﬁzé,(\)‘,Zi';((i;uitnlamld monomert, 40 mg bis-akril- A marilsE &
, 9% B . A
szubsztratot Sr—is S
3 . - I L . p A hordozé
3. Inert gaz b_ub,orekoltatasa,val kitizzuik az oxigén ,nyomalt is, ?s a termeket 4= hordozt Koteg tireges szl
mert az oxigén megakadalyozza a polimerizaciot. atengedi, de El| p
f Er
4. 0,5 ml 2,5%-0s K-perszulfat hozzaadasaval inditjuk a reakciot. az enZImgt M
visszatartja. e g
5. 37 °C-on keverés mellett inkubaljuk 30 percig, amig bepolime- Es
rizalodik. s
S P
6. A megfelel6 alaki szemcsék kialakulasa utan fizsval mossuk ¢
s —
P~
E s s 1
3L / )
% BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék s < B - hollow fiber sz(iréelem
Fizikai médszerek: mikrokapszulazas Rogzitési modszerek 6sszehasonlitasa
alland6 polimer membranos mikrokapszulak
Tulajdonsag fizikai ionos kovalens | keresztkotés | (gél)bezaras
Szerves fazis adszorpci6 | kétés kotés
M,
M ) megvaldsitas konnyl konnyl nehéz nehéz nehéz
1 M, POLIMER HEJ e = -
enzimaktivitas kicsi nagy nagy koézepes nagy
nagysaga
S-specificitas nem nem véltozhat | véltozhat
valtozik valtozik
kot6 eré gyenge koézepes erés erés erés
M1 Ml regeneralas lehetséges | lehetséges | lehetetlen | lehetetlen lehetetlen
nagy felilet 2500cm2/cm? alkalmazhatésag | gyenge koézepes koézepes gyenge jo
koltség alacsony alacsony magas kézepes alacsony
Szerves fazis mikrobas fertézés | nincs nincs nincs lehetséges | megvalésul
elleni védelem
Bt = Bt £2
o o B8 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék i o B8 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
Fizikai médszerek: mikrokapszulazas Sejtek immobilizalasa

Nem allandé membrénos koacervatumok: pl. reverz micellak

Az enzim preparalasa nem mindig sziikséges.
A teljes sejt immobilizalasa:
> koltségkiméld (izolalas koltségei)
» az enzim természetes koérnyezetében mikaddik
» afehérje molekula védettebb, mint oldatban
» természetes koenzimregeneralas lehetséges

«/ Triptofén-szintéz

Mooy, El6 sejt rogzitése: koenzimes atalakitasok
\\K . Nem él6 ;th,preparétum: egyszer}'j étalakl’tésok
(g s (permeabilizalas) (pl. laktdz hidrolizis)
o

/\’/U\o A ROGZITESI MODSZEREK UGYANAZOK

S Feluletakti
m i NH = WWW*} "ne°|uekulél<lv a3 » 36
S Hefot ;

i

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Sejtek immobilizalasa

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

Példa: MAXAFERM eljaras — amiloglikozidaz enzimet és éleszt
sejteket kapcsoltak egy hordozéba. A szubsztrat dextrin a-amilaz-
zal elfolyositott keményité — ebbdl az amiloglikozidaz gliikézt hidro-
lizal, amit aztan az éleszt6 alkoholla erjeszt.

5, (efeostiol kemenyito)

E —AMVLogLLSKoz(DAzJ

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Kulsé anyagatadas

El6szor csak a kilsé transzportfolyamatokat tekintjuk at (az
enzim a hordozé fellletén van kotve). Ekkor az 1 és 2 folya-
mat kozul a diffuzié a sebesség-meghatarozo Iépés. A stagna-

16 folyadék filmben: ds
=y =kas-s)
Y/

cm/s cncm?

ha a M-M kinetika érvényes, és nincs S akkumulacio, akkor az
anyagtranszport sebessége azonos lesz az enzimes reakci6
sebességével:

Vma)(S

v=ka(s,- 9= s

ity BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoméany Tanszék

ENZIM ROGZITES MODSZEREI

MIII’EL?

HOVA?
|
f ! ]

keresztkotés

membran

fizikai
adszorpcio

ionos

mikrokapszula

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Kilsé anyagatadas

Izl'“aiss Tul sok a paraméter! (Ks, Vimax: Sor Kim» @)

Transzformaljuk DIMENZOMENTESSE!!!
Legyen X=SIS, és k=Kg/S,

v=ka(s,- 9=

1

1-x_ x _ KX
Da «+x 4,1,
K

maximalis reakciésebesség
maximalis anyagatadasi sebes

41
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ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA

stagnalo folyadékfilm K=konvekcid
~ D=diffuzio
7 N

/ N

1. konvektiv transzport
/b hordozo

folyadék fétomegébdl a
részecske részecske feliletén 1évé
stagnalofolyadék filmhez. 16
keveredés—NINCS sebesség
meghatarozd transzport
ellenallas.

