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

HETEROGEN FAZISU ENZIMES REAKCIOK

HOMOGEN ENZIMES REAKCIOK:

El6nyok: » arendszer homogenitasa,
» az enzim - izolalasan kivul —
> elékészitést nem igényel.
Gazdasagi hatranyok:
» Az enzimek dragak, 1-10 $/mg

» Csak egyszer hasznalhaték fel, a reakcio utan el-
vesznek, illetve kinyerésuk a reakcioelegybdl bonyo-
lult és draga.

Technolégiai hatrany:
» szennyezik a terméket, tisztitasat nehezitik.
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Az enzim immobilizacio torténete

Nelson és Griffin 1916 ban véletlenll fedezte fel, hogy az
élesztd invertdza aktiv szénen adszorbeélodott, de megériz-
te az aktivitasat a szahardz hidrolizisében.

Ipari gyakorlattd, illetve kereskedelmivé akkor valt, amikor
Grubhofer és Schleith egy sor enzimet rogzitettek:
karboxipeptidazt, diasztazt, pepszint és ribonukleazt. Ezeket
diazotélassal kototték poli-aminosztirol gyantara kovalens ko-
téssel.

Az elsé ipari alkalmazas Chibata nevéhez flizédik, 1969-ben
aminoacilazt régzitett DEAE Sephadex-re ionosan és ezt N-
acyl-D,L-aminosav rezolvalasara hasznaltak.
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Az enzim rogzités modszerei
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HORDOZOHOZ

| 1ONOS KOTES |

 MEMBRAN MOGE |

T
ADSZORPCIO

Kémiai modszerek

Kovalens kotés a reakcio szempontjabdl nem-esszencialis ami-
nosav-oldallanc és egy vizben nem oldodo, funkcios csoporttal
ellatott hordozo matrix kozott:

|—x+E I E + X

Hordozo :

természetes polimer: agar, agardz, kitin, celluléz, kollagén,...,
szintetikus polimer: poliuretan, polisztirol, nylon, ...,
szervetlen hordozok: Gveg, aluminium, szilikagél, magnetit,...
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Kémial modszerek

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

Lépések:

1. ahordozé aktivalasa: KAR és -X (reaktiv csoport) felvitele,

2. a kovalens kotés létrehozasa az enzim és az aktivalt
hordozo kozott.

Az aktiv centrum védelme: szubsztrat vagy analog jelenléte
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Kémial modszerek: bromcian

MATRIX: vicinalis -OH : celluléz, sephadex
sepharose
OH CNB szubsztitualt
+ r o -
OL1 1zo-karbarmd

NH
I
—O—C-NH—E
OH
/ N-szubsztitualt
- O\ imido-karbamat

O\/C:NH + B-NH; " N—E
—0O
N-szubsztitualt
imido-karbamat \ 1 karbamat
O-C- NH—E
).
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Kémial modszerek: rogzités Uvegfellletre
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Kémiai modszerek: bifunkcios kotés

POLIFUNKCIOS KOTES

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

. NH, + OHC-(CH,);-CHO = . N= C- (CH2)3 _CHO

GLUTARALDEHID

/=-— . N— C (CH,),-CH=N-E
i N/

Schiff-bazis 8
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5. témakor: Rogzitett enzime

Kémiai modszerek: keresztkotéesek létrehozasa

Y )
N=N N=N
oHe— > ""“CcHo
GLUTARALDEHID DIAZOBENZIDIN
H 2 H2 H 2
c? ci:nNco
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HO,S

HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT

SO3H
4,4-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
-2,2’-DISZULFONS AV

CH=0
OHC CHO
W

Kémiai modszerek: keresztkotések létrehozasa

CH=q0
GLUTARALDEHID

CH=0
——— (H=(-CH: —CH-— CH=(—CH: —CH: — CH — c—CH; —CH: —

OLIGO-GLUTARALDEHID
NH—ENZIN

CH=0

(|3H=N—ENZIM (|3H=0
CH — c—CHz —CHz—CH = c—CH: —CH: — CH — —CHs — CHs -
N —ENZIM
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x uutunznvﬂ-lm-.l
MU SARERDAAREARme SRR tm P

Rendszerint inert fehérjével egyitt immobilizaljak (hordozo)
(zselatin, albumin, kollagén, tojasfehérje).
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CLEC CrOSS'linked Purine nucleoside phosphorylase (PNP)
enzyme crystals :

Scanning electron microscopic view of CLEC laccas
Surface area 2.456 @)

i ,::*Asm:;:h&m: ] :{“ i
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CLEA: cross-linked enzyme aggregation

CLEA: precipitacio ((NH,),SO, vagy BuOH) + keresztkotés
Kombinalja a tisztitast és a rogzitést
Glutéraldehid, de.... lehet pl. dextran-polialhehid

Elényei:

> Egyszerl és sokféle enzimhez megfelelé modszer

> Tiszta €s nem tisztitott enzim preparatumokkal is végre-
hajthaté

» Stabilitas hével, szerves oldoszerekkel és proteolizissel
szemben

> Nem oldbdik vizes kérnyezetben (nem vész el kioldassal
az aktivitasa)

» Combi CLEA: két vagy tébb enzim egyutt immobilizalasa

By PR NPT :]!!&m HE im*v
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A kémiai kotés esetleges hatasai

(@)

(©)

13

FIZIKAl MODSZEREK

=

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

2. GELBE ZARAS

3. MIKROKAPSZULAZAS

4. MEMBRAN ,MOGE” ZARAS

0 -
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Fizikai modszerek: gelbe zaras

