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KOVETELMENYEK

IRASBELI RESZVIZSGA

amelyet a vegyipari miiveletek részvizsgaval egyditt kell megirni.
A végso jegy harom részjegy atlagolasaval alakul ki:

» Vegyipari mlveletek szamitasi ZH

» Vegyipari mlveletek vizsga ZH

» Biomérndki miiveletek vizsga ZH
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Biok émia Mikrobiol 6gia

Mérn 6ki tudom anyok

Alkalmazas

A biotechnolégia a természettudomanyok és a mdiszaki tu-
domanyok integralasat jelenti, annak érdekében, hogy or-
ganizmusokat, sejteket, vagy azok részeit, illetve molekula
analégjait alkalmazzuk a termelésben vagy szolgaltatadsban
(EFB, 1988).
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HOL TALALKOZHATUNK BIOTECHNOLOGIAVAL?

UPSTREAM -DOWNSTREAM

A fermentaciés technolégidk két egymast koveté szakaszra
oszthatok:

1. a fermentacio el6készitésétdl a szaporitds, a termékképzés
végéig terjed az ,UPSTREAM-PROCESSING". Ez a fermen-
tacié végéig tart, amikor mar rendelkezéstinkre all kész fer-
mentlé, amely tartalmazza a kivant végterméket. Ezt a pontot
nevezik a fermentéacio ,vagasanak”.

2. a ,vagas” utan kovetkezik a végtermék izolaldsa, amelynek
soran a sok-komponens( fermentlébdl a tiszta (tisztitott) vég-
termék felhasznéalasra alkalmas formaba kertl. Ezt a feldolgo-
zasi mUveletsort nevezik ,DOWN-STREAM PROCESSING”-
nek.
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DOWNSTREAM PROCESSING

1. Sejtek elvalasztasa — szilard-folyadék elvalasztas

(1/b Seijtfeltaras: csak akkor, ha a termék intracellularis)

2. Koncentral6 Iépés(ek) — a nagyobb mennyiségben jelen lévé
szennyezéseket (elsésorban a vizet) valasztjuk el.

3. Tisztitds — a termék és a szennyezd anyagok elvalasztasa

4. Véqtisztitds (polishing)— a terméket a kereskedelmi forga-
lomba hozés el6irasainak megfeleld tisztasagig tisztitjak.

és i tudomény Tanszék

BIOTECHNOLOGIAI FOLYAMATOK
KINETIKAJA

Kinetika: a folyamatok idébeli lefolyaséat, azaz sebességét leird
tudomany (lasd: fizika).
A biotechnoldgidban:

1. Enzimkinetika — az enzimek &ltal katalizalt kémiai reakciok
sebességével, a befolyasold tényezékkel foglalkozik.

2. A mikrobék szaporodasat leird kinetika — a sejtek szaporo-
dasét leird torvényszeriségek.

3. Termékképzddési kinetika — azt vizsgalja, hogy egy sejtte-

nyészet milyen sebességgel termel egy szamunkra fontos bi-
okémiai anyagot, terméket.

és i tudomény Tanszék

ENZIMKINETIKA

Enzimek = biokatalizatorok

Katalizator: 1 wli A—_—
eaz aktivalasi energia csokkenté- |! | _ frai
sével meggyorsitja kémiai reakci- |

6t. L

*Csak termodinamikailag lehetsé- 3 .

ges reakciot gyorsit L

*Az egyensulyt nem befolyasolja :,_m

*Kis mennyiségben is hatékony,

mert a reakci6 utan valtozatlan

formaba visszaalakul Anyaguk: fehérje, bonyolult szer-
kezet (harmad-, negyedleges)

g
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ENZIMKINETIKA

Enzimek = biokatalizatorok

Katalizator:

eaz aktivalasi energia csokkenté- |!

sével meggyorsitjia kémiai reakci-

ot.

*Csak termodinamikailag lehetsé-

ges reakciét gyorsit

*Az egyensulyt nem befolyasolja

*Kis mennyiségben is hatékony,

mert a reakci6 utan valtozatlan

forméaba visszaalakul Anyaguk: fehérje, bonyolult szer-
kezet (harmad-, negyedleges)
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-—— Enzim nélkiil

i Az enzim ennyi-
; vel csokkenti

. az aktivalasi

£ energiat

==

Szubsztrit A makm

Enzimes reakciok

A reakci6 altalanos leirasa:
E+S o [ES] - E+P

Fogalmak:

Szubsztrét (S): a reakcidban atalakulé molekula.

