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1. BEVEZETÉS

A rögzített enzimek előállítása és tanulmányozása az utóbbi 

két évtizedben a kutatások előterébe került. Ebben két tényező­

nek volt nagy jelentősége. Az egyik, hogy a hordozóhoz kapcsolt 

enzimek tulajdonságainak vizsgálata, a hordozó és az enzim közöt­

ti kölcsönhatás elméleti szempontból érdekesnek bizonyult. A másik 

mozgató erő pedig, hogy fokozódott az igény ezeknek az enzimkészít­

ményeknek az iparban és a biokémiai analitikában való alkalmazásá­

ra, mivel számos előnnyel rendelkeznek az oldott enzimekhez képest. 

A reakció termékét nem szennyezi a keletkezését katalizáló enzim, 

hiszen a rögzített enzimek elválasztása egyszerűen megvalósítható,

a termékek elkülönítése után újra felhasználhatók és folyamatos 

üzemmódban is alkalmazhatók. Az enzimeket nagyfokú specifitásuk mi­

att kiterjedten használják klinikai és élelmiszeripari analizisek- 

nél. A rögzített enzimek alkalmazásával kínálkozik a lehetőség ezek­

nek a meghatározásoknak folyamatos rendszerben történő kivitelezé­

sére.

Kísérleteink célja volt a biokémiai analitikában számos interme­

dier meghatározására alkalmazott piruvát kináz és tejsav dehidroge-

náz rögzített formáinak előállítása és fontosabb kinetikai és sta­

bilitási paramétereiknek a meghatározása. A jó működési stabilitás­

sal rendelkező rögzített enzimek analitikai meghatározásokra törté­

nő felhasználásának optimalizálása. Kísérleteinkben biológiai min­

tákból piroszőlősavat, illetve tejsavat határoztunk meg, hogy bemu­

tassuk a rögzített enzimes rendszer gyakorlati célú felhasználását 

- összevetve a mérési eredményeinket a rutinszerűen alkalmazott ol­

dott enzimes mérésekkel.
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2.1. Az általunk vizsgált enzimek előfordulása és jellemzése

2.1.1. Piruvát kináz

A piruvát kináz igen elterjedt enzim az élőlényekben. Kimutat­

ták 11 féle állati szövetben, egysejtűekben, élesztőkben, 6 faj 

vörösvérsejtjében és a növények szárában is /1/. Kristályos for­

mában Bücher és Pfleiderer /2/ izolálta először patkányizomból.

Nyúl-, macskavázizomból, galambszívből is előállítható, élesztő­

ből is ismert az izolálás.

A piruvát kináz /ATP:piruvát 2-0-f oszfotranszferáz , ЕС 2.7.1.40./ 

foszfátcsoport átvitelét katalizálja foszfoenol-piroszőlősavról 

ADP-re, így kulcsfontosságú enzime a glikolízisnek, amelynek el­

sődleges feladata anaerob körülmények között az energia felszaba­

dítása és kémiai kötés formájában /АТР-ben/ való konzerválása.

A reakció egyenlete:

/а/

С00Н С00НI 2 +MgС —0 —PO.H ADP = 0 ATP+ +3 2 PK
ch2 CH 3

ДБ°=7,6 kcal/mól

A reakciót korábban irreverzibilisnek vélték, Krimsky /3/ azon-

3xl04ban kimutatta, hogy megfordítható. Az egyensúlyi kontstans:

a piruvát és az ATP képződés irányában. A reakció során a fosz­

fátcsoport átvitele E-ADP-PEP terner komplexben valósul meg. Nem

keletkezik foszfoenzim, mint más kinázoknál.

Piroszőlősav helyett más «с-ketosavakat is tanulmányoztak, hogy
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képesek-e az ATP terminális foszfát akceptoraként viselkedni

azonban negatív eredménnyel. A foszfoenol-piroszőlősavon kí­

vül más <*-ketosav nem szubsztrátja az enzimnek. ADP helyett GDP-t 

vagy IDP-t használva a reakció 60% ill. 73% hatékonysággal folyik 

ADP-vel 100%-ot kapunk. 2-dezoxi-ADP 11% aktivitást eredményez,

ami arra enged következtetni, hogy a 2-hidroxi csoportnak jelentő­

sége van a reakcióban.

A piruvát kináz működéséhez Mg 

mint általában a kináz-reakciókban. Pontosan még nem tisztázott a

2 + ionok jelenlétére van szükség,

2 + ionok szerepe, de feitehető, hogy jelenlétükben az adenin nuk- 

leotidok Mg-só formában vannak jelen, ill. így vesznek részt a re­

akcióban. 10 mM-ig nincs gátló hatása a Mg

Mg

2 + ionoknak a reakcióra.
2 +Kevés adat áll rendelkezésre arra vonatkozóan, hogy vajon a Mg

ionok helyettesithetők-e más fémionokkal. Eritrocitákból izolált
2 + 2 +helyett 5 mM Mnenzimre nézve ismert a következő: ha 5 mM Mg

2 + ionokat alkalmaztak 48%-ra ill. 24%-ra csökkent azill. 5 mM Со
2 + 2 +ill. Sraktivitás, ugyanakkor azt is kimutatták, hogy a Zn io­

nok jelenléte hatástalan az ADP foszforilálási reakcióra.

A piruvát kináz teljes aktivitásához két értékű kationokon kí­

vül egy értékűekre is szükség van. A K+ szerepét, mint kofaktor 

szerepét tételezték fel. Feltehetőleg a K+ ionok esszenciális ak- 

tivátor szerepét töltik be. Helyettesíthetők NH^+ vagy Rb+ ionok­

kal. Magas koncentrációban azonban ezek az ionok gátolják az enzim

működését, ami a nagyobb ionerősségnek tudható be. Kationok mellett

anionok is befolyásolják az aktivitást /4/.

K+>Rb+>Cs+-Na + >NH4 + >Li +
Cl“>Br">N03"> -SCN = 0
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Ha optimális mennyiségben jelenlevő K+ ionokat tartalmazó reakció­

vagy Li+ ionokat adunk, gátlás tapasztal ható. A 

Li+ kétszer olyan gátló hatású, mint az Na+ ion ugyanabban a kon­

centrációban. Ha K+ ion nincs jelen, akkor az Na+ enyhén aktivi­

tást fokozó az enzimre, a Li+ azonban nem. K+-ra azonban szükség 

van, bárhonnan izoláljuk is az enzimet, növényből, gerinces vagy

ill. élesztőből. A gerinctelenekből / pl. 

Anorionta/ izolált enzim sokkal kevesebb K+ iont igényel működésé­

hez, mint az emlős izomból származó, mivel az intracelluláris ion­

koncentráció ott alacsonyabb, mint az emlősöknél. K+ ionokkal rész­

ben fel lehet függeszteni azt a gátlást, amit a Ca

és a K+ ilyen kölcsönhatására kevés példát találhatunk. "Bi­

ológiai antagonizmus" áll fenn köztük. Az ionok szerepéről és ha­

tásmechanizmusáról valójában keveset tudunk. Elképzelhető, hogy az 

aktiváló ill. a gátló kationok kapcsolódnak az enzim negatívan töl­

tött aminosav oldalláncaihoz /5/.

K+ ionok esetében a Michaelis-konstans értéke független a fosz- 

foenol-piroszólósav koncetrációtól, ill. a PEP-re meghatározott 

független a K+ koncentrációtól. Ez azt jelenti, hogy a két kom­

ponens egymástól függetlenül kapcsolódik az enzimhez. Közvetlen a 

foszfátcsoport transzportja a donor és az akceptor között. Valószí­

nű, hogy az enzim felületén egy helyre kötődik az ATP és az ADP és 

egy másik helyre a piroszőlősav és a foszfoenol-piroszőlősav.

A piruvát kináz piririoxál foszfáttal reverzibilisen gátolható.

elegyhez még Na

gerinctelen állatból

2 + ionok okoznak.
2 +A Ca

Az aktív centrumban lévő lizil oldalláncnak a nukleotid megkötésé­

ben van szerepe. Az ATP nagy koncentrációban gátolja az enzimet. /6/. 

A piruvát kináz a már említett /а/ reakción kívül a következő-
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két is képes katalizálni:

b. fluorokináz reakció:

hcu3 U
' AUP + "U-P-FFA I P + .. 2 + ., + Mg , К I

U_

c. hidroxilamin-kináz reakcó:

HCG3
AUP + .foszforilált hidroxilamin+ nh2uhA I P 2 +K+, In

A fluorokináz reakció nukleotiri specifitása megegyezik a piruvát
2 + ionok jelenléte fo-kinázéval /а/. A fluorokináz aktivitást Mg

2 +2 + ionok jelenlétére vanvagy Соkozza, viszont meglepő módón Zn
2 + ionok helyett. A

ionok majdnem olyan hatásosak, mint 

ionok. A K+ nemcsak a piruvát kináz, hanem a fluoro- és a

szükség a hidroxilamin-kináz reakcióban a Mg
2 +fluorokináz reakcióban a Mn

2 +a Mg

hidroxilamin-kináz aktivitásokat is fokozza.

A nyúl vázizom piruvát kináz izoelektromos pontja, pF) = 5,98.
-5 -4A Michaelis-konstansok értéke pedig PEP-re 7x10 M, ADP-re 5xlü M.

Az enzim 4 alegységből áll /7/. A monomer enzim molekulatömege

SUS gélelektroforézissel mérve 75000, a tetrameré 500000 /4/.

Aminosavösszetétele nem ismert. Kevés Туг és Trp található benne.

Ureás kezelés után két • alegységre disszociál /2/.
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2.1.2. L-tejsav dehidrogenáz

Az L-tejsav dehidrogenáz /L-laktát: NAD oxirioreriuktáz,

ЕС 1.1.1.27./ a piruvát laktáttá történő átalakulását kata­

lizálja. A reakció reverzibilis. Kis sebességgel 'T-diketo sa­

vak redukcióját is katalizálja, az átalakítás mértéke egy tize­

de a piruvát redukciónak. NAD helyett kis sebességgel NADP-vel 

is működik /8/. Széles szubsztrát specifitással rendelkezik

<*-ketosavakra és ^-hiriroxisavakra nézve. A К ^ piruvátra a leg­

kisebb, a C atomok számának növelésével C^-ig nő, C^-C^ között

C2~C^ esetében közel azonos, a szén­periig nem változik. A V max
atomszámot C^-ig növelve - csökken.

Emlősökben a vázizom /М/, szívizom /Н/ és a herékben találha­

tó /X/ izoenzimek fordulnak elő. A szövetekben ötféle hibridfor­

ma / m4 , H4 / található. Izomban, májban az M ti- 

pusú forma dominál a tetramerben, szívben, vesében pedig a H for-

m3h, M„H , MH3,2 2

Nyúl vázizom enzimnél Bush és Nair /9/ kimutatta, hogy a ma­ma .

gas piruvát koncentráció gátló hatású a reakcióra. Az anionok je­

lentősen befolyásolják az enzimaktivitást, sőt a különböző puf­

ferekben mért Michaelis-konstans is jelentős eltérést mutatott 

/10/. Az egyes izoenzimek közül a különböző szénláncú analógokat

az egyik izoenzim elfogadja, a másik nem. Az izoenzimnek az 

ot-keto-glu társa v ugyanolyan jó szubsztrát ja , mint a piroszőlősa v . 

