Biomérnoki miiveletek és folyamatok 6. témakor: Enzimek alkalmazasa
Kornyezetmérnoki MSc

ENZIMEK ALKALMAZASAI Enzimtechnikai alapfogalmak

Ipar: amildzok, protedzok, izomerazok, penicillin acilaz,

konverziék (pl. az eddigi eléadasokban felsoroltak) R ) ) . .

Piac: ~2000 MUSD/év Szelekivités: szintetizalt (céltermék) mdlok szama

konvertalt mélok szdma

Analitika, diagnosztikumok: glikéz-oxidaz, alkohol dehid- n,=n, (v,

rogenaz, koleszterin oxidaz, ... stb %= oy

0 s P

Medicina: proteazok, lipaz, aszparaginaz, sztreptokinaz, Ennek értéke akkor kdzelit az egyhez, ha nem keletkeznek

heparinaz, ... stb melléktermékek.

Piac: ~3000 MUSD/év A definialt jellemzék kdzotti 6sszefliggés:
Kutatds/génmanipulacid: restrikciés endonukleazok, reverz , =0, XX,

transzkriptaz, DNS-ligaz, DNS polimeraz, ....
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Enzimtechnikai alapfogalmak
\/
Szakaszos reaktorok: a betaplalas és az elvétel idében elkilo-
nul egymastol.
Folytonos reaktorok: a betaplalas és az elvétel egyidejlleg fo-
lyik. N>
.z ) . : PORPLP Szakaszos reaktor Folytonos reaktor
Ezek_ kombln_alhatok \,/allamelylk komponens recirkuléciéjaval SR redishulicioval  Tolttt oszlop reaktor Téltitt oszlop reaktor
illetve visszatartasaval. CSTR PFR recirkuldciéval
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, PFR
L atalakult mélok szama _ng,—ng
Konverzio: — - X, == °
kiindulasi mélok szdma Ny
Szakaszos reaktorban a konverzi6 a reakcié elére haladasa- Fludidégyas reaktor
val névekszik, mig el nem éri az egyensulyt (=egyensulyi kon-
ver2|o) Folytonos reaktor
CSTR *
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Enzimtechnikai alapfogalmak Ipari technologiak rogzitett enzimekkel
MlerziE szintetizdlt molok szdma n = 0, 0y (L] Aminoacilaz D,L-aminosavak reszolvalasa
" kiinduldsi mélok szdma T
Glikéz izomeraz Glikéz - fruktéz konverzié

Ahol: np — a termék mélszama a reakci6 végén

“ A “ oz Nz Penicillin amidaz Penicillin oldallanc csere
Npy — @ termék moélszama a reakcid elején
Ngo — @ szubsztrat mélszama a reakcio elején B-galaktozidaz Tejcukor hidrolizise
Vs —a szubsztrat sztéchiometriailegyUtthatéja (hany Lind Trigliceridek hidrolizise és atészterezése
molekula vesz részt a reakciéban) i3z
vp —a termék sztéchiometriai egydtthatéja (hany mo- Termolizin Aszpartam gyartas

lekula képzédik a reakcidban).
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6. témakor: Enzimek alkalmazasa

MEGOSZLAS IPARAGAK SZERINT

Elelmiszeripar 45%
(ebbél keményitéipar 11%)

Detergens ipar 34%

Textilipar 1%

Béripar 9%

Ranl] 1,2%
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Enzimelektrodok: potenciometria

U
penicillingz

penicillinG penicillonsayv + H*

Lipid + viz ¥ Glicerin + zsirsav +H*

L-aminosav
-oxidaz
Hod L-Asav+ O, +H,0

ketosav+ NH,*+ H,0,

Referencia elektréd

(kalomel) Lasmpacaghiis

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

membran

i lektrod
iivegelektro Rogzitett enzim

Néhany multi uralja:
NOVO Nordisk (DK)
DSM-Gist (NL)

IBIS

Genencor (USA)
Rhone Poulenc (F)
Solvay Enzym

Miles Chemicals (USA)

USA 40 %
Eurépa 35 %
Japan 24 %

IPARI ENZIMEK PIACA

Enzim Erték (piac %)
Bacillus protedzok 45
Gliikamilazok 13
Bacillus amilazok 5}
Glukéz
N z 6
izomerazok
Re_nnin_’ ) 10
(mikrobialis)

