A szénsav-anhidraz enzim kinyerése €s
vizsgalata
OTDK-dolgozat

Készitette: Bednar Andras Biomérnoki BSc 1. évfolyam
Témavezet6: Bélafiné Dr. Bako Katalin

Pannon Egyetem; Mérnoki Kar; Biomérnoki, Membrantechnologiai és
Energetikai Kutat6 Intézet

2012



TARTALOMJEGYZEK

1 BEVEZEES....iiuiiiie ittt s 1
2 Trodalmi AHEKINIES .......cuviiiiiiiiic i 2
2.1 A szénsav-anhidraz enzimroOl ...........cccooiiiiiiiieiiie e 2
A szénsav-anhidraz enzim eloforduldsa ... 2

AZ @NZIM TAJLAT ..o.veieiiiiee e e re e 3
IMUKOAESE ..ottt 5

A PH RALASA ... r e 5

A hOMETSEKIEt NALASA......c.viiiiiiiiiiiiicici e 6

AZ INNIDILOTOK SZETEPEC. ... viveeiieitieieeie sttt ettt sb et b et sr b e sresb e sreennennesreennenne e 6

Az enzim felhasznalasat akadalyozo tENYEZOK. .........cceviiiiiiiiiiiiie e 7

2.2 A C3-as fotoszintézis €s a szEnsav-anhidraz SZETEPE .......c.ccvreeieerrereeirereriee e 8
A novényi anyagesereutak AtteKiNtESE. ......couiiuiiiuiiiiiieiie e 8

A Cs-as novények leveleinek anatomidja.........ccecerveiiiirieriiiieie e 9

A szintestek (kloroplasztiszok) fEIEPItESE .......cveeiveeriiiiiiiiiiee e 10

A fOtOSZINTEZIS SZAKASZAL ... ..veevviiviiiiiiiiic s 11

A TEIY SZAKASZ ...ttt r e r e nnenes 11

A SOEL SZAKASZ ... s 12
FOTOTESPITACIO .. et eeeetesiee sttt b e e b et r et nr e bt e sb e b e reareennenn e neennennes 13

A szénsav-anhidraz szerepe a fotoSZINtEZISDEN .........eeiiiiiiiiieiic e 14

Az eleddig hasznalt feltarasi eljarasok dsszefoglaldsa .........ccoceviiiiiiiiiiiiicc 15

2.3 Az enzimaktivitds meghatarozasanak RAtETe. .........cocuviiiriiiiiieiie e 16
A reakciodra jellemz0 ,,k” allando meghatarozasanak menete ..........ocvvvverveniieereeneesnesie e 19

Az enzim aktivitdsanak MEeghatarOZASA.........cccveiuiiiiiiiiiii ittt 19

3 Kisérleti anyagok, eSZKOZOK €S €lJATASOK .......eerviiviiiiiiiieic e 20
3.1 Felhasznalt anyagok ........ccceeiiiiiiiiiiii et 20
3.2 KESZUIEKEK ...ttt 20
3.3 MIEEOAUSOK ..tttk bbbt Rttt b e nb et nnrenaneenns 21
A nOVENYT MINtA CLOKESZILESE ......veiveitiiiieiiitese st 21

A reakci6 végrehajtasanak kdrnyezeti KOrilmEnYei........ccvvvrieiiiiiiieiiniee e 21
Aktivitasmerés fotometrids €lJArASSal.........coviviviiiiiiiiieie e 22

Az enzim aktivitasanak vizsgalata pH-metrids modszerrel..........ooooveiiiiiiiiiiinciice e 22

4 EreAMENYEK . ....ooiiiiiiieii e e 24
A fotometrias eljaras soran nyert eredmeEnyek ...........coceriiiriiiinieninie e 24

O USSR PSPPSR PPN 24

4.2 A pH-metrids mOdSZer eredmMENYEl .......cueveriiieiiiriieieieeie sttt 26



A nyers minta ,k” allanddjanak és aktivitdsanak meghatarozasa foszfat-pufferben, homok

felhasznalasa NEIKIULL..........oiiiriiiiiie bbbt r et sre st nbe e 26
A nyers minta ,k” allanddjanak és aktivitasanak meghatarozasa Tris-pufferben, homok
felhasznalasa NELKIL..........ouiiiiiiii bbb s 28
A nyers minta ,k” allanddjanak és aktivitaisanak meghatarozasa Tris-pufferben, homok
TEINASZNATASAVAL. ... .cotiiiiiiiie bbbt e b 29
A nyers minta tizszeres higitdsanak vizsgalata...........ccoceevviiiiiiiiiiiiie s 30
OSSZELOZIAIAS ...v.vvcvsci ettt 32

IrOAAlOMIEZYZEK ...ttt et bbb bbb e ees 33



1 BEVEZETES

Az ipari forradalom kovetkeztében az emberis€g energia illetve nyersanyagigénye
ugrasszerlien megnétt, ezt a megndvekedett igényt azonban a kezdetleges technologiai
megoldasok illetve a hidnyos tuddsanyag miatt nem 0j technolégidk fejlesztésével, hanem a
rendelkezésre allok 1éptéknovelésével érték el. Mivel ezek a technologidk nagyrészt a foldben
— akkor még — nagy mennyiségben megtalalhaté kdészén kitermelésén, majd elégetésén
alapultak, a levegdbe rengeteg CO, gaz keriilt, mely erds liveghazhatast okozo jelege miatt
nagyban hozzajarult a globalis felmelegedéshez. A kialakult helyzeten az ipari fejlodés sem
segitett, hiszen bar a megsziiletett gépek generaciordl generacidra hatékonyabbak lettek, a
kitermelni sziikséges energiamennyisége tovabbra is meredeken novekedett, ami a CO,
kibocsatas tovabbi emelkedését hozta. A megjelent 0j technologiak, mint példaul a bels6égési
motorok tovabbi gazképzddést hoztak, még inkabb rontva a helyzeten. Mara lehet6ség nyilt
arra, hogy a nagyobb méretli ipari létesitményekben, példaul széntiizelésii erdmiivekben
lecsokkentsék, vagy teljesen kisziirjék a kornyezetbe bocsatott szén-dioxidot [1], am ezeknek
a megoldasoknak a hasznalata gazdasagilag nem kedvezd, hiszen az eladott termékek arat
akar a tobbszorosére is novelhetik. Vizsgalataink soran egy majdnem minden €16
szervezetben megtalalhatd enzimet, a szénsav-anhidrazt nyertiik ki, majd mértiikk meg

aktivitasat. A keresett enzim a

CO,+ H,0 = HCO; +H”
reakciot katalizélja. A katalizis olyan mértékii, hogy sokak szerint ez az egyik leggyorsabb ma
ismert enzim [2-4]. A Kklasszikus eljarasokhoz képest egy sokkal egyszeriibb feltarasi
modszert alkalmaztunk, melyet megfeleld hatékonysaggal sikeriilt hasznédlni. A kinyert
enzimszuszpenzio aktivitasat két modszerrel, pH-metrias és fotométeres eljarassal allapitottuk
meg. A vizsgalat soran megvizsgaltunk tobb lehetséges reakcid és feltarasi kozegként
hasznalhato puffertis. Az enzim aktivitasat kétféle modszerrel szamszertsitettiik, az egyik a
klasszikusnak nevezheté Wilbur-Anderson féle aktivitdsi egység egy altalunk mddositott

valtozata volt, valamint meghataroztuk a reakciok lefutdsanak sebességi allandoit.



2 |RODALMI ATTEKINTES

2.1 A SZENSAV-ANHIDRAZ ENZIMROL

A szénsav-anhidraz egy olyan metalloenzim, amely az é16 szervezetekben a vizben oldott CO,

szénsavva illetve annak visszaalakulasat katalizalja a

CO, + H,0 = HCO; +H™

egyenlet szerint [5].

