BIOREAKTOROK es a
MERNOKI GYAKORLAT

Eldadas:
* tanari
* hallgatoi ea -> alairasért
(benne javasolt vizsgakeérdes!)

* SzOroproba katalogus
Labor: 1 hetes

Oktatasi
Hétf6 hét Targy Témavezetd Gyakorlat

2016.02.15 1
2016.02.22 2

2016.02.29

2016.03.07 Ipari Mikrobi Németh A Rekombinans E.coli fermentécid és GFP tisztitas
2016.03.14 Ipari Mikrobi Kiss B Alga tenyésztés marc.15 kedd->14 H sziinet
2016.03.21 Bioreaktorok Németh A H:K:Sz:Cs:P=StrukturModel1:StrukturMOdel2:BiorModel:KomplexFerm:Eleszt6model

2016.03.28 Husvét H:28. 30.: Amszterdamiak
2016.04.04 Bioreaktorok Németh A H:K:Sz:Cs:P=StrukturModel1:StrukturMOdel2:BiorModel:KomplexFerm:Eleszt6model

2016.04.18 10 Apr.21-22: SuperPro

2016.04.25 11 MUKKI: &pr.26-28

2016.05.02 12 Bioreaktorok Németh A :K:Sz: =StrukturModel1:StrukturMOdel2:BiorModel:KomplexFerm:Eleszt6model

2016.05.09 13 Bioreaktorok Németh A : trukturModel1:StrukturMOdel2:BiorModel:KomplexFerm:Elesztémodel
2016.05.16 14 Bioreaktorok Németh A :K:Sz:Cs:P=StrukturModel1:StrukturMOdel2:BiorModel:KomplexFerm:Eleszt6model




Eloadasok

Biologiai biztonsag
kontamment szabalyozas +730-743
Control of sterilization EIl-Mansi240-243

4| Tisztitas, CIP ¢és Késziilékek sterilezése Bioprocess Engineering 471-496
Gyobgyszeripari viztisztitas Bioprocess Engineering 525-572
| 6| Kemivek Bioprocess Engineering 575-610 |
n Sziirdelemek a biotechban: Bioprocess Engineering 319-367 és enyém.
| o| Reakfortechnalpok-resktl |
bioreakt-pfr-MSc

Biosensors El-Mansi Fermentation Microbiol & Biotech197-217
Control of ferm EIl-Mansi Fermentation Micriobiol & Biotech 223-259

Mikrobioreaktorok és mérésuk

MCA Sevella Béla

22| Flux control EI-Mansi Fermentation Microbiol & Biotech 186-195
CsOTartalySzelep: Bioprocess Engineering 191-214, 215-252.

Hulladékkezelés Bioprocess Engineering 610-638

25| gmp, validalas: Bioprocess Engineering 747-780.
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ENZIMES OSSZEFOGLALO 2012

E + S P + E

mol/dms3!ii
MIERT NEM MERHETO?

Egy egyseg az az enzim mennyis€ég, amely 1 umol szubsztratot
alakit at vagy 1 umol terméket képez 1 perc alatt adott reakcio
kortilmények kozott.

S| rendszerben: 1 Katal: 1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.

hatalmas enzim mennyiség nKat = 10" Kat
, , 1U=1/60 pKat

E/tt E/mg — fajlagos aktivitas

Michaelis és Menten



Michaelis-Menten kinetika

fe|tételezések: *k_2 :m

*elso 1épés gyorsan egyensulyra jut=
stabil ES komplex, EP komplex elhanyansinato

*egy aktiv centrum, egy szubsztrat
aktivitas helyett cc hasznalhat<
S>>E, vagyis E,/S <<l

k,SE = k_, (ES)

a ,,minket érdekl0” reakciosebesseg:

az (ES) disszociacios

E + (ES) = E allandoja
anyagmeérleg
osszuk el ezt a kettOt egymassal




Michaelis-Menten kinetika

Ky > E
KS

V
E, - E L+ S 9 Rendezziik at!