Alginat: B-mannuronsav-(1—4)-a-guluronsav polimer.
Hidrofil, kolloid, egyenes lancu polimer, algakbal.
Alginéat képzeés:

U pufferolt enzim + Na-alginat

O
O
O
0O ©  <—CaCloldat
oo
o o = c‘)r/{—;}Ca!-algi'nét gél go-
O o lyécskak, bezart
A.amm s, enzimmel

Fizikai modszerek: poli-akrilamid gélbe zaras

akrilamid CH;™CH
E n CH;CH + co
CONH, \ .
E‘; N’N’-metilén-
K.S,0, iniciator I\\]H bisakrilamid
B—di-MeNH, -propionitril | éfo
(DMAPN) NH CH=CH,
gyorsité C|O fONH:
-CHE-CFI-CHE-CH-CH;-CH-CH;-ClH-CHl—
CcO CcO
NH NH
100-400 nm porus-atmérdjii |
. CH, CH,
szemcsék [ |
NH NH
| \
CcO CO

az enzim 300-2000 nm | \
atméréji: BEZARODIK 'CHTCH'CHE'?H'CHTCF'CHL'CH'CHL”
CONH, CO
(ARRER 11|]H 16

ana
s...
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Fizikai modszerek: mikrokapszulazas

Szerves fazis

M,

|\j|1/ POLIMER HEJ

NAGY FELULET 2500 crd’cm?

Szerves fazis
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Fizikai modszerek: ultrasziré6 membranok
egy Ureges szal f
S —1 o S
L de=hordozd
kdteg Ureges szal
P 4
E P
:‘“‘s
a [T p
S
L P
_. it
S ’ —
p—i
(El s [ s 1
Einamiii O o, hollow fiber szliréelem 18
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5. témakor: Rogzitett enzime

Rdgzitett enzimek kinetikaja

stagnalo folyadékfilm

K=konvekcio

=~ D=diffuzio

konvektiv transzport

folyadek fotomegebdl a

részecske feliletén levo

stagnalofolyadék filmhez. Jo

REAKCIO keveredés—NINCS sebesség

\/]_ meghatarozo transzport
ellenallas.

hordozo
részecske

2. Diffuzié a stagnalo folyadék
filmen keresztiil a részecske

KULSO BELSO

feliiletere

Wy T

— ——»” 3. Diffazi6 a részecske belsejébe,
ANYAGATADAS a reakcio tényleges helyére.

Rdgzitett enzimek

Oldott enzimek

El6nyok * Homogén rendszer

* El6készités nincs

* Csak reakcid-rezsim van
Hatranyok * Dragak 1-10-50 $/mg

* Elvesznek

* A terméket szennyezik

* Csak szakaszos technologia

Rogzitett enzimek

El6nyok * nem szennyezik a terméket
* Kénnyen elvalaszthatok
* Ujrafelhasznélasi lehetdség
* Folytonos technologia is
....altalanos elényei
* Konny( terminalas
* Stabilabb lehet
Hatranyok * a rogzités koltséges (el6készités)
* Csokken az enzim aktivitasa
* Diffaziés gat (transzport-rezsim is)

W e ininipinin] = £2. Al :
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\/

<7 I

Szakaszos reaktor Folytonos reaktor
STR recirkulaciéval Toltott oszlop reaktor Toltott oszlop reaktor
CSTR PFR 4 recirkulcioval

\ ----------------- PFR

Fludidagyas reaktor
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Rdgzitett enzimek

Aminoacilaz D,L-aminosavak reszolvalasa

Glikéz izomeraz Glikéz - frukt6z konverzio

Penicillin amidaz Penicillin oldallanc csere

B-galaktozidaz Tejcukor hidrolizise (savo)

Lipaz Zsirok elszappanositasa

Nitril-hidrataz Akrilnitril - akrilamid

Aszpartaz L-aszparaginsav el6allitasa
BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék 22
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Enzimelektrodok: amperometria

Ez voltaképpen egy i @
oldott oxigén méré Pt-katod i
elektrod, amelyre a

membranok  kdzé —> Ag-andd
glukéz-oxidazt eés
katalazt rogzitettek.

, g P Sre.P » O, -re dteresztd

A ket enzim alt,a! (tre, Zi’f? membran
termelt oxigént méri i

iy membran
amperometriasan »KCl elektrolit
az elektroda. 0

Rogzitett enzim j K
N P
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Enzimelektrédok: potenciometria

U
Coeaa penicillin:az L. .
penicillinG penicillomsav + H*
.. ., lina . . ,
Lipid + viz 2, Glicerin + zsirsav +H
L-aminosav
-oxidaz

L-Asav+ O, tH,O0 ——» ketosavt+ NH4++ H,0,

Referencia elekirod

L -
(kalomel) SEptm

L-Asn + viz L-Asp+ NH,*

membran

iivegelektrod o

Rogzitett enzim
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5. témakor: Rogzitett enzime

jellé alakithato:

Enzimelektrodok: elektronatadas

Ha az enzimes reakcio soran elektronatmenet térténik (NAD-,
FAD-medialt reakciok), az elektronatadas kozvetlenil mérheté

mediator
Ferrocene + 2H*
p-D-glucose FAD 2Fe
glicose oxidase \
D-glucaono-
1.5-lactone FADH-
Faerricinium ion

2Fe+6/Kﬁ =S

Elacirmda

| BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudomany Tanszék
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BIOSZENZOR

Biokatalizator

(enzim, sejt)
nalitikumot termeékké

-atalakitja az 4

A valtozast elektromos jellé alakitja

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