A H4, M4 formánál az o4-keto-glutársav vagy az oxál-ecetsav kevés­

bé megfelelő szubsztrát, mint a piruvát. A H4, M4, X4 formák ami- 

nosav összetétele ismert. Ha Cys-t módosítanak, ez aktivitásvesz­

téshez vezet. Ha a Cys oldalláncot коenzim jelenlétében próbálták

módosítani akkor az enzim aktív maradt. Az enzim nem tartalmaz
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fémet, nincs benne riiszulfiri-hiri sem. A dogfish LDH teljes ami- 

nosav szekvenciája és a három dimenziós szerkezete is ismert. 329 

aminosavból áll. Az aktív centrumban His szerepét igazolták. Má­

sodlagos szerkezetében kb. 40% az o(-hélix, 23% a ß-reriözött szer­

kezet, mely Val-t, Ile-t és Thr-t tartalmaz nagy százalékban. /А 

különböző fajokból izolált LDH hélix tartalma 32-46% közt válto­

zik./ Az alegység N terminális része köti a koenzimet 

• otid kötő rész két mononukleotiri kötő részből áll. Az alegységek 

N terminális részéről egy 20 aminosavat tartalmazó rész emelkedik 

ki. Ennek a karnak az alegységek közötti kapcsolat kialakításában 

van szerepe. Az Asp 168 és a His 193 a katalizis szempontjából

a riinukle-

fontosak. A koenzim adeninje hidrofób zsebben kötődik meg. A meg-

kötődést а Туг 83 segíti, az Asp 53 periig orientálja az arienin

gyűrűt. Ugyanilyen elhelyezkedés alakul ki a GAPD-nél az enzim és 

a koenzim között. Az arienin gyűrű ribózát a H-hid kötés kapcsolja

a fehérjéhez. Ugyanez a kötődés figyelhető meg valamennyi bimole-

kuláris vagy terner komplexben, ahol ribóz van jelen. A koenzim

foszfátjai H-hid kötést létesítenek az enzim főláncán elhelyezke­

dő aminosav csoportok oldalláncával /Alá 31, Val 32/. A NADH-t

400-szor jobban köti az enzim, mint a NAD-t. Ezt a fehérjeszerke­

zet jelenlegi ismeretei alapján nehéz magyarázni. A nikotinamid 

gyűrű a negatívan töltött Glu 140 és a pozitívan töltött His 138

között helyezkedik el terner komplexben. A nikotinamid önmagában

nem gátolja az LDH-t, de ha AMP is jelen van, akkor igen. A szub-

sztrát megkötésében az Arg 171, az Arg 109, a His 195 és a Ser 238

vesz részt H-hid kötés kialakításával a His oldalláncok módosítása

után az enzim a NAD-t és a NADH-t meg tudja kötni, de terner kom-
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plex nem alakul ki. А Туг olriallánc módosítása is gátolja az 

enzimet. Feltehetőleg az aktív centrumhoz közel helyezkedik el 

és valószínű, hogy a katalízisben van szerepe. Az aktív centrum 

közelében lévő Lys 250 módosítása az oligomer forma instabili­

tását idézi elő. Megváltozik az enzim immunológiai tulajdonsá­

ga is.

Alacsonyabb rendű mikroorganizmusokban leírtak D-tejsavra 

specifikus enzimet is, mely a kísérleti eredmények szerint di­

mer enzim. Az LDH a NAD 4-es C atomjára cianid beépülését is ka­

talizálja. Valamennyi izoenzim piruváttal gátolható, de külön­

böző mértékben. Alacsonyabb pH-n kisebb piruvát koncentráció 

kell a gátláshoz. Az LDH nagy tejsav koncentrációkkal is gátol­

ható. A forma könnyebben gátolható az M^-nél . Feltehetőleg 

egy abortiv terner komplex keletkezik és ebből ered a gátlás. A

piruvát ill. a tejsav az apoenzimhez nem kötődik, csak a koen-

zimet tartalmazó enzimhez /8/.
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2.2 Enzim rögzítési módszerek

A rögzített enzimek fizikai kölcsönhatás révén, vagy kémiai 

kötéssel szilárd hordozóhoz kapcsolt ill. a hordozó által kö­

rülzárt enzimek, melyek katalitikus aktivitásuk megőrzik, is­

mételten és folyamatosan felhasználhatók /11/.

Az enzimek rögzítése történhet: /12-15/

- az enzim vizoldhatatlan hordozóhoz való kapcsolásával fi­

zikai adszorpció, ionos vagy kovalens kötés révén;

intermolekuláris keresztkötések létrehozásával az enzimmo­

lekulák közt bi- vagy polifunkciós reagensekkel;

- az enzim szemipermeabilis gélből készült rácsba való bezá­

rásával, szemipermeabilis membránnal való körülvételével,

vagy üreges szálba történő bezárásával.

Legtöbb irodalmi adatot a kovalens kötéssel történő rögzítés­

re közöltek. Sok próbálkozás történt a többi módszer bővítésére 

is. Új hordozók új lehetőségeket kínáltak /16-25/.

2.2.1. Adszorpció

A fizikai adszorpció a legkorábban alkalmazott módszer enzi­

mek rögzítésére. Nelson és Griffin /26/ elsőként állítottak elő 

rögzített enzimet 1916-ban. Invertázt kötöttek aktív szénhez. 

Langmuir /27/ pepszint és ureázt kötött adszorpcióval. Adszor-

bensek lehetnek pl. aktív szén, porózus üveg, kaolinit, A^O-j,

szilika-gélek, keményítő, cellulóz. A módszer előnye, hogy nagyon

egyszerű és nem igényel erélyes kémiai behatásokat. Hátránya, hogy

a pH, a hőmérséklet és az ionerősség változtatása a fehérje leol-

dóriását eredményezheti. Az enzim mellett más vegyületek is adszor-

beálórihatnak.
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2.2.2. Ionos kötés

Legtöbbször az enzim és a hordozó között kialakult ionos kö­

tés mellett az adszorpció is szerepet játszik a kötésben. Első­

ként Mitz /28/ alkalmazta ezt a módszert rögzített enzim előál­

lítására. Az ionos kötés kialakítása egyszerű, nem igényel eré­

lyes behatásokat, így általában nagy aktivitással köthetők az en­

zimek /11/. A módszer hátránya, hogy a pH és az ionerősség meg­

változtatása az enzim leoldóriását eredményezheti, mivel az ionos

kötés viszonylag gyenge. Hordozóként poliszaeharid származé­

kok /DEAE-cellulóz, CM-cellulóz, DEAE-Sephariex s t b . / és ioncse­

rélő csoportokkal rendelkező szintetikus polimerek / Amberlite

származékok, Dowex gyanták / alkalmazhatók.

2.2.3. Kovalens kötéssel történő rögzítés

A kovalens kötéssel való rögzítés a leggyakrabban alkalmazott

módszer az enzimek rögzítésére. Elsőként az immunológusok hasz­

nálták /29/ 1936-ban. Azóta számos új kovalens rögzítési eljárást 

dolgoztak ki. A módszer előnye, hogy a hordozó és az enzim között 

erős kémiai kötés jön létre, így a környezeti feltételek /hőmér­

séklet, pH, ionerősség/ megváltoztatására sem következik be le- 

olriódás. Hátránya, hogy viszonylag bonyolult s általában az en­

zim jelentős része inaktiválódik, mivel a kötésben az aktív cent­

rum aminosav oldalláncai is részt vehetnek. A kémiai módosulás

eredményeként számolni kell az enzim térszerkezetének, a szub-

sztrát hozzáférhetőségének megváltozásával. A kovalensen kötött

enzimek katalitikus és stabilitási tulajdonságai lényegesen eltér­

hetnek az oldott enzimétől. Célszerű olyan hordozókat /riextránt,
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szintetikus polimereket, fémoxidokat'/ választani, melyek az 

aktivitás szempontjából fontos aminosav oldalláncokkal nem re­

agálnak. Ha az aktív centrumban lévő csoportokat kémiailag re­

verzibilisen módosítjuk, ill. szubsztrát vagy koenzim van jelen, 

csökkenthető az aktivitás veszteség /30-31/.

A kovalens kötésre leggyakrabban használt reakciók:

acilálás

arilezés és alkilálás

brómciános reakció

karbamoilálás és tiokarbamoilálás

glutáralriehides kapcsolás

ríiazotálási reakciók

tiol-diszulfid átalakulás

polimer aldehidekkel való reakció

kondenzációs reakciók

A továbbiakban az általunk is használt eljárásokat ismertetjük.

2.2.3.1. Rögzítés brómciánnal aktivált poliszacharidokhoz

Axén és Porath /32-35/ módszerével lehetőség nyílt makromole­

kulák szilárd hordozóhoz való kovalens kötésére. Sephadex géle­

ket aktiváltak cián halogénekkel, majd glicil-leucin dipeptidet

kötöttek hozzá. Az aktiválás és a bekötődés pH=10-12 között volt

optimális. A módszer előnye, hogy az aktivált gél megvásárolható,

s a kötés nem igényel erélyes reakciókörülményeket. Az 1. ábrán

az aktiválás és a kötés mechanizmusát tüntettük fel poli-glükóz 

hordozók esetén /36/. Az agaróz gélek nem tartalmaznak vicinális 

hidroxil csoportot. Az aktiválás a 2. ábrán feltünteti séma sze­

rint megy végbe. A kérdőjeles változat csak feltételezett de még

ne ni bizonyított lehetőség.
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Az agaróz géleknél /Sepharose/ a fehérje kb. 80%-a a stabil ci­

ánét észterrel reagál, a dextrán tipusú géleknél /Sephadex/ vi­

szont a ciánét észter csak nyomnyi mennyiségben fordul elő /37, 

38/.

2.2.3.2. Rögzítés aldehid funkciós csoportot tartalmazó hordo­

zóhoz

Aldehid funkciós csoportot tartalmazó hordozók kialakítására 

számos próbálkozás történt. Epton és munkatársai /39/ poliakril- 

amino-acetalriehiriet állítottak elő. Brown és Racois /40-42/ allil

alkohol és vanillin kopolimerizációjával, mások /43-45/ polisza- 

charidok riimetil-szulfoxirios, ill. perjoriátos oxidációjával pró­

bálkoztak. Az aldehidek a- fehérjék amino csoportjaival reagálnak 

aminol vagy Schiff-bázis /azometin, alriimin/ képzéssel /3. ábra/

/46/.

N h0 H,0 .OHCH,0H H?N-R
-CH=N-R

'NH-R"OH

3. ábra: Fehérjék kötése aldehid funkciós csoportot tartalmazó

polimerekhez

A szulfhióril és imiriazol csoportok is reakcióba léphetnek, ami

enzimakti vitás csökkenéssel járhat. A módszer hátránya, hogy bi­

zonytalan a képződött kötések stabilitása. A kötés utólagos re­

dukcióval stabilizálható, de közben csökkenhet az enzim aktivitá­

sa /47/.
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2.2.3.3. Kötés poliakrilamid gélekhez p-benzokinonos aktivá­

lással

Számos próbálkozás történt az amiri-csoport aktiválására /48,49/. 

Brandt /50/ és Stambolieva /51/ Sepharose 4B és hidroxialkil-met- 

akrilát géleket aktiváltak p-benzokinonnal. Poli-akrilamid ti- 

pusú gélek is aktiválhatok p-benzokinonnal /52/, de a reakció 

mechanizmusa még nem tisztázott.

A p-benzokinon aminokkal való reakciója ismert /53/; 1,4-ari- 

díció, amely még oxidációval is együtt jár /4. ábra/

4. ábra: p-benzokinon reakciója aminokkal

2.2.3.4. Rögzítés karboxi1-csoportot tartalmazó hordozóhoz

Mosbach és Mattiasson /54/ karboxi1-csoportot tartalmazó 

gélek aktiválására vizoldékony karbodiimideket használtak. Sa­

vas pH-n /pH=4,75-5,0/ először 0-aci1-izourea keletkezik, majd 

amid kötések alakulnak ki, vagy acil-urea képződik /5. ábra/.
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5. ábra: Karboxil funkciós csoportot tartalmazó gélek aktiválása

és az enzim kötődése

Az aktivált karboxil csoport más nukleofil csoportokkal /-0H,-SH/ 

is reakcióba léphet. A karboxi1-csoportok aktiválására leggyakrab­

ban az l-ciklohexil-3/2/4-N-metilmorfolinoetil-karbodiimiri tozilá- 

tot és az l-etil-3/3-dimetilaminopropil/-karboriiimiriet használják

/13/.

2.2.4. Rögzítés keresztkötések létrehozásával

Bi- vagy multifunkciós reagensekkel keresztkötéseket alakítunk 

ki az enzim molekulák között. A rögzítésre számos bi- vagy multi­

funkciós vegyület /riiazo-benziriin és származékai, N , N ’-hexameti- 

lén-bisz-jódacetamiri, hexametilén izocianát stb./ felhasználható. 

Leggyakrabban g]utáralriehiriet alkalmaznak. A módszer hátránya, 

hogy nehezen kezelhető puha, zselatinszerű polimer keletkezik 

/55,12/. Ez a hátrány kiküszöbölhető hordozón adszorbeálóriott en­

zimek keresztkötésével . Enzimaktivitás veszteséggel is számolni 

kell, ami inert fehérje /pl. szérum albumin/ jelenlétével csök­

kenthető /56/.
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2.2.5. Gélbe polimerizálás

Az enzimet a polimerizáció megindulása előtt a monomer olda­

tába keverjük, így a képződött polimer magába zárja az enzimet. 

