HETEROGEN FAZISU ENZIMES BIM BSc

, 2007
REAKCIOK
HOMOGEN ENZIMES REAKCIOK ELONYOK/HATRANYOK

El6ny a rendszer homogenitasa,
az enzim - izolalasan kiviil —
elokészitést nem igényel.

Gazdasagi hatranyok:

Az enzimek dragak, 1-10 $/mg

Csak egyszer hasznalhatok fel, a reakcio utan
elvesznek, illetve kinyerésiik a reakciéelegybol
bonyolult és draga.

Technologiai hatrany:

szennyezik a terméket, tisztitasat nehezitik.



Enzim Immobilizacio torténete

Nelson és Griffin 1916 ban véletleniil fedezte fel, hogy élesztd invertaza aktivszénen
adszorbealdodott de megorizte az aktivitasat a szahar6z hidrolizisében.

Ipar1 gyakorlatta illetve kereskedelmiveé akkor valt, amikor Grubhofer €s Schleith
egy sor enzimet rogzitettek: karboxipeptidazt, diasztazt, pepszint és ribonukleazt.
Ezt diazotalassal végezték poli-aminosztirol gyantara kovalens kotéssel.

Az Chibata nevéhez fiizodik 1969-ben, aki aminoacilazt rogzitett
DEAE Sephadex-re ionosan és ezt N-acyl-D, L-aminosav rezolvalasara hasznaltak.
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AZ ENZIMROGZITES MODSZEREI
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Enzim rogzités treges szalban ~ Enzim rogzités fonott szalas anyagban
(Hollow fibre)
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Enzimbezaras oldhatatlan _ o
gél matrixban Mikrokapszulazas




AZ ENZIMROGZITES MODSZEREI

Enzimkotés
hordozdéhoz M=matrix
kovalens kotéssel

KEMIAI MODSZEREK

/ IV ¢
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—
Keresztkotés Enzim keresztkotés
multifunkcios reagenssel




KEMIAI MODSZEREK 1

Kovalens kotés ¢s vizben nem
0ldodo, funkci6s csoporttal ellatott hordozé matrix kozott

X + E—— E+ X
e |

Hordozo: természetes polimer: agar, agaroz, kitin, celluloz, kollagén, ...,
szintetikus polimer: poliuretan, polisztirol, nylon, ...,
szervetlen hordozok: iiveg, aluminium, szilikagel, magnetit,...

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

LEPESEK:
1. Hordoz6 aktivalasa ( KAR és -X, reaktiv csoport felvitele),

2. a kovalens kotés 1étrehozasa az enzim és az aktivalt hordozo kozott.

AKktiv centrum védelme: S v. analogon jelenléte



KEMIAI MODSZEREK 2

Ve

DIAZOTALAS

p-NH,-benzil-celluloz  —c,
p-NH,-benzoil-celluléz

SEPHADEX: amino-benzoil — O_ICI _©

szarmazék O NHyp
Amino kopolimerek:
< poli(-L-Leu+p-NH,-D,L-Phe)
- CH\30H/°H3
D: Cl‘,H (@] : !
I_ —NH—ClH—H E NH—C|H2—|C|:—
< .
s Polisztirol szarmazék
|
CHp —CH—
Poliakrilamid szarmazék NIH
(BIOGEL, ENZACRYL) i;=o

——CHy——CH—
szilan-szarmazékok:pl.
oc—‘propiI-trietoxi-szilén

. HN02 + -
1.: ~O)-NH, —> ~O)-N=NCI
HCl

2. reakcio az enzimfehérje -NH,, Tyr, His csoportéall_i|val:

—@-ﬁsNbl H<O- I > —@—N=N@-E
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KEMIAI MODSZEREK 3
BR(’)M.CL,&NOS MATRIX: vicinalis -OH : celluldz,sephadex
KOTES sepharose
OH
+ CNBr .,
OH szubsztitualt
NH izo-karbamid

|
,oc— NH—E
N-szubsztitualt
Imido-karbamat
, C=NH + E NH, —>’ C=N—F

N-szubsztitualt
Imido-karbamat ﬁ) karbamat

O-Cc-NH—E
~OH
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KEMIAI MODSZEREK 4