Termék (P): a reakci6ban keletkezdé molekula.

Koenzim: olyan reakciopartner molekula, amely egyes enzimes
reakciéhoz nélkiilozhetetlen, a reakcidban részt vesz és maga is
atalakul (pl. ATP, NAD, stb.)

Kotéhely, aktiv centrum: az enzim fellletének az a része, ahol a
szubsztrat megkaotédik, illetve atalakul.

Egy enzim csak egyféle tipusu reakciét katalizal.

12
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Enzimes reakciok 2.

A kotbhely specifikus: csak
bizonyos molekulékat kot
meg. A két molekula fellilete
(alakja, toltése) komplemen-
ter médon illeszkedik egy-
mashoz.
(KULCS - ZAR)

Az enzim fellletét az amino-
sav oldallancok adjak —
egy aminosav eltérés is el-
ronthatja. Pyruvate

(a)

Enzyme-substrate
complex

pyruvate
kinase
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és i tudomény Tanszék

Enzimes reakciok 3.

A specifitas szintjei:

Csoportspecifitds: a szubsztrat egy bizonyos funkcios csoportjat
koti meg és alakitja at, a molekula tobbi részét nem ismeri fel.
Szubsztratspecifitds: a teljes molekulat felismeri, csak egyféle
szubsztratot alakit at

Sztereospecifitas: a kiralis (tikorkép) molekulak kozott is kilonb-
séget tesz, csak az egyik forma reakcidjat katalizalja

Az enzimes reakcid sebessége fiigg:
- hémérséklet - pH - szubsztrat koncentracio
- enzim koncentracio - inhibitorok

14

és i tudomény Tanszék

A hémérséklet hatasa

A reakciosebesség exponencidlis kapcsolatban van a hé-
mérséklettel (Arrhénius), tehat gyorsul a reakcio.

Magasabb hémérsékleten viszont a fehérje denaturalédik, a
reakci6 lassul. A két ellentétes folyamat eredéjeként az enzimes
reakcioknak van egy
optimalis hémérsék-
lete, ahol a reakcio-
sebesség a legna-
gyobb.

15
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A pH hatdsa az enzimaktivitasra

Az aktiv centrumban a fellleti toltésmintazat komplementer a
szubsztratéval. A pH-valtozas hatdsara ez megvaltozik — az en-
zim rosszabbul kéti a szubsztratot — lassul a reakcio.

Szélséséges pH-nal (erésen savas vagy lugos kézegben) tonk-
remegy (denaturalédik) a

P~ - Sles opti
fehérje, nulla a reakcidse- -
besség. v [
H
1
i
] ..
i Ali = Py \ .
Van,eg,y Opt'ma|,'5 ' +7 széles tartorany__
pH érték/tartomany. = oH
0 « savas 7z bazikus - 14
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[ Optimal Temperature and pH ]
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A szubsztratkoncentracio hatasa
Ha tébb a szubsztrat — nagyobb val6sziniiséggel talalkoznak az
enzimmel — tébb alakul &t — nagyobb reakciésebesség.
De van ennek egy v
fels6 hatara — telités
_ Ve (5) e N oo
K, + () Boendi Kinetiha
Michaelis-Menten Ve
egyenlet ’ / Lineivs tarominy
[ i
Ka=§ S
18
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A szubsztratkoncentracio hatasa

A hiperbolikus fliggvényt o
nehéz kezelni, ezért linea-
rizéljak (Lineweaver-Burk

abrazolas) o
1_Ky1l, 1 B
T Vmor
Vo Vo, (S) V. /
A tengelymetszetekbél és  — —
a meredekségbhdl a para- ~# E

méterek kiszamithatok.
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Enzim koncentracioé hatasa

Lineéris kapcsolat — nx tébb enzim — nx nagyobb V.,

Ha nagy szubsztratkoncentraciénal mérjik a reakciésebességet,
akkor a maximalis reakciosebesség (Vma) aranyos lesz az en-
zimkoncentracioval:

v A )
V=V . =k(B), %/ T Vet A7
K. S Ep E, Eos E,
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ENZIMMODULATOROK