A gél pórusai a kis méretű szubsztrátok és termékek diffúzióját 

lehetővé teszik, de az enzimet visszatartják. A módszer előnye, 

hogy egyszerű és különböző gélformák kialakítására is lehetőség 

van. Leggyakrabban poli-akrilamidot alkalmaznak /57-59/. A mód­

szer hátránya, hogy a polimerizációkor képződött szabad gyökök 

és a reakcióhő /60/ inaktiválhatják az enzimet, másrészt csak 

olyan enzimek rögzítésére alkalmazható, amelyek kis molekulasú­

lyé szubsztrátokra hatnak.

2.2.6. Bezárás szemipermeabilis membránnal

Az enzimek szemipermeabilis kapszulába zárására cellulóz nit­

rátot, polisztirol és poliamin származékokat használnak. A mód­

szer előnye, hogy magas enzimkoncentráció érhető el. Az így rög­

zített enzimek felhasználhatók pl. aminosavak nagy mennyiségben 

való előállítására, kofaktor ciklizálására /61,62/, enzimhiányos 

betegségek gyógyítására /63,64/ és művese előállítására /65,66/.

2.2.7. Bezárás szálak üregeibe

Rony /67/ használt először szemipermeabilis szálakat enzimek

rögzítésére. A cellulóz tri-acetát szálakba számos enzimet be

lehet zárni. A szálakat úgy készítik el, hogy a glicerint is tar­

talmazó vizes enzimoldatot metilén kloridban oldott cellulóz tri-

acetátba csepegtetik. Keveréssel emulziót készítenek, melyet tolu- 

olt tartalmazó koaguláltató fürdőbe engednek bele /11/. A szálak
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nagy felületűek, folyamatos működést tesznek lehetővé. A módszer 

hogy az enzimet nem kell semmivel reagáltatni a rögzítés­

hez és nagy molekulasúlyú szubsztrátoknál is alkalmazható, ha a 

termék molekulasúlya kicsi /12/.

előnye

2.3. Rögzített piruvát kinéz és tejsav riehirirogenáz előállítása

és tulajdonságai

rögzítésére számos próbálkozás tör­

tént. Wilson és munkatársai /68/ cellulóz papírhoz kötötték kü-

A piruvát kinéz

lön a tejsav riehirirogenázt és külön a piruvát kinázt. Kinetikai- 

lag modellezték és analizálták az enzimrendszer működését. A rög­

zített piruvát kináz Michaelis-konstansát 0,48 mM-nak találták

0,091 M KC1 koncentráció mellett az oldott enzim esetébenADP-re

pedig 0,52 mM értéket kaptak. A rögzített piruvát kináz jó tá­

rolási stabilitással rendelkezett, több hónapig aktív maradt, amit 

a kálium ionok stabilizáló hatásával lehet magyarázni. A már hasz­

nált piruvát kináz papír csíkok viszont már nem voltak ilyen jól

tárolhatók.

Kay és munkatársai /69/ Whatman papír diklór- s -triazinnal ak­

tivált szűrőpapírhoz kötötték a piruvát kinázt, más enzimekkel 

együtt és az így előállított készítményt reaktortöltetnek használ­

ták. Az enzimek a piruvát kináz kivételével - több hónapig sta­

bilak voltak.

Newirth és munkatársai /70/ diazotálással üvegre kötötték a pi­

ruvát kinázt és a tejsav riehirirogenázt. Tanulmányozták a p-amino-

-benzoilát-, ill. az amino-alkilát üvegre kötött, két enzimből ál­

ló rendszer analitikai meghatározásokra való alkalmazhatóságát. A
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rögzített enzimekkel piruvát, ADP és foszfoenol-piroszőlősav kon­

centrációt határoztak meg.

Campbell és Chang /71/ mikrokapszulákba zárták a piruvát kinázt 

és a hexokinázt. Készítményüket ATP regenerálására használták fel.

A tejsav riehidrogenázt mind a biokémiai-, mind az 

orvosi analitikában elterjeriten alkalmazzák, így rögzítésével is 

sokan próbálkoztak.

Biondi és munkatársai /72/ 1,6-6 U/g aktivitással kötötték az

LDH-t és más enzimeket poli-akrilnitril hordozóhoz.

Kötötték a tejsav riehidrogenázt arilamin- ill. alkilamin-üveg- 

hez is nátrium nitrittel ill. glutáraldehiridel /73/.

Srere és munkatársai /74/ BrCN-al aktivált Sepharose 4B-hez,

Sepharose G-250-hez, 1,6-diamino-hexánt tartalmazó Sepharose 4B-hez 

és poli-akrilamiri gélbezárással koimmobilizáltak almasav dehiriro-

genázt, LDH-t és citrát szintetázt. A rögzített enzimrendszer 4-szer 

hatékonyabban műküdött a szabad enzimes rendszernél, amit a gélben 

levőmagas szubsztrátkoncentrációval magyaráztak.

Anioncseréld cellulózhoz kötött LDH K^ értéke és hőstabilitása 

nagyobbnak adódott az oldott enziménél /73/. S-triazinil DEAE cel­

lulóz hoz kötött LDH-nál is ilyen változásokat mértek /76/.

Hofstee /21/ n-oktilamin és n-buti 1 amin Sepharose 4B-hez kö­

tötte több enzim mellett az LDH-t is. Az enzimek ionos és hidrofób

kölcsönhatás révén kötődtek, mégis huzamosabb ideig használható

volt az oszlop az enzim leoldóriása nélkül. 1 M KCl-al lehetett csak

eluáJni az enzimeket.

Kovalenko és munkatársai /77/ Al^O^-ra kötötték az LDH-t ad-
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szorpcióval. A rögzített tej sav riehirirogenáz К ^ értékét két nagy- 

ságrenririel nagyobbnak találták NADH-ra nézve az oldott enziménél, 

ami a fehérje molekulák deformációjával magyarázható. A rögzített 

enzim stabilabb volt az oldottnál. Szobahőmérsékleten egy éves

tárolás után is megőrizte aktivitásának 20-40ss-át.



20

3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1. Felhasznált anyagok

A kísérleteinkben felhasznált anyagok nagy része a Reanal Fi­

nomvegyszergyár /Budapest/ terméke volt. Kivételt képeztek: a rög­

zítésnél használt Szilokrom aldehid /NPO Biolar, Riga, Szovjetunió/; 

a Sepharose 4B /Pharmacia, Uppsala, Svédország/; az N/3-dimetilami- 

nopropil/-N'-etil-karbodiiniiri-hidrokloriri /Merck-Schucharrit, München, 

NSZK/. A Reanaltól beszerzett Akrilex P-100 szemcsemérete: 120-320 

дш, az Akrilex C-100-é periig 100-320 yum volt 6,4 m ekv./g száraz 

gél kötőkapacitással. A nyúl vázizom piruvát kináz 100 U/mg; a ser­

tésizomból izolált tejsav dehidrogenáz 200 U/mg specifikus aktivi­

tással rendelkezett.

3.2. Oldatok fehérjetartalmának meghatározása

Az enzimoldatok fehérjetartalmának mérése Lowry és munkatársai

/78/, ill. Bradford /79/.módszerével történt.

A Fölin-reagens lúgos közegben kék színreakciót ad a fehérjék­

kel, melynek fotometrálása 730 nm hullámhossznál végezhető el. Az 

oldatok fehérjetartalmát marha szérumalbuminból készített, ismert 

koncentrációjú oldatsor alapján felvett kalibrációs görbe segít­

ségével határoztuk meg. A Lowry által leírt módszerhez szükséges 

oldatok: A : 2%-os Na2C0^, 0,1 N NaOH-ban

В : 0,5%-os CuSO^ x 3 P^O, 0,1%-os Na-citrátban 

C : 50 ml A + 1 ml В

Közvetlenül a meghatározás előtt készítjük

D : 2 N Föl in-reagens
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10-100 ^ug fehérjéhez 2,5 ml C oldatot adunk, majd szobahőmérsék­

leten 10 percig inkubáljuk. Hozzáadunk 0V25 ml D oldatot, össze­

keverjük és 40 perc múlva fotometráljuk .

Bradford módszere azon alapszik, hogy a Coomassie Blue brilli­

ant festék kék színű komplexet alkot a fehérjékkel, amely 595 nm- 

-nél fotometriásan jól mérhető. A reagens elkészítése: 25 mg Coo­

massie Blue G-250-et feloldunk 12,5 ml 95%-os etanolban, hozzáa­

dunk 85%-os foszforsavat, majd az így nyert oldatot kiegészítjük 

250 ml-re ríeszt. vízzel. Az így nyert oldat összetétele:

Coomassie Blue 0,01%

etanol 4,75%

foszforsav 8,5%

A meghatározás menete: 2,5 ml reagenshez 50 yul /10-100 mg fehér­

jetartalmú/ oldatot adunk, majd 2 perc eltelte után mérjük a fény- 

elnyelést 595 nm-nél deszt. vízzel szemben. A színintenzitás fél 

órán keresztül állandó marad. A oldatok fehérjetartalma marha szé- 

rumalbumin olriatsorral felvett kalibrációs görbe segítségével adha­

tó meg. A rögzített fehérje mennyiségét indirekt módon határoztuk 

meg, a reakcióelegybe bevitt és a mosófolyadékokból visszamért fe­

hérje mennyiségének különbségenként.

3.3. Az enzimek aktivitásának mérése

A piruvát kináz aktivitását tejsav dehidrogenáz segéd­

enzimmel határoztuk meg, 3‘40 nm-nél a NADH mennyiségének csökke­

nését követve /80/. A reakcióelegy összetétele a következő volt: 

87 mM trietanolamin/HCl puffer /рН=7,0/ 1,4 mM foszfoenol-piru­

vát, 2,5 mM MgCÍ2, ЮтМ KC1, 4,7 mM ADP, 0,2 mM NADH és 10 egység 

LDH. A reakciót 100 yul piruvát kinázzal indítottuk. Egy enzimegy-
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az enzimmennyiség, amely 1 jumol piruvát képződését 

katalizálja percenként 25 °C-on a fenti körülmények között.

aktivitását a 340 nm-nél mért 

extinkció csökkenéséből határoztuk meg /81/. A reakcióelegy össze­

ség /U/ az

riehidrogenázA t e j s a v

tétele: 94 mM foszfát puffer /рН=7,0/,_7,6 mM nátrium-piruvát, 0,2 

тМ NADH. A reakciót 20 yug /0,5-1,0 U/ enzimmel indítottuk. Egy en­

zimegység az enzimnek az a mennyisége amely 1 yjmol tejsav piruvát- 

ból való képződését katalizálja percenként 25 °C-on a fenti körül-

A minta 1 cm^-ében lévő aktivitásegységek számát azmények között.

alábbi összefüggéssel számoltuk:
A E x V гA tи

térfogati aktivitás / У =
E340, NAOH x V x 1cm m

ahol: V f : a reakcióelegy térfogata

V : a bemért enzimoldat térfogata

: extinkciós koefficiens, 6,22 cm'V^umolE340 , NADH 

1: a fényút hossza a küvettában /cm/

A rögzített enzimek aktivitását ugyanolyan reakcióelegyben mér­

tük, mint az oldott enzimét. 4 ml reakcióelegyet 100-200 mg rög­

zített enzimmel 1-10 percig kevertettünk, majd szűrés után mértük 

az oldatok extinkciójának csökkenését.
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3.4. Rögzített enzimek előállítása

3.4.1. Rögzítés Szilokrom aldehidhez

Ryan és Fottrell /82/ módszerét adaptáltuk. 1 g gélt pH=8,0-as

majd 4-3 ml 800-1000 U/ml aktivitású en­

zimet adtunk hozzá. Ezután 4 °C-on két óra hosszat kevertettük a

deszt. vízzel átmostunk

szuszpenziót. Az enzim és a hordozó között kialakult Schiff-bázis 

kötést 0,8 ml 1%-os nátrium-borohiririri oldattal redukáltuk. A nem- 

-kötődött fehérjéket többszöri vizes mosással távolítottuk el. Át­

mostuk a gélt: 3 x 10 ml deszt. vízzel /pH=8,0/; 3 x 10 ml 0,1 M

foszfát pufferrel, amely 0,5 M szervetlen sót / a piruvát kináznál 

a tejsav dehidrogenáznál pedig NaCl-t/ is tartalma-/NH4/2S04-ot

zott; majd végül 3 x 10 ml 0,1 M foszfát pufferrel /рН=7,0/.