Az enzim fenil-, amin-, szulfhidril- csoportjainak (m )
ALKILEZESE

MATRIX: METAKRILAT és CELLULOZ szarmezékok homo-
es kopolimerjei

O

|
OH BrCH,COBr _ _O-C-CH,-Br
BrCH,COOH

dioxan

O

/ > -O-y:-CHZ—-—E
=|




Pharmacia - Pharmacia Upjohn - Pharmacia - Ammersham Biosciences

Gliikoz dextran sephadex®

Tengeri alga agar(0z) sepharose ®



Uvegfeliiletre KEMIATI MODSZEREK 5

rogzites
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KEMIAI MODSZEREK 6

AE-aminoetil
POLIFUNKCIOS KOTES DEAE-dietil-aminoetil

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

GLUTARALDEHID

7—> . N= C (CH2)3 -CH=N-E

Schiff-bazis



x

el

oHC— >""CHo

GLUTARALDEHID

c2 8 ¢z
—NCO
H2 H2 H2

HEXAMETILEN-DIIZOCIANAT

DIAZOBENZIDIN

HO3S  SOgH

4,4-DIIZOCIANATO-BIFENIL-
-2,2°-DISZULFONSAV



KERESZTKOTESEK LETREHOZASA

CH=0 CH=0 CH =0
OHC — | | |
e __~THO === —CH = —CH; —CH;— CH = C—CH, — CHo— CH —C—CH, —CH. —
e j S
GLUTARALDEHID OLIGO-GLUTARALDEHID
NH—ENZIM
(

CH=0 CH=N—ENZIM (|IH=O
(IIIH — C—CHz —CHz—CH =(C—CHz2 —CH2 — CH = (C—CH> —CHz-

N —ENZIM




Recept

Katalaz keresztkotéses immobilizalasa

Kristalyos katalazt oldunk 10%-0s NaCl-ben és 0,05 M foszfat pufferrel higitjuk,
mig a katalaz cc. 2 mg/ml lesz.

4 ml 4 %os glutaraldehidet ua pufferben 4 ml-hez adunk és kb egy orat
szobahdmérsékleten kevertetjiik amig zold rogds csapadék nem valik le.

(Egy ¢jszakan at hidegszobaban végezve hasonld eredményekre jutunk)
Centrifugalas (5 min 4000 rpm) és ismételt mosas 10% NaCl-lel. (6-8x), amig a

szupernatansban mar nincs katalaz aktivitas.
Homogenizalas.



CLEC (90-es évek) ALTUS Biologics (USA) _ _
Purine nucleoside phosphorylase (PNP)
5

g; Cross-linked Enzyme crystal of PNP

'

Mﬂ

Surface area (m?/g) 2.456

200pm
EHT = 10.00 kV

Detector = SE1 Date :12 Mar 2003

-— .

18kU X1, 880 18um 5878 RRLSEM

Scanning electron microscopic view of CLEC laccase

Preparation and characterization of cross-linked
enzyme crystals of laccase

J. Jegan Roy, T. Emilia Abraham
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 38 (2006) 31-36




Alcalase-CLEA

CLEA: precipitacio ( (NH,),SO, , BUuOH) +
keresztkotés

Kombinalja a tisztitast és a rogzitést

Glutaraldehid, de.... Pl. dextranpolialhehid

Elonyei:

Egyszerti €s sokféle enzimhez megfeleld modszer
Tiszta €s nem tisztitott enzim preparatumokkal 1s végrehajtnato

Nagy stabilitas hovel, szerves oldoszerekkel €s proteolizissel szemben

Nem oldodik vizes kornyezetben (nem vész el kioldassal az aktivitasa)

Combi CLEA: ket vagy tobb enzim egylitt immobolizalasa (CLEA Technologies NL)

Mindkettd jo vizes €s szerves fazisokban megvalosulo biotranszformaciokra



Keresztkotés emulzidoban: SpheresZymes Délafrikai

szabalyozhato részecskeméret!
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~ FIZIKAI MODSZEREK 1
ADSZORPCIO IONCSERELON — NEM SPECIFIKUS

KONNYEN LEVALIK (pH)

GELBE ZARAS

MIKROKAPSZULAZAS

MEMBRAN ,MOGE” ZARAS



FIZIKAI MODSZEREK 2

GELBE ZARAS ALGINAT KEPZES

PUFFEROLT ENZIM + Na-ALGINAT

Frissen!!!

