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Souhrn

Mikrobiální enzymy jsou používány v širokém spektru průmyslové výroby, ve farmacii, v medicíně,
nebo jako součást detekčních metod či biosenzorů, díky nízkým nákladům na produkci za krátkou časovou
jednotku. Imobilizace enzymů na pevné povrchy se ukázala jako metoda zlepšující potřebné nároky, jako
jsou vyšší efektivita enzymatické reakce v čase, lepší pH a tepelná stabilita, možnost opakovaného použití,
snadná separace enzymu a dlouhodobá stabilita. V průmyslu se imobilizace využívá v mnoha procesech
výroby potravin, v detergentech a při jejich přípravě, v textilním průmyslu nebo při produkci bio paliv.
Ve farmacii jsou imobilizované enzymy součástí výroby léčiv, či jako složka léčiv samotných, v medicíně
se imobilizace enzymů využívá k léčbě a diagnostice chorob. Imobilizované enzymy se ukázaly jako vhodná
součást detekčních metod, jsou součástí biosenzorů pro stanovení specifických markerů otrav a nemocí nebo
se využívají jako detekční zařízení pro stanovení znečistění vod, půd či jako ekologická varianta nahrazující
toxické chemikálie. Imobilizace enzymů na pevné povrchy se prosazuje v mnoha oborech a do budoucna
v sobě skýtá velký potenciál.

Klíčová slova: enzym; imobilizace; membrána; částice; mikroorganismus

Summary

Microbial enzymes are used in a wide range of industrial production, in pharmacy, medicine or as part
of detection methods or biosensors, due to low-cost production in short time. Immobilization of enzymes
on solid surfaces has been shown to improve essential requirements, such as higher efficiency of the enzymatic
reaction per unit time, better pH and thermo stability, repeated use, easy separation of enzyme and long-
term stability. In industry, immobilization is used in food production processes, in detergents and their
preparation, in the textile industry or in the production of biofuels. In pharmacy, immobilized enzymes are
a part of the production of drugs, or as a part of drugs themselves, in medicine, immobilized enzymes
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are used to treat or diagnosis of diseases. Immobilized enzymes are a suitable part of detection methods,
segment of biosensors for the determination of specific markers of poisoning and diseases, also are used
for the determination of water and soil pollution or as an ecological variant replacing toxic chemicals.
Immobilization of enzymes on solid surfaces is used in many areas and offers great potential for the future.

Key words: enzyme; immobilization; membrane; particle; microorganism

1. Úvod

Látková přeměna je základní vlastností všech živých organismů od nejjednodušších virů a bakterií až po savce
(1, 2). Enzymy jsou katalyzátory biochemických reakcí a mají nezastupitelnou roli v buněčném metabolismu (3).
Lidstvo využívalo enzymatickou aktivitu již v minulosti při výrobě mléčných výrobků, lihovin, v kožešnictví
a dalších procesech. V posledních desetiletích se enzymy začaly hojně využívat v průmyslu, potravinářství, farmacii,
medicíně, biotechnologiích a nahrazují chemikálie zatěžující životní prostředí (4, 5). V šedesátých letech minulého
století se díky zvyšující poptávce začínají hojně využívat enzymy produkované mikroorganismy, do té doby byly
používány enzymy výhradně z rostlinných či živočišných zdrojů (6). Mikroorganismy jsou vhodným zdrojem
enzymů vzhledem k nízkým nárokům na vybavení, produkci velkého množství enzymu za krátkou časovou
jednotku, snadné genetické manipulaci a specificitě (7). Imobilizace enzymů na mikro či nanomateriály se ukázala
jako vhodná metoda pro efektivní a přesnou analýzu vzorků, urychlení výrobních procesů a snížení ekonomických
nákladů napříč všemi obory. Velký povrch pro imobilizaci enzymu, vyšší pH a teplotní stabilita, lepší rozpustnosti
enzymu, a opětovné použití, jsou výhody, z nichž plyne vysoká technologická i ekonomická výhoda pro medicínské,
analytické, obchodní i průmyslové využití (8, 9). Imobilizace enzymů na pevné materiály se jeví jako budoucí trend
v analýze vzorků, ale i jako metoda nahrazující tradiční způsoby zpracování a výroby (10-15).