1. dbra: A human szénsav-anhidraz enzim

A SZENSAV-ANHIDRAZ ENZIM ELOFORDULASA

A szénsav-anhidrdz egy olyan enzim, melyet minden allati, fotoszintetizald6 novényi illetve
néhany nem fotoszintetizald baktériumban megtalaltak [6]. Noha a szénsav-anhidraz el6fordul
az eldbb emlitett szervezetekben, a kutatdsok szerint ezek az enzimek bar ugyan azt a
feladatot latjak el az egyes szervezetekben, fejlédésiik teljesen kiilon ment végbe. Az egyetlen

koz0s pont az enzim aktiv centrumaban talalhat6 cink-ion.
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2. dbra: A szénsav-anhidraz aktiv centruma a kézépen megtalalhato cink-ionnal

AZ ENZIM FAJTAI

A kutatasok alapjan ot kiilonalld szénsav-anhidrdz csalddot kiilonboztethetiink meg
egymastol: a, B, v, 0 és { [4, 7-10]. A szénsav-anhidraz enzimek koziil az elsé harom alfajt
vizsgaltak részletesen. Megallapithaté ugyanakkor, hogy mind az 6t fajta bioldgiailag ugyan
azt a funkciot latja el, felépitésiikben mégis csak annyi a kozds, hogy a kézponti fémion- az {
kivételével - mindegyikiiknél cink. Ez a tulajdonsaguk arra enged kovetkeztetni, hogy
ezeknek az enzimeknek csupan az 6se kozos, am midta az allati, ndvényi illetve prokaridtak
elvaltak egymastol a torzsfejlddés soran, ezek az enzimek is teljesen kiilon fejlodtek.

Minden 4llati sejtben a tipusu szénsav-anhidraz taldlhat6, de ebbdl a tipusbodl egyaltalan nem
talaltak a magasabb rendi novényekben [5]. Az a tipus megtalalhatdo még ugyanakkor néhany
fotoszintetizalo egysejtiiben és egyes baktériumokban is.

Az o tipust szénsav-anhidrdz enzimet foleg az emberi szervezetben vizsgaltak részletesebben,
ugyanakkor az egyéb kutatdsok alapjan megallapithato, hogy az Gsszes a tipust szénsav-
anhidraz hasonlo szerkezeti felépitésti [11, 12]. A molekula alakja gombszeri, melynek
méretei 5X4X4 nm koriili érték. A vizsgalatok szerint az enzim egy 24 aminosavbol allo
terminalis régiotol eltekintve egyetlen szalasnak mondhatdé. A masodlagos szerkezetet
nagyrészt tiz darab, csavarodott B -redd hatarozza meg, melyek a molekulat két részre osztjak.
A B -reddk koziil két par parhuzamos, mig a tobbi antiparallel lefutast. Az aktiv centrum egy,
a molekula kozelében taldlhato kup alaku résben taldlhatd, melynek kézepén megtalalhato a
reakciokat katalizalo cink-ion. Az ion harom nitrogénatomhoz koordinalodik, am a
kapcsolodés tetraéderes szerkezete lehetévé teszi, hogy a negyedik ligandum egy H,O
molekula vagy OH" ion legyen. A ligandumok hidrogénkotésekkel kapcsolodnak az enzim

kiils, indirekt részeihez, A ligandumok, €s a hozzajuk kapcsoldédo indirekt ligandumok kevés
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kivételtdl eltekintve az Osszes o - szénsav-anhidraz molekulaban azonosak. A cink-ionhoz
kapcsolodo kozvetlen és kozvetett ligandumokon kiviili fehérjeszalak koziil 17 az 6sszes a -
szénsav-anhidrazban azonosak, mivel ezek egy része a katalitikus mitkdésben, mig masok a
fehérjeszerkezet stabilitasaért felelések [5, 13, 14].

A B - szénsav-anhidraz szerkezetét egyeldre nem hataroztak meg, mig a y - szénsav-anhidrazé
a vizsgalatok alapjan nagyban kiilonbozik az o - szénsav-anhidraztol. Minden alegységet hét,
bal iranyu B -hélix hataroz meg, melyekben koronként egy haromszalas reddt tartalmaz. Ebbol
fakadoan van harom majdnem teljesen lapos B -redd, melyekbdl kettd hét, mig a harmadik
nyolc parhuzamos szalat tartalmaz. a-hélix keresztmetszete haromszog alakt. A P -hélixek
végén talalhatd egy rovid o -hélix, és egy hosszabb, C-terminalis o -hélix. A cink-ionokat az
alegységek kozott talalhatjuk meg. Az ionokhoz kapcsoldodd vizmolekula éltal az ionkohoz
koordinal6d6 molekuldk egy torzitott tetraéderes format mutatnak, mely forma igy nagyfoka
hasonlosdgot mutat a mar targyalt a - szénsav-anhidraz kozponti szerkezetével. Mivel a
szerkezetnek csak a jellege hasonlo, igy feltételezhetjiik, hogy a kiilonféle szénsav-anhidraz
enzimek egymastol fiiggetleniil fejlodtek, ugyanakkor bioldgiai funkcidjukbol fakaddan az

altaluk katalizalt reakciok ugyan azok. fgy mondhatjuk, hogy a kiilonféle szénsav-anhidraz

3. dabra: A y szénsav-anhidraz
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Megallapitottak tovabba, hogy ha az enzim kozpontjaban talalhatd cink-iont eltdvolitva bar
elvesztette funkcionalitdsat, a milkodésképtelen enzimet tartalmazo oldathoz megfeleld
ionokat adagolva azok a megfeleld helyre koordinalodnak, ujra miikodésbe hozva az enzimet.
Ha az oldathoz nem cink-ionokat, hanem valamilyen mas fémet adnak, azok is képesek
koordinalddni az enzim centrumaban, am a funkcionalitast csupan a Co-ionokkal szerzi

Vvissza, am azt is csak részlegesen.

MUKODESE

A kutatasok alapjan megallapithatd, hogy a szénsav-anhidrdz altal katalizalt reakciot két
ionizalo csoport hatasanak kdszonhetjiik. Ezek egyike, a cinkhez kotott OH™ csoport felelds a
CO; és HCOg3 kozotti atalakulasért. A masik csoport szerepe az, hogy a katalizis helye és a
kozvetité kozeg kozott fenntartsa a protontranszfert. Ez a csoport egy His-64-es, mely a
kozponti cink-ion és az aktiv centrum bejarata kozott talalhaté meg [4, 13].

A tovabbi kutatasok kimutattak, hogy a CO,/HCOj3" atalakulas két félreakcioként megy végbe,

ahogyan az

E~+C0,=E —CO, = EH — HCO; = EH + HCO3

egyenletbdl is latszik.

Molekularisan elmondhatd, hogy a cink-ionhoz kapcsolédott H,O a fém hatasara
polarizalodik, igy lehetségessé valik, hogy az enzimhez koordinalodott szén-dioxid molekulat
nukleofil jelleggel megtamadhassa, igy megkapva a szénsavat. Mivel a keletkezett szénsav

gyorsan disszocialodik, ezért a rekcio kezdddhet el6lrdl.

A PH HATASA

Mint minden reakcidoban, a szénsav-anhidraz katalizalt hidratacio-dehidratacié is
nagymértékben fiigg a kozeg pH értékétdl. Az irodalmi értékek alapjan az enzim
mikodésének pH optimuma a szém-dioxid hidratadlasakor pH=7-nél, mig dehidratalasnal a
7,5-0s értéknél mozog. A késdbbiekben ismertetett kisérletek sordn ezért a pH értékeket oly
modon allitottuk be, hogy a reakcio kezdetekor az 8,3 mig a végén 7,2 legyen, igy ezek atlaga

jol kozeliti az optimalis értéket.



A HOMERSEKLET HATASA

Bér a hémérséklet enzimre gyakorolt hatdsa nem elhanyagolhato, jelen kutatdsunkban nem

tériink ki ennek vizsgélatara, az 0sszes, az enzimet is érintd reakcidt 23°C-on végeztiik.

AZ INHIBITOROK SZEREPE

A szénsav-anhidraznak tobbféle inhibitora is létezik (4. abra), ezek nagy része a kdzponti
fémionnal kapcsolatosan akadalyozzdk az enzim miikdodését: bizonyos anionok egyszeriien
hozzakapcsolodnak a pozitiv toltésti kozponti fémionhoz, gyakorlatilag kiszoritva onnan a
reakcio véghezviteléhez sziikséges OH -iont. A szénsav-anhidraz altal katalizalt reakciobol

.....

vagyis a reakcidban szerepet kap a termékinhibicid is.

