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Enzim meérnoki ismeretek

Zemplén Géza, 1915

Az enzimek és gyakorlati alkalmazasuk.
A kir.Magyar Term.Tud . Tarsulat kiadasa

“Keveés fejezete van a chemianak, amely a legutolsé

néhany év alatt olyan nagyot haladt volna, mint éppen az
enzimeké. Eppen ezért a vegyész lépten-nyomon érzi,

hogy megismerestk es a veltk valdo banasmod

manapsag mar nélkiulozhetetlen”
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Enzimek tulajdonsagai

Csak termodinamikailag lehetseges reakciok ( AG <0)
Reverzibilis reakciok (de eltolas. elvetel...)

Denaturalhatéak (T, pH, ioner 6sseg, olddszerek)

Specifikusak: S-specifitas, csoport-specifitas, szte reo-specifitas
Nagyobb reakcioképesség

Enyhébb reakciokorilmenyek

Nagyobb reakcio specificitas

Regulalhatosag

dniginil = EHE VR EEE EHE ol
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Enzimek tulajdonsagai

Az enzimek NEM valtoztatjak meg az egyensulyi allandot.
Az enzimek NEM befolyasoljak a reakcioban felhasznalt  vagy

felszabadulo energia mennyiségeét (G)

Az enzimek csokkentik a reakciok aktivacios energiaja t

Az enzimek novelik az egyébkeént is lezajlo reakciok seb

-\ _ activation

total energy ———e

reaction pathway ——=
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Energy —

esseégeét

Transition
state

— Uncatalyzed
reaction

T

Activation
energy

Substrate (S) /

Catalyzed
reaction

Product (P)

Progress of reaction —

7 :
Wan BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszék

@ 2000 45K Press and

Sitauer Becsociates, 15



Kulcs — zar hasonlat
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Az aktiv centrum kialakulasa

amimno aeid
side chains

unfolded protein
l FOLDING

binding site

(A folded protein
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Enzimes alapfogalmak

HOLOENZIM

A A

APOENZIM + KOFAKTOR

Inaktiv fehérje

FEMION
Mg,Ca.Zn, KOENZIM
Fe,Cu,Mo / \
Prosztetikus csoport Koszubsztrat
stabil kovalens kotes Ciklikus regeneralas
Pl. : FAD(H ,), Hem, NAD(H), ATP

Piridoxal-P(B )
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Enzimkinetika

E + S«— E + P mol/dm3!

Sl rendszerben : 1 Katal az az enzim aktivitas (mennyiseg), amely
1 mol szubsztratot alakit at 1 s alatt.
a hatalmas enzim mennyiség miatt nKat = 10-° Kat hasznalatos

A gyakorlatban: 1 egység (Unit, azaz U) az az enzim aktivitas ( mennyiseg ),
amely:
1 pumol szubsztratot alakit at, (vagy 1  pmol terméket kepez)
1 perc alatt adott reakcid kortlmenyek kozott

1Kat=6*10"U, 1U =1.6*102% Kat, 1U=1/60 pKat

E/tf, Elmg — fajlagos aktivitasok,
ha az enzim molekulasulya nem ismert

10
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Enzimkinetika: Michaelis — Menten kinetika

K k

E+S=— ESS_ E + P
feltetelezések: )
. k_2 :O
 elso Iépés gyorsan egyensulyra jut = Rapid ekv. K;S.E=k,; (ES)
« stabil ES komplex, EP komplex elhanyagolhato k, S.E
e egy aktiv centrum, egy szubsztrat Ks= k_ = ES
e aktivitas helyett cc. hasznalhato 1 (ES)
* S>>E, vagyls Ey/S <<1 az (ES) disszociacios
allandodja
a teljes reakcidosebesség anyagm érleg:
dP
™ osszuk el ezt a /
kettét egymassal
N
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Michaelis — Menten kinetika

V=T =k, (ES) V- K(ES)

‘ E  E+(ES . SE

o)

E+ (ES) =E, k Tk _(ES)

S

Eo E+ EE Rendezziik at!