2. Diffuzié a stagnalo folyadék
filmen keresztiil a részecske
feliiletére

”~ — ~~ 3. Diffiizié a részecske belsejébe, =
R ANYAGATADAS a reakcio tényleges helyére.

ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Kulsé anyagéatadas

Da=V,/ksS,a
Da<<1, Da>>1,
anyagatadas >> reakciésebesség anyagatadas <<
reakciésebesség
reakcié-limitalt rezsim d|ffu_2|0-||m|talt V. transzport
rezsim
S S
V=V =V =
(S=0 a fellleten)

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomaranszék
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ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA

- s ROGZITETT ENZIMEK
Belsé anyagatadas

Feltételek a kinetikai lefrashoz: OLDOTT ENZIMEK
1. akulsé hatarréteg transzportja elhanyagolhaté
2. gémbszimmetrikus részecske El8nyok > homogén rendszer
3. homogén eloszlas a részecskén beldl > el6készités nem sziikséges
4. gatolt diffizié a pérusokban » csak reakci6-rezsim van
€
Az effektiv difftiziés allandé D, =D, —=~H Hatranyok > dragak (1-10-50 $/mg)
D,, - difftizi6s allandé a szabad folyadék fazisban Gk .
» aterméket szennyezik
sp - porozitds= szabad térfogat / teljes térfogat > csak szakaszos technol6gia

43
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ROGZITETT !’ENZIME,K KI,NETIKAJA ROGZITETT ENZIMEK
Bels6 anyagatadas
ROGZITETT ENZIMEK
elényok  » nem szennyezik a terméket
» konnyen elvalaszthatok
4 Hitiagos > Ujra felhasznélasi lehetéség
H D(l_rsJ "“:i":;‘l"gf’“"'g > folytonos technoldgia is
[ ....ennek altalanos elényei
» konny( terminalas
> stabilisabb lehet
hatranyok > rogzités koltséges (el6készités
» csokken az enzim aktivitasa
» diffGzios gat (transzport-rezsim is)

1) = kacskaringéssag = atlagos (h /1)
H = (hindrance) a molekularis diffaziégatlas mértéke
Kiszamitasa:

rs, Ip ekvivalens sugéar

Haar >>rg — H=1

poérus
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ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
Belsé anyagéatadas

Enzimtechnikai alapfogalmak

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

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

illetve visszatartasaval.

L atalakult moélok szame _ng,-ng
Konverzio: = —— - X =—2r—=
kiindulasi mélok szam Nso
anyagmerleg az r és r+dr sugara gémbhéjra: Szakaszos reaktorban a konverzié a reakcio elére haladasa-
val névekszik, mig el nem éri az egyensulyt (=egyensulyi kon-
(Ds%f4m2) _(DS%SMHZ) + reakcié= Véltozas a gombhéjt e
rdr r T

a5
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime
Biomérndki BSc

il it PP . . 2
Rogzitett enzimek/sejtek alkalmazasa
4 v
=
Aminoacilaz D,L-aminosavak reszolvalasa
A/ e A Glikoz-izomeraz | Glikoz konverzidja gliikoz+ruktoz 1:1 eleggyé
Szakaszos reaktor Folytonos reaktor Penicillin-amidaz 6-amino-penicillansav elallitasa
i recirkulicigval  Téltdr oszlop reaktor ERRE Eosing reakins B-galaktozidaz Tejcukor hidrolizise glikéz+galakt6zza
CSTR PFR recirkuldcidval
,,,,,,,,, PFR Lipaz Zsirok hidrolizise és atészterezése
Termolizin Aszpartam gyartas
ARG
’d'i-*-
Fludidigyas reaktor :
Folytonoes reaktor
CSTR “ - 52
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Enzimtechnikai alapfogalmak Rogzitett enzimek/sejtek alkalmazasa
o ) Alapja egy amperomet- 1L
P szintetizalt mélok szam - np—npo{ﬁj riés oldott oxigén méré
. s . - z P 7 -] 5
kiindulasi molok szam N Yy elektrod, amelyre olyan Riekited
5 _ o enzimet rogzitenek, ami ol
Ahol: np — atermék moélszama a reakcio végén oxigént fejleszt vagy grano
Npo — a termék molszama a reakcio elején nyel el.
z z z .z .z e 2 By O,-re at ztd
ngo — & szubsztrat mélszama a reakcio elején Pl.: glikoz oxidaz + ka- S-re,P-re o
z m q i . 28 2 A ateresztd
vg — a szubsztrat sztochiometriai egytitthatéja (hany talaz. s )
mol vesz részt a reakciéban) Az elektrédfolyamat: A eleletalt
vp — a termék sztochiometriai egyitthatéja (hany mol Aganode: 4Ag+4CH 4AgCl+4er| ]
képzédik a reakcioban). Pt cathode: O, + 4H- + de 2,0 | LoEAtettenzm Qj \»P
50 53
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Enzimtechnikai alapfogalmak Enzimelektrod-2