Az enzim inhibitorainak masik jelentds csoportja a kiilonb6zd szulfonamidok, melyek az
anionokhoz hasonléan a negativ toltésii funkcids csoportjukkal a fémionhoz kapcsolodva
gatoljdk az enzim miikodését. Természetesen sok egyéb inhibitorra taldlhatunk példat, &m
mivel a mi szempontunkbdl ezek Iényegtelenek, ezért a késdbbiekben ezekkel nem

foglalkozunk [15, 16].
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4. abra: Példdak a szénsav-anhidraz inhibitoraira

AZ ENZIM FELHASZNALASAT AKADALYOZO TENYEZOK

A szénsav-anhidraz enzim hatranyai nagyrészt annak biologiai eredetéb6l fakadnak. Hiszen a
természetben, az él6 szervezetekben el6forduld enzimek nem allanddo mennyiségben vannak
jelen, hanem folyamatosan termeldédnek €s mennek tonkre, emellett természetesen az adott
feladattol fiiggden is valtozhat azok mennyisége. Ebbdl fakaddan az enzimek élettartama nem
orok, limitalt ideig latjak el feladatukat. Jelen esetben ez azért jelent problémat, mert a

szénsav-anhidraz enzim izoldlasa jelenleg bar megoldhato, de egyszeriinek nem nevezhetd



folyamat, emiatt rendkiviil kis mennyiség is draga. A helyzetet rontja a mar emlitett
folyamatos degradalddas is, ami azt eredményezi, hogy az amugy is dragan beszerezhetd
enzim folyamatos potlasra szorul. Kutatasok folytak arra nézve, hogy hogyan is lehetne az
enzim ¢élettartamat meghosszabbitani, az eddigi eremények szerint az enzim hordozén valo

rogzitése megnoveli annak felezési idejét, am csokkenti annak aktivitasat [17-19].

2.2 A C3-45S FOTOSZINTEZIS ES A SZENSAV-ANHIDRAZ SZEREPE

A keresett enzim ndvénybdl torténd kinyeréséhez sziikséges annak ismerete, hogy az adott
anyag pontosan hol is helyezkedik el a szervezeten belil. Ennck megértéséhez a
kovetkezékben rovid attekintést nyhjtunk a fotoszintézisr6l, valamint az altalunk keresett

enzim kapcsolatarol.

A NOVENYI ANYAGCSEREUTAK ATTEKINTESE

Fotoszintézisnek nevezziik azon biologiai folyamatokat, melyek soran a fotoszintetizald sejtek
a levegdben/vizben talalhatdo szén-dioxidot napfény hatasara cukrokkd alakitjdk. Ezen
folyamatnak tobb tipusa ismert, ugy mint C3, C4, CAM. A harom ut kozotti kiilonbségek
abbol fakadnak, hogy a fotoszintetizalé él6lényeknek alkalmazkodnia kellett bizonyos
kornyezeti koriilményekhez, mely az utak kialakuldsdhoz vezetett. A Cjz ut ezek koziil a
legdsibb és igy legegyszeriibb, a Cz-as utat hasznald élélények a hilivosebb, csapadékban
gazdagabb teriileteken élnek, mig a Cy-es és CAM tipustiak a széarazabb, melegebb, akar
sivatagos teriileteken vannak elényben. Az utak kozotti kiilonbségek abban mutatkoznak meg,
hogy a levegd szén-dioxid tartalmat milyen modon kotik meg, ugyanis mig a Cs-as élélények
egyszerlien hagyjak, hogy a gaz beoldddjon sejtjeikbe, a C4 és CAM tipusban kénytelenek
kiilonféle keriildutakon megtenni ezt. Az utak kozotti kiilonbségek a neviikbdl is lathatoak: A
Cs-nél a szén-dioxid megkotése egy 3 szénatomos, a C4-nél egy 4 szénatomos lancon torténik,

mig a CAM sorén egy sav alakul ki beldle.



A C3-4S NOVENYEK LEVELEINEK ANATOMIAJA
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5. abra: A C3-as névények leveleinek anatomidaja

A cimben emlitett novények leveleinek felépitése egyszerli, am az altaluk végzett
fotoszintézis megértéséhez fontos annak ismerete. A levelek tobb sejtrétegbdl allnak, melyek
a kovetkezdek: A levél fels6 — gyakorlatilag nap felé nézd — oldalan egy viaszos kiilsd
réteggel rendelkezd, Ugynevezett epidermisz (bdrszovet) talalhato. Ez a szdvetréteg nem
rendelkezik kloroplasztiszokkal, tehat nem képes a fotoszintézisre. Ezeknek a sejteknek az a
szerepe, hogy a levél belsd részét védjék a karos hatdsoktol. Hasonld epidermisz réteg
talalhato a levél also felén is, a két réteg kozotti kiilonbség abban mutatkozik meg, ogy az also
oldalon sokkal tobb gazcserenyilas talalhato. A legkiilsd, viaszos réteg feladata az, hogy
megakadalyozza a parologtatast. Enélkiil a réteg nélkiil ugyanis a levélben talalhatd viz nagy
része a napfény hatdsdra hamar elparologna, és megfeleld utanpotlas nélkiil a ndovény
kiszaradna. E réteg jelenlétének ugyanakkor vannak negativ hozadékai is: Nemcsak a viz
parolgasat, hanem a ndvény altal végzett gazcserét is akaddlyozzak, a novények ezért
rendelkeznek az ugynevezett gazcserenyilasokkal. Ezek két, vese alaku fotoszintetizald
sejtbdl allnak, melyeknek sejtfala a nyilas belsé és kiilsé oldalan eltéré vastagsagu. Ennek
eredményeképpen, napfény hatdsara a fotoszintetizald zardsejtekben cukor képzddik, igy a
kevesebb cukrot tartalmazé (hiszen ezek a sejtek nem képesek a fotoszintézis utjan torténd
cukoreldallitdsra) borszovet sejtjei kozott ozmozisnyomads-kiilonbség jon 1étre, melynek
hatasara viz aramlik a zarosejtekbe, igy alakja oly modon valtozik, hogy az egymaéssal

szembeforditott sejtek kozott rés keletkezik, mely lehetdvé teszi a gazcserét. Kis viztartalom



esetén természetesen ennek ellenkezdje jatszodik le: a zardsejtek kiegyenesednek, lezarva
ezzel a gazok utjat.

A levél borszovetei kozott talalhatd a taplalékképzd alapszovet (parenchima) melyet két
részre bonthatunk: a levél felsé széle feloli oldala az oszlopos, mig az als6 a szivacsos
parenchima. Az oszlopos sejtek végzik a fotoszintézis jelentds részét, am kozottiik rések nem
talalhatoak. A szivacsos réteg fotoszintetikusan kevésbé aktiv, de a sejtek kozotti rések
lehetové teszik a levél fonakjan talalhatd gazcserenyilasok €s az oszlopos parenchimasejtek
kozotti gazaramlast. A levél egyéb részeire jelen esetben nem tériink ki, a folyamat

atlatasdhoz ennyi is elég.

A SZINTESTEK (KLOROPLASZTISZOK) FELEPITESE

Sztoma

Tilakoid

KettBsElemhrénréteg

6. dbra: 4 noveények sejtjeiben megtalalhato szintestek felépitése

A fotoszintetikus aktivitashoz sziikségesek az ugynevezett szintestek, melyekben a folyamat
végbemegy. Ezek felépitése a kdvetkezd: A sejtszervet két rétegbdl 4ll6 membran hatarolja, a
belsé hartyan beliil taldlhaté a sztroma, ami gyakorlatilag a sejtnedvnek felel meg. A
harmadik, legbels6 hartyarendszer az tigynevezett tilakoid membran, mely a granumot alkotja.
A granum felépitése az egymasra helyezett tdnyérokra emlékeztet, a granumtilakoidokbol

kialakult tornyokat a sztromatilakoid egymassal 6sszekoti.
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A FOTOSZINTEZIS SZAKASZAI

A novények fotoszintetikus aktivitdsat két részre, az ugynevezett fény és sotét szakaszra
bonthatjuk. Neviikbdl sejthetd, hogy az egyik folyamathoz fény sziikséges, mig a masikhoz

nem.