3.4.2. Rögzítés Sepharose 4B gélhez

Aktiválás: 40 ml gélt 1 liter deszt. vízzel átmostunk, majd 

80 ml deszt. vízben szuszpendáltunk. pH-ját 10 N NaOH-dal 11-re 

állítottuk, majd kis részletekben 12 g BrCN-t adtunk hozzá, miköz­

ben a pH-t 10,5-11 között tartottuk 20 °C-os termosztálás mellett. 

A pH változás megszűnte után a gélt 500 ml 0,1 M NaHCO^ oldattal 

/рН=8,0/ mostuk át /83/.

Az enzimek kötése: 1 g BrCN-al aktivált gélt 6 ml 0,1 M NaHCO^ 

oldatban /рН=8,0/ szuszpendáltunk, majd hozzáadtuk az enzimet /20- 

-50 mg/. 24 óráig 4 °C-on kevertettük, majd átmostuk a gélt:

3 x 10 ml 0,1 M foszfát pufferrel /pH = 7,6/, mely 0,1 M szervetlen 

sót /NaCl ill. /NH4/2S04/ tartalmazott és 3 x 10 ml 0,1 M foszfát 

pufferrel /рН=7,6/ /84/.
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3.4.3. Rögzítés Akrilex P 100-hoz

Aktiválás: 1 g gólt 4 ml 0,1 M foszfát puffcrbcn /pH-8,0/ szusz - 

penriáltunk, majd 1 ml 0,1 M p-benzokincnt adtunk hozzá 20%-os di- 

oxánban oldva. A gélt 24 óráig aktiváltuk 50 °C-on /52/. A p-ben- 

zokinon feleslegének eltávolítása végett átmostuk a gélt: 3 x 10 ml 

20 % dioxánt tartalmazó vízzel; 3 x 10 ml 0,1 M acetát pufferrel 

/pH=4,0/; 3 x 10 ml 1 M szervetlen sót tartalmazó acetát pufferrel; 

majd végül 0,1 M foszfát pufferrel /рН=7,5/.

Enzimek kötése: 1 g aktivált gélt 4 ml 0,1 M foszfát pufferben 

szuszpendáltunk, majd hozzáadtuk az enzimet. 4 °C-on 24 óráig ke- 

vertettük, majd kimostuk a gélt. A mosás hasonlóan történt, mint az

aktiválás után, a riioxános lépés elhagyásával.

3.4.4. Rögzítés Akrilex C 100-hoz

1 g gélt 50 ml 0,1 M foszfát pufferben /рН=6,5/ duzzasztottunk. 

Hozzáadtunk 1 g 20 ml foszfát pufferben oldott EDC-t és 10 percig

kevertettük /85,86/. A piruvát kináz kötéséhez kálium foszfát puf­

fert használtunk, hogy a Na+ ionok gátló hatását későbbi méréseink 

során elkerüljük és az aktivált gél pufferes mosásával eltávolítot- 

tuk a karboriiimid feleslegét. A rögzítésekhez dializált enzimolria- 

tot /4-5 ml; 4000-5000 U/ használtunk. A gélszuszpenziót 24 óráig 

kevertettük 4 °C-on, majd mostuk: 3 x 50 ml 0,1 M foszfát pufferrel

/рН=7,0/, 3 x 50 ml 0,1 M NaCl-t ill. /NH^^SO^-t tartalmazó fosz­

fát pufferrel és ismét 3 x 50 ml 0,1 M foszfát pufferrel.

A rögzített enzimeket szuszpenzió formájában tároltuk hűtőszek­

rényben: a piruvát kinázt 0,1 M trietanolamin/HCl /p H = 7,6/ , az LDH-t 

pedig 0,1 M foszfát pufferben /рН=7,0/.
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3.5. "Flow injection analysis"

Minta

Rögzített
enzim(ek)Puffer

¥ JU
Rekorder

• ОUvikord 
(0 D. 365nm) П

Perisztaltikus/ \ 
pumpa Г~\

6. ábra: "Flow injection analysis" sematikus vázlata

Az enzimreaktoros analitikai mérések elvégzéséhez a 6. ábrán

bemutatott rendszert állítottuk össze. LKB 2238 Uvicorri S II ti-

pusú fotométert /Brornma, Svédország/ használtunk 10 yul-es átfo­

lyó küvettával. A rendszerből kijövő jelet Rarielkis /Budapest/

□ H — 814/1 rekorderrel mértük. A puffert LKB 2132 microperpex pe­

risztaltikus pumpával áramoltattuk. Az oszlop reaktor 1-16 U ak­

tivitású rögzített enzimet /LDFI/, ill. enzimeket /РК és LDH/ tar­

talmazott 1-5 ml-es /0,9 x l,6-7,9cm/ térfogatban. A meghatározá­

sokhoz 20-100 дг1 mintát vittünk a reaktorra. Az átfolyási sebesség 

25-300 ml/h volt. Kísérleteinkben a reakciók során átalakult, ill. 

keletkezett NADH mennyiségét mértük / Л- = 365nm/. Minden oszlophoz 

készítettünk egy kalibrációt, ismert koncentrációjú NADH oldatok­

kal. Az átfolyási sebesség megváltoztatásakor új kalibrációs egye­

nest vettünk fel. A NADH oldatok koncentrációját a 340 nm-en mért 

exti nkci ójukból számoltuk. A nagyobb pontosság elérésére törekedve,
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a kalibrációs egyenesek felvételénél az elektromos jelmagasság 

helyett a jelmagasság és a félmagasságnál mért szélesség szorza­

tát /egy közelítő jel alatti területet/ ábrázoltunk a NADH koncen­

tráció függvényében. A foszfoenol-piruvát és a piruvát meghatáro­

zásánál a NADH-t fölöslegben alkalmaztuk. A mérések elvégzéséhez 

0,05 M trietanolamin / HCl puffert /рН=7,0/ használtunk. Az átala­

kított szubsztrát mennyiségét az oszlopra felvitt oldat NADH tar­

talma és a rekorderen kapott jelnek megfelelő /a kalibrációs egye­

nesről leolvasott/ érték különbségeként határoztuk meg. A tejsav 

meghatározásánál a minta 20 mg/ml NAD-t is tartalmazott a tejsav 

mellett. A méréseket hidrazin/glicin pufferben /рН=9,5/ végeztük. 

Az átalakított tejsavat az oszlopon keletkezett NADH mennyiségének 

mérésével határoztuk meg.
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I. táblázat: Piruvát kináz rögzítése különböző hordozókhoz

Akrilex 
C 100

Akrilex 
P 100

Szilokrom
aldehid

Sepharose 
4 ВHordozó

foszfát 
puffer 
/рН=6,5/

foszfát 
puffer 
/pH = 7,0/

Rögzítésnél al­
kalmazott közeg

0,1M NaHCO-, 
/pH = 8,0/ ^

deszt.víz 
/pH=8,0/

fehérje
/mg/

Reakcióelegybe
vitt aktivi­

tás /и/

50 10845,9 51,7

1933 51681776 1998

fehérje
/mg/ 4,3 26,914,1 45,7

/%/ 8,5 24,930,7 88,4

Kötődött
aktivitás 37 49,9 60,9 190/и/

/%/ 2,1 2,3 3,2 3,7

Szűrletből és 
mosókból visz- 
szamért akti­

vitás /%/ 43,7 96,8 74,211,7

Aktivitás
veszteség

/%/
22,10,085,854,2

Az adatok 1 g száraz gélre vonatkoznak.
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II. táblázat: Tejsav dehidrogenáz rögzítése különböző hordozók ti о z

Akrilex 
C 100

Akrilex 
P 100

Seph arose 
4 В

Szilokrom
aldehidHordozó

foszfát 
puffer 
/рН=6,5/

foszfát 
puffer 
/рН=8,0/

rieszt .víz 
/рН = 8,0/

0 , IM NaHCO. 
/pH = 8,0/ ^

Rögzítésnél al­
kalmazott közeg

f e h é г j e 
/mg/

Reakcióelegybe
vitt aktivi­

tás /и/

9,3 16,620,520,5

435014855460 5460

fehérje
/mg/ 16,320,3 7,511,7

/%/ 98,280,657,0 99,0

Kötődött
aktivitás 90,228,3 9,818/и/

/%/ 0,65 2,070,510,33

Szűrletből és 
ni ősökből visz- 
szamért akti­

vitás /%/ 33,7 2,039,2 0,6

Aktivitás
veszteség

/%/
98,9 65,7 96,060,5

Az adatok 1 g száraz gélre vonatkoznak.
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4.2. Oldott és rögzített piruvát kináz és tejsav riehirirogenáz ka­

talitikus sajtáságainak össze hasonlító vizsgálata

4.2.1. Az enzimaktivitás pH függése

A piruvát kináz aktivitásának pH függését pH = 5,0 - 9,3 

között vizsgáltuk. A mérés kivitelezéséhez 0,05 M KH2P0^-«2HP04 

/pH=5,0 - 8,0/, 0,1 M trietanolamin/HCl / p H = 7,0 - 8,5/, valamint 

0,1 M glicin/KOH /pH=8,5 - 9,5/ puffereket használtunk. A különböző 

pufferekben mért aktivitások azonos pH-nál is különböztek, így átfe­

dő pH-kat használva a pH optimumnál mért aktivitáshoz viszonyítva 

adtuk meg a relatív aktivitásokat. Az oldott enzim optimuma pH=7,0-nél 

van, a rögzítetté periig fél pH-val a lúgos tartomány felé tolódott

el /7. ábra/ /87/.

*
•3
.1
ж

50

0 4l-r
5 86 7 9 10

pH

7. ábra: A piruvát kináz aktivitásának pH függése

Mind az oldott, mind a rögzített enzim esetében az elért 

legmagasabb aktivitást vettük 100%-nak /oldott enzim,

C>, [) U/ ml ; rögzített enzim, 3,0 U/nil/.

-x-x-: oldott enzim; rögzített enzim.
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A piruvát kináz aktivitásának pH függését különböző ionerőssé­

gű pufferekben is megmértük. Az ionerősséget 0,02-ről 0,2-re nö­

velve csak kis mértékben csökkent a kötött enzim pH optimumának 

az oldott enzim pH optimumához viszonyított eltolódása. Kísérle­

ti eredményeinket a 8. ábrán tüntettük fel.

100

i?
t/)

'O±:>£<
SO

5.0 6,0 7,0 B.0 9.0 10,0 11,0
pH

8. ábra: A rögzített piruvát kináz aktivitásának pH függése kü­

lönböző ionerősségeknél

-o-o-: oldott enzim, 0,2 ionerősség

-X-X-: rögzített enzim, 0,2 ionerősség

-A-A-: rögzített enzim, 0,02 ionerősség

A tejsav dehidrogenáz aktivitásának pH függését

pH=5,0 - 10,0 között vizsgáltuk. A méréseket 0,1 M kálium fosz­

fát /PH=5,0 - 8,0/ és 0,1 M glicin/NaOH /рН=8,0 - ]0,0/ pufferek­

ben végeztük. Az optimum értéke oldott és rögzített enzimre egy­

aránt pH = 7,0-nek adódott /9.ábra/. Megfigyelhető, hogy a rögzített 

enzim aktivitása az optimumnál magasabb pH értékeknél kevésbé csök­

ken, .mint az oldott enzimé /88/.
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9. ábra: A tejsav dehirirogenáz aktivitásának pH függése

Mind az oldott, mind a rögzített enzim esetében az el­

ért legmagasabb aktivitást vettük lOO^-nak /oldott en­

zim, 3 U/ml; rögzített enzim, 1,3 U/ml/.

-X-X-: oldott enzim; rögzített enzim.

4.2.2. Az enzimaktivitás hőmérséklet függése

A hőmérséklet hatását a piruvát kináz aktivitására 19,5- 

-51,5 °C hőmérséklet tartományban tanulmányoztuk. A méréseket 0,1 M 

trietanolamin/HCl pufferben /рН=7,6/ végeztük 5 perces reakció idő­

vel. Az oldott enzim aktivitása a hőmérséklet emelésével először nö­

vekedett, 35 °C-on maximumot ért el, majd csökkent. A rögzített pi­

ruvát kináznál 32 °C és 43 °C között széles látszólagos hőmérsékleti 

optimum adódott. A relatív aktivitás kezdeti növekedése, ill. a ma­

ximum utáni csökkenése sokka] meredekebb változást mutatott, mint az

oldott enzim esetében. Kísérleti eredményeinket a 10. ábrán tüntet­

tük fel .
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100-

■о 75-
>—
о

50-
-»—I

20 30 40 50
hőmérséklet °C

10. ábra: A piruvát kináz aktivitásának hőmérséklet függése

A mért maximális aktivitást vettük 100%-пак, ami az 

oldott enzimnél 5,3 U/ml, a rögzített enzimnél pedig 

3,1 U/ml volt.