GOLYOCSMK AMELYEK

133 AN YN

TARTALMAZZAK AZ ENZIMET
ALGINAT: poli-p D-mannuronsav (1— 4), .....-guluronsav

Hidrofil, kolloid, egyeneslancu polimer Macrocystis pyrifera



Recept

S. cerevisiae rogzitése Kalcium alginatban

25 g nedves tomeg S.c. felszuszpendalando sterilvizben és 6sszekeverni
50 ml 4%-os natriumalginat oldattal.

A keletkez0 szuszpenziot nyomjuk keresztiil egy sziik csovon (kb 1 mm atméro) €s
csepegtessiik bele S0mM-0s pH6-8 CaCl, oldatba.

A keletkezd 2,8-3 mm atmér6éji golyokat inkubaljuk 20-22 °C-on CacCl, oldatban,
hogy megkeményedjenek a gélszemcsek.





http://www.algaebase.org/search/images/view/?img_id=41225
http://www.algaebase.org/search/images/view/?img_id=41225
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9a/Giantkelp2_300.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9a/Giantkelp2_300.jpg

C oH

Calcium poly-a-L-guluronate left-handed helix coo 4
NG 4 HONOH Qy

M G

Alginat monomerek.
M:b-D-mannuronsav
G a-L-guluronsav

Oldalnézet, a H-hidakkal és Ca-mal __00g, - P -\

= t RN 7 s . et 7 LOH
o J o ol O A
r J4 9’9 OH !-'-C")C OH o
»elolnezet”,
G G M M G

V ,,alulnézet”

Az alginat kétérték{ kation kotésének
tojasrekesz modellje



FIZIKAI MODSZEREK 3

POLIAKRILAMID GELBE ZARAS

akrilamid

E " CH;~CH
CONH,
N’N’-metilén-

e e ez C . . .
K,S,04 iniciator NH2 bisakrilamid

B—di-MeNH,-propionitril |
(DMAPN) NH dh=ch
Cco

gyorsité (|30NH2
|
~CHy-CH-CHy-CH-CHy-CH-CH,-CH-CH, —
co co
|
NH NH

- | |

_ 100-400nm - o, CH,
Porus-atmeéroju |
szemcsék i i

CO CO

az enzim 300-2000 nm | L
atmérsjii: BEZARODIK == - e e enen
BENTMARAD CONH, <|30

DE a porusokon S,P ki/be nH




Recept

E coli gélbezarasa poliakrilamiddal
4 ml fizsoban 1 g cfugalt bacisejtet szuszpendalunk
A szuszpenzidhoz 0,75 g akrilamid monomert, 40 mg bisakrilamidot,

5% DMAPN-t és 0,5 ml 2,5%-0s K-perszulfatbol adunk.
37 °C-on inkubaljuk 30 percig amig bepolimerizalodik.

Anaerob korilmények kellenek, mert az oxigén megakadalyozza a polimerizaciot!

Fizsos mosas, miutan a megfeleld alaku szemcsék kialakultak (keverés!)



FIZIKAI MODSZEREK 4

MIKROKAPSZULAZAS: ALLANDO POLIMER MEMBRANOS MK

Szerves fazis

Monomer,

M, M, POLIMER HEJ

AGY FELULET 2500cm?/cm3

My

Szerves fazis



Alginat. mannuronsay,
guluronsav 1,4 glikozidos
heteropolimerje

Gul

polianionos Oldat: viz gél:Ca?* Zn?* Al3*

K —karragén: galaktéz és
3,6 anhidro-galaktéz helikalis
biopolimerje

polianionos Oldat: viz gel.Ca* K"

Kitozan:részlegesen
Dezatetilezett N-acetilglikézamin
polimer

polikationos Oldat. ecetsavas viz
gél:.polifoszfatok, pH valtozas
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H " FIZIKAI MODSZEREK 5
L:EI: MIKROKAPSZULAZAS: nem allando koacervatumok: pl. REVERZ MICELLA

