Valaszok Dr. Gubicza Liaszl6 egyetemi tanir opponensi birdlatira

Megkoszonom biralomnak, Dr. Gubicza Laszlo egyetemi tanarnak a dolgozatom alapos
attanulmanyozasat.

Kérdéseire az alabbi valaszokat fogalmaztam meg.

1. Tapasztalatai alapjan milyen mas, gyakorlati szempontbol fontos enzim rogzitésére
ajanlana a kidolgozott modszert?

Valas:z:

Az altalam kidolgozott B-galaktoziddz szol-gél rogzitési modszere egy teljesen (j
protokoll. Ebbe a rendszerbe ezt az enzimet még nem rogzitették, irodalmi adat nem
talalhato. A szol-gél rogzités nagyon széles korben alkalmazhaté rogzitési modszer. Ez a
nagy szamu prekurzornak és az adalékanyagok széles valasztékanak tulajdonithato.
Viszont a szol-géles rogzitést minden esetben az adott enzimhez és az enzim
alkalmazhatésagahoz kell igazitani. A f-galaktozidaz csak konvencionalis, azaz vizes
kdzegben miikddo enzim, a szol-gél térhalositott szerkezet pedig egy hidroféb rendszer.
Ezért a szilan prekurzorok és a katalizator fajtajat, ugy valasztottam ki, hogy egy
kevésbé hidroféb rendszer j6jjon létre, hogy a vizes kozegli szubsztrat eljuthasson az
enzim Katalitikus centrumaba. A kidolgozott szol-gél rogzitési médszer elsd sorban
konvenciondlis  kozegben mikodd olyan ipari felhasznalhatosagi  enzimekre
alkalmazhaté mint a celluldaz, amely a celluldzt hidrolizalja, az amilaz, amely a
keményitét hasitja és kiillonb6z6 protedz enzimek, amelyek a fehérjékben talalhato
peptidkdtések hidrolizise révén bontjdk le a fehérjéket kisebb peptidekre, majd
aminosavakra. Minden esetben meg kell azonban vizsgédlni, hogy a régzitett enzim
mutat-e aktivitdst, €s a szol-g€l rendszert az enzim szerkezetéhez kell alakitani, ugy,
hogy az rogzitett enzim az adott koriilmények kozott a legmagasabb aktivitdst mutassa.

2. Az irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a rogzités kovetkeztében az enzimek aktivitasi
értéke megvaltozik, Altaldban csokken. Ervényes-e ez a megallapitds az elballitott
heterog,én biokatalizétorokra és ha igen van-e az anyagétadésnak s7crepe ebben az

.....

aktivitasa kozott észlelt kulonbsegben?

Valasz:

Erre a kérdésre adott valaszom kapcsolddik masik birdlom, Dr. Sevella Béla egyetemi
tanar kérdésére adott vélaszomhoz. Az aktivitasi értékek 8sszehasonlitasa leginkabb a
specifikus aktivitasok alapjan lehetséges. A nativ enzim specifikus aktivitasihoz képest
(65,8 umol ONPxmin™'xmg" feherje) a kovalensen kotott pB-galaktozidaz legmagasabb
specifikus aktivitasi értéke 2,3 pmol ONPxmin™xmg’ kotott feherje a szol-gélbe zart
enzim specifikus aktivitisa pedig 83,1 umol ONPxmin"* xmg” kotott fehérje. Ezeket az
aktivitasokat a katalizalt reakcio Sebessegenek mérése alapjan szamoltam ki, mivel
megallapitottam, hogy az aktivitas mérés ideje alatt a reakcidtermék (o-nitrofenol ONP)
keletkezése linearis az idd fliggvényében. Mivel alapjaban véve kinetikai mérésekrol
van sz0, az anyagatadas nyilvanvaléan befolyasolja az elédllitott heterogén
biokatalizatorok aktivitasat. A kovalens kétés esetében az enzim rogzitése a kitozan