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

ST P . . . olyan enzimet ro zitenek, ami H* ionokat termel vagy fogyaszt.
szintetizalt (céltermék) molok szar 4 9 gy Togy

Szelektivitas: P -
konvertalt molok szama pemclll]nG pemci.lloinsav+H*
o = ™ 1A E. .
’ No=Ns\Vp

L-aminosay
aridaz

Ennek értéke akkor kozelit az egyhez, ha nem keletkeznek doi Loasav+0,4H,0 Ketosavt NH,+ H,0,

melléktermékek.
Referem:la elektrod

A definialt jellemzdk kozotti 6sszefligges: kalomeD L asmparaginiz
L-Asn+viz — > L-Asp+NH,"

”p =apD(s

membran

uvegelektrod
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Biomérndki niiveletek és folyamatok 7. Fejezet Rogzitett enzime

Biomérnoki BSc

Bioszenzor S-meghatarozas segédreakcioval

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

hexokinaz G6P-DH
Glikoz Gl-6-P T—T' 6-P-gltikonat
Biokatalizator|(enzim, sejt) 1 _
-atalakitja az gnalitikumot ter mékké i ]
ANALITIKUM

‘ A valtozast elektromos jellé alakitja

PC: szamolas,konvertalas,

kijelzés, tarolas...

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

Enzimek felhasznalasa analitikai céllal Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Ez esetben nem az enzim aktivitasat mérjik meg, hanem egy ve- Az immunreakciok 6nmagukban lathatatlanok, egy észlelheté
gyllet koncentraciojat igyeksziink meghatarozni. enzimes reakci6 hozzakapcsolasaval teszik mérhetsvé.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay: Sandwich £L754
1. S meghatarozasa 1 2 3 4 5
2. | meghatarozasa e
3. Marker (pl. immun assay-kben) AR e;?" ) e

\

A
-

Cél lehet: diagnosztika, biokémia \. v .
NN NTY
i (4) Enzjfn-kotdte masoglagos ab
() Rogattett ab(antest) hozaéghlasa: kitodik a detektal6 ab-hoz
mosas

(2) Minta antigén kétédik az ab-hoz, n

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

(3) Detektal6 ab hozzadgsa,kotédik az antigénhez

56 e

(5) Szubsztfat hozzdadas, enzimes Atalakitas

detektalhato termékkeé. (sokszorozas is)

E

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

S-meghatarozas, reakcid végpontig S méreés kinetikai vizsgalattal
; ,
@+ E P+ E A M-M gorbe kezdeti, lineéris szakaszan a reakciésebesség
o 5 e S egyenesen aranyos S koncentracidjaval.
HN)%[NS:O +oo+ sz: — ZZ=<N:(O TEREE W -dS/dt
ANALITIKUM— L L, W,
oM HaS<<K, — V-~V ./K,.S
hugysav allantoin dP/dt
A Y V.. /K T2 cnooos 0 s aoaspaasena
Areakci6 koveté g
. reakci6 kovetése: Lo
A=293 nm abszorbancia, pH méréssel " o
AA e
start Srmem 3 ’
60
idé

BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 10



Biomérndki niiveletek és folyamatok
Biomérnoki BSc

7. Fejezet Rogzitett enzime

S mérés kinetikai vizsgalattal

A M-M gorbe telitési, vizszintes sza- Ve
kaszan a reakcidsebesség egyenld S
Vinax-al- e —
rendd
tartomény
Ha S>>K, — V~V,.=kEy .
Ko Ks s

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

Heparin —  trombin
Inszekticidek — acetilkolinészteraz

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

MEGOSZLAS IPARAGAK SZERINT

Elelmiszeripar 45%

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

Béripar 9%
Papir 1,2%

43 BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomény Tanszék

Kovetelmények az analitikai enzimekkel szemben

\4

Specifitas (ne legyen mellékreakcié mas S-sel)
Tisztasag

Stabilitas

Y V V

Kinetikai tulajdonsagok

pH optimum

Y Vv

Oldhatésag (ne csapaédjon ki)
> Ar

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék

IPARI ENZIMEK PIACA

Néhany multi uralja: Enzim Erték (piac %)
NOVO Nordisk (DK) Bacillus proteazok 45
DSM-Gist (NL)

Gliikamilazok 13
IBIS - —
Genencor (USA) Bacillus amilazok 5
Rhone Poulenc (F) Glik6z izomerazok 6
Solvay Enzym Rennin (mikrobialis) 10
Miles Chemicals (USA) — X

Amilazok (penész) 4

USA 40 % Pektinazok 3

Eurépa 35 % Protedzok (penész) 2

Japéan 24 % Egyéb 12

o TR < m‘m 65
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ENZIMEK ALKALMAZASAI

Ipar: amilazok, protedzok, izomerazok, penicillin acilaz,
konverziok (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

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

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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