A FENY SZAKASZ

A fotoszintézis fényszakasza a tilakoid membranokhoz rogzitett, ugynevezett fotokémiai
rendszerek (PS I, II) segitségével zajlik. A granumtilakoidhoz rogzitett pigmentekekbdl allo
antennakpmplexek felfogjdk a beérkezd fényenergidt, majd a folyamatos megvilagitas
hatasara gerjesztddnek. A gerjesztés hatasara elektronjaik egy magasabb enerigadllapotba
jutnak, mely energiat az elektron alapallapotba keriilésekor at tudjdk adni a szomszédos
molekulanak egészen addig, amig el nem jut az energia a PS II-ig. A beérkezd energia
hatasara a fényrendszerben gerjesztett elektron azonban nem alapallapotaba jut vissza
energialeadds korben, hanem egy elektrontranszportlanc segitségével elszallitodik. Az
elektronjat elvesztett fényredszer ekkor a fotolizis nevii folyamat soran vizet bont, igy a
felszabadul6 elektronnal vissza tudja allitani alapallapotat. A reakcié soran H' ionok és O

keletkezik. Az emlitett elektrontranszport végén talalhaté NADP* NADPH-va redukalodik.

I Psil

08-H0 s
p O@NT;« ;
: @

12

hv

1. abra: A fotoszintézis fényszakaszanak vazlatos képe
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Az elektrontranszport soran felszabadulo energia segitségével ADP-bol ATP keletkezik. Ezt a
folyamatot fotofoszforilacidnak nevezik, ismert ciklikus én nem ciklikus véltozata is, melyek

kozott az jelenti a kiilonbséget, hogy ciklikus esetben nem képzodik NADPH.

A SOTET SZAKASZ

A fotoszintézis sotét szakasza soran a fényszakaszban ATP és NADPH formajaban tarolt
energia segitségével megtorténik a CO2 fixacidja. A C3-as fotoszintézis soran ez oly mdédon
megy végbe, hogy az oldott szén-dioxid megkdtddik a ribuldz-1,5-bifoszfaton a Rubisco
enzim segitségével, majd az igy keletkezett 6 szénatomos vegyiilet lebomlik két darab
glicerinsav-foszfat molekulara. Ezek a molekuladk ATP és NADPH befektetése aran
glicerinaldehid foszfatta alakulnak. 12 ilyen molekuldnként keletkezik egy gliikozmolekula, a
maradék pedig ismételt ATP felhaszndlds soran ismét ribuldz-1, 5-bifoszfatta alakul,

Gjrainditva ezzel a kort. (8. abra)

3 CO, -
\ 6 3-foszfoglicerat
—= 7
3 Ribuloz- \
1,5-bifoszfat 6 1,3-bifoszfoglicerat
@&» [
3 Ribuloz- 6 Glicerinaldehid-
g 3 3-foszfat
& fosz{at 1 Glicerinaldehid-
\ 2t 4 3-foszfat
\ 5 Glicerinaldehid-
W 3-foszfat

8. dbra: A fotoszintézis sotét szakasza (Calvin-ciklus)
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FOTORESPIRACIO

Bizonyos koriilmények kozott — nagyon erds napsiités, szarazsig — a novények
gazcserenyilasai a tllzott folyadékvesztés elkeriilése végett bezarodnak, megakadalyozva
ezzel a ndvény szamara a szén-dioxid felvételét és a keletkezett oxigén leadasat. Bar a
Rubisco feladata a széndioxid redukcidja, az enzim képes az oxigént is felhasznalni
szubsztratként, mely azt eredményezi, hogy szamottevé hozadék nélkiil oxidalodik a ribuloz
bifoszfat. A szén-dioxiddal végrehajtott reakcioval ellentétben itt a ribul6dz-1,5-bifoszfatbol
egy 3 szénatomos 3-foszfoglicerat, valamint egy két szénatomos foszfoglikolat molekula
keletkezik. Mivel a szén oxidalodik, ezt a reakcidt fotorespiracionak nevezik, mely tobb
moédon csOkkenti a fotoszintézis hatékonysagat. Eldszor is, a szén oxidacidja teljesen
ellentétes a fotoszintézis lényegével, mely redukalja ugyan ezt a molekulat. Masodsorban a
keletkez6 molekuldk koziil a foszfoglikolat haszontalan, s6t mi tobb mérgezd, melyet a

sejtnek energiabefektetés aran kell visszaalakitania ribul6z-bifoszfatta.

[ KLORO-
PLASZTISZ

yirudac

ATP
dlicerat

oxoglutarat

ATP ﬂ -

glutamat

9. dbra: A fotorespirdcié folyamata
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Ez az tjrahasznositds a peroxiszémaban, egy direkt az erre a célra 1étrejott sejtszervben
torténik. Ezek a sejtszervek a mitokoncriumok ¢€s a kloroplasztiszok kézott helyezkednek el,
feladatuk az oxidacio két szénatomos termékeinek szallitasa a tovabbi atalakitasahoz. A
kloroplasztiszokban a foszfoglikolat defoszforillalodik, majd a peroxiszémaba kertil, ahol egy
tovabbi oxigénmolekula fehasznalasaval glioxilatta alakul, a reakcid tovabbi terméke egy
hidrogén-peroxid molekula, melyet a katalaz nevii enzim vizre és oxigénre bont.

A glioxilat ezutan kotodik egy glicinhez, majd a mitokondrium matrixaba keriil, ahol két ilyen
molekulabol szén-dioxid és ammonia keletkezése kozben egy szerin molekula alakul Ki
szerin visszakeriil a peroxiszoémaba, ahol deaminaldédik glicerattd, majd tovabbmegy a
kloroplasztiszba, ahol foszforillalodik, és ismét felhasznalhatova valik a Calvin-ciklus

szdmara. Ezen reakcidsorozat nagyban lecsokkenti a fotoszintézis hatékonysagat.

A SZENSAV-ANHIDRAZ SZEREPE A FOTOSZINTEZISBEN

A légkorben, és ezzel egyetemben a ndvények mezofil sejtjeiben igen alacsony a CO
koncentracidja, ezért sziikség van valamilyen mechanizmusra a koncentracié novelésére.
Mivel a sejtnedvben a szén-dioxid oldott formdaban, valamint egyéb karbonationok
formdjaban van jelen, ezért mar pusztdn azzal is novelheté a CO, mennyisége, ha a CO;-

hidratalva karbonatokat alakitunk ki. Ugyanakkor a Rubisco enzim csak a vizben oldott CO,-t

/

\ co,

Kloroplaszta
&0, et Oxigenaz =
%/ Rubisco ‘\‘
" |Karboxilaz ;
C(CJA Tbyfbkvld l 5
/ = __/ Szénhidritok "‘
\
“—Coz‘a’ Hgo ‘.I Citoszdl
v Glycin
HCO, pue,
Ja
Serine

Mitokondrium

4

10. dbra: A szénsav-anhidraz enzim szerepe a fotoszintézisben (C3)
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képes felhasznalni. Tovéabbi feladata az enzimnek az, hogy a sejtnedvben oldott CO,-t a
kloropalsztisz bazikus kozegébe egyszerlibb hidratalt formaban atjuttatni a kloroplasztisz
membranjan keresztiil [20].

A keresett enzim ennek megfelel6en tobb helyen is megtalalhaté a kloroplasztiszokon beliil:
A sztrdbmaban taldlhatd enzim alakitja at a karbonatokat CO,-dé, mig a tilakoid
membranjdhoz rogzitett enzimek a membran két oldala kozott talalhatd protongradiens
hatasara novelik a karbonat formaban tarolhatd szén mennyiségét, mely szenet a granumokon

belil tarolnak.