Szerves
fazis

/\/\N\/\ Feluletaktiv
+( molekulak

SR



egy Ureges szal

FIZIKAI MODSZEREK 6

( )
ULTRASZURO M|
MEMBRANOS M| El S~
MEGOLDAS Q| :
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de=hordozo

kbteg Ureges szal

hollow fiber szliréelem



Tulajdonsag

Modszerek osszehasonlitasa

fizikali
adszorpcio

ionos
kotés

kovalens
kotés

keresztkotés

(gél)bezaras

megvalédsitas

konnya

konnya

nehéz

nehéz

enzimaktivitas
nagysaga

kicsi

nagy

nagy

kozepes

S-specificitas

nem valtozik

nem
valtozik

valtozhat

valtozhat

koto ero

gyenge

kozepes

eros

eros

eros

regeneralas

lehetséges

lehetség
es

lehetetlen

lehetetlen

lehetetlen

alkalmazhatésag

gyenge

kozepes

kozepes

gyenge

jo

koltség

alacsony

alacsony

magas

kozepes

alacsony

mikrobas fertozés
elleni védelem

nincs

nincs

nincs

lehetséges

megvaloésul




gél

mikrokapszula

membran




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA

- =~
stagnalo folyadekfilm

K=konvekcid
D=diftuzi6

hordozo
részecske

1. konvektiv transzport folyadék
fotomegébdl a rogz. enzim
feliiletén 1€vo stagnald (nem
kevert) folyadék filmhez. jo
keveredes—NINCS sebesseg
meghatarozo transzport ellenallas.

REAKCIC

2. Diffazio a stagnalo folyadékfilmen
keresztiil a részecske feluletére

e

BELSO

\r 4
ANYAGATADA
BRGLS > 3. Diffuzio a részecske belsejebe, a
reakcid tényleges helyére.



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
KULSO ANYAGATADAS 1

HAA M-M ERVENYES:
(és nincs S akkumulacio)

Transzformaljuk

DIMENZOMENTESSE!!!

legyen X = S/S0 €s




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
KULSO ANYAGATADAS 2

Damkéhler szam (Da):
Da=V,.,/KsS,a=
= maximalis reakciosebesség / maximalis anyagatadasi sebesség

5 parameter 2 paraméter



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA

KULSO ANYAGATADAS 3
Da=V,./KksS,a
Da<<1, Da>>1,
a.atadasi sebesség >> maximalis
reakciosebesség anyagatadas <<
reakciosebesség

reakcio-limitalt rezsim

diffazio-limitalt v.
transzport rezsim

(S=0 a feliileten)



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
KULSO ANYAGATADAS 4

(1—x )(x+x)= Da.x

K-K.X+X-X° =Da.x

B=Da+x-1

megoldasa Ha p>1 ahol




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
KULSO ANYAGATADAS 5

effektivitas-tényezo:

észlelt reakciosebesség

reakciosebesség ha nem lenne transzport ellenallas

/ Meér1 a tomegatadas

reakciot lassito hatasat

Ha x=1 S=§,
Ha Da—0 = nincs transzport gatlas (reakciolimitalt) INTENZIV
KEVERES!!! DE...
Da=V,./ksS, a



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 1

SEMAHOZ

FELTETELEK A KINETIKAI LEIRASHOZ

1.HOMOGEN ELOSZLAS A RESZECSKEN BELUL
2.GATOLT DIFFUZIO A PORUSOKBAN

EFFEKTIV DIFFUZIOS ALLANDO

DIFFUZIOS ALLANDO A SZABAD FOLY. FAZISBAN

o POROZITAS= SZABAD TERFOGAT / TELJES TERFOGAT

P



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 2

Ha a porus >>S —>H=1

Kk : c Microenvironment
acskaringossag= e # |

atlagos ( /1) / E
Molekulsris ~ Sl
diffaziégatlas mértéke: : E\\"“{ /
(hindrance) . LS|

-

,. Tortuosity
I T
Porous Bulk
support macroenvironment

lsups » Fpore  €kVIvalens s

3. Kiils6 hatarréteg elhanyagolhato
4. Gombszimmetrikus részecske




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 3

ANYAGMERLEG AZ r és r+dr

BE SUGARU GOMBHEJRA

-( D 3—S4nr )| +reakcio = valtozas a gombhéjban
r r

47c(r+dr)2D{dS d(dsjdr} 4nr2DSE—(4nr2dr) :(47cr2dr)dS

dr dr\ dr dr dt

Reégi jegyzet: (55)egy.rossz,113.o0ldalon, ez a jo, de.......



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 4

D47tr E

dr

r+dr




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 5

BIZONYOS FELTETELEK MELLETT
MEGOLDHATO

MAS, RESZECSKEKBE TORTENO
ANYAGATADAST IS EZZEL IRNAK LE!
Pl.: gomba pellet, sejt,...