-X-X-: oldott enzim; rögzített enzim.

A tejsav dehirirogenáz aktivitásának hőmérséklet függé­

sét oldott enzimnél 20-75 °C között, rögzített enzim esetében pe­

riig 20-80 °C hőmérsékleti tartományban mértük, 5 °C-onként. A re­

akció idő 5 perc volt. Kísérleteinkhez 0,1 M kálium foszfát puf­

fert /рН = 7,0/ használ tunk. A rögzített tejsav dehirirogenáz lát­

szólagos hőmérsékleti optimuma 50 °C és 65 °C között található, 

az oldott enzimé periig 65 °C körül van. Eredményeinket a 11. áb­

rán tüntettük fel.
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11. ábra: A tejsav dehidrogenáz aktivitásának hőmérséklet függése 

A mért maximális aktivitást vettük lOOVnak, ami az ol­

dott enzimnél 10,9 U/ml, a rögzített enzimnél 2,4 U/ml

volt.

- x-x- : oldott enzim; rögzített enzim.

4.2.3. Michaelis-állandók meghatározása

A szubsztrát koncentrációnak az oldott és a rögzített p i г u -

aktivitására gyakorolt hatását 0,1-0,7 mM foszfo- 

enol-piroszőlősav koncentráció tartományban vizsgáltuk 4,6 mM ADP 

mellett, ill. 0,2-1,5 mM ADP intervallumban 1,4 mM főszfoenol-pi- 

ruvát koncentrációt alkalmazva. A mérések kivitelezése 0,1 M trie- 

tanolamin/HCl pufferben /рН=7,6/ történt 25 °C-on. A Michaelis-ál- 

lanriók /K^/ meghatározását a Michae1is-Menten egyenlet linearizált 

alakjának grafikus kiértékelésével végeztük el, Lineweaver-Burk

v á t k i n á z

féle ábrázolásban. Mérési eredményeinket a 111. táblázatban fog­

laltuk össze.
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Ill. táblázat: A piruvát kináz Michaelis-állanriói

Michaelis-állandó /K^/ 

/ mM/

Szubsztrát

rögzítettoldott

enzim

0,8-0,06

0,42-0,04

0,52-0,03

0,54-0,02

Foszfoenol-piruvát

ADP

értékeinek eltérése az oldott enzim K.,M
értékeitől nem jelentős. A mért értékekek egy nagyságrenden be-

A rögzített enzim К M app

lül vannak.

A tejsav riehirirogenáz Michaelis-állandóinak meg­

határozása 0,06-0,6 mM piruvát, ill. 0,02-0,1 mM NADH koncent­

ráció tartományokban történt. A méréseket 0,1 M kálium fosz­

fát pufferben /рН=7,0/ végeztük 25 °C-on. Az oldott és a rögzí­

tett enzimre kapott kísérleti eredményeinket а IV. táblázatban

foglaltuk össze piruvát és NADH szubsztrátokra vonatkozóan. Pi­

ruvát szubsztrátra nézve a rögzített tej sav riehidrogenáz К M app
értéke gyakorlatilag megegyezett; az oldott enzimre kapott 

értékkel. NADH-га nézve viszont a rögzített enzim К értékeM app
két nagyságrenries növekedést mutatott az oldott enzim Michaelis-

-állandójához viszonyítva.
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Az oldott /а; с/ és a rögzített /Ь; d/ piruvát kinéz 

hőinaktiválódása

Enzim koncentrációk oldott enzimnél, 

rögzített enzimnél, 0,4 mg száraz anyag/ml. Mind az ol­

dott, mind pedig a rögzített enzim esetében a kezeletlen 

minta aktivitás értékét vettük 100%-пак, amely az oldott 

enzimnél 4,5 U/ml; a rögzített enzimnél periig 2,0 U/ml volt.

60 °C ;

12. ábra :

0,1 mg fehérje/ml;

°C; - X - X - : 55 °C;45 °C; 50 -A-A-:

°C .-о-о- : 6 5
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V. táblázat: Az oldott és a rögzített piruvát kináz hőstabilitá­

sának össze h asonlítása

t1/2 /perc/
Hőmérséklet

rögzítettoldott
/°С/

enzim

27550 150

12955 62

121960

1,365 1,0

hőinaktiválódását 50-65 °CA tejsav dehidrogenáz 

között vizsgáltuk. A méréseket 0,1 M kálium foszfát pufferben 

/рН=7,0/ végeztük 5 °C-onként. 60-65 °C-on a rögzített enzim /13 b 

ábra/ nagyobb stabilitást mutatott, mint az oldott enzim /13 a ábra/. 

50 °C-on az oldott és a kötött enzim egyaránt kismértékben aktivá­

lódott a kísérlet mintegy két órás időtartama alatt. Oldott enzim­

nél az inaktiválódás első rendű kinetika szerint megy végbe, amire 

féllogaritmikus ábrázolás alapján lehetett következtetni. Az 50%-os 

inaktiválódáshoz tartozó időket VI. táblázatban adtuk meg.
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13. ábra: Az oldott /а/ és a rögzített /b/ tejsav riehirirogenáz hő- 

inaktiválóriása

Enzim koncentrációk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml; 

rögzített enzimnél 0,4 mg száraz anyag/ml. Mind az ol­

dott mind pedig a rögzített enzim esetében a kezeletlen 

minta aktivitás értékét vettük 100%-nak, amely az oldott 

enzimnél 10,0 U/ml; a rögzített enzimnél periig 2,4 U/ml volt.

: 60 °C; -A-A-: 65 °C.°C ; -o-o-: 55 °C;50 -x-x-

VI. táblázat: Az oldott és a rögzített tejsav riehirirogenáz hőstabi­

litásának összehasonlítása

t1/2 /perc/Hőmérséklet
rögzítettoldott/°С/ enzim

832260

4,565 1,5
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4.3.2. pH stabilitás

A piruvát kináz hőinaktiválódásának pH függését az u.n. 

pH stabilitást 0,1 M trietanolamin/HCl pufferben vizsgáltuk pH=7,0-, 

pH = 8,0-, valamint pH=9,0-nél 25 °C-on. Az aktivitás időbeni csök­

kenése pH=7,0-nál a leglassúbb és a pH-t 8,0-ra és 9,0-ra növelve 

egyre gyorsabbá válik. Az oldott enzim aktivitása hirtelen lecsökken

pH=8,0-nál 3 óra alatt 77%-ra, pH=9,0-en periig 56%-га. A rögzített

enzim kezdetben sokkal ellenállóbb. A maradék aktivitás az előbbi

értékeket 27 ill. 38 óra alatt éri el. Kísérleti eredményeinket ol­

dott piruvát kinázra a 14 a, rögzített enzimre periig a 14 b ábrán

tüntettük fel. Az 5 0 % - о s inaktiválódáshoz tartozó időket а VII. táb­

lázatban adtuk meg.

100

2
-1£

i cn -D 50
оE

■

0 0
0 20 40 B0 40 6 0 80 100

idó lóról
60 200

■dó’lóra I

14. ábra: Az oldott /а/ és a rögzített /Ь/ piruvát kináz pH stabi­

litása

Enzim koncentrációk oldott enzimnél 0,1 mg fehl érje/ ml; 

rögzített enzimnél 0,2 mg száraz anyag/ml. Mind az ol­

dott, mind periig a rögzített enzim esetében a kezeletlen

minta aktivitás értékét vettük lOQ^-nak.

-x-x-: p H- 7,0; -Д-Д-: pH = 8,0; pH=9,0.
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VII. táblázat: Az oldott és a rögzített piruvát kináz pH stabili­

tásának összehasonlítása-

/ óra/11 / 2
pH rögzítettoldott

enzim

66,070,78,0

41,59,0 13,9

A tejsav dehidrogenáz pH stabilitását 0,1 M foszfát 

pufferben vizsgáltuk pH=6,0-, pH=7,0-, valamint pH=8,0-nál 50 °C-on.

A rögzített enzim pH=7,0- és pH=8,0-nál lényegesen stabilabb az ol- 

riottnál. pH=8,0-nál az oldott enzim egy óra alatt elvesztette akti­

vitásának 40%-át. Rögzített enzimnél ilyen mértékű inaktiválódást 

22 óra alatt tapasztaltunk. Kísérleti eredményeinket oldott tejsav 

dehirirogenázra a 15. a -, rögzített enzimre pedig a 15. b ábrán tün­

tettük fel. Az 50%-оэ inaktiválódáshoz tartozó időket а VIII. táb­

lázatban adtuk meg.

VIII. táblázat: Az oldott és a rögzített tejsav dehidrogenáz pH sta­

bilitásának összehasonlítása

/ óra/tl/2
rögzítettpH oldott

enzim

2296,0 252

2937,0 178

328,0 1
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13. ábra: Az oldott /а/ és a rögzített /Ь/ tejsav riehirirogenáz 

pH stabilitása

Enzim koncentrációk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml; 

rögzített enzimnél 0,2 mg száraz anyag/ml. Mind az ol­

dott, mind pedig a rögzített enzim esetében a kezeletlen 

minta aktivitás értékét vettük 100%-nak, amely az oldott 

enzimnél 3,5 U/ml, a rögzített enzimnél periig 1,2 U/ml

volt .

p H = 6,0 ; -o-o-: pH = 7,0; -X-X-: pH = 8,0.

4.5.Ő. Ureával szembeni stabilitás

Az urea hatását a piruvát stabilitására 0,2 M,к i n á z

1,0 M, 1,5 M, valamint 2,5 M koncentrációk mellett vizsgáltuk 0,1 M 

trietanolamin/HCl pufferben /рН-7,6/, az idő függvényében. Urea

jelenlétében az aktivitás először hirtelen csökken, majd a további­

akban sakkal lasabban. Mérési eredményeinket oldott és rögzített

piruvát kinázra a 16. ábrán tüntettük fel. A rögzített enzim urná­

val szembeni ellenállóképessége sokkal jobb az olriotténál. 0,2 M
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urea koncentrációnál például az oldott enzim maradék aktivitása 

4 perc alatt csökken 90%-ra, a kötötté periig 2 óra alatt. Az 50%-os 

inaktiválódáshoz tartozó időket a IX. táblázatban adtuk meg.

ba
^ too ^ 100
'■2

'-- *£A
\ *.s A

"A“—AО* 50:^: 
TD

%

»U-A---- •A- A--------ÍZT •a>
•DО Л--------4 Оa W---- •—•-»—• о
E

0
0 5 50 Ю0 150 0 20 40 70 110 150 190

idő (perc)idő(penc)

16. ábra: Az oldott /а/ és a rögzített /Ь/ piruvát kináz ureával

szembeni stabilitása

Enzim koncentrációk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml; 

rögzített enzimnél 0,3 mg száraz anyag/ml. Mind az oldott 

mind periig a rögzített enzim esetében a kezeletlen minta 

aktivitását vettük 100%-nak, amely az oldott enzimnél

é,0 U/ml, a kötött enzimnél periig 2,0 U/ml volt.

1,0 M; -А-Д-: 1,5 M; 2,5 M.-x-x-: 0,2 M;

IX. táblázat: Az oldott és a rögzített piruvát kináz ureával szem-

-AA-:

beni stabilitásának összehasonlítása

t1/2 /perc/ 

enzim

Urea
koncentráció rögzítettoldott

/М/

0,2 1] 0
23251,0

130,31,5
0,92,5 0,1
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dehidrogenáz stabilitásáratejsav

0,1 M kálium foszfát pufferben /рН=7,0/ vizsgáltuk, 25 °C-on. A

Az urea hatását a

méréseket 2,5-3,5 M urea koncentráció tartományban végeztük 0,5 M- 

-ként. A rögzített enzim stabilabbnak bizonyult az olriottnál. 2 M 

urea jelenlétében az oldott enzim aktivitása lassan csökkent az idő 

függvényében, míg a rögzített enzim 3 órás inkubálás során sem veszí­

tett aktivitásából. 3 M urea az oldott enzimet 1,5 óra alatt telje­

sen inaktiválta, a rögzített LDH periig megőrizte aktivitásának több 

mint éO^-át. Kísérleteink eredményét oldott és rögzített tejsav de- 

hirirogenázra a 17. ábrán tüntettük fel. Az 50%-os inaktiválóriáshoz 

tartozó időket a X. táblázatban adtuk meg.