KS
S
V_KooS oy S
1+S KS+S o MaxXx K +S
K. S
Vma) — kZEo
vy K , k
:*“"' _-I.LIHIIII'I!I.__" i ”f”":H E + Skr ES K, E + P e
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Maud Menten Leonor Michaelis
1879-1960 1875-1949
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Briggs - Haldane kinetika

K . k ,

ES=—

K 2

E + S

E + P

‘;—ts = —k,ES+k_(ES)

@ = k,ES-k_,(ES)-k,(ES)

dP
— =Kk, |ES
P o k(Es

steady state:

d(ES)/dt =0 S >>Eo0 vagy Eo/S <<1 és

(K.ES > K,(ES) il. K,ES> Kk,(ES))

swan DME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman v Tanszék




E+(ES)=E,
E=E, -(ES)

Briggs - Haldane kinetika
@ =k,ES-k_(ES-k,(ES)=0

k,(E, - ES)S-k_(ES)-k,(ES)=0

k,E;S=(k_, +k,)(ES)+k,(ES)S=0

K,E.) S
k,+K

K,(ES)=
“+S K =—

Michaelis allando

k , K

ﬁ':’;’:‘s:’:f:’:’:‘i’s5‘::lu'_ri&-ja-!j;:;=':‘.E'-:—'=':f%='::i=$ . E + Srk ES<|< B E + P
|MANBREAARERNA B8 | AP o M PEEERERARRAR Y W ; 2
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Az M-M eés B-H kinetika diszkusszidja

Michaelis —Menten Briggs-Haldane
V= Vmax S V=V =
Ke+S "K +S

:k_1+k2:k_1+k2:K+&
" K, k, k, ° Kk

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

K

k £ g
| Assmbd ___m rl G——
'#'“’__mmn..“-“‘fq - E+ S k E £ =+ P
HERAARA -2
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Diszkusszio

V=(V /K9S
” \

1. Rendii Ha S>>Ks

tartomany derékszodi hiperbola .

S<< Ks 0-ad Rend U

tartomany
y
K. Ke S
S
| V — Vmax

“"’——“‘-“A—m””’” K +S !
']-'_ul_'__ FFFFFFFFFF Fann -HE:!HLI!": FRANRARARARE| iw'ﬂ._ BME Ailrainacun pivicuinmo Eila 3 LGl miszertudomar 1% v Tanszek




|l inewaver — Burk abrazolas

vﬂ Vl‘[’lﬂ [S] IMAX
Y 1
Km I5]
'ﬂ‘r___‘“\_—.#ﬂh
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Enzimek elnevezése

1.S —utan: urea +viz =— CO, + 2NH,

L. uredz [Sév+az ]

2. Reakcio (és S) utan: EtOH —AcO —AcOH

alkohol-dehidrogenaz | (S-név)+reakcionev+ az

3. Reakciod (és P): utan Glutamat + ATP + NH3 — Glutamin + ADP + foszfat

Glutamin szintetaz | (P-nev)+reakcionév+ az

4.Trivialis nevek: Ialapnév+ -in ‘

pepszin, tripszin, rennin feherjebontok

o 20
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Enzimek elnevezése

katalogusszam koszubsztrat

/ |

E.C.1.1.1.49. D-glucose-6P: NADP 1-oxydoreductase

SN

szubsztrat a tamadas helye az a reakcio mibenlete
1 C-atomon van

A gliikozoxidaz szisztematikus neve

& W | H:ift
2 : (EAERERARRERR i
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Kompetitiv inhibicio

A kompetitiv inhibicio

Competitive Inhibition egy olyan gatlas amelynél az
[E+s == Es — E+p| inhibitor az aktiv centrumba
Product kot 6dik és megakadalyozza a

Substrate , e s 12z g2
= szubsztrat bekot o6déset (és

viszont: a szubsztrat az inhibitor
bekdt 6deset.)