MEGOLDASAI: 1. NULLADRENDU ENZIMES REAKCIO
2. ELSORENDU ENZIMES REAKCIO ESETEN
3. MICHAELIS-MENTEN KINETIKA ESETEN




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 6

Kk, ha S >0
\V=—
0  egyebként.
— k0 = Vmax

S—0
S=So0

s dro_ dS
dr dr dr

d’S dS dS
r—+—+—-=

Integraljuk 1 k
kétsgerJ ==—2.p° —I—CI’—I—C
6 D

S



ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 7

1k
SR =~ —1° +C,r+C,

A& 6 D,

har=0akkor S=0, — C,=0

a masik peremfeltételbdl C, 1k
. r r /4 C — S - —0 R2
kiszamithato: 1 0 6 D

S

Végso megoldas
0-ad rendii reakcional

AHOL S NULLAVA VALIK, MAR NINCS REAKCIO KRITIKUS SUGAR




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 8

A reakciosebesség tehat, amely az R-R . vastagsagu gombhejban

érvényes, a kovetkezo: g n(R3 _ Rg)ko

HA NINCS TRANSZPORT GATLAS, A MAX. SEBESSEG:

EFFEKTIVITAS
tényleges
maximalis

Novelik!

Csokkentik!



=i ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
ﬂ BELSO ANYAGATADAS 9

20/ ’
0> 1295  gq5 -0
r' dr’

L THIELE-modulus

PEREMFELTETELEK: S'=0 ha r=0
(Reakc.seb./diff.seb)

S'=1 ha r'=1

LEGYEN a'=rs




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 10

VORI v = C.cosh3®dr + C,sinh3dr

S = i.(Clcosh:BCDr' + CzsinhSCDr')

I

S'=0 ha r=0 » C=0

C,=— 1
Sinh3®

S'=1 ha r=1

g _ SINh3Or’

' sinh3®




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA
BELSO ANYAGATADAS 11

anyagatadas. a.részecskeben

~ 3dcoth3d —1ln *°

R
3

~ hipotetikus - reakciésebesség-az - oldatban

k \
—— (Reakc.seb./diff.seb)
DS

100




ROGZITETT ENZIMEK KINETIKAJA

Részecske
feliillete

First order

Michaclis-Menten kineties with /7




ROGZITETT ENZIMEK

Néhany szubsztrat tipikus effektiv diffuzios allanddja




OLDOTT ENZIMEK
ELONYOK

HATRANYOK

ROGZITETT ENZIMEK

ELONYOK

HATRANYOK

ROGZITETT ENZIMEK

* HOMOGEN RENDSZER
*ELOKESZITES NINCS

*CSAK REAKCIO-REZSIM VAN
*DRAGAK 1-10-50 $/mg
*ELVESZNEK

*A TERMEKET SZENNYEZIK
*CSAK SZAKASZOS TECHNOLOGIA

*NEM SZENNYEZIK A TERMEKET
*KONNYEN ELVALASZTHATOK
*UJRA FELHASZNALASI LEHETOSEG
*FOLYTONOS TECHNOLOGIA IS

....altalanos elonyei
*KONNYU TERMINALAS
*STABILISABB LEHET
*ROGZITES KOLTSEGES (ELOKESZITES
*CSOKKEN AZ ENZIM AKTIVITASA
*DIFFUZIOS GAT (TRANSZPORT-REZSIM IS)



Toltott oszlop reaktor
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Szakaszos és CSTR reaktorok

m  Oldott v. rogzitett enzim hasznalata

m  Fontos a megfelel6 keveredés

m  Kivant konverzi6 elérésekor a reaktor teljes leengedése
Hatranyai:

-Méretnovelés nehézséget

-Enzimvisszanyerés miatti nagy holtidd, illetve nem

lehetséges oldottnal.

m  FElonyet:
m  Alacsony beruhazasi koltségek
m |6 pH- és hémérséklet szabalyozas
m  Szubsztrat inhibicio elkertlhet6 !
m Konnyt gaz- és katalizator adagolas i
m  Hatranyai:

= Nagy teljesitményfelvétel

oS

m Kis biokatalizator koncentracio tarthato fenn

B A szakaszosnal kisebb konverziofok érheto el

m Termékinhibiciora érzékeny



Dugoéaramu (PFR) cs6reaktor

@

m [mmobilizalt biokatalizatorral toltott

m  FElényert:

Kinetikailag hatékonyabb
Ko6nnyebb automatizalhatosag
Egyszeribb mtkodtetés

Magas biokatalizator koncentracio

Kisebb a termékinhibicio
m  Hatranyat:

- Hajlamos szubsztrat inhibiciora

®m Probléma a hémérséklet és pH allando értéken
tartasa

= Nehéz a gaiznemu reaktansok bevezetése



Fluidagyas reaktorok

m  FElonyet:
m A katalizator részecskék szuszpendalasa és
keverése a gaz v. a szubsztrat gyors felfelé iranyulo

aramaval torténik, ezért szilard részecskéket
tartalmazo szubsztratok is hasznalhatok

N _Z 3 Fluidized-bed reactor
m  Hoyszert homérséklet- és pH kontroll, valamint A -t

gazbevezetés

m Hatranyar:

® A nagy szubsztrataramlast sebesség, ami a részecskék
fluidizalasahoz kell, a katalizator kimosodasat okozhatja,
ezaltal kis konverzi6 érheto el

m Uzemeltetés driga
m  Méretnovelés nehéz
B Kimosodas elkerulése:
m  Szubsztrat visszavezetése, teljes konverzioig

m Reaktorok sorbakotése



Ultraszuro reaktorok

Az ultraszir6 membranok lehet6vé teszik a kis és nagy molekulastlya

reaktansok elvalasztasat

Depolimerizaciés reakciohoz ezek a legalkalmasabbak, oldhat6 enzimek
hasznalataval biztosithatd bennik a legjobb érintkezés a szubsztratokkal

(makromolekulak)
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Hollow fiber UF membrane reactor

m  Visszatartjak az enzimeket és a sejteket, amik a membranszalakon belil talalhatok,

viszont a szubsztratokat és termékeket atengedik, mikézben azok keresztulfolynak a
reaktoron

m A porusméret megvalasztasaval elérhet6, hogy a membran csak a terméket engedje at,
a szubsztratot ne, igy elkertlhet6 a termékinhibicid



Permeate Flow

Process / : Hollow
Feed Flow Fiber Membranes




Toltott agyas oszlopreaktor

Immobilizalt enzimek vagy sejtek alkalmazhatok
benne biokatalizatorként

A laboratériumi és az ipari folyamatos reaktorok 6
tipusa

Packed- bed
column reactor




Note! Az enzim prepardlasa nem mindig sziikséges.
teljes sejt immobilizalas: koltségkiméld (1. intracellularis enzimek...)
természetes kornyezet

védelem
koenzimregeneralas
E16 sejt koenzimes atalakitasok
Nem €10 sejt preparatum permeabilizalas egyszerl atalakitasok (pl laktozhidrolizis
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ROGZITETT ENZIMEK

I1PAR] ALK AL MAZASOK. -
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Alapfogalmak az enzimtechnologiaban

Konverzio: atalakult molok szama/ kiindulasi molok szama

ns _ns
XS=°—
ns

0

Hozam=yield : szintetizalt molok szama/ kiindulasi molok szama

— nP_nPo VS
Np =
N, \ Ve

Ahol np termék mol a reakcid végén
Npy termék mol a reakcio elején
Ng, szuibsztrat a reakcid elején
Vg a szubsztrat sztOhiometriai faktora
Vp a termek sztohiometriai faktora




Szelektivitas: szintetizalt molok szama / konvertalt molok szama

N, —N vV
Ng —Ns\ Vp
Annal jobb minél kézelebb van az 1-hez.
Ha nem, min¢l tavolabb, annal tobb a melléktermék ill szennyezés

A el6z6 harom fogalom Osszefuggése:

N =0.Xq

Hozam = szelektivitas . Konverzio

Np = Op = X . =—2 -



Enantiomer felesleq:
a ket enantiomer kulonbségének viszonya az 0sszegukhoz,

(Azaz a teljeshez képest mennyire van feleslegben az egyik,

az adott enantiomer ,tisztasagat meri)

ee, =

nR_nS
Ny +Ng

Egy enzim sztereo szelektivitasa: az S- és az R-enantiomer

In 1-eeg

1+ %

V, eex
VR

In 1+eeg

14 %

ee,

atalakitasi sebessegének hanyadosa
egy racém keverekbdl



Enzimlektrod 1

Specialis alkalmazas

AMPEROMETRIAS

a.) FESZULTSEG
b) platina katod

¢) eziist anod

d) Telitett KCI oldat

e.) biokatalizator rogzitett ehzim

f) acetat membran (oxigénré atereszto)
g) analyte
h) polycarbonate membran (permeabilis oxigénre, szubsztratra termékre)
i) az elektrodok kozott folyo aram