AZ ELEDDIG HASZNALT FELTARASI ELJARASOK OSSZEFOGLALASA

A kovetkezdekben azon, szénsav-anhidraz eldallitasdra vonatkozd moddszereket foglaljuk
Ossze, melyek novényi alapanyagokat hasznalnak. Azért fontos ezt a megkiilonboztetést
megtenni, mivel a tradiciondlisnak nevezhetd — vérbdl torténd — eldallitasi modszerek teljesen
masok, hiszen a vértestek felbontdsa igymond egyszeriibbnek nevezhetd feladat, mivel itt
nem kell a szovetet felbontani, a sejtek kiilon allnak, valamint fontos kiemelni azt is, hogy a
vértestek nem rendelkeznek a novények nehezen athatolhat6 sejtfalaval.

A sejtek feltarasara tobb modszer is ismeretes,. amelyek soran a novényi mintat el6szor
mossak, majd egy nagyobb méretii homogenizatorban meghatarozott ideig, valamilyen puffer
jelenlétében daraljak. Az igy kapott viszkézus folyadékot eldszor lesziirik, majd a leszirt
oldatot meghatarozott ideig centrifugaljak. Bar a modszer igen egyszerli, hatranya, hogy a
homogenizator csak korlatozott mértékben képes a sejtszintli rombolésra, valamint a szlirés
soran ugyszintén fellép némi veszteség [21-23].

A masik, igen gyakran hasznalt modszer soran a névényi alapanyagot folyékony nitrogénnel
fagyasztjak, majd mozsarban porra drlik. A modszer igen hatdsosan végez sejtszintii feltarast,
am a hozzad sziikséges anyagoknak mind a beszerzése, mind hasznéalata bonyolult, nagy
koriiltekintést igényel, valamint rendkiviil idéigényes [24-29].

Egy tovabbi mddszernél Triton X-100t alkalmaznak a feltarasnal, mely detergensként segit a

sejtfalak feltarasanal. [30].
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2.3 AZENZIMAKTIVITAS MEGHATAROZASANAK HATTERE

Mivel a katalitikus reakciokban az anyagok atalakuldsanak az egyensulyi allandéja nem,
csupan annak sebessége valtozik, ezért fontos informaci6 a szén-dioxid adott oldoszerben —
jelen esetben viz — kiilonb6z6é homérsékleten és nyomason vald oldhatosdga. A Henry-
torvénynek megfeleléen a CO, tiszta vizben valod oldhatdsaga is novekszik a hémérséklet

fliggvényében, a legmagasabb értéket 0 °C-on éri el [31].

0.08

0.07 A

0.06 A

0.05 A

0.04 A

oldott CO, /M

0.03 A

0.02 A

0.01 A

0-00 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

hémérséklet /°C

11. abra: A CO, oldhatésaga a homérséklet fiiggvényében, 1 atm. nyomason

Egyenstlyban 1év6 rendszer esetén a szén-dioxid, a beldle keletkezett szénsav, valamint a
szénsav deprotonal6dasabol szarmazo termékek mennyisége allandd. A 12. abran lathato,
hogy a 4 és az alatti pH értékeken csak H,CO; talalhatdo a rendszerben, mig 8-9 kozotti
értéken gyakorlatilag csak HCO3'.

Belathato tehat, hogy ha a ~4-es pH-ju szénsav-oldatot egy ~8-a pH-ju pufferhez ontjiikk —
mely torekszik a pH-t 4llando értéken tartani — akkor a rendszerben talalhatdo H,CO3; spontan
deprotondlodik HCOg3'-ta. Ez azt eredményezi, hogy a rendszerben felborul a vizben oldott
szén-dioxid/szénsav egyensuly, mely visszaallni torekszik azaltal, hogy az oldott CO,

szénsavva alakul.
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A reakciok egyensulyi allandoéi a kovetkezdek:

[H,COs]
W = 1.70x10-3 (kh)

H,CO; = HCO; + H* Ky = 2.5x107*

HCO7 = CO%™ + H* K, = 4.69x 101!

1.2

1.0 A

0.8 A

0.6

0.4 4

0.2 A

0.0 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16
pH

12. abra: A szénsav és szarmazékainak eloszlasa a pH fiiggvényében

Ezen reakcioallandokbdl kialakithatd az 12. abra.

A szén-dioxid hidratalédasanak sebessége a spontan deprotonalodéashoz képest rendkiviil
lasst. Ezt a hidratalodasi reakciot katalizalja az altalunk vizsgélt enzim. Az el6zdek alapjan
kijelenthetjiik ugyanakkor, hogy a reakcio folyaman keletkez6 HCO3™ ha csak kis mértékben
is, de csOkkenti az oldat pH-jat, mely csokkenés sebessége azonos a szén-dioxid
hidratacigjaval [32].

A folyamat kinetikdjanak vizsgalatahoz sziikséges annak ismerete, hogy pontosan mi is
torténik a rendszerben. Kezdetben, a kiilonvalasztott oldatok koziil a CO,-vel telitett vizet
vizsgalva megallapithatjuk, hogy abban a Henry-térvénynek megfeleléen kialakul a vizben
oldott szén-dioxid — szénsav egyensuly. Ez a Ky=1,7*10" Henry 4llando és a szén-dioxid
23°C-on vett oldhatdsaganak (0,035 M) figyelembevételével azt jelenti, hogy 4,5 cm® telitett
vizben 1,575*10* mol oldott szén-dioxid, valamint 2,68*107 mol H,CO; talalhato.

Figyelembe véve a 12. dbra tett megallapitasainkat azt mondhatjuk, hogy az oldat ekkor savas
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kémhatésu, ezért a szénsavtol eltérd karbonatszarmazékok elhanyagolhatdé mértékben vannak
jelen [21].

A reakcioelegy Osszeallitasakor a kovetkezd folyamatok jatszodnak le: mivel az oldatot
higitjuk, ezért az oldatban megtaldlhatd szén-dioxid €és szénsav koncentracidja egyarant
csokken, a reakcidelegybe bejuttatott COy-dal telitett viz, valamint a reakciokozeg és az
enzimszuszpenzié kozott fenntartott mennyiségi aranyok miatt az elegyben a CO, kezdeti
koncentracioja mindig 0,01 M. Ami azonban még fontosabb, hogy a puffer hatdsanak
koszonhetden a bazikus pH-n a szénsav azonnal deprotonalodik, ugyanis a 8-9 kozotti
tartomanyban a szénsav-szarmazékok majdnem egésze HCO3; -t jelent. Ennek
kovetkezményeképpen felborul a vizben oldott szén-dioxid — szénsav egyensuly, mely
fokozatosan elkezd visszadllni oly mddon, hogy a vizben oldott szén-dioxid hidratalodik.
Mivel a rendszerben megtaldlhatd puffer igyekszik megtartani a pH-t, ezért az elegy
mindvégig abban a tartomanyban marad, ahol a keletkezett szénsav azonnal deprotonalodik,
igy folyamatos utdnpoétlasra van sziikség beldle, melyet a rendszer a mar emlitett modon a
szén-dioxidbol potol [33]. A folyamat egészen addig tart, amig el nem fogy a kezdetben a
rendszerbe juttatott oldott szén-dioxid. Az oldatban taldlhaté szén-dioxid mennyiségét
meghatarozhatjuk oly modon, hogy a pH értékekre kapott gorbék szélsértékeit atalakitjuk.
Mivel tudjuk, hogy a reakci6é elején mennyi az oldatban taldlhaté CO; mennyisége, ezt
tekintjik a goérbe maximumanak — mely maximumot ugy kapjuk, hogy levonjuk beldle az
oldatok 0sszedntésekor létrejova hirtelen pH csokkenést, hiszen az csak az oldatban jelen 1évo
szénsav deprotondlodasabol szarmazik.

A pH valtozasa pH-méré miiszerrel kovethetd legegyszeriibben.