mikrorészecskék kiilso feliiletére tortént, melyek szerkezete nem volt porézus, mig a
szol-gélbe rogzités az enzim bezarasat eredményezte, a keletkezett porozus szerkezet
belsejébe. Ebbol az kdvetkezik, hogy a kovalensen kotott B-galaktozidaznal valdsziniileg
a kiilsé diffuziénak van meghatarozo szerepe az anyagatviteli ellenallasban, viszont a
szol-gélbe zart enzimnél a belsd diffuzid a legfontosabb tényezd, amely az anyagatviteli
ellendllds névekedését eredményezi. Annak ellenére, hogy a kovalens kotéssel rogzitett
enzim kisebb anyagatviteli ellenallast kellene tanusitson, specifikus aktivitasi értéke
joval alacsonyabb, mint a szol-gélbe régzitett B-galaktozidaz specifikus aktivitasa. Ez
tobbek kozott annak tulajdonithato, hogy a nativ enzim tetrameres szerkezete vizes
kozegben disszocial, ennek eredményeképpen elvesziti aktivitasanak egy részét, és a
kovalens rogzités soran valdszind, hogy nem tébbpontos kovalens kotés jon létre. Tehat
a szol-gélbe rogzitett, valamint a kovalensen kététt enzim aktivitasa kozott észlelt
kiilonbség els6sorban nem anyagatadasi okokra vezethetd vissza.

Az anyagdtadési ellenallds fontossdga jobban latszik, ha a szol-géles és a kombinalt
(szol-gél és adszorpcid) modszerrel elért eredményeket hasonlitom 6ssze. A kombinalt
modszer esetében a szol-gélbe zart enzim vékony rétegben oszlik el a szilard adszorbens
feliiletén, ezzel cstkkentve az anyagatadasi ellenallast. Ennek kovetkeztében a
kombinalt rnodszerrel rogzitett [p-galaktozidaz specifikus aktivitisa 127,8 pmol
ONPxmin*xmg" kotott feherje nagyobb, mint a szol-géles modszerrel rogzitett enzim
83,1 umol ONPxmin™ xmg™ kotott fehérje specifikus aktivitasi értéke.

A szol-géles modszer hatékonysagat a katalitikus hatékonysagi értékek osszehasonlitdsa
is igazolja. A Kkatalitikus hatekonysagot a rogzités utdn visszanyert Osszaktivitas
(aktivitas [pmol ONPxmin™'xg enzim preparatum]| megszorozva a biokatalizator
tomegevel [g]) €és a kotésre vitt 9sszaktivitdas aranyaként szamoltam ki. Ha ezeket az
¢rtékeket hasonlitom Gssze, a kombindlt modszerrel rogzitett enzim Kkatalitikus
hatékonysdga 6,6-szoros, a szol-géles modszerrel rogzitett biokatalizatoré pedig 4-szeres
ndvekedést mutatott, mig a kovalensen kétott B-galaktozidaznal csak a kétésre vitt
Osszaktivitds 13%-at tudtam visszanyerni. Osszefoglalva, az aktivitas valtozdsa a
roégzités utan sokkal inkdbb mas tényezoknek tulajdonithatd, mint az anyagatadas, de
hasonlé (szol-géles és a kombinalt) médszerrel eldallitott biokatalizatorok esetében az
anyagatadasi ellenallas fontos szerepet jatszik, mivel a kombinalt médszerrel eldallitott
biokatalizator specifikus aktivitdsa 50%-kal névekedett a szimpla szol-géles mddszerrel
eldallitott biokatalizator specifikus aktivitisdhoz képest, és ez a novekedds az
alacsonyabb anyagdtadési ellenallas kovetkeztében jott 1étre.

Ismételten  megkdszondm  birdlomnak lelkiismeretes munkajat, amivel hozzajarult
dolgozatom hibdainak javitasahoz.
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