Vmax valtozatlan, mert sok
szubsztrat legy 6zi a keves

inhibitort, de a Kmn 6, merta
szubsztrat enzimhez valo kot o6dése
csokken

Enzyme
N :

MNormal

Mormal
With Inhibitar

Vinit 1/2 "u"m_h ......
112V

1w

init With Inhibitor

. K, k|
[S] 1/[8]
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Nem-kompetitiv inhibicio

Noncompetitive Inhibition Nam-laaaie s

B+l — EI Enzyme |E+S == ES — E+p| akkor Iép fel, ha az inhibitor
K --;;.;;z_ . ugyanolyan jol kapcsolodik az
Inhlhltnr\\ i —Substrate  Product _ enzimhez, mint az enzim -

szubsztrat komplexhez és
megakadalyozza a

terméekkepz odest. Ezaltal
csokkenti az enzimaktivitast, de
a szubsztrathoz valo affinitast
nem, mert a szubsztrat
zavartalanul be tud kot odni

T 2 &
e i L

El+S = ESI| 1

ES+| = ESI|
K

With Inhibitor
Mormal

1""\‘Iinit 1/2 Umu ...... : Marmal

1V

WEiith I i,
Nith Inhibito init

1/2V__

[S] s

PRERRAREF R i
a nl nrnnnrulﬂﬂn
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Unkompetitiv inhibicio

Unkompetitiv inhibicio, masnéven
anti-kompetitiv inhibicio az,
amikor az inhibitor csak a mar
kialakult enzim -szubsztrat
komplexhez tud két 6dni, az

Product—| Re .

Enzyme : egyedul allo enzimhez nem.
\ e A maximalis enzimaktivitas
E+S == ES = E+P ‘ K, (Vmax) csokken, mert a
Substrate _ termékkepzés gatolt, de a

_ Inhibitor

szubsztrathoz val6 affinitas n 6
(Km csokken), mert a reakcio
eltolodik ESI iranyaba, igy a
szabad ES komplex csokken.

Vou | = = =i = AGHIREE,
IIIlII"In } With Inhibitor Mormal
With Inhibitor
1NII'II'.‘
A e
/K, -1/K_
L 1/[5]

PRERRAREF R i
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ANALOGIAK Kompetitiv inhibicio
a M-M kinetikara V =V S

K|1+1 |+s
K

VMax
hiormal Erayme Non-kompetitiv inhibici6
Competitive inhibitor, same V.,
different K,
Vi
Noncompetitive inhibitor, Same Ky,
different Vy,,,
Uncompetitive inhibitor, lower V.,
lower Ky

Unkompetitiv inhibicid

______ i 26
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Homogenitasi
szempont

Gazdasagi
szempont

Technoldgiai
szempont

Heterogén fazisu enzimes reakciok

Homogen fazisu
Enzim reakcio

a rendszer homogén, az enzim
az izolalasan kivul el 6keszitéest
nem igéenyel

Az enzimek dragak, 1-10 $/mg
Csak egyszer hasznalhatok fel,
a reakcio utan elvesznek, illetve
kinyerésuk a reakcioelegyb 6l
bonyolult és draga.

szennyezik a termeket,
tisztitAsat nehezitik

Heterogen fazisu
Enzim reakcio

Inhomogeén rendszer,

elokeszitést (kemiai kapcsolast)
igényel

Az enzimek ugyan dragak, de
tobbszor felhasznalhatdéak igy az
egy reakciora es 6 koltség
olcsobb

Az enzim a reakcioelegyb 6l
konnyen eltavolithato

fititas BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Enzim Immobilizacio torténete

Nelson es Griffin 1916 ban véletlenil fedezte fel, h  ogy
éleszt 6 invertaza aktivszénen adszorbealodott de
meg orizte az aktivitasat a szaharoz hidrolizisében.

Ipari gyakorlatta illetve kereskedelmive akkor valt  , amikor
Grubhofer és Schleith egy sor enzimet rogzitettek:

karbox ipeptid azt, dias ztazt, pepszint és ribonu kleazt.
Ezeket diazotalassal végezték poli-aminosztirol gyantar a
kovalens kotessel.