100 •---- •

*
* в 0 .*__\ N..s 80\

A

■A4■I %1 £
Í 60 ° 60\

\
*

■i■I
о

I 40 ° 40

\
A

\ 2020 \
V.

'•é _
00

0 so 100 1S0 200 0 so юо ISO 200
idő ( perc ) idő (perc )

17. ábra: Az oldott /а/ és rögzített /Ь/ tejsav dehidrogenáz ure-

ával szembeni stabilitása

Enzimkoncentrációk oldott enzimnél 0,1 mg fehérje/ml; rög­

zített enzimnél 0,3 mg száraz anyag/ml. Mind az oldott, 

mind pedig a rögzített enzim esetében a kezeletlen minta 

aktivitását vettük 100%-nak, amely oldott enzimnél 15 U/nil, 

a rögzített enzimnél pedig 1,5 U/ml volt.

-CJ-0-: 2,0 M; 2,5 M; -A-A-: 3,0 M; -X-X-: 3,5 M.-Д-Д-:



45

X. táblázat: Az oldott és a rögzített tejsav riehidrogenáz ureával

szembeni stabilitásának összehasonlítása

t1/2 /perc/urea

rögzítettoldottkoncentráció

/М/ enzim

1502,5

3,0 15

523,5

4.3.4. Tárolási stabilitás

Hűtőszekrényben /+8 °C/ tárolt rögzített piruvát kináz és tejsav 

dehidrogenáz aktivitásának időbeli csökkenését mértük. 40 napos tá­

rolás után 0,1 M trietanolamin/HCl pufferben /рН=7,6/ a piruvát ki­

náz 40%-át /18. ábra/, a tejsav riehidrogenáz periig 0,1 M foszfát 

pufferben /рН=7,0/ 73%-át /19. ábra/ őrizte meg eredeti aktivitásának.

i? 100 ч

I :\
I

50-

0
0 5 10 15 20 2S Э0 35 K0

idB (nap)

18. ábra: A rögzített piruvát kináz tárolási stabilitása
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19. ábra: A rögzített tejsav riehirírogenáz tárolási stabilitása

4.4. Rögzített enzimek alkalmazása analitikai oszlopreaktorban

A rögzített piruvát kináz és tejsav dehidrogenáz jó stabilitása 

lehetőséget nyújtott arra, hogy ezeknek az enzimeknek az alkalmaz­

hatóságát oszlopreaktorban is megvizsgáljuk.

4.4.1. Rögzített piruvát kináz alkalmazása analitikai oszlopreak­

torban.

Rögzített piruvát kinázból 1,5 ml-es, 2,6 U aktivitású oszlopre­

aktort /0,9x2,5 cm/ állítottunk össze. Az ADP koncentráció függvé­

nyében 0,1 M trietanolamin/HCl pufferben /рН=7,6/ 0,2 niM PEP, 40 niM 

KCl és 0,5 mM MgSO^ jelenlétében tanulmányoztuk a reaktor működését 

70 ml/hi átfolyási sebességnél /20.ábra/. PEP-re nézve maximális kon­

verziót / a bemérés 99%-a / 0,9 mM ADP-nél kaptunk.

Megállapítottuk, hogy PEP-re nézve a maximális átalakulás eléré­

séhez legalább 25 mM KC1 szükséges. A KC1 koncentrációjának további
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növelése /70 тМ-ig/ nem befolyásolta az enzimreaktor működését

/21. ábra/ .
100 x

■X--------

5?

N

>
g

-X-

cl 50 ,ÜJ
Q.

■

x

0
0 0.5 1.0

[ADP] mM

20. ábra: Az ADP koncentráció hatása a rögzített piruvát kináz

oszlopreaktor PÉP konverziójára

100- X---------
X

X
X

•2
N

> Xg
-X
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X

0
6060200

IKCl) mM

21. ábra: A KC1 koncentráció hatása a rögzített piruvát kináz

oszlopreaktor PÉP konverziójára.

Az átfolyási sebesség 10 ml/h-ról 100 ml/h-ra való emelésekor 

a PÉP-re mért konverzió mindössze 1%-ot csökkent. /22. ábra/ opti-
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mális körülmények között/0,1 M trietanolamin/HCl /рН=7,6/, 0,2 mM 

PÉP, 1,0 mM ADP, 40 mM KC1, 0,5 mM MgS04/.

100 -------X X----

í?

Ы
to>
о

Б0
1Q-

LU
Q.

0
100500

átfolyási sebesség (ml/h)

22. ábra: Az átfolyási sebesség változtatásának hatása a rögzített 

piruvát kináz oszlopreaktor működésére

4.4.2. Rögzített tejsav riehirirogenáz alkalmazása analitikai oszlop-

reaktorban

Rögzített tejsav riehirirogenáz enzimből 2 ml-es /0,9x3,3 cm/ 1,9 U 

aktivitású oszlopreaktort állítottunk össze. Tanulmányoztuk a NADH 

koncentráció hatását a reaktor piruvát konverziójára 14 ml/h átfo­

lyási sebesség mellett. A reakcióelegy 0,2 mM piruvátot tartalmazott 

50 mM trietanolamin/HCl pufferben /рН=7,0/. Megállapítottuk, hogy a 

piruvátnak és a NADH-nak gyakorlatilag azonos koncentrációban kell 

jelen lennie a teljes áta]akuláshoz /0,2-0,22 mM/. Eredményeinket a

23. ábrán tüntettük fel.

Vizsgáltuk az oszlop működését különböző átfolyási sebességek 

mellett. A méréseket 50 mM trietanolamin/HCl pufferben /рН=7,0/
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végeztük 0,2 mM nátrium piruvát ill. 0,24 mM NADH koncentrációknál. 

100 ml/h-ig növelve az átfolyási sebességet, alig csökkent az idő­

egység alatt átalakított szubsztrát mennyisége. Kísérleti eredmé­

nyeinket a 24. ábrán tüntettük fel.

/—■100
£ /x2N
Ф

I 5o
s.

0
0.1 0.2 0.3

CNADH) mM
0

23. ábra: A NADH koncentráció hatása a rögzített tejsav riehiriroge- 

náz oszlopreaktor piruvát konverziójára

Ю020 X---------X. X- X------- X —ns /
X £

•O *2> Nг 02
* 50а 10 iX

£
•o% ./ >
EВ< tű

0 0
0 20 40 60 80 100

átfolyási sebesség (ml/h)
0 20 40 60 80 100

átfolyási sebesség (ml/h)

24. ábra: Az átfolyási sebesség változtatásának hatása a rögzített 

tejsav dehirirogenáz oszlopreaktor működésére
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4.5. Rögzített piruvát kinéz és tejsav dehirirogenáz alkalmazása 

analitikai meghatározásokra

4.5.1. "Batch" rendszerben végzett meghatározások

4.5.1.1. Foszfoenol-piruvát meghatározása

A klinikai gyakorlatban oldott piruvát kinázt használnak PÉP 

meghatározására. Mi a rögzített enzimek alkalmazhatóságát vizsgál­

tuk. A kísérlet kivitelezése 50 mM trietanolamin/HCl pufferben

/рН=7,6/ történt. A reakcióelegy 0,24 mM ADP-t, 40 mM KCl-t és 

0,12 mM NADH-t tartalmazott. Az elegy 20 ml-ében 0,8 U aktivitású

rögzített enzim alikvotokat szuszpenriáltunk, majd meghatározott idő­

közönként mintát véve oldott tejsav dehirírogenáz segérienzimmel 340 nm- 

-nél mértük a reakció során keletkezett piruvát mennyiségét. A PÉP 

koncentrációt 0,02-0,1 mM között változtattuk. A rögzített piruvát 

kináz fel ti asznál ti ató PÉP mérésére mint azt a 25. ábra mutatja.

n

CL
LU

'e
О
i/)
t/l

>

[PEPI mM

25. ábra: Foszfoenol-piruvát meghatározása rögzített piruvát ki-

názzal és oldott LDPI-val kevert "batch" rendszerben 

/РК: 0,8 U; LDH: 1,0 U; reakcióidő : 20 perc, 25 °C/
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4.5.1.2. Piroszőlősav meghatározása

Rögzített tejsav riehirirogenáz segítségével piroszőlősavat hatá­

roztunk meg "batch" rendszerben. A reakcióelegy 0,14 mM NADH-t tar­

talmazott 0,1 M trietanolamin/HCl /рН = 7,0/ pufferben. 0,09 niM-ig 

gyarkorlatilag 10ü%-os visszaméréssel tudtuk a piroszőlősavat megha­

tározni. Kísérleti eredményeinket a 26. ábrán tüntettük fel.

о 0.10,05
INq - piruvdt ] mM

26. ábra: Piroszőlősav meghatározása rögzített LDH-val kevert

20 perc; 25 °C/"batch" rendszerben /LDH: 1 U; reakcióidő:

4.5.2. Enzim oszlopreaktorral végzett analitikai meghatározások 

/"Flow injection analysis"/

4.5.2.1 Foszfoenol-piruvát meghatározása

A foszfoenol-piruvát meghatározását két rögzített enzimet /pi- 

ruvát kináz - tejsav dehirirogenáz/ tartalmazó reaktorral végeztük. 

Az oszlop 3,2 ml-es térfogatban /0,9x5,0 cm/ 0,0 ü piruvát kinázt
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és 1,0 U tejsav riehirirogenázt tartalmazott. A méréseket 0,05 M 

trietanolamin/HCl pufferben /pH=7,0/ végeztük, 99 ml/h átfolyási 

sebességnél. A vivő puffer 40 mM KCl-t és 0,5 mM MgSO^-et tartal­

mazott. A PÉP koncentrációja 0,2-1,0 mM között változott. A mintá­

ban a PEP: ADP koncentrációjának aránya 1:10 volt. A minta térfoga­

ta 100 jul volt. 1 шМ-ig a foszfoenol-piruvátot 100%-os vissza mérés­

sel tudtuk meghatározni /27. ábra/.

1.0

Л

&
- 0,5

V OJ

Ö

5

0
1.00 0.5

[PÉP]mM

27. ábra: Foszfoenol-piruvát meghatározása rögzített piruvát kináz-

zal és LDH-val átfolyó rendszerben

4.5.2.2. Piruvát meghatározása

A piruvát meghatározásához 3 ml-es /0,9x4,7 cm/ tejsav riehiriro- 

genáz reaktort használtunk, amely 1 ü aktivitást tartalmazott. A 

méréseket 0,05 M trietanolamin/HCl pufferben /pH=7,0/ végeztük. A 

mintában a piruvát : NADH mennyiségének aránya 1:3 volt. A minta 

térfogata 100 volt. 100 ml/h átfolyási sebesség mellett 0,5 mM
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piruvát koncenirációig lOO^-os visszamérést értünk el. Eredménye­

inket a 28. ábrán tüntettük fel.

r 0.5-
E

5>
Ъ
CL

Öz
r 0.3
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о

«Л
>

0.1

0
0.50.30,10

[No - piruvát ] mM

28. ábra: Piruvát meghatározása rögzített LDH-val átfolyó rend­

szerben

A piruvátmeghatározását úgy is elvégeztük, hogy a NADH-t /0,52 

mM-t/ a vivő pufferhez tettük, így a felvitt minta csak piruvátot 

tartalmazott. A módszer előnye, hogy nem kell minden egyes mintához 

NADH-t híozzámérni, hátránya, hogy több NADH-t igényel. Az előző 

módszernél a jel magassága a feleslegben maradt NADH mennyiségével 

arányos, tetiát ugyanolyan NADH koncentrációjú mintáknál a nagyobb 

piruvát koncentrációjúra kapunk kisebb jelet, itt periig a negativ 

jel magasság / a kitérés ellentétes előjelű / egyenesen arányos a min­

ta piruvát koncentrációjával. A reaktor térfogatát 1 ml-re /0,9x1,6 

cm/, a felvitt mintáét pedig 20 jul-re csökkentettük, igy a piruvát
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meghatározását nagyobb koncentráció tartományban /9mM-ig/ tudtuk 

elvégezni. Az oszlop 1 U aktivitást tartalmazott. 0,05 M trieta- 

nolamin/HCl puffert /рН=7,0/ használtunk 100 ml/h átfolyási sebes­

ségnél /29. ábra/.
2 A'

2,0

E 1,6
LJ

СЛ-roсл 1 о toroслrv
|°,8

OA

0
0 2 4 6 8 10

[Na-piruvát] mM

29. ábra: Piruvát meghatározása rögzített LDH-val átfolyó rend­

szerben 0,52 mM NADH-t tartalmazó tгietanolamin/HC1 puf-

ferben /pH = 7,0/

4.5.2.3. Tejsav meghatározása

A tejsav riehirirogenáz által katalizált reverzibilis reakció

-►piruvát irányban megy végbe, így az LDH meg­

felelő körülmények között tejsav mérésére is felhasználható. A meg­

határozást hirirazin/glicin pufferben végeztük, amely hidrazinra 

nézve 0,4 M-os glicinre 1,0 M-os, EDIA-ra pedig 2 g/1000 ml-es volt 

és a pH-ját NaOH-rial állítottuk be pH=9,5-rc. A 3 ml térfogatű/0,9x 

4,7 cm/ rögzített tejsav delii rirogenázza 1 töltött reaktor 4,1 II ak­

tivitást tartalmazott. 99 inl/h átfolyási sebességnél lOOyul mintával 

történtek a mérések. A minta 20 mg/ml NAD -t is tartalmazott a tej-

pH=9,5-nél tejsav
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sav mellett. 4 mM-ig 100%-os visszamérést valósítottunk meg. 10 0%- 

-nak az oldott enzimmel mért tejsavat vettük. Kísérleti eredménye­

inket a 30. ábrán tüntettük fel.