A masik lehetséges mddszer az indikatorok pH-fliggvényében torténd szinvaltozasan alapszik,
melyet fotometriasan lehet rogziteteni. Indikatorként pl. a bromtimolkék lehet alkalmas,
mivel annak atcsapasi tartoméanya 7,6-6-os pH értékek kozott talalhatd. Bar megfigyelték,
hogy az anyag kismértékii inhibicids hatast fejt ki a szénsav-anhidrazra, annak mértéke nem

olyan nagy, hogy az aktivitas kimutatasat megakadalyozna [33].
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A REAKCIORA JELLEMZO ,, K" ALLANDO MEGHATAROZASANAK MENETE

A szén-dioxid szénsavva toténd atalakulasa elsérendli [32], tehat leirhatd egy exponencialis
egyenlettel, melyben az egyetlen valtozé maga az 1d6. Az egyenlet minden iddpillanatban
megadja az oldatban talalhato CO, mennyiségét, melybdl egyértelmiien megadhato az oldatba

eddig bekertilt szénsav mennyisége is. Az egyenletet a

_ —kt
Ct,co, = Co,co,€

forméban irhatjuk fel, ahol c, o, @ pillanatnyi, cq o, a kezdeti, mig k a reakcié sebességére
jellemz6 allandd. A reakciok végrehajtasanal tigyelni kell arra, hogy a kezdeti koncentracio
allando legyen, amennyiben ez teljesiil, igy a pillanatnyi koncentracid csak a k allandotol
fiigg.

A k allandé meghatarozasat olyképpen végeztiik, hogy a reakciok sordn kapott adatsorokat
egy azonos formaju, de altalunk meghatarozott fiiggvény azonos iddpillanathoz tartozo
értékével Osszehasonlitottuk, majd a legkisebb nényzetek modszerével csak a k allandot
valtoztatva numerikusan addig kozelitettiik az eredeti adatsort, amig az eredeti és szamitott
adatpontok kiilonbségének négyzetdsszege minimalisra nem csokkent. 4-5 iteracios ciklus
elegendé pontossagot nyujt, az altalunk hasznalt 100 ciklus biztositotta az elérhetd

legnagyobb pontossagot.

AZ ENZIM AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA

Az aktivitdismérés soran a klasszikusnak nevezhetd Wilbur-Anderson féle aktivitasi
egység[34, 35] egy altalunk modositott valtozatat hasznaltuk. Az aktivitas megallapitasahoz
meghataroztuk azt az id6t, mely a reakcid 20%-os elérehaladasatol 80%-ig tartott mind a
katalizalatlan és a katalizalt reakciok alatt, majd a kapott idokbdl az alabbi képlet segitségével

kiszamitottuk az aktivitast.

to —t
WAUzy

Az egyenletben taldlhatd to id6 a katalizalatlan, mig t a katalizalt reakcio soran eltelt id6t
jelenti. A kapott szam abban az esetben Osszehasonlithatova teszi a jelenlegi illetve a
késobbiekben mérendd adatokat, ha a reakcioelegyet illetve a mérés koriilményeit nem
valtoztatjuk. Az egyenletben talalhato to id6 a katalizalatlan, mig t a katalizalt reakcié soran

eltelt id6t jelenti.
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3  KISERLETI ANYAGOK, ESZKOZOK ES ELJARASOK

3.1 FELHASZNALT ANYAGOK

Kisérleteink soran a felhasznalt nyagok kore a kdvetkezokre terjedt ki: A puffernek Tris-HCI-
t (Calbiochem) valamint K-foszfatot (Reanal) hasznaltunk. A feltaras soran a puffer mellett
sziliciumhomokot adtunk az elegyhez. A fotometrids nyomonkodvetési modszerhez
bromtimolkék indikatort (Sigma) hasznaltunk. Az enzim kinyerését friss spendtbol (Spinacia

oleracea) végeztiink, melyet a feltaras megkezdéséig lefagyasztva taroltunk.

3.2 KESZULEKEK

A kisérletsorozatban felhasznalt eszkozoket -elkiilonithetjik a feltards valamint az
aktivitasmérés soran hasznalt eszkozokre. A feltaras soran egy homogenizatort (13. abra)
hasznaltunk, mely a vagofej eltérd kialakitasa miatt mar homok nélkiil is sejtszintli roncsolast
képes végrehajtani, &m emellett kibirja a beleadagolt homok 4ltal okozott rombol6 hatast is. A
feltaras soran sziikséges volt a mintak centrifugalasa is, amit egy Sigma 4K10 tipust

centrifugaval végeztiink.

13. abra: Az daltalunk hasznalt homogenizator
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Az enzim aktivitdsanak mérésének két modszerét hasznaltuk, ezek koziil az egyik pH mérésen
alapult. A kémhatds mérésén alapuld aktivitds meghatdrozésira egy Hanna Instruments
HI9318 tipusu pH-mérét hasznaltunk.

A fotometrias mérésekhez egy HACH DR-3900 tipusu fotométert hasznaltunk, mely miiszer
fontos képessége, hogy képes az abszorbancia idébeni valtozasat — bizonyos iddbeli

felbontasban — rogziteni.

3.3 METODUSOK

A NOVENYI MINTA ELOKESZITESE

A feltaras soran tobb modszert is kiprobaltunk, melyek koziil kivalasztottuk az optimalisnak
tindt. Ezen mddszerek kozott szerepelt az enzimes feltatas, mely értékelhetd eredmény nélkiil
zarult, valamint egy nagyteljesitményli homogenizator bevonasaval végzett roncsolds, melyet
a kovetkezOképpen varialtunk: A mintahoz adott pufferek kozott K-foszfatot és Tris-HCI
puffert alkalmaztunk, mindkét valtozatban 0,025 M-0s, pH=8,3 ¢értéknél, valamint
valtoztattunk azon is, hogy a keverékhez adtunk-e homokot, avagy sem. A leveleket elészor
apr6 darabokra vagtuk, majd 2 ml-nyi 0,025M-0s Tris-HCl puffert adtunk hozza
grammonként. Az igy kapott keverékhez 4 g kvarchomokot adtunk, majd az egészet a
homogenizatorba raktuk, és a 4 percig jaratuk. Az igy kapott viszkozus folyadékot 12.000-es
fordulatszamon, 10 percig centrifugéltuk, a folyadékfazist dekantaltuk. Az Osszegytjtott
folyadékot kozvetleniil hasznaltuk az enzim aktivitdsanak meghatarozasdhoz. Az elokészitett
oldatot ezutan két részre osztottuk: az egyik felét meghagytuk aktiv mintdnak, mig a masik
felét az oldatban talalhaté fehérjék kicsapodasdig forraltuk. Erre az eljardsra azért volt
szlikség, hogy az inaktiv, tehat katalizalatlan és a katalizalt reakcioelegyek kozott csupan az
oldatban taldlhatd enzimek aktivitasa jelentse a kiilonbséget, az oldatokban azonban minden
anyag ugyan az legyen, igy ha valami modositja a reakci6 lefutasat, az mindkeét oldattipusban

ugyan ugy megjelenik.

A REAKCIO VEGREHAJTASANAK KORNYEZETI KORULMENYEI

Az aktivitds és a reakciosebességi allandd meghatarozasat 1égkori nyomason, 23°C-on
végeztiik. A reaktorokat — a kiivettakat is — a reagensek bemérése utan azonnal 1égmentesen

lezartuk, megakadalyozandé a 1égkori CO, beoldddasat, valamint a reaktorok légterében 1évo
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CO, téavozéasat. Minden mérést legalabb haromszor ismételtiink, ez a szdm a

reprodukélhatosag fliiggvényében természetesen novekedhetett.