2. Mikrobiální enzymy

Enzymy jsou součástí výrobních procesů již tisíce let. Lidé, byť nevědomky, enzymatickou aktivitu využívali
při výrobě mléčných výrobků, alkoholických nápojů, pečiva, octa, masných výrobků, zpracování kůže a v dalších
výrobních procesech (16). V posledních padesáti letech, vzhledem k rostoucímu tlaku na snížení výrobních nákladů,
na minimalizaci dopadu na životní prostředí a velké produkci za krátkou časovou jednotku, jsou nejhojněji využívány
enzymy produkované mikroorganismy (17). Díky genetickému a proteinovému inženýrství lze produkovat
a manipulovat mikroorganismy ve velkém množství, aby uspokojily stále se zvyšující poptávku trhu (18). Jako
zdroj mikrobiálních enzymů slouží bakterie, kvasinky a houby. Zmínit můžeme například Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Saccharomyces fragilis, Aspergillus niger, Penicillium notatum, Escherichia coli, Candida antarctica,
Pseudomonas fluorescens (19). V současnosti se enzymy využívají v biotechnologiích, medicíně, farmacii,
zemědělství, v chemickém, potravinářském a kožešnickém průmyslu, energetice, nahrazují toxické chemikálie
a používají se ekologická varianta při produkci surovin či koncových produktů (20, 21). Nejčastěji požívanými
skupinami enzymů napříč všemi odvětvími jsou lipázy, proteázy, laktázy, amylázy, transferázy, izomerázy
a oxidoreduktázy (19).

3. Metody imobilizace

Imobilizace enzymů na pevné povrchy se uplatňuje v průmyslu, medicíně, farmacii, biotechnologiích,
v analytických metodách a při konstrukci biosenzorů (22). Enzymy lze imobilizovat vratně i nevratně mnoha
různými technikami (23).  Existuje mnoho variant materiálů sloužících jako vhodné nosiče, mezi nejpoužívanější
patří mikro či nanočástice a membrány, na které lze enzymy imobilizovat několika mechanismy (24). Kovalentní
vazba je pevné a stabilní přímé spojení enzymu s podpůrným materiálem a lze provádět na polyakrylamid, porézní
sklo či oxid křemičitý nebo na agarózu (25). Aktivní uhlí, oxid hlinitý nebo iontoměničová pryskyřice jsou vhodnými
materiály, jak imobilizovat enzymy pomocí absorpce, nevýhodou je slabá vazebná síla mezi nosičem a enzymem.
Iontové vazby mezi nosičem a enzymem slouží jako imobilizační postup s možností reverzního procesu při změně
teploty nebo náboje (26). Afinitní imobilizace mezi matrix a enzymem lze provádět dvěma způsoby: aktivací matrice
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nebo modifikací enzymu jinou molekulou schopnou přilnout k matrici (27). Imobilizace enzymu pomocí kovových
iontů přilnutých na povrch je snadná a rychlá metoda, díky vysokému procentu (30 – 80 %) navázaného enzymu
(26, 28). Imobilizace formou enkapsulace je zapouzdření enzymu do polopropustné membrány se specifickými
propustnými vlastnostmi (29). Enzymy lze také imobilizovat pomocí zachycení do syntetické nebo přírodní
polymerové sítě umožňující produktům a substrátům projít skrz (30). Metody imobilizace enzymů na pevné povrchy
jsou znázorněny na obrázku 1.

A. B. C. D.

E.

KOVKOV

F. G.

Obrázek 1. Grafické znázornění imobilizačních metod. A. Kovalentní vazba, B. Absorpce, C. Iontové vazby, D. Afinita,
E. Kovové ionty, F. Enkapsulace, G. Zachycení.