Pt-katod

S-re,P-re
ateresztd
membran

Rogzitett enzim

%;

1

Ag-anod

O2-re atereszto
membran

Kl elektrolit




Enzimlektrod 2

ELEKTRODFOLYAMAT

Ag anode: 4Ag + 4ClI 4AgCI| + 4e

Pt cathode: O, + 4Ht + 4&- 2H-,0

PELDA

|gluc05e + 0Oy » gluconic acid + HyO4

MEDIATOR Ferrocene + 2H*
B-D-glucose ZFe

glucose oxjdase

D-gluco no-
1.5-lactone 2Fe e
Ferrcinium ian Flacirods




MEDIATOROK

4

Fe <+ CHs

NC~ ~ CN

Ferrocén N-Me-fenazin kation Tetraciano-kinodimetan
gyok anion

D-ghikono-3-lakion

Elektronvezeto szerves so, kotodik a flavoenzimhez




Enzimlektrod 3 pH és NH,™

POTENCIOOMETRIAS
U
. ... . penicillinaz o
penicillinG »penicillomnsav + H*
Lipid + viz %2 | Glicerin + zsirsav +H*
L-aminosav
-oxidaz
sins L-Asav+ O, +H,O » ketosav+ NH,"+ H,0,

Referencia elektrod
(kalomel)

L-aszparaginaz
L-Asn+viz — ~ L-Asp+NH,"

membran

i lektrod i
uvegelekiro Rogzitett enzim



Enzimlektrod 4

Analyte
Amygdalin
Asparagine
Cholesterol
Esters
Glucose

H- O

Lipids
Fenicillin G
Peptides
Starch
SUCTOSE

Urea
Uric acid

Enzvme

B-Glucosidase
Asparaginase
Cholesterol oxidase
Chymotrypsin
Glucose oxidase
Catalase

Lipase
Penicillinase
Trypsin
Amylase
Invertase

Urease

Uricase




Enzimlektrod 5

Table 2.2. Characreristics of immobilized enzyme electrodes’.

Aralve

Enzyme

Frtmobilizarion
Procedurs

Respomae
Tirte

Deseciion
Runge

Calactose

Urea

Pvruvam

Cholesteral

Galactose oxidase

Alcohol dehydroge-
nase

Urease

Pyruvate oxidase

Cholesterol
oxidaze

B-Galactosidase =
Glucose oxidass

Chymetrypsin (CT) +
alcohol oxidase
(ADD)

Glucose oxidase =
horse radish peroxi-
dase

Covalently bound on
collagen membrang

GlotaraldehydeS
caflulose mriacete

Entrapped: dialysis
membrane

Acerylezllulose

Covaleatlvy bound on
ecllagen membrane

Clutaraldenvde and
BSA; magnede flm

Gel af A0QD sand-

wiched between teflon

and retaining

membrane; CT in solu-

ion

Entrapped: gelarin dial-

VSIS Memorane

5-6 min
(sed)®
| min (kin)®

<5 min

I min

Fxlr-
Gx10°M

10~ -
FNI0'M

Lo -
L l0=M

Comdx
10" M
-
$x10%M

“Steady-state response
"Kinetic, dynamic response

“Not indicated
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Biokatalizator|(enzim, sejt)
-atalakitja az gnalitikumot ter mékké

A valtozast elektromos jellé alakitja

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




HO

-6 celluloz
CH; OH
HO 0 PH
0 H;C o
OH HO
HO
HO 0
HO
]
HH o CHy OH
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HsC HO a HO o
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Chitin_fixed.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Chitin_fixed.png

Gelidium sesquipedale
virdgmoszat

Agaroz, er6sen geélesité nemionos poliszaharid
1,3- kotott B-D-galactopyranoz es
1,4-kotott 3,6-anhydro- a -L-galactopyranoz egységekbdl

Agaropektin, kevésbe jol definialt, komplexebb poliszaharid.
Szulfat tartalmu