BRIGGS-HALDANE KINETIKA

i —k,ES+k_,(ES)

UES) sk (E)-k, (ES)

steady state
HOSSZU IDO

d(ES)/dt =0 NAGYON ROVID IDO

S >>FE0
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BRIGGS-HALDANE KINETIKA

d(ES) _ k,ES—k_,(ES)-k,(ES)=0

dt

Kn=(ky +k;) I'ky
Michaelis allandé




DISZKUSSZIO

Michaelis -Menten Briggs-Haldane

ha num(k,)> >num(k,) — a két konst. azonos!



V=V >

™K. +S

K _/V

V:(Vmax/ KS)*S

1.rendd
tartomany

max

= specfi(ci)tas ido

DISZKUSSZIO

tszolagos elsd

1 sebességi allando

derékszogi hiperbola

—-
0

rendu
tartomany

katalitikus effektivitas= specfi(ci)tas allando
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L-B, L-H, E-H abrazolasok
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V, értelmezése

A M-M és B-H egyenletekben
V kezdeti reakciosebességet jelent!!!




A k, meghatarozasa ¢és V., E,-fliggése

A\ Viaxs=KoEos 1

Vaxe=K:Eo

/ g a=k;
Vmax1:k2E01

Y




A Kkinetikai parameéterek értelmezése 1

V ax IUBMB:nem max, hanem limit!!! ~ HATARSEBESSEG
NEM ENZIMTULAJDONSAG V= Ko - Eg =
k, [s7]

ENZIMTULAJDONSAG = turnover number, valtisszam

Kiterjesztés minden enzimre és minden kinetikara

Keot: [ 7]
max— "cat * =0 Egy enzimmolekula atalakitasi frekvenciaja
S-telités esetén

érzéketlen

K, , Kg

-Kozelitoleg az S az €16 sejtben
- az enzim affinitasa

-A=B 7?77

-Valtozott a K; Inhibitor? Aktivator
-Enzimanalitika S>>KS

Tal érzékeny



A Kinetikai paraméterek értelmezése 2

E 13-1. THE VALUES OF Ky, K., A0 & /'R FOR SOME ENZYMES AND SUBSTRATES

Enzyme Substrute K iy S (571 keyo/Kyy (M1 571)
Acetylcholinesterase Acetylchotine 9.5 X 1o~ 1.4 X 104 1.5 X 108
Carbonic anhydrase Co, 12X 1r? 1.0 X 106 8.3 X 107

HCO;3 26X 1072 440 3¢ 15 1.5 % 107
Catalase H,0, 25X 1072 1.0 X 107 4.0 X 108
Chymotrypsin N-Acetylglycine ethyl ester 4.4 X 107! 51X1072 1.2 X107

N-Acetylvaline ethyl ester 8.8 X 1072 1.7 X 10! 1.9

N-Acetyltyrosine ethyt ester 6.6 X 10~ 1.9 X 102 29X 10°
Fumarase Fumarate 50X 10°¢ 8.0 X 102 1.6 X 108

Malate 2.5X 1073 9.0 X 102 3.6 X 107
Urease Urea 2.5 X 1072 1.0 X 104

m

10"s™

1s7*

katalitikus effektivitas= specfi(ci)tas allando

Kot 1075 M =
K

M 107M

Legtobb enzim e két sz€lsd eset kozott

40X 10




molecular restrichion metabalic
!'i".'l.itl.'l]l.':!'. LA INES CIEYINES

PEE— L S

| (b3

Kt @lsO hatdra metabolikus enzimeknél

Természetes enzimeknél: >10°
Mesterséges e-nél (DNA-zyme, abzyme:<103

<108-10° M-1st

diffazidkontrollalt bimolekularis reakcio
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INHIBICIO

REVERZIBILIS IRREVERZIBILIS
E+S— ES_—_—,E+ P
DINAMIKUS EI KOMPLEX N
|
'

LINEARIS INHIBICIO
komplett  k;

NEMLINEARIS INHIBICIO (HIPERBOLIKUS)
részleges Bk, ,,csokkent, maradék aktivitas™

1/V -1

DIXON T
abrazolas

abrazolas




KOMPETITIV INHIBICIO

VERSENGES S ES IKOZOTT AZ E AKTIV HELYEERT, VAGY.....

KOLCSONOS KIZARAS [ szubsztrat analog
alternativ szubsztrat

MODELLEK termék

1. MODELL: Klasszikus kompetitiv inhibicio
Az | verseng S-sel ugyanazon aktiv hely elfoglalasaért

2.-3 MODELL: sztérikus GATLAS

4. MODELL: atlapolo helyek esete :1 és 3 koto hely képes az i, a 2 és 4
koto hely pedig az S megkotésére, de egymast kolcsonosen
kizarjak

5. MODELL.: I kétddése az enzimhez konforméacio valtozast okoz az enzimen
¢s ez megakadalyozza S-nek az aktiv centrumhoz kotédését. Ilyen a végtermék
gatlas (feed back inhibici0) is.



1. KOMPETITIV INHIBICIO 5.
KLASSUKUS KOMPETIT(V (NHIBICio KUVETIKAFA

V.s k
E+58 —ES 2, E+P
+
' - EL  _ES
+<.;H, < "_ (E1) -".(ESJ

E|—-)(-ﬂ>—’-E+></
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1. KOMPETITIV INHIBICIO 6.

L . —2 V=v E 1 1 K
vmt Ks(1 + -E—)O-S e Ks<1+ .I—),',s —_— = + S
"l " K; V Vmax Vmax
Me I Km e~
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k. termék 1inhibicio

ANALOGIAK

kompetitiv inhibicio

alternativ v. verseng0 szubsztratok




NEMKOMPETITIV INHIBICIO

V. E+ES+El+ESI

max




2. NEMKOMPETITIV INHIBICIO

ertéket valtoztatja
meg, K, (illetve K ) értékét nem befolyasolja.

DO a latszolagos V

max



3. UNKOMPETITIV INHIBICIO 1

| csak az ES-hez

I koto hely e N
r At -_ 'Enzyme ¢ +
whem kész” |EFRiEE sl

~ [L_

- - g
2 s
) ]

JI
\

—

I kot6 hely
. KE€SZ”

S koto hely
eltorzult




3. UNKOMPETITIV INHIBICIO 2

|.nemkomp.inh.

a komp forditottja, Kq csokken

Egy unkompetitiv = Kg és V., értékét ugyanolyan mértékben
csokkenti



3. UNKOMPETITIV INHIBICIO 3




LINEARIS KEVERT TIP. INHIBICIO

ahol Kg=E.S/ES,

DE K =EI.S/ESI
K ,=E.I/EI

oK, =ES.I/ESI

= i ES i =] — = = ESI



LINEARIS KEVERT TIP. INHIBICIO 2

L. NEMKOMP!!!

komp

nemkormp




LINEARIS KEVERT TIP. INHIBICIO 3




INHIBICIOK OSSZEFOGLALASA

S ¢és I kolcsondsen kizarjak egymast az enzimrol KOMPETITIV

S ¢és 1 egymastol fliggetleniil kotddnek az enzimre ~ NEMKOMPETITIV

mint el6z6, de az I megvaltoztatja az enzim affinitasait KEVERT TIPUSU

I csak a S utan kotodik UNKOMPETITIV



SZUBSZTRAT INHIBICIO

e -- A szubsztratnak ahhoz, hogy termékképzo atmeneti
komplex j0jjon 1étre, két vagy tobb helyen kell, hogy az
enzimhez kotddjék.

Sok S molekula — egy S molekula az egyik,
masik S molekula pedig egy masik
kotOhelyhez kapcsolodik s igy inaktiv komplexek

jonnek
1étre (ez 1s reverzibilis 1nhibici0).
— ooc — -00C — -O0OCCH,CH,COO"
— ooc — ooc — -OOCCH,CH,COO"
Succinate Malonate

Normal S inhibition



SZUBSZTRAT INHIBICIO

m-- Nagy S koncentracional egy S molekula olyan kotohelyhez 1s kapcsolodhat az
enzimen, amely nem az aktiv centrum része, az ilyen kotodes mintegy
NEMKOMPETITIV (v. unkompetitiv) modon megakadalyozza a normalis S
kotodest.

m--Az enzim mikodeéshez sziikség lehet egy aktivator molekulara. Ha ez kapcsolodni
képes a szubsztrattal, sok S molekula "elvonja™ az enzimtol az aktivatort, igy
csokkentve annak tényleges aktivitasat.

m--Két (vagy tobb) szubsztratos reakciok eseten az egyik szubsztrat feleslege lekotheti
a masik szubsztrat koto helyeit, megakadalyozva a sziikseges masodik szubsztrat
kapcsolodasat, igy megintcsak inaktiv komplexek jonnek létre.

m-- Nagy S koncentracio aspecifikus modon 1s gatolhatja a reakciot, peldaul az
lonerésség megnovekedése miatt.




SZUBSZTRAT INHIBICIO

100 150 200 250
Szubsztrat koncentracio (mg/L)

—8— V__=0.9,Ks=50,K=10 —2&— V_ =0.9,Ks=50,K;=100
—o— V__=0.9,Ks=50,K.=50




MSc
TOBB SZUBSZTRATOS REAKCIOK 2009

Ket tipus

A.)Termékképzéshez egyszerre tobb kiilonb6zo szubsztrat kell,
hexokinaz
gliikoz + (Mg) ATP —— Gliikoz-6-foszfat + (Mg)ADP
foszforilezés
két termek
B.) A masik esetben a reakcid keverékben egy enzim és tobb kiillonbo6zo,
Iényegeben alternativ szubsztrat.
példak: a legtobb biopolimer hidrolizalé enzim
amilaz, amilo-glikozidazok,
cellulazok
proteinazok.
Fiiggetleniil attol, hogy ezekben az esetekben exo- vagy endo-enzimekrol van-e
sz0, a reakcid-keverékben egyidejileq tobb, kiilonbozo polimerizacios foku
szubsztrat van (lesz) jelen.



EGYEB HATASOK AZ ENZIMAKTIVITASRA

Ionerosseg
pH
Homerséklet
Nyiras
Nyomas (hidrosztatikai)

Felileti fesziiltség

Kémiai szerek (alkohol, urea, H,0,...)
Fény, hang, ionizalo sugarzasok




pH hatasa 2

1
1+ HY/ K + K, /HY

0 |‘<1I‘<2

optimum —
I

1
(pH)optimum = E(pKl + pKZ)

pH

1

Vmax = szoY_ = szo
1+ H/K, + K, /H"
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Homérséklet hatasa

Reakcidsebesség nd

Kettos haté/

\ CsoOkken: denaturalodas <

irreverzibilis

reverzibilis

—E/RT

V= ale

m AS/R
=

1+ a—AH4/RT

a = kombinacio (B.kg,h,Ey,AS*)

oAS /R o—E/RT
K, is fiigg T-tol!



Homérséklet hatasa

Id6tol 1s fiigg! —_—

2,6
\Y

Oxigen 2,5

képzddesi2,4
sebesség 23

cm3/min = 2,2

2,1

3,7
1/T*103




REVERZIBILIS REAKCIOK 1

Sok enzim katalizalta reakcid6 - foként a
biopolimer hidrolizisek - nagymértékben a
jobboldali iranyba  eltolt  egyensullyal

rendelkeznek,—> gyakorlatilag k., valoban
elhanyagolhato.

De példaul a gliikoz fruktéz (glikoz
izomeraz)gyakorlatban is egyensulyi reakcioként

klk2

= K1K2 =

eq(uilibrium)




REVERZIBILIS REAKCIOK 2

HALDANE 0Osszefliggés



REVERZIBILIS REAKCIOK 3

MI TORTENIK? ?

S—P vagy P—S
MITOLFUGG? K, S, P értéke




V aito = -V

netto — Velore

= Ky (ES) - K,(EP)

Vissza