Amilazok (penész) 4
Pektindzok 3
Proteazok

A 2
(penész)

Egyéb 12
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Enzimelekirodok: elektronatadas

Ha az enzimes reakci6 soran elektronatmenet térténik (NAD-,
FAD-medialt reakciok), az elektronatadas kdzvetlenll mérheté
jellé alakithato:

mediator

Ferrocene + 2H*
p-D-glucose FaD ZFe

glucose oxidase

D-glucono- ,_A
15-lactone FADH, 2Fet 2e

Ferricinium ion Elecirods
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Ez voltaképpen egy
oldott oxigén méré
elektrod, amelyre a
membranok  kézé
glik6z-oxidazt és
katalazt régzitettek.

termelt oxigént méri
amperometriasan
az elektroda.

Pt-katod

A Kkét enzim Aaltal S-re,P-re
ateresztd
membran

Rogzitett enzim

Enzimelektrédok: amperometria

O,-re atereszto
membran

KC1 elektrolit

G

i BME Alkalmazott B

tudomany Tanszék 9

BIOSZENZOR

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

‘ A valtozast elektromos jellé alakitja

PC: szamolas, konvertalas,
kijelzés,tarolas...
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Biomérnoki miiveletek és folyamatok 6. témakor: Enzimek alkalmazasa
Kornyezetmérnoki MSc

Enzimek felhasznalasa analitikai céllal S mérés kinetikai vizsgalattal
E b im aktivitasat méridk h A M-M gorbe kezdeti, linearis szakaszan a reakciésebesség
2 esetben nem az enzim axtivitasat merjuk meg, hanem egy ve- egyenesen aranyos S koncentraciojaval.
gyUlet koncentraciojat igyeksziink meghatarozni.
-dS/dt
1. S meghatdrozasa HaS<<K, — V~V,./K;.S
2. | meghatarozasa dP/dt
3. Marker (pl. immun assay-kben) ¥
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Vinax/ K D
Cél lehet: diagnosztika, biokémia e
Sy -
K, i Ky S‘
S ismeretien S
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S-meghatarozas, reakcié végpontig S mérés kinetikai vizsgalattal
S+ E—P + E
Urat oxidaz A M-M gorbe telitési, vizszintes sza-
N " kaszan a reakciésebesség egyenld
ANALITIKUM—s " 7] /cf /ﬂ )\)i k] /\ )\I}- Viax-al-
Ha S>>K V~Vax=koE
Hugysav allantoin e macaTo
A
A reakcié kbvetése: S igy nem mérhetd, de inhibitorok vagy aktivatorok megha-
A=293 nm i , tarozhatok:
AA abszorbancia, vagy pH
méréssel Heparin —  trombin
i Inszekticidek — acetilkolinészteraz
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S-meghatarozas segédreakcidval Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Ha S vagy P nem észlelhetdk, egy segédreakcidval mérhets- Az immunreakciok dnmagukban lathatatlanok, egy észlelheté
vé tehetjik. Pl.: enzimes reakci6 hozzékapcsolasaval teszik mérhetéve.
hizokiiiag G6P-DH E1nzyme Lin:ed " b As:ay: ich ELISA
Glikoz Gl-6-pP 7—T’ 6-P-glitkonat "“‘“’”2@\
i 7 e nnalltlkum HJ:“ :]‘::‘::mm
ANALITIKUM )\ )K
Y
@ Rﬁsmmb@m 0 if.?zf;" e K5 o desekal ab-hor
(2) Minta antigén kotédik az ab-hoz, mosas
(3) Detektalo ab hozzadgsa,kotédik az antigénhez
. A P A TS 15 (5) Szubsztiat hozzaadas, enzimes atalakitas 18
= detektalhato termékkeé. (sokszorozas is)
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Kévetelmények az analitikai enzimekkel szemben

\7

Specifitas (ne legyen mellékreakcié mas S-sel)
Tisztasag
Stabilitas

Y VvV

Kinetikai tulajdonsagok

Y Vv

pH optimum

v

Oldhatésag (ne csapddjon ki)
Ar

>
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