Az enzimes reakci6 sebességét befolyasold kémiai anyagok.
Lehetnek:

Inhibitorok: reakciésebességet csokkentd, gatlé anyagok
Aktivatorok: reakciésebességet noveldé anyagok

Az inhibitorok hatdsmechanizmusa eltéré lehet:

~ nem kompetitiv inhibitor (az enzim fellletén mas-

hol kotédik)
- J — kompetitiv inhibitor (a szubsztrat helyére k6t6dik)
o /

21
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Kompetitiv inhibitorok

Ezek a molekulak szerkezetiikben hasonlitanak a szubsztrathoz,

és képesek annak helyére bekétédni.

Ezt a vegylletcsoportot kompetitiv_inhibitornak nevezziik, mivel
az | és S egymassal verseng az enzim aktiv centrumahoz

torténd kapcsolodasban. Ezen beliil lehet:

Alternativ szubsztrat: az enzimes reakcié végbemegy, alternativ

termék keletkezik

Valédi (dead end) inhibitor: a szubsztrathoz hasonlé szerkezet

molekula, ami bekotédik az enzim aktiv centrumaba, de a reak-
ci6 nem jatszodik le. Lehet: - reverzibilis, - irreverzibilis

22

1. eBadéas: Bevezetés és enzimkineti

Kompetitiv inhibitorok

Competitive Inhibition

Substrate,

~
Enzyme ‘
X i .

Product

i
;iﬁ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszek
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Kompetitiv inhibitorok
A gyogyszerek nagy része kompetitiv inhibitorként hat:

NH, NH,. H H H H

H-C _<I':-NH‘ H-C — C-NH,
1
H
O/CNO O\N /C%O

COOH SO, NH-R H H
p-amino-  szulfonamid alanin cikloszerin
benzoesav

(metabolit) (gy6gyszer) (metabolit) (gyo6gyszer)

Biotechnolégia és Elelmi Tanszék
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A kompetitiv inhibicio kinetikaja

A sebesség megadasanal |viry,
figyelembe kell venni az in-
hibitor koncentréaciot (1) és
az inhibiciés allandot (K
is. .
Vo S) e e '

\/i:—
K {—K' - ’}+(S)

VYmoif

i
i
Vnax €rtéke nem valtozik, a \
K., novekszik
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A kompetitiv inhibicio kinetikaja

A Lineweaver-Burk féle li-
nearizalt abrazolasban az
egyenes egyenlete:

KM{K. +(|)}
7K'E|L+7l
v, S) v,

e ( e

1_
Vi

1/V . €rtéke nem valto-
zik (k6zbs metszéspont),
az 1/K,, csokken
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Nem-kompetitiv inhibicid

Az inhibitor molekula nem hasonlit a szubsztratra, és nem az ak-
tiv centrumba kétédik. Az enzim felllletén valahol méashol kap-
csoldédik, de ezzel nem befolyasolja a szubsztrat bekotédését.
Létrejohet ESI harmas komplex is.

A masodik |épést, a termék kialakulasat és kilépését gatolja.
Megvaltoztatja a fehérjemolekula-lancok térszerkezetét —
megvaltozik az aktiv centrum szerkezete -» a szubsztrat nem
tud elreagalni - a reakcio lelassul vagy leall.

.Mérgezi” az enzimet, mintha kevesebb enzim lenne jelen.

27
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Noncompetitive Inhibition

Esl=— Ei Enziitg [E+s = ES — E+P|
K - ;

Inhibitor.

ES+l =— ESI
K

‘—SLxhstrate Product

1. eBadéas: Bevezetés és enzimkineti

A nem-kompetitiv inhibicio kinetikaja

A sebesség megadaséanal iy,
ittis be kell épiteni az inhi-
bitor koncentraciot (1) és az
inhibiciés éallandoét (K) is.

Kl
[K. +(I )}V""*(S)
=t
TR (S)

Vi €rtéke az inhibitor

koncentracié novelésével

csokken, a K., nem valtozik
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A Lineweaver-Burk féle li- 1o Ky Eli+

1

nearizalt abrazolasban az Y K|y (S) K,
egyenes egyenlete: i

K, +(1)

[

A -1/K,, értéke nem valto-
zik (k6z6s metszépont),
az 1/V,,,, nbvekszik

i
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