Az els 0 ipari alkalmazas Chibata nevéhez f Gz6dik 1969-ben,
aki aminoacilazt rogzitett DEAE Sephadex-re ionosan € s ezt
N-acyl-D, L-aminosav rezolvalasara hasznaltak.
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Enzim Immobilizacio

HORDOZOHOZ BEZARAS




Az enzimrogzites fizikal modszerel

¢ € ¢ €€ =€ <

Enzim rogzités treges szalban Enzim rogzités fonott szalas anyagban
(Hollow fibre)

i

Enzimbezaras oldhatatlan

gel matrixban Mikrokapszulazas
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Az enzimrigzites kémiai modszerei

Enzimkotés
hordozohoz
kovalens kotéssel

E
ﬁ/ y XE
{7®/
\(ﬁ
Keresztkotés Enzim keresztkotes
multifunkcios reagenssel

M=matrix

(Wi N R E N PR E F-Ei'? fadl i R R EEE EWE ol o
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Az enzimrogzités kémiai modszerei

Kovalens kotés nem esszencialis aminosav-oldallanc(!) és vizben nem
oldodo, funkcios csoporttal ellatott hordozo matrix kozott

I§X+E —>I§E+X

Hordozo0 : természetes polimer: agar, agaroz, kitin, celluloz, kollagén
szintetikus polimer:  poliuretan , polisztirol, nylon
szervetlen hordozok : lveg, aluminium , szilikagél

Kovalens kotes kialakitasa:
< szabad a-, B- vagy y-COOH, a-, 8—NH, csoportok
fenil-, OH-, SH- vagy imidazol-csoportok

Lépések:

1. a hordozo aktivalasa ( KAR és -X, reaktiv csoport felv itele),

2. a kovalens kotés létrehozasa az enzim  és az aktivalt hordozo k6zott
Kdzben aktiv centrum védelme: S v. S-analdg jelenle  tével

T 33
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Az enzimrogzités kémiai modszerei

MATRIX: vicinalis -OH : celluléz, sephadex
sepharose

OH szubsztitualt
- + CNBr s eeieatbandid

N-szubsztitualt
mmido-karbamat

C_N*—E

N-szubsztitualt
lkcarbamat

&c NH—E

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek
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Az enzimrogzités kémiai modszerei

MATRIX: METAKRILAT és CELLULOZ szarmezékok homo-
¢s kopolimerjel

BrCH,COBr
-OH -
BrCH,COOH

dioxan

=L

35
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Az enzimrogzités kémiai modszerei

POLIFUNKCIOS KOTES

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

H

. NH, + OHC-(CH,),-CHO ——». N= C- (Ck,),-CHO

GLUTARALDEHID

7—> .N C(CI—g)BCH N-E
1

E N H Schiff-bazis
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Az enzimrdgzitées kémial modszereli
Uvegfellletre rogzités

I
O

' |
U—ii—ﬂH 0 —Si—0—Si— (CHls — NH;
—o —sli oy [C2HsOBSI{CHENH; g T o tiofoszgén
r..'l:l 3-aminopropyl- —0 —Sli — U—Sli — {CHz}s — NH; SCCl;
|

triethoxy -silane o 0

PP

| —0—Si—0—-Si—({CH:h — NCS
0 S | |
| [ v

v s e B | I
O —Si—0—Si {CH:h —NH —C—NH E\IZIM/_G_!ri_u_?i_chzh — NCS
o S +ENZIM
| |

—ﬂ—Sli—ﬂ—Sli—lCth —NH — ¢ —NH — ENZIM
0

_u_
— 00—

O
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Az enzimrdgzitées kémial modszereli

Keresztkotések Iétrehozasa feherjemolekulak kozott

v Y )R
N N N
OHC—~ " “CHO

GLUTARALDEHID DIAZOBENZIDIN

N

H, H,
ocm—C"’C”‘C”C““C”C_NCO Sen Q Q e

H2 H2 H2
HO3S SO,H

HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT 4,4’-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
-2,2’-DISZULFONSAYV
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Itt jarunk:

Biotechnolégiai
Miveletek

Biokémia
Anabolizmus

DMS szintézis
Transzkripcio

Mikrobiologia
Mikrobiologiai
modszerek

#+— Feldolgozas

Mikroszkdpok

Transzlacio Lab. eszkozok

Sterilezési eljarasok
térzsfejlesztés

+—— Katabolizmus

Glikolizis

Citratkor
xidativ foszf.

arolas Levegdztetes, Keveres
identifikalas
4—— izolalas, screen Szaporodas,

Tenyésztési modszerek
<«—— Mikrobiol.

tortenete
Eldlények
felosztasa

Szervezodes
makromolekulakka
Fehérjék

DMS

44— Bioreaktorok

Reakciokinetika

(Michaelis-Menten, >
Briggs-Haldane)

Sejtalkotok

membranock ————
transzp. foly.

Definicio

Torténete —», Enzim nevezéktan 4

DMS kromoszama
citoplazma

Inhibicio — aktivacio —»

Sejt szervecskék Aktivitast befolydsolé — 4

sejtfal tényezdk (pH, HEmérseklet, stb.)

_ Biotechnologia
seftmag —wm, Heterogén fazisu

ER. Golgi—m

segédanyagként

enzimreakciok

itokond ilizala
mitokondr Immobilizalas

maodszerei

Sejttan Enzim katalizalt

reakciok

Biotechnolégiai alkalmazasok
Antibiotikumok
Szteroidok
Vakcinak
Monoklonalis antitestek
Szerves savak és termékeik

(Tejsav, Borostyankdsav, stb.)

Glicerin és termekei
Rovarirtas

Enzimek felhasznalasa
termékként

vegyipan, kdmyezetvédelmi, analitikai

enzimek ﬁszta'lyuz@

enzimvizsgalati modszerek
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Az enzimek osztalyozasa aktivitasuk alapjan

Oszraly Reakciotipus Pelda
1. oxidoreduktazok redoxi tejsav
elektronok, H atomok, H - dehidrogenéz
ionok atvitele
2. transzferazok csoportatvitel szerin hidroximetil
pl. foszforil csoport transzferaz
3. hidrolazok hidrelizis, funkcios ureaz

csoport atvitele vizre

4. liazok csoportatvitel kettos-

kotesre, vagy kettoskotes piruvat dekarboxilaz
kialakitasa csoportelvonassal

5. izomerazok intramolekularis csoport- metil-malonil CoA
atvitel lidz

6. ligazok C-C.C5C0O0eCN
kotes kialakitasa ATP hasadassal piruvat karboxilaz
kapcsolt kondenzacios
reakcioban

| v | E
awl g R |
L
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Az enzimek osztalyozasa aktivitasuk alapjan

; Catalyze oxidation-reduction
1. Oxidoreductases ons, such as:

GHE-(FH COO™ + NADT +—=% CHg-C-COO™ + NADH +H’

L Lactate
OH .- O
2e oy _ ) defydrogenase
Lactate = Pyruvate
Catalyze transfer of C-, N-, or P-
containing groups, such as:
; : H,0
CH2-+CH-COO™ + THF —‘t"..[_ CH,- COO™ + THF
. Sy - 3 v
OH I"-.IH:,!" Hrﬁﬂﬂﬁfﬂﬁﬁ&& MH3+ CH2
Serine Glycine

Catalyze cleavage of bonds
3. Hydrolases by addition of water, such as:

MH4--C-NH H~,0 —_— cO 2NH
2ty et 2 Urease 2 3 3

X ) 41
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Az enzimek osztalyozasa aktivitasuk alapjan

Catalyze cleavage of C-C, C-0O
C—=5S and certain C—N bonds:

CH3-C + COO" — CH3z-CH + cO
I Pyruvate 1 2
8] dacarboxylass 0
Pyruvate Acetaldehyde
T T T—— Catalyze racemization of optical
_ or geometric isomers, such as:
|. ._- n 2l GHE
N cu:.f CHa-C-CoA — “00C-CHaCHo-C-CoA
O - .
Eﬁ Mlethyimaiomd CoA ?g
mutase
Methylmalonyl CoA Succinyl CoA

] Catalyze formation of bonds
6. Ligases between carbonand O, S, N
coupled to hydrolysis of high-

———___ —._energy phosphates, such as:

--.

i vvale

]
-—

O fcﬂmﬂh}iﬂiﬂ O
- A __  Pyruvate ATP  ADPsP, ﬂxﬂ"ﬂﬂﬂﬁtﬂiﬂ
RAARARA -]Hr:l‘.:l,l ] "'""""H"'H_n'ﬂ'u DiviE Alkaimasoil Hioiechnolo 10183 25 PledmisZer g 1mian L”T‘SEEt'.
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Itt jarunk:

Biotechnolégiai
Miveletek

Biokémia
Anabolizmus

DMS szintézis
Transzkripcio

Mikrobiologia
Mikrobiologiai
modszerek

#+— Feldolgozas

Mikroszkdpok

Transzlacio Lab. eszkozok

Sterilezési eljarasok
térzsfejlesztés

+—— Katabolizmus

Glikolizis

Citratkor
xidativ foszf.

arolas Levegdztetes, Keveres
identifikalas
4—— izolalas, screen Szaporodas,

Tenyésztési modszerek
<«—— Mikrobiol.

tortenete
Eldlények
felosztasa

Szervezodes
makromolekulakka
Fehérjék

DMS

44— Bioreaktorok

Reakciokinetika

(Michaelis-Menten, >
Briggs-Haldane)

Sejtalkotok

membranock ————
transzp. foly.

Definicio

Torténete —», Enzim nevezéktan 4

DMS kromoszama

citoplazma Inhibicio — aktivacio —»

Biotechnolégiai alkalmazasok
Antibiotikumok
Szteroidok
Vakcinak
Monoklonalis antitestek
Szerves savak és termékeik

(Tejsav, Borostyankdsav, stb.)

Glicerin és termekei
Rovarirtas

Sejt szervecskek Aktivitast befolydsold

tényezdk (pH, Hémérséklet, &

sejtfal

_ Biotechnologia
seftmag —wm, Heterogén fazisu

ER. Golgi—m

Enzimek felhasznalasa
termékként

segédanyagként

vegyipan, kdmyezetvédelmi, analitikai

enzimreakciok

itokond ilizala
mitokondr Immobilizalas
maodszerei

Sejttan Enzim katalizalt

reakciok

enzimek osztalyozasa

enzimvizsgalati modszerek
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Enzimek mint termékek

Felhasznalasi terulet Enzim

Mososzerek proteazok, lipadzok, cellulazok

Takarmanyok B-gliikanaz, cellulaz, fitaz, xylanaz,
lipaz

Orvosi proteazok, lipazok, amilazok, -

alkalmazasok /gyogyszerek laktamazok , L-aszparaginaz ,

hyaluronidaz, lizozim , kollagenaz,
sztreptokinaz

Analitika es diagnosztika urat oxidaz, L-aminosav oxidaz ,
penicillinaz

44
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Enzimek mint segédanyagok

Felhasznalasi teriilet Enzim

Textilipar amildzok, hemicellulaz,
pektinazok

Boripar proteazok

Papiripar hemicellulaz , amilazok , lakkaz

Cukoripar, a-galaktozidaz, (izo)amilazok,

kemenyit oipar amiloglukozidaz, glukéz

Izomeraz, ciklodextrin-
glukano-transzferaz, xilanaz.

Oy V. s
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Az elelmiszeripar enzimei

Felhasznalasi teriilet Enzim

Tejipar proteazok, B-galaktozidaz,
lizozim , lipazok, észterazok,
papain, rennin, glukdzoxidaz,

katalaz.
Soripar amilazok, tannaz, f-glukanaz,
proteaz , xilanaz
Boraszat, pektinazok, naringinaz, cellulaz,
gyumaocsléipar amilaz

Husipar, halfeldolgozas proteazok, papain, glikézoxidaz

Zsir- és olajipar foszfolipaz, eésztrazok
Kave, tea, kakao pektinaz, proteaz, glikanaz,
tannaz
o — ¥ N X
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A kdrnyezetvédelem enzimel

Enzim Katalitikus lepés Az enzimet termel 0
mikroorganizmus

BaktériumokbOl

dehalogenaz diklormetan lebontasa Pseudomonas sp

benzol-di- benzol és egyeb aromasok Pseudomonas

oxigenaz lebontasa putida

kollagenaz kollagén hidrolizise . Streptomyces sp.

Gombak bol

cianid-hidrataz cianid detoxifikalas Stemphylium loti

cellulaz, xilanaz celluloz Hypocrea sp.,
hidrolizise/degradacioja Aspergillus sp.

hemicellulaz, szalma, egyéb noévényi Chaetomium sp.,

pectinaz maradvany, papir Humicola sp.
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Néhany vegyiparban alkalmazott enzim

Nitril-hidrataz hidrolizis akrilamid
Penicillin-acilaz hidrolizis 6-amino-penicillansav
Hidantoinaz reszolvalas 4-hidroxi-D-fenil-glicin
D-szorbit - oxidacio L-szorboz
dehidrogenaz

niacin hidroxilaz  hidroxilezés 6-hidroxi-nikotinsav
B-Ketoreduktaz redukcio (R)-karnitin

piruvat C-C-kotes léetrenozasa  (R)-fenil-acetil-karbinol

dekarboxilaz

Aswmhd

e mAAr -
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Néhany terapias célra alkalmazott enzim

és enzimkészitmeny

Enzim Enzimforras Gyogyszernev Mi ellen? Mire?

urat oxidaz
lipaz

Pankreatin:
pankreasz
enzimek
keveréke:
tripszin,
Kimotripszin,
lipaz, a-amilaz)

B-galaktozidaz
(Lactase)

hialuronidaz

Aspergillus
flavus

Rhizopus
arrhizus

Sertes
pankreasz

Kluyveromyces
fragilis, A.
oryzae, A.niger

Borju here,

rIDNS termék

Uricozyme

Cotazym,
Kreon,

Nutrizym ,
Pankreon,
Panzytrat

Lactaid,
Lactrase,
SurelLac

Hylase, Vitrase

kbszveny,
hiperurikémia
emesztest el 6segito
készitmények

emeésztest el 6segito
készitmények

laktdz intolerancia

szivinfarktus



Folytatas: néhany, terapias celra alkalmazott enzim
és enzimkeészitmeény

Enzim Enzimforras Gyogyszernev Mi ellen? Mire?

urokinaz human vizelet Abbokinase, akut szivizom -
vagy human Actosolyv, infarktus
vese- Alphakinase,
sejttenyészet Rheothromb
VIl véralvadas rekombinans Recombinate, hemofilia A
faktor CHO sejtek Bioclate
szovelti rekombinans Activase, akut szivizom -
plazminogeén CHO Actilyse Infarktus;
aktivator sejttenyeszet akut tid 6embdlia;
iIszkemias sztrok
dezoxi- rekombinans Pulmozyme kronikus obstruktiv
ribonukleaz CHO tid obaj
sejttenyészet
50
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Enzimreakciok az analitikaban

Az elfogyo szubsztrat vagy a keletkez 6 termeék valamilyen
merhet 6 valtozast okoz (példaul szinvaltozast,
spektrumvaltozast, pH-valtozast stb.)