AKTIVITASMERES FOTOMETRIAS ELJARASSAL

Mivel eldzetes kisérletek alapjan tudjuk, hogy a reakcio a kezdeti pH=8,3 t6l ~6-ig csokken,
ezért a fotometrids méréshez kézenfekvonek tlinik egy olyan indikator hasznalata, melynek
atcsapasi tartomanya ezeken a hatarokon beliill van. Az Aaltalunk vélasztott indikator a
brémtimolkék lett, mivel atcsapasi tartomanya pontosan a mar emlitett pH értékek koz¢é esik.
A mérési hullamhossz meghatarozasat oly modon végeztiik, hogy az enzimbdl (0,3 ml)
pufferbdl (1,2 ml) és desztillalt vizbdl (0,6 ml) késziilt vakkal szemben két mintat mértiink:
Az egyik mintaval a reakcid kezdeti szakaszat modelleztiik: az elegyben a vak Osszetétele
mellé indikatort cseppentettiink. Ezzel elértiik azt, hogy az oldatnak olyan kék szine legyen,
mintha a reakcid6 még nem kezdddott volna el — és persze ennek szine nem valtozott meg az
idével. A masodik mintadba a desztillalt viz helyett szén-dioxiddal telitett vizet kevertiink,
majd megvartuk, mig a reakcio végbemegy, kialakul az indikator altal generalt sargas szin. Az
igy nyert oldatot fotometraltuk. A hulldmhossz-pasztazasokbol megallapitottuk, hogy a
mérésre legalkalmasabb hullamhossz a 616 nm-es tartomany, mivel az egész
hullamhossztartomanyon elvégzett pasztazas soran megallapithatd volt, hogy ezen az értéken
a legnagyobb az abszorbanciak kozotti kiilonbség a reakcid elején és végén.

A hulldmhossz értékének meghatarozdsa utan a méréseket a kovetkezoképpen végeztiik: az
eldkészitett kiivettdba egyszerre beleengedtiik a harom komponenst: az indikétorral eldre
elkevert puffert (0.025 M Tris-HCI, 1,2 ml) az enzimszuszpenziot (0,3 ml), valamint a szén-
dioxiddal telitett oldatot (0,6 ml), majd ezt gyorsan Osszeraztuk, behelyeztiik a fotométerbe, és
azonnal elinditottuk a mérést. A félfolyamatos rogzités soran 10 masodpercenként mentettiik
az abszorbanciaadatokat. A kapott értékekbdl a mar ismertetett numerikus modszerrel

hataroztuk meg a k allando értékét.

AZ ENZIM AKTIVITASANAK VIZSGALATA PH-METRIAS MODSZERREL

A pH mérésen alapulo eljarasok koziil a kinetika felvételéhez sziikséges gorbéket egy Hanna
Instruments HI-9318 tipust pH mérét hasznaltunk, melyet szamitogépre kotve a kapott
adatokat masodpercenként rogzitettiik. A kisérleti oldat dsszetétele aranyaiban nem valtozott:
12 ml puffer, 6 ml CO,-os oldat, és 3 ml enzimszuszpenzidé. A megndvelt méretek a reaktor

méretei miatt indokoltak. A mérés soran a reaktorba eldsziir beletoltottiik a felhasznalt puffert
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oly mértékig, hogy a pH elektrod mar elmeriiljon benne, és igy folyamatosan képes legyen
rogziteni a bekdvetkezd valtozasokat. A puffer betdltése utdn elinditottuk a mérést, majd
egyszerre a reaktorba vezettiik az enzimet tartalmazo oldatot és a CO,-dal telitett vizet. Mivel
a mérés ekkor mar folyik, a kialakulé6 pH-id6 goérbén pontosan meghatarozhatdé a reakcio
kezdetének ideje. Az oldatban talalhatdo szén-dioxid mennyiségét meghatarozhatjuk oly
modon, hogy a pH értékekre kapott gorbék szélséértékeit atalakitjuk. Ez abban nyilvanul
meg, hogy mivel tudjuk, hogy a reakci6 elején mennyi az oldatban talalhaté6 CO, mennyisége,
ezt tekintjiik a gorbe maximumanak — mely maximumot ugy vesziink, hogy levonjuk beldle
az oldatok 0sszedntésekor 1étrejovo hirtelen pH csokkenést, hiszen az csak az oldatban jelen
1év6 szénsav deprotonalddasabol szdrmazik. Mivel tudjuk azt is, hogy a reakcid végén az
osszes oldott CO, eltiinik, ezért a gérbe minimuma lehet a nulla pont. igy egy olyan gérbéhez
jutunk, mely minden iddpillanatban megmutatja nekiink az oldatban talalhat6 oldott CO;
mennyiségét. Ha ezekre a gorbékre illesztiink egy fiiggvényt, akkor kialakithato egy olyan
egyenlet, mely csak egy, a reakcidra jellemzd allandoban kiilonbozik egymastél. Ezen

allandok ismeretében meghatdrozhat6 a kinyert enzim hatékonyséaga.
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4 EREDMENYEK

4.1 A FOTOMETRIAS ELJARAS SORAN NYERT EREDMENYEK

Mindenekelodtt egy fotometrids eljardssal kivantuk meghatdrozni a ndvényi mintdbdl nyert
preparatum szénsav-anhidraz aktivitdsat. Ehhez bromtimolkék indikatort hasznaltunk.
Méréseket végeztiink az eredeti minta, annak tizszeresére, illetve szazszorosara higitott
valtozataval is. A 14. abraa az eredeti oldat 100-szoros higitasanak aktiv és inaktiv lefutasat
szemlélteti az 1d6 fliggvényében abrazolva. A mért abszorbanciaadatokat a jobb atlathatosag
érdekében nullara rendeztiikk. A mért pontokra fliggvényeket illesztve megallapitottuk, hogy
az inaktivizalt enzimet tartalmazé oldat sebességi allanddja k=0,0212 1/s 1/s, mig az aktiv
enzimet tartalmazé oldattal ez az allandé k=0,0303 1/s. A két allando hanyadosa ~1,43-nak
adodott.

Egy masik mérés soran felvett adatokat a 15. abra mutatja. Bar a tendencidk az elvartnak
megfelelden alakulnak, 1athatd hogy ebben az esetben a mért adatok ¢€s az illesztett gdrbék
kozott jelentds eltérések vannak. Az inaktiv lefutds sebességi allanddjara k=0,043 1/s-ot, mig
az aktiv lefutasra ugyan ez az érték k=0,0577 1/s-lett. Az enzim WA aktivitasa 0,95-nek
adodott.

Az altalunk hasznalt aktivitdsmérési és nyomonkdvetési modok koziil ez hozta a legkevésbé
megbizhatd eredményeket, ugyanis a mérések reprodukdlhatésagat nagymértékben
csokkentette tobb tényez0 i1s. Ezen tényezok kozott szerepelt az idébeli felbontas gyengesége
— a miszer legkisebb mérési intervalluma 10 masodperc — valamint azon tény, hogy az
altalunk hasznalhat6é fotométer nem rendelkezik atfolydsos reaktorral, igy a reakci6 beinditasa
csak oly mddon valt lehetségessé, hogy az elegyet még a fotométeren kiviil dsszeéllitottuk,
majd amilyen gyorsan csak lehetett, behelyeztiik a kiivettat a fotométerbe, majd elinditottuk a

mérést.
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14. abra: A fotometrias eljards soran a minta 100X-os higitasaval kapott gérbék
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15. abra: A fotometrias eljards sordan a minta 100X-os higitasaval kapott gérbék egy mdsik mérés sordan

A mérési eredményeink alapjan gy tlint, hogy ez a modszer nem megfeleld a reakciod
nyomonkovetésére, mivel a katalizalt reakcid csupan néhany masodperc alatt teljesen lefut,
igy teljesen az egyéni ,ligyességiinktdl” fiiggott az, hogy a maximalis, indulo értékek hol
helyezkednek el. A készitmény 10X-es, majd 100X-os higitasakor a kapott eredmények
jobban hasznalhatonak tlintek, &m még igy sem talaltuk elég megfelelének Oket a pontos

szamitasok elvégzéséhez.
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4.2 A pPH-METRIAS MODSZER EREDMENYEI

Az enzim aktivitasat a fotometrids eljarassal megegyez6 oldatosszetétel mellett végeztiik (1
rész enzim, két rész CO,-es viz, 4 rész puffer) kétféle modon fejeztiik ki. A pH-valtozast az
1d6 fiiggvényében masodpercenként rogzitettiik, majd a kapott gorbe felhasznalasaval
kiszamoltuk az oldatban pillanatnyilag megtalalhaté szén-dioxid mennyiségét. Az oldott CO,-
1d6 fiiggvénybdl mar meghatarozhatoak a reakcidra jellemzd sebességi allandok, melyeket a
katalizalatlan reakcid sebességi hdnyadosaval osztva egy olyan értéket kapunk, mellyel —
amennyiben mindig megtartjuk a reaktorba adagolt reagensek aranyat — jellemezhetjiik a
katalizalt reakcio sebességét. A minta Wilbur-Anderson egységekben (WAU) kifejezett

ativitasat a kapott gorbékbdl visszaszamolt idoegységek alapjan hataroztuk meg.

