Biomérndki niiveletek és folyamatok

13. fejezet: Peptidszintézi
Biomérndki BSc

Peptidszintézis

SZINTEZIS <— PROTE(IN)AZ —> BONTAS

-CO-NH- -CO-NH-
RiQ A R 2
HoN-CH-C- NHICH-COOH + Hy0 Hh=CH-COOH + Hoh -CH-COOH
\_/ Frofease

Minden enzimes reakcié megfordithat6, még a makromolekulakat
hidrolizalok is, de csak egy-két kotést hoznak Iétre, hosszu lancot

nem.

ogia és Elelmi: any Tanszék

Bontasi hely specifikus prote(in)azok

Tripszin® (EC 3.4.21.4) Arg/Lys — Y,

Szubtilizin* (EC 3.4.21.62) Trp/Tyr/Phe/Leu — Y 4
Elasztaz" (EC 3.4.21.36) Ala/Ser = Y

Termolizin (EC 3.4.24.27) X,s — Leu/Phe
Pepszin_(EC 3.4.23.15) Phe/Tyr/Leu — Trp/Phe/Tyr

Y.s=barmelyik aminosav, -észter vagy -amid
X,s=barmelyik aminosav

ogia és Elelmi: any Tanszék

Védbcsoportok

Melléktermékek elkeruilésére a nem-reagal6 csoportokat védeni kell

—_—— .
) CH-0-CO»-NH-CHCOOH
Benziloxikarbonil- &)

@@ NH-CH-COOH

Acetil- (Ac) R

R
|
H,N-CH-C
-COOH védelme Amid-

-NH, védelme

)-CH,
Eszter s

& El iny Tanszék
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Egyensulyi kontroll

peptid
_ [R-CO-NH-R]
[R-COOH|[H,N-R]

1. aminosav 2. amin(osav)

Egyenstlyi allands: K.,

Az egyensuly eltolasanak lehetéségei:

1. Kicsapas: oldhatalan peptidek, védd csoportok hatasa is.

peptidaz
r: Z-Phe-COOH + Leu-NH, —— Z—Phe—Leu—NHzl

Aminocsoport védve + karboxilcsoport védve dipeptid-szarmazék
a sav-amid kicsapddik

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Az egyensuly eltolasa

2. Kétfazisu rendszerben
2-5% H,0O szerves oldészerben: a disszociéci6 visszaszorul

3. Vizes-olddszeres rendszerben: + dimetil-formamid, dimetil-szul-
foxid, trietilén-glikol

4. pH eltolas: 9,5 — 6,5 20xK¢, Z-Trp + Gly — Z-Trp-Gly

5. Aminosavak koncentracié novelése

BME A i bgia és Elelmi Tanszék

Kinetikai kontroll

Ez esetben nem varjdk meg az egyensuly beallasat, hanem
egy kedvezd 6sszetételll korabbi fazisban leallitjak a reakciét.
Erre azok az enzimes reakciok alkalmasak, amelyeknél stabil
atmeneti komplex alakul ki (vd.: ping-pong mechanizmus, pél-
daul szerin protedzok). Ezeknél az acilezé szubsztrat elfogya-
saig n6 a termékkoncentracid, ezutan viszont a hidrolizis miatt
csokken. A maximalis kihozatalhoz a maximum pontot kell el-
csipni.

BME A i bgia és Elelmi Tanszék
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TERMODINAMIKAI KONTROL KINETIKAI KONTROL
R-COOH + H,N-R’ R-COX + H)NFR
R-CO-NH-R* + H,0 R-CO-NH-R> + HX

R-COOH
R-COOH
S, RCOX |
ACIL DONOR BT

1/ R-CQ-OH+E
P aa vhyor +H,0

K, = ELFOGY ASt

R-COX+E «— RCOE+X
o

-
-

- HH,N-R’
acilenzim®”

R-CO-NH-R’

Aszpartam gyartas

Aszpartam: mesterséges édesitészer.

Felhasznéalasa élelmiszereknél: italok, cukorkak, tej, jam,...
de: hére bomlik, sutésre nem jo

A fenilalanin metil észterének és aszparaginsavnak az 6ssze-

kapcsolasaval keletkezik, enzim: termolizin

_X
Hy

X H i
NH HN™ E NH, N A0
2 . : BN . R e
@A(gome Hooc” O COOMe @%Me o

X = protecting group

DL-1 L-2 D-1 L-3

7= phenylalanine methylester
2= aspartic acid (protected)
3 = g-aspartame (protected)

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék

Aszpartam gyartas

Ahhoz, hogy csak a fenilalanin aminocsoportja reagaljon az
aszparaginsav a-karboxil csoportjaval, a rajtuk 1évé egyéb
funkcios csoportokat blokkolni kell, egyébként random dipepti-
dek és oligopeptidek képzddnek.

A Phe metilésztere a karbonsavat blokkolja, az Asp amino-
csoportjat pedig egy benzoil-oxi-karbonil (BOC) csoporttal vé-
dik (ez hidrogénezéssel eltavolithato).

Hy
BOC-N-Asp-COOH  HgN-Phe-COOCH3 — BOC-L-aszpartam ——>» L-aszpartdm

BME A i bgia és Elelmi iny Tanszék
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Az enzim forrasa: Bacillus proteoliticus
Szakaszos eljaras, keverds reaktorban

Elényei:
Nem keletkezik B-aszpartam (keser()

tiomer tisztasag: 99,99 %

Nincs racemizacié a szintézis alatt

Az enzimes eljaras

Emiatt alapanyagként DL-Phe (racém) is hasznalhat6.

1zolalt enzimként, oldott formaban vagy rogzitve alkalmazzak.

Sztereoszelektiv a reakcio, csak L-aszpartam keletkezik, enan-

13. fejezet: Peptidszintézi

képez a feleslegben
1évé D_PheoMe_reL DL-phenylalanine methylester
és kicsapodik.

2. Sziirés

3. Sésavval visszaold-
jak.

4. A BOC csoportot le-
hidrogénezik, a
D-PheOMe-t race-
mizéljak és visszavi-
szik a folyamat ele-

jére NH;'CI

NH,
©/\CrOOMe

D-phenylalanine methylester

racemization

gia és E Tanszék
A gyartas lépései
1. A keletkez6 védett L e
aszpartdm adduktot mom N 006~ - CO0H

L-aspartic acid (protected)

" :

H 2 COOH
. S \[(\/
COOMe O

X
N

o-aspartame (protected)

i) HCI
ii) Ha, PAIC, MeOH

H &
N A _-COOH
. ﬁ]/\/
CooMe O

D-ohenvialanine mathviester hurirachinride aspartame

N

Main intense sweeteners

CHa .0
B ‘ ‘§o,
C,M'K‘

!

CICH:

HOCH, o,
CHCI
C OH y OH

OH
Sucralose (500)

Alitame (2000) g /\)L J(@
NH

/
NH 7 COLHy

Acesulfame-K (200) Neotame (8000)

Tovabbi édesit6szerek

50
NH

’

4
1879§

Saccharin (300)

H

O

Cyclamate (30)

€

Aspartame (200)
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