3.1. Imobilizace na částice

Enzymy mohou být imobilizovány na částice, jejichž velikost může být v řádech milimetrů až nanometrů (31).
Z praktických důvodů se nejvíce používají mikro a nano částice, vzhledem k celkové velikosti povrchu a množství
aktivních míst vhodných pro navázaní enzymu. Výhodou mikro či nanočástic je díky jejich velikosti, možnost
snazšího šíření přes vnitřní překážky prostředí a snadná difúze v roztocích (32). Vyhovující materiály pro výrobu
částic jsou oxid křemičitý či uhlíkaté struktury, jako jsou uhlíkaté nanotrubičky či nanotečky (33), zlaté nanočástice
(34), nanočástice z oxidu měďnatého (35), grafenové mikro a nanočástice (36), částice z oxidu manganičitého nebo
oxidů železa (37). V současné době se zvyšuje zájem o magnetické částice, vzhledem k snadnému oddělení
od reakčního systému, schopnosti stabilizovat se na konkrétním místě a nižším ekonomickým nákladům vzhledem
k zpětné extrakci a snadnému opětovnému použití (38).

3.2. Imobilizace na membrány

Imobilizaci enzymů leze provádět na membrány z přírodních nebo syntetických materiálů. Obecně platí,
že membrána má velký porézní povrch a množství funkčních skupin na povrchu vhodných pro navázaní enzymu (39).
Problematické mohou být metody, kde dochází k filtraci substrátu přes membránu, která se postupně zanáší (40).
Nejčastěji používanými materiály pro výrobu membrán se osvědčili poly(akrylonitril-maleinová kyselina) (41),
poly(akrylonitril -2-hydroxyetyl metakrylát) (42), celulózové membrány (43), nylon (44), polyakrylamid (45),
agaróza a její deriváty (46), chitosanové membrány, porézní sklo (47), či sol gel (48).



4. Využití v biotechnologiích

Existuje mnoho biotechnologií, využívajících mikrobiální enzymy imobilizované na podpůrné nosiče. Nese to
sebou mnoho výhod, velký aktivní povrch, pH a tepelná stabilita, možnost opětovného použití nebo lepší rozpustnost
v substrátu (39). Nevýhodou pak je klesající citlivost s opakujícím se použitím, vymývání enzymu z povrchu,
opotřebení enzymů nebo náročnost procesu imobilizace (23).

4.1. Průmysl

Běžnou součástí průmyslové výroby mnoha produktů jsou procesy využívající imobilizované enzymy. Výroba
glukózo-fruktózového sirupu je založena na imobilizované D-glukózo/xylózo izomeráze na bentonitový jíl nebo
oxid křemičitý (49).  Beta-galaktosidáza imobilizovaná na styrene-divinylbenzenové kuličky se uplatňuje při výrobě
tagatózy, sladidla nahrazujícího cukr (50). Pro komerční výrobu olejů a tuků s požadovanými fyzikálními
vlastnostmi a eliminací hydrogenovaných trans-tuků, způsobujících vážné zdravotní problémy, se používá 1, 3
selektivní lipáza (EC 3.1.1.3) (51). Imobilizovaná beta-galaktosidáza z Escherichia coli na polyakrylamidový gel
štěpí laktózu na glukózu a galaktózu a je používána v mlékárenském průmyslu k odstranění laktózy z mléčných
produktů. Díky tomu se mléčné výrobky zpřístupnily i lidem s laktózovou intolerancí nebo alergií na laktózu (52).
Chirální aminy se uplatňují jako enantioselektivní katalyzátory v organických reakcích, používají se jako chirální
podpůrné prostředky, rozlišovací činidla a stavební bloky. Výrobu syntetickými činidly nahradil průtokový reaktor
s imobilizovanou lipázou z Candida antarctica (CalB) pomocí absorpce na methakrylát/divinylbenzenový kopolymer
(53). Aminoacyláza z Aspergillus oryzae (EC 3.5.1.14) je využívaná k separaci racemických směsí aminokyselin.
Enzym je imobilizován pomocí absorpce do aniontoměničová pryskyřice s funkčním poločasem 65 dní a může být
reaktivