Biomérndki niiveletek és folyamatok 5. témakor: Rogzitett enzime
Kornyezetmérnoki MSc

HETEROGEN FAZISU ENZIMES REAKCIOK Kémiai modszerek
HOMOGEN ENZIMES REAKCIOK: Kovalens kotés a reakcié szempontjabdl nem-esszencialis ami-
nosav-oldallanc és egy vizben nem old6doé, funkciés csoporttal

El6nyok: » arendszer homogenitasa, ellatott hordozé matrix kozott:
» az enzim - izoldlasan kivul —
> elékészitést nem igényel. I_X + E — I_E + X

Gazdaséagi hatranyok:

> Az enzimek dragék, 1-10 $/mg Hordoz6 :

» Csak egyszer hasznalhaték fel, a reakcié utan el-
vesznek, illetve kinyerésiik a reakcidelegybdl bonyo-
lult és draga.

Technoldgiai hatrany:
» szennyezik a terméket, tisztitdsat nehezitik.

természetes polimer: agar, agaréz, kitin, celluléz, kollagén,...,
szintetikus polimer: poliuretan, polisztirol, nylon, ...,
szervetlen hordozok: tiveg, aluminium, szilikagél, magnetit,...
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Az enzim immobilizacié torténete Kémiai modszerek
Nelson és Griffin 1916 ban véletlentl fedezte fel, hogy az Kovalens kotés kialakitasa:
éleszt6 invertaza aktiv szénen adszorbealédott, de meg6riz- szabad a- vagy w-COOH,  a- vagy w-NH, csoportok

te az aktivitasat a szahardz hidrolizisében. fenil, -OH, -SH vagy imidazol csoportok

Ipari gyakorlatta, illetve kereskedelmivé akkor valt, amikor

Grubhofer és Schleith egy sor enzimet rogzitettek: Lépések:

karboxipeptidazt, diasztazt, pepszint és ribonukleazt. Ezeket 1. ahordozé aktivalasa: KAR és -X (reaktiv csoport) felvitele,
diazotélassal kototték poli-aminosztirol gyantara kovalens ko- 2. akovalens kétés létrehozasa az enzim és az aktivalt
téssel. hordoz6 kozétt.

Az elsé ipari alkalmazés Chibata nevéhez flizédik, 1969-ben . . . P .
aminoacilazt rogzitett DEAE Sephadex-re ionosan és ezt N- Az aktiv centrum védelme: szubsztrat vagy analdg jelenléte

acyl-D,L-aminosav rezolvélaséra hasznaltak.
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Az enzim rogzités modszerei Kémiai médszerek: brémcian
MIVEES MATRIX: vicinalis -OH :  celluléz, sephadex
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Kémiai modszerek: rogzités tvegfeliletre Kémiai modszerek: keresztkotések létrehozasa
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—0-8§i—0-§i— (@t~ Rendszerint inert fehérjével egyitt immobilizaljak (hordoz6)
o [ (zselatin, albumin, kollagén, tojasfehérje).
gia és Elelmi any Tanszék v BME A i bgia és Elelmi any Tanszék 10
- .. 7 . . s vy s CLEC I k d Purine nucleoside phosphorylase (PNP)
Kemiai modszerek: bifunkcids kotés - Cross-linke : I

N enzyme crystals
POLIFUNKCIOS KOTES

MATRIX: -NH, csoport : AE-CELLULOZ, DEAE-CELLULOZ,
KOLLAGEN, KITIN, NYLON, stb

. NH, + OHC-(CH,),-CHO =i . N=C (CHZ)3 -CHO

GLUTARALDEHID

7——> ._Nf C-(CH,);- CH=N-E Scanning electron microscopic view of CLEC laccas
\ / Surface area 2.456 ffg) {
E-NH, ki

@[ Schiff-bazis 8

BME A

Kémiai modszerek: keresztkotések létrehozasa CLEA: cross-linked enzyme aggregation

OHC/\/\CHO NE?&?\]E N CLEA: precipitaci6é ((NH,),SO, vagy BuOH) + keresztkotés

Kombinalja a tisztitast és a rogzitést
Glutaraldehid, de.... lehet pl. dextran-polialhehid

GLUTARALDEHID DIAZOBENZIDIN

El6ényei:

» Egyszer( és sokféle enzimhez megfelelé médszer

» Tiszta és nem tisztitott enzim preparatumokkal is végre-

hajthato
> Stabilitds hével, szerves oldészerekkel és proteolizissel
H, H, H _ Szemben = o o o Kiolda
_CZ__C___C=Nco SCN O O NCS » Nem oldédik vizes kdrnyezetben (nem vész el kioldassal
OCN _ﬁ ﬁ ﬁ az aktivitasa)
2 2 2 HOsS SO, > Combi CLEA: két vagy tobb enzim egyiitt immobilizalasa
HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT 4,4*-DIIZOCTIANATO-BIFENIL-
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BME Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszertudomaranszék 2



Biomérndki niiveletek és folyamatok 5. témakor: Rogzitett enzime
Koérnyezetmérnoki MSc

A kémiai kotés esetleges hatasai Fizikai modszerek: poli-akrilamid gélbe zaras
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+ E,O
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FIZIKAl MODSZEREK Fizikai modszerek: mikrokapszulazas

1. ADSZORPCIO (ioncserélén — nem specifikus,
konnyen levalik (pH))

Szerves fazis

M;

My
2. GELBE ZARAS

/ POLIMER HEJ

NAGY FELULET 2500 crifcn?

3. MIKROKAPSZULAZAS M,

4. MEMBRAN ,MOGE” ZARAS Szerves fazis

14 17

ia és Elelmi iny Tanszék

ia és Elelmi dny Tanszék
Fizikai modszerek: gélbe zaras Fizikai modszerek: ultrasziré membranok
egy Ureges szal f

Alginat: B-mannuronsav-(1—4)-a-guluronsav polimer. A
Hidrofil, kolloid, egyenes lancu polimer, algakbdl. Fﬁﬁm»
Alginat képzés:

s ¢s
pufferolt enzim + Na-alginat | 4=hordozo
koteg Ureges szal
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- " 15 . hollow fiber szlréelem 8
mszék UF membran
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Rogzitett enzimek kinetikaja Rogzitett enzimek
stagnalo folyadekfilm K-=konvekcio Aminoacilaz D,L-aminosavak reszolvalasa
D=diffuzio
Glikoz izomeraz Gliikéz — fruktdz konverzié
\, 1. konvektiv transzport
y. - k p - _— I A
/j)’/ hlordozo folyadék fotomegsbsl a Penicillin amidaz Penicillin oldallanc csere
/ / részecske részecske feltiletén 16v6 |aktozid3 Teicukor hidrolizi .
stagnaléfolyadék filmhez. 7o B-galaktozidaz ejcukor hidrolizise (savo)
keveredés—NINCS sebesség Lind Zsirok el it
el —— ipaz sirok elszappanositasa
eeniiiEs: Nitril-hidratéz Akrilnitril - akrilamid
‘\ . Diffazié a stagnalo folyadék A 5 N . 5l
_ filmen keresztil & részecske szpartaz -aszparaginsav eléallitasa
‘ KULSO feltletére
N
-~ 3. Diffazié a részecske belsejébe, »
[ANYAGATADAS l a reakcio tényleges helyére. gia és Elelmi ény Tanszék =
Rogzitett enzimek Enzimelektrodok: amperometria

Oldott enzimek

El6nyok * Homogén rendszer - |
* El6készités nincs

* Csak reakci6-rezsim van Ez V0|taképpen egy _@j
Atra * A04A - ! . 7z e 2 3 i
Hatranyok Dragéak 1-10-50 $/mg oldott oxigén méré Pt-katod i
* Elvesznek .
* A terméket szennyezik elektroq, amelyr? a
* Csak szakaszos technolégia membranok  kozé —+ Ag-anéd
Rogzitett enzimek glikoz-oxidazt és
ENVE * i A < PR
Elényok nem szenny§2|k a terrpeket katalazt rogzitettek. L i B
* Konnyen elvalaszthatok . g . |—>O-re ateresztd
* Urafelhasznalasi lehetdség A ket enzim altal P membran
* Folytonos technolégia is termelt oxigént méri & ere; o
....altalanos elényei amperometriadsan membran —H——KCl elektrolit
* Kénnyl terminélas az elektrdda.

* Stabilabb lehet —
Hatranyok * arogzités koltséges (el6készités) Rogzitett enzim

* Csokken az enzim aktivitasa Sj \P
* DiffGziés gat (transzport-rezsim is) L

20 23
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Enzimelektrodok: potenciometria

U

penicillindz

penicillnG penicillomsav + H*

Lipid + viz —*** _, Glicerin + zsirsav +H

L-aminosav
-oxidaz

Szakaszos reaktor Folytonos reaktor
STR recirkulciéval Toltott oszlop reaktor Toltott oszlop reaktor Yok L-Asav+O,+H,0 —» ketosavt NH,*+ H,0,

CSTR PFR recirkulacioval
~  PFR _ i
7 Referencia elektrod L o
1 N (kalomel) B -
v L-Asn + viz L-Asp+NH,*
Fludidagyas reaktor R
membran
Folytonos reaktor
CSTR T
BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék 2 ivegelektrod Rogzitett enzim 2
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Enzimelektrodok: elektronatadas

Ha az enzimes reakci6 soran elektronatmenet torténik (NAD-,
FAD-medidlt reakciok), az elektronatadas kozvetlentil mérhetd
jellé alakithato:

mediator

Ferrocene + ZH*

B-D-glucose FAD 2Fe

Qlucose oxidase \
D-gluconao- ‘_A
1.5-lactone FADH; — 2Fet 2

Ferricinium ion Elactrada
gia és Elelmi any Tanszék 2
BIOSZENZOR

Biokatalizator|(enzim, sejt)
-atalakitja az gnalitikumot termékké

‘ A valtozast elektromos jellé alakitja

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

és Elelmi any Tanszék ®
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