4

1 3
>ro
аГ
“ 2-
c_

4U
E .
ro
NI
to

£1-

0
0 1 2 3 4

[tejsav] mM

30. ábra: Tejsav meghatározása rögzített LDH-val átfolyó rendszer­

ben

Tanulmányoztuk a NAD koncentráció hatását a reaktor működésére.

Az oszlop 4,5 ml /0,9x7,1 cm/ rögzített tejsav dehirirogenázt tartal­

mazott, aktivitása 12 U volt. Hirirazin/glicin pufferben /рН=9,5/ 

dolgoztunk /0,4 M hidrazin; 1,0 M glicin; 2 g EDTA/1000 ml; 0,4 M 

N8250^/. 99 ml/ti átfolyási sebességnél 100 yul 

lopra, mely 1,71 mM tejsavat tartalmazott a NAD mellett. A NAD kon­

centrációját 34 mg/ml-ig növeltük és megállapítottuk, tiogy 20 mg/ml 

NAD már elegendő a 100%-os konverzió elérésé ti ez. Kísérleti eredmé­

nyeinket a 31. ábra szemlélteti.

mintát vittünk az ősz-
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31. ábra: Rögzített tejsav dehirirogenáz oszlopreaktor műköoése

különböző NAD koncentrációknál

Vizsgáltuk az átfolyási sebesség hatását az oszlop működésére.

A reaktor 4,5 ml-es /0,9x7,1 cm/ volt 12 U aktivitással. Hidrazin/ 

glicin puffert /рН = 9,5/ használtunk. 100 д] 1 mintával mértünk, amely

150 ml/h-ig vé­

geztünk méréseket 25 ml/h-ként. Minden átfolyási sebességnél új 

kalibrációt készítettünk ismert koncentrációjú NADH oldatokkal. Meg­

állapítottuk, hogy 150 ml/h-ig az átfolyási sebesség növelése nem 

befolyásolja a reaktor konverzióját. lOO^-os visszamérést értünk el. 

Eredményeinket a 32. ábrán tüntettük fel.

1,71 mM tejsavat tartalmazott és 20 mg/ml NAD-t.
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32. ábra: Rögzített tejsav riehirirogenáz oszlopreaktor működése 

különböző átfolyási sebességeknél

4.5.2.4. Mérések biológiai mintákkal

4.5.2.4.1. Különböző borok tejsav tartalmának meghatározása

A mérésekhez 5 ml térfogatú /0,9x7,9 cm/ 15,6 U aktivitású tej­

sav riehirirogenáz oszlopot használtunk. Hirirazin/glicin pufferben 

/pH=9,5/ dolgoztunk /0,4 M hirirazin; 1,0 M glicin; 2 g EDTA/lOOOml; 

0,4 M Na2S04/. 100 ml/fi átfolyási sebességnél 100 yul hígított 

tát - amely 20 mg/ml NAD-t is tartalmazott - vittünk fel az oszlopra. 

A hígításokat úgy választottuk meg, hogy a tejsav koncentrációja 1,5— 

2,0 mM közé essen. Az általunk vizsgált borminták tejsavtartalmának 

értékeit а XI. táblázatban foglaltuk össze. A táblázatból látható, 

hogy az oldott és rögzített enzimmel mért koncentráció értékek hiba­

határon belül azonosnak tekinthetők.

bormin-
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XI. táblázat: Különböző borok tejsav tartalmának meghatározása

Tejsav /mM/BOROK
.Kötött enzimmeloldott enzimmel

8,48 - 0,17 

14,15 - 0,18 

14,96 - 0,06 

15,05 - 0,13 

15,76 ± 0,15 

15,94 - 0,22 

16,48 - 0,11 

19,63 - 0,07 

21,26 - 0,21

8,44 í 0,31 

14,29 í 0,15 

15,01 - 0,16 

15,05 - 0,47 

15,73 - 0,04 

15,90 - 0,13 

16,36 - 0,43 

20,09 - 0,29 

21,16 - 0,25

DEBRÖI

EGRI MUSKOTÁLY

PIN0C N0IR

SZÜRKE BARÁT

PUSZTAMÉRGES!

RAJNAI

BIKAVÉR

SZEGEDI MUSKOTÁLY

CSONGRÁDI CABERNET

4.5.2.4.2. Vérminták tejsav és piruvát tartalmának mérése

A Szegedi Orvostudományi Egyetem Sebészeti Műtéttani Intézetétől 

kapott haemorrhagiás shockban lévő kutyák /89/ vérmintáinak tejsav 

és piruvát koncentrációját mértük. A tejsav mérése a borok analizi- 

sére használt oszloppal történt. A XII. táblázatban a plazma tejsav 

koncentrációját adtuk meg öt mintára.

A minták piruvát koncentrációját 3 ml-es /0,9x4,7 cm/ 2,5 U ak­

tivitású LDH oszloppal mértük. Az átfolyási sebesség 120 ml/h volt. 

A méréseket 0,05 M trietanolamin/HCl pufferben / p H = 7,0 / végeztük.
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A NADH feleslegben volt. Eredményeinket a XIII. táblázatban foglal­

tuk össze. Az eredményekből látható, hogy rögzített enzim oszlopre­

aktorok vérminták esetében is eredményesen alkalmazhatók.

XII. táblázat: Vérminták tejsav koncentrációja

Tejsav /mM/

oldott enzimmelrögzített enzimmel

2,68 - 0,06 

8,03 - 0,10 

9,57 - 0,18 

10,09 - 0,16 

9,88 - 0,16

2,64 - 0,13 

8,18 - 0,34 

10,05 - 0,19 

9,87 í 0,28 

10,16 - 0,29

1.

2.

3.

4.

5.

XIII. táblázat: Vérminták piruvát koncentrációja

Piruvát /тМ/

rögzített enzimmel oldott enzimmel

0,18 - 0,016 

0,39 - 0,034 

0,59 - 0,052 

0,63 - 0,055 

0,54 - 0,047

0,15 - 0,008 

0,41 í 0,021 

0,61 - 0,031 

0,64 - 0,032 

0,56 - 0,028

1 .

2.

3.

4 .

5 .
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4.5.2.5. Rögzített tejsav riehirirogenáz oszlopreaktor működési

stabilitása

Vizsgáltuk a rögzített tejsav dehirirogenáz reaktor működési 

stabilitását pH=7,0-nél. 1,6 ml-es /0,9x2,5 cm/ LDH oszlopunk kez­

deti aktivitása 1 U volt. Az analízisek meggyorsítása végett a min-

az átfolyási sebességet pedig 300 ml/h-naktatérfogatot 20 ^ul-nek 

választottuk. A minta 1,0 mM nátrium-piruvátot tartalmazott, 0,05 M

trietanolamin/HCl pufferben. A NADH feleslegben volt. 22 nap alatt 

összesen 625 mérést végeztünk el. Közben az oszlop aktivitása 0,28 

U-га csökkent, de még ekkor is 100%-os konverzióval működött. Meg­

állapítható, hogy az enzim aktivitás vesztésében nagyobb szerepe

van a közben eltelt időnek, mint a mérések számának. 8 nap alatt

0,53 U-t csökkent az enzim aktivitása periig közben csak 20 mérést

végeztünk, míg 200-nál több mérés sem csökkentette az enzim aktivi­

tását rövid idő alatt. Az átfolyási sebesség növelésével és a tér­

fogatok /oszlop és felvitt minta/ csökkentésével sikerült ugyan a 

meghatározást meggyorsítani / egy mérés mindössze 1,3 percet igé­

nyel/, ugyanakkor azonban a szórások értékei nagyobbak lettek, mint 

a korábbi méréseknél /XIV. táblázat/.

XIV: táblázat: Rögzített tejsav riehirirogenáz oszlopreaktor műkö­

dése 0,05 M trietanolamin/HCl pufferben /рН=7,0/

Minta /1 mM/Működési idő /пар/ Mérések száma

1,00 - 0,19 
1,01 - 0,13 
0,99 - 0,09 
1,02 Í 0,25 
0,99 - 0,17

1 . 45
9 65

11 300
18 470
22 625
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4.5.2.6. Rögzített tejsav riehirirogenáz reaktor tárolási stabilitása

Vizsgáltuk a rögzített LDH reaktor tárolhatóságát hirirazin/gli-

°C-on .cin pufferben /рН=9,5/. A tárolás hűtőszekrényben történt 8 

A méréseket szobahőmérsékleten végeztük. Az oszlop térfogata 4,5 ml

/0,9x7,1 cm/, a mintáé 100 /j1 volt. A minta 1,71 mM tejsavat tar­

talmazott. 100 ml/h átfolyási sebességet alkalmaztunk. Megállapí­

tottuk, hogy az oszlop hónapokig használható anélkül, hogy a kon­

verzió csökkenne /33. ábra/. Az enzim aktivitása fél éves tárolás 

során 40%-га csökkent /34. ábra/. Az 50%-os inaktiválóriáshoz tarto­

zó idő 118 nap.

1,6
E

ro 1 2
l/>
QT

-4—

% 0,8
E
ro
N
l/> л ,0,4-

0
0 20 40 60 60 100 120 140 160 180

idő (nap)

33. ábra: Rögzített tejsav dehidrogenáz oszlopreaktor tárolásának 

hatása a konverzióra /pH=9,5; 8 °C/.
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34. ábra: Rögzített tejsav dehirirogenáz oszlopreaktor tárolási 

stabilitása /pH=9,5; 8 °C/ /Az oszlop térfogata 3 ml, 

kezdeti aktivitása 25,4 II/
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3. EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

5.1. Enzim rögzítési módszerek értékelése

A piruvát kinázt és a tejsav dehirirogenázt kovalens kötésekkel

rögzítettük. Hordozóként agaróz alapú Sepharose 4B-t, szilicium-riioxid 

alapú Szilokrom aldehidet, valamint a poliakrilamiri tipusú Akrilex 

P 100-at és Akrilex C 100-at használtunk. A rögzített enzimek mind­

egyike katalitikus aktivitással rendelkezett, de az egy gramm gélen 

kötött enzim egységek száma, a kötött fehérje mennyisége és az ak­

tivitás mennyiség a hordozótól és az enzimtől függően jelentős el­

téréseket mutatott. Az inaktiválóriás mértéke a Szilokrom aldehidhez

való kapcsoláskor volt a legnagyobb. így noha fehérje kötő kapaci­

tás szempontjából ez a gél bizonyult a legjobbnak, aktivitásra néz- 

viszont csak közepesnek számított. A legnagyobb aktivitású rög-ve

zített enzimeket a karboriiimiddel aktivált Akrilex C 100-hoz való

kötésnél kaptuk, a piruvát kinázból 190 U, a tejsav riehidrogenázból

pedig mintegy 90 egység kötődött egy gramm száraz gélre. Ezeket az 

értékeket nehéz összevetni az irodalmi adatokkal, mivel vagy nem 

közölték az enzim rögzítés anyagmérlegét, vagy más egységekben /U/ml: 

mg/g/ adták meg.