S -dS/dt
V=V_, 1S > HaS<<K, —> V. _~V_/K_.S <

m dP/dt

Vo4
/<vmalem

mert
Kalibracios girbe

i S
S temeretlen
51
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Hugysavmeghatarozas enzimreakcioval

S+E—P + E

Q
‘ o Urat oxidaz e
HA +CO; +  HO
O+ 0z + 2H:0 o
ANALITIKUM—s J_ E>= = -
H
hugysayv allantoin
Al 1
K=203 nm A képz 6d o6 allantoin nem nyel el
AA 293 nm-en, igy a méres soran

jelentkez 6 abszorbancia-
csOkkenésb 6l az S, azaz a
hugysav koncentracioja
kiszamithato.

start

ido
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Szubsztratmeghatarozas indikatorreakcio segitsegevel

hexokinaz GoP-DH
Glikoz » (Gl-6-P » 6-P-glikonat
T & & _\
ANALITIKUM
A=340 nm
segédreakcio indikatorreakcié

A glukozzal valo reakcié nem jar merhet 6 valtozassal, ezért a képz 6dott
G6P-ot egy tovabbi reakcioban egy tovabbi enzimmel, a foszfogliikonat-
dehidrogenazzal 6-P-glukonatta oxidaljuk. Ek6zben a NAD P koszubsztrat
redukalédik NADPH-va, aminek elnyelési maximumava n 340 nm-en.

(Ez a jellemz 6 merési modszer minden NADH kéepz o6deses reakcid eseten).

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek
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Enzimes indikatorreakcid feherjemeghatarozasban

Enzyme Linked Immunosorbent Assay: Sandwich £L754

1 2 3

Detektalhato

| termék

anal&lkum

™ /\
Y N3
/

(1) Rogzitett ab(antpest)

-kititt masodlagos ab
asa:kotodik a detektalé ab-hoz

(2) Mintaantigén kotédik az ab-hoz, mosas
(3) Detektalo ab hozzaddsa, kitédik az antigénhez

(5) Szubsztrat hozzaadas, enzimes atalakitas
detektalhato termékké. (sokszorozas is)
54

BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek

|k A

;HEML-:; w P .



Enzim elektrodok, bioszenzorok

Az enzimelektrodokban, bioszenzorokban régzitett enzimeket vagy teljes
sejteket alkalmaznak. Az enzimelektrodok amperometrias vagy
potenciometrias elven m Gkddnek. A bioszenzorok altalanos felépitése:

Biokatalizator|(enzim, sejt)
atalakitja az analitikumot termékké

A valtozast elektromos jellé alakitja

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

Egy oldott oxigént mér 6 J_

elektéd membrénjanak ) 4@—1_
—_y Pt-katad i

feltletére van felhordva
egy gelben rogzitett

glukézoxidaz enzim (és T Ag-anod
katalaz!).
Ezt a rogzitett enzimet is —+ O -re ateresztd

, P S-re, P-re b
egy membran hatéarolja, Ebereaits, mermbran

> 0 membran

amely a r,neghata_r.oz,ando =l —
szubsztratra, a glukozra

és a termék glikonsavra
IS atereszt 6. Rogzitett enzim

s/ \p

A reakcid soran csokken a
gelben az oldott oxigéen
koncentracioja, és ezt a
csOkkenést detektalja az
oxigénelektrod

lucoseoxidase

+30,+2H,0 ————=2

H OH L
f-C-Glucose C-Gluconolactor

BARERPE
IIH!‘F
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;a

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tan: 2,0, —¥2, 51,0 + 0,



A potenciometrias elektrodok felépitese

U
. xy. -, Penicillinaz oy
‘@‘ penicillinG »penicillomsav + H*
L-aminosav
-oxidaz
L-Asav+ O, +H,0 » ketosavt NH,*+ H,0,
. L-aszparaginaz
L-Asn + viz L-Asp + NH,*

Referencia elektrod

- (kalomel)

membran

— iivegelektrad

Régzitett enzim

".—m-rr—r

insng = INMRID S 5 acoratons 0

Ei.ﬁ BME Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoman y Tanszek

57