A NYERS MINTA ,,K” ALLANDOJANAK ES AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA FOSZFAT-
PUFFERBEN, HOMOK FELHASZNALASA NELKUL

A mérésnél mind a feltards sordn, mind a reakcid végrehajtasa soran 0,025 M-o0s K-foszfat
puffert hasznaltunk fel. A reakcidt 23 °C-on végeztiik. Eredményeink alapjan a vak, valamint
az aktivitassal rendelkez6 3 ml mintara kapott k értékek rendre 0,057 1/s és 0,3915 1/s,
ezeknek hanyadosa pedig ~6,86 lett. A mérés soran kapott eredményeket a 16. abraan, mig a

beldliik képzett fliggvényeket a 17. abraan lathatjuk.
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16. abra: A foszfat pufferben, homok nélkiil végzett feltaras sordan nyert adatok
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17. abra: A foszfat pufferben, homok nélkiil végzett feltaras sordn kapott eredményekbdl kialakitott fiiggvények
A bemért 3 ml minta aktivitaisira WAU=6,37-t kaptunk, mely érték, mint ahogy a

késdbbiekben latni fogjuk, a vizsgalt mddszerek koziil — azonos koriilmények kozott — a

legalacsonyabb hatékonysagot mutatta.
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A NYERS MINTA ,,K” ALLANDOJANAK ES AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA TRIS-
PUFFERBEN, HOMOK FELHASZNALASA NELKUL

A mérés soran a felhasznalt puffer 0,025 M-o0s Tris-HCI volt, a feltaras soran az oldathoz nem
adtunk homokot. A mért, illetve a belSliikk képzett adatokat a 19. abrailletve a 20. abra mutatja
be. A mérés soran a 3 ml-nyi aktiv minta felhasznalasaval késziilt mérésbol kapott k allando
értéke 0,182 1/s lett, mely a vakra kapott 0,03012 1/s értéket figyelembe véve, a két adat
hanyadosa ~3,75 lett.
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18. dbra: A Tris-HCI pufferben, homok nélkiil végzett feltards sordn nyert eredmeények
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19. dbra: A Tris-HCI pufferben, homok felhaszndldsa nélkiil végzett feltarasbol szarmazo adatokbol képzett fiiggvények
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A mérések atlagabol megallapitottuk a 3 ml minta aktivitasat, mely a Tris pufferben végzett
feltaras soran WAU=6,52-nek adodott. Adott koriilmények kozott megallapithatd, hogy a
felhasznalt puffer megvaltoztatasaval mind az aktivitas, mind a reakciosebességi allandé — ha

csak kis mértékben is — megndvekedett.

A NYERS MINTA ,, K" ALLANDOJANAK ES AKTIVITASANAK MEGHATAROZASA TRIS-
PUFFERBEN, HOMOK FELHASZNALASAVAL

Ezen az oldaton a feltarason és cenrtifugalason kiviil nem hajtottunk végre egyéb valtoztatast,
a késobbiekben a toményitett oldaton végzett aktivitasvizsgalatokhoz nyujt kiindlopontot a
toményités hatasfokanak megallapitasahoz. A katalizalatlan, valamint a 3 ml készitmény
segitségévl katalizalt reakciobol szarmazo gorbe a 20. dbraan lathato, mig a beldlik képzett
fiiggvényeket a 21. abra szemlélteti. A katalizalatlan reakcié k értékére k~0,03012 1/s
adodott, ami az irodalmi 0,0358-as értékkel jol Osszeegyeztetheté [32]. Ebbdl
megallapithatjuk, hogy a szdmitashoz hasznalt modszer megfelel céljainknak. A katalizalt
reakciora vonatkozoé k allando 0,1481-nek adddott. Ez azt jelenti, hogy a k allandok
hanyadosa ~7,51-et ad, melybdl megéallapithatjuk, hogy az eddig vizsgalt feltarasi modszerek
koziil ez a leghatékonyabb.
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20. dbra: A Tris-HCI pufferben, homok felhaszndldsdaval végzett feltards sordn nyert eredmények

29



0.012

0.010 A ® Inaktiv
O Aktiv

0.008 A

0.006 -

[CO,IM

0.004

0.002 A

0.000 A

Id6/s

21. dbra: A Tris- HCI pufferben, homok felhaszndlaséval végzett feltardsbol szarmad eredményekbdl kialakitott fiiggvények
A mérések alapjan kiszamolhatd a 3 ml minta WAU értéke, mely 8,39 lett. Lathat, hogy az
eddig végzett kisérletek koziil ez a modszer mutatta a megnagyobb hatékonysagot, a homok

hozzaadasaval a kinyert enzim aktivitasa majdnem 30%-kal megemelkedett.

A NYERS MINTA TIZSZERES HIGITASANAK VIZSGALATA

Az eredeti készitmény tizszeres higitasaval készitett oldattal kiszamolt k értéke 0,0518 1/s,
lett, a reakcioallandok hanyadosa ~1,7. (21. abraés 23. abra).
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22. dbra: A Tris-HCI pufferben, homok felhaszndldasaval végzett feltirds soran nyert minta 10Xeos higitdsaval nyert adatok
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23. abra: A Tris-HCI pufferben, homok felhasznalasaval végzett feltarassal nyert minta 10X-es higitasabdl szarmazo
adatokbol képzett fiiggvények

A nyers minta tizszeres higitasabol szarmazo mérési adatok segitségével elvégeztiik a higitott
minta WAU értékének meghatarozasat is. A kérdéses érték 0,85 lett, mely az eredeti minta
8,39-es értékének valdoban kozel tizede. Tehat megallapithatd, hogy ez az aktivitdsmérési

moddszer megbizhatoan alkalmazhaté az enzim aktivitdsanak a meghatérozasara.
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5 OSSZEFOGLALAS

Ebben a kutatasban a szénsav-anhidraz enzim szerepével, kinyerésével foglalkoztunk. Az

enzim a szén-dioxid reverzibilis hidrataciojat katalizalja oriasi sebességgel. A keresett enzim

a

CO,+ H,0 = HCO; +H*

reakciot katalizalja. A katalizis olyan mértékii, hogy sokak szerint ez az egyik leggyorsabb ma
ismert enzim. A klasszikus eljarasokhoz képest egy sokkal egyszeriibb feltarasi modszert
alkalmaztunk, melyet megfelelé hatékonysaggal sikeriilt hasznalni.

Kisérleteink soran spenot levelek felhasznalasaval késziilt extraktum szénsav-anhidraz
aktivitdsanak meghatirozasat végeztiik el. A nyersanyag feltarasat valtoztatott koriilmények
kozott végeztiik, melyek kozott szerepelt a feltarasi kozegként hasznalt puffer (Tris-HCI, K-
foszfat), valamint az, hogy a homogenizalt oldathoz adtunk-e sziliciumhomokot avagy sem.
Az aktivitasmérést szobah6fokon (23°C) végeztiik el, a kisérletek soran a reakcié idobeni
lefutasat rogzitettilk. A kapott adatokbol meghatiroztuk a kinyert oldatban megtalalhato
enzim aktivitdsat valamit a reakciora jellemzd allanddkat. Megéllapitottuk, hogy a vizsgalt
modszerek koziil a Tris-HCI pufferben, sziliciumhomok felhasznalasaval végzett feltaras
bizonyult a leghatékonyabbnak.

Megallapitottuk tovabba, hogy az aktivitas mérési modszer megfelelé a szénsav-anhidraz
készitmény jellemzésére. A ndvényi nyersanyagbodl torténd kinyerés pedig— optimalizalas

utan — alkalmas lehet egy ipari felhasznalast enzimkészitmény eloallitasara is.
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