Pollack és munkatársai /90/ 10 U/ml aktivitással kötötték a piru­

vát kinázt. A tejsav dehirirogenázt 1,6-6 U/g aktivitással kötték 

pol iakri lonitri lhez /72/, A^Q-j-on 0,3-30 mg enzim adszorbeálóriott 

grammonként /77/, poliakrilamiri kopolimerben pedig 13 U/ml aktivi­

tást mértek /90/.

Az enzimek kovalens kötésekor tapasztalt jelentős aktivitás vesz­

teségnek több oka lehet. Egyrészt a kötések kialakításában az aktív
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centrum aminusav oldalláncai is részt vehetnek, másrészt rögzítés­

kor a hordozó vagy az egymás mellett lévő fehérje molekulák térben 

lefedhetik az enzim aktiv centrumát /91/. Töltéssel rendelkező hor­

dozóknál diffúziós gátakkal is számolni kell. Megváltozhat a fehérje 

felületi töltése is ami a térszerkezet megváltozását vonhatja maga

után.

9.2. Az Akrilex C 100-hoz rögzített enzimek sajátságainak értékelése

A rögzített piruvát kináznál az aktivitás pH optimumának lúgos 

irányba való eltolódását figyeltük meg az oldott enzimhez viszonyítva 

Az eltolódás magyarázható azzal, hogy a rögzített enzim anionos mikro-

környezetben van. A hordozó sajátságai a kötött enzim tulajdonságaira 

is befolyással vannak. Goldstein és munkatársai /92,93/ szerint a tői

téssel rendelkező hordozó a rögzített enzim pH optimumának eltolódá­

sát eredményezi az oldottéhoz képest. Megfigyelték, hogy a negatív 

töltésű hordozók a pH optimum lúgos irányban való eltolódását eredmé­

nyezték, pozitív töltésű hordozóknál pedig savas irányú eltolódást 

mértek. A mikrokörnyezeti hatásból eredő eltolódás a hidrogén és hid- 

roxil ionok egyenlőtlen eloszlásának következménye. Polianionos gé­

lekben a hidrogén ionok koncentrációja nagyobb, mint a külső folya­

dékban. A pufferek ionerősségének növelésével ezek az eltérések meg­

szüntet hetók /12/. A piruvát kináznál az ionerősség növelése a rög­

zített enzim aktivitásának pH optimum eltolódását csökkentette ugyan, 

de nem szüntette meg. Az Akrilex C 100 polianionos mikrokörnyezete 

mellett tehát az enzim szerkezetének a kovalens rögzítésből eredő 

megváltozását sem lehet figyelmen kívül hagyni.
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A tejsav riehidrogenáznál az oldott és a rögzített forma is 

pH=7,0-nél mutatott maximális aktivitást. Az optimum görbe alakja 

azonban megváltozott, kötött enzimnél a lúgos tartomány felé való

kiszélesedését tapasztaltuk.

A rögzített enzim a létrejött kovalens kötés révén legalább egy 

olrialláncában módosítva van és speciális kölcsön hatások kialakításá­

ra is lehetőség nyilik /enzim-enzim, enzim-más fehérje, enzim-hordo­

zó/. Ha az enzim kémiai módosítása az aktiv centrumban történik,

értéke. Ha a módosítás nem érinti azmegváltozik a vagy a V 

aktív centrumot akkor is a fehérje konformációjának és a felületi
max

töltés viszonyoknak a megváltoztatása révén hatást gyakorolhat a mo­

lekula egészére.

A piruvát kinéz és a tejsav riehidrogenáz aktivitásának hőmérsék­

let függését tanulmányozva megállapítottuk, hogy a rögzített enzimek 

optimum görbéi kiszélesedtek az oldott enzimekéhez képest. A különb­

ségek feltehetően a két forma eltérő stabilitására vezethetők vissza.

enzim Michaelis-konstansa eltérhet az oldott enzimé-A rögzített

tői. A változás oka lehet az enzim komformációjának megváltozása mel­

lett a hordozó töltése, diffúziós különbségek. Ha a szubsztrát és a

érték csökkenése várha-horriozó különböző töltésűek, akkor а К M app
tó az oldott enzimhez képest, mivel a hordozóban nagyobb lesz a szub

sztrát koncentrációja, mint az oldatban. Ha a szubsztrát töltése meg­

értéke nő. Az előbbi megfontolásokegyezik a hordozóéval, а К M app
alapján, ha mind a hordozó, mind a szubsztrátok hirirofób jellegűek,

értéke rögzített enzimre kisebbnek adódik /94,95/. Azа К M. app
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Akrilex С 100 hidrofil, polianionos jellegű gél, negatív töltésű

érték növekedése várható.szubsztrátokra а К M app

Irodalmi adatok szerint számos esetben nem találtak lényeges

eltérést a rögzített és az oldott enzim Michaelis-állandójában 

/96, 75, 73, 68/. Kovalenko és munkatársai /77/ azonban az A^O^-hoz

értékét NADH-ra két nagyságrenddel nagyobbnak 

mérték, mint az oldott enzimét. Wykes /76/ a DEAE-cellulózhoz kö­

tött LDH esetén azt tapasztalta, hogy piruvátra 0,81 mM-al nőtt a

M app

rögzített LDH К M app

értéke.

Az Akrilex C 100-hoz kötött piruvát kinéz és tejsav riehirirogenáz

értékei általában nem tértek el lényegesen az oldott enzime-KMM app
kétől. Kivételt képezett a tejsav dehidrogenáz NADH-ra mért látszó­

lagos Michaelis-konstansn, mely két. nagyságrenddel adódott nagyobb­

nak ^oldott enziménél. Feltételezhető, hogy a töltés és a diffúzi­

ós viszonyok mellett az enzim szerkezetének megváltozása és a felü­

leti áttöltőriés is szerepet játszik a s.zubsztráthoz való affinitás 

alakulásában. Ezzel magyarázható, hogy noha a szubsztrátok és a hor­

dozó is negatív töltésűek, mégsem következett be minden esetben a

KMM app értékek növekedése.

A rögzített enzimek stabilitási tulajdonságai is eltérhetnek az

oldott enzimekétől. Az eltérés több okra vezethető vissza. A kötött

enzim kémiailag módosítva van, ami a konformáció megváltozását ered­

ményezheti. Új kölcsönhatások, másodlagos kötések tovább módosíthat­

ják az enzim harmadlagos és negyedleges szerkezetét /11, 12/. A 

hidrofil jellegű gélek általában stabilizálják az enzimek aktív
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konformációját. Az egyes enzim molekulák különböző számú kötéssel 

kapcsolódhatnak a hordozóhoz, így a hordozóhoz viszonyított hely­

zetük más és más lehet. A különböző bekötőriésre a több alegységes

enzimeknél még több lehetőség kínálkozik. A hordozóhoz való kötő­

dés akkor is kihat a térszerkezet stabilitására, ha maga a kötés

nem jár a konformáció megváltozásával.

A rögzített enzimek hővel szembeni stabilitása általában nőtt 

az oldotthoz képest. A piruvát kináz oldott és rögzített formája 

egyaránt elsőrendű kinetika szerint inaktiválódott. A rögzített tej­

sav ríehirirogenzánál /Akrilex C 100-hoz kötött/ összetett inaktivá- 

lódási kinetikát figyeltünk meg. Az összetett kinetikának két oka 

is lelaet. Az egyik, hogy az azonos funkciójú enzim for mák eltérő 

stabilitásúak, ill. az oligomer enzim disszociál, és az oligomer

és a monomerek eltérő stabilitással bírnak. A piruvát kináz és a

tejsav riehidrogenáz tetramer enzimek,'így az összetett kinetika nem 

meglepő /97, 98/. A piruvát kináznál urea jelenlétében kezdetben 

gyors inaktiválódást figyeltünk meg. Feltehető, hogy a tetramer en­

zim riimerekre disszociált /97/, vagy kevésbé kompakt tetramer enzim 

keletkezett /98/, amely kisebb aktivitással rendelkezett. A későbbi­

ekben ez disszociált riimerekre és monomerekre. Ez a folyamat kötött

enzimnél lasabb, ami a hidrofil gél stabilizáló hatásával magyaráz­

ható.
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5.3. Rögzített enzimek alkalmazása

Az Akrilex C 100-hoz rögzített enzimek működését tanulmányoztuk 

oszlopreaktorban. Meghatároztuk a szubsztrát koncentrációk optimális 

értékeit. A tejsav riehidrogenáz és a piruvát kináz-tejsav dehiriro- 

genáz reaktorunk konverzióját a sebesség 100 ml/h-ig való növelése 

mindössze 1-2%-kal csökkentette. Érdemesnek láttuk ezeket a készít­

ményeket analitikai vizsgálatokra felhasználni. "Batch"- és oszlop- 

reaktoros méréseket végeztük, ahol rögzített enzimeinkkel elvégez­

tük a foszfoenol piruvát, a piruvát és a tejsav mennyiségi analizi- 

sét. Kísérleti körülményeink mellett 97-100%-os visszamérést értünk

el.

Átfolyó küvettás rendszerünket biológiai minták mérésére is al­

kalmaztuk. Bor - és vérminták tejsav ill. tejsav és piruvát tartal­

mát határoztuk meg. Az oldott és a rögzített enzimmel mért koncent­

ráció értékek hibahatáron belül azonosak voltak, tehát a rögzített 

enzim oszlopreaktorok biológiai minták esetében is eredményesen al­

kalmazhatók. Több enzim egybekapcsolásával más intermedierek is mér­

hetők .

A rögzített enzimes reaktorok felhasználhatók kofaktorok regene­

rálására és inhibitor meghatározására is /71, 91/.
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6. ÖSSZEFOGLALÁS

Kísérleteink során előállítottuk a piruvát kináz és a tejsav

dehirirogenáz különböző hordozókhoz kötött formáit. Rögzített enzi­

meink mindegyike rendelkezett katalitikus aktivitással. Legaktívabb­

nak a vízoldható karboriiimiridel aktivált karboxil csoportokat tar­

talmazó poli-akrilamirí alapú hordozón rögzített enzimeket találtuk

így ezek sajátságait vizsgáltuk részletesebben, összehasonlítva az

oldott enzimek tulajdonságaival.

Megállapítottuk, hogy a tejsav dehirirogenáz oldott és rögzített 

formájának pH optimumának értéke megegyezik, a piruvát kináznál lú­

gos irányba való eltolódást tapasztaltunk az oldotthoz képest.

Tanulmányoztuk az enzimek aktivitásának hőmérséklet függését. 

Rögzített enzimeknél az optimum görbe kiszélesedett feltehetően a 

nagyobb stabilitás eredménye képpen.

Az oldott és a kötött enzimek Michaelis-állanrióit összehasonlí-

értéketottuk. A tejsav dehirirogenáz NADH-ra meghatározott К M app
két nagyságrenddel nőtt az oldott enzimhez képest, a többi esetben

nem találtunk lényeges különbséget.

A különböző inaktiv ál óriási kinetikák alapján az enzimek rögzí­

tett formái nagyobb stabi1itásúak. A rögzített és az oldott piruvát 

kináz hőinaktiválódása egyaránt elsőrendű kinetika alapján történt. 

A rögzített tejsav dehirirogenáz összetett hőinaktiválóriási kineti­

kát követett.

Piruvát kináz aktivitás vesztése urea jelenlétében egy kezdeti
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gyors és egy azt követő lassú inaktiválóriási szakaszra bontható. 

A rögzített enzim kezdeti aktivitás vesztése valószínűleg a gél

stabilizáló hatása miatt lassúbb.

Tanulmányoztuk rögzített enzimeink reaktortöltetként való al­

kalmazhatóságának optimális körülményeit. Meghatároztuk azokat a 

feltételeket, melyek mellett a foszfoenol-piruvát, a piruvát és a 

tejsav mennyiségi mérése 100%-os konverzióval "Batch"- és átfolyó

rendszerű reaktorokkal megvalósítható.

Kísérleteket végeztünk biológiai mintákból piruvát és tejsav

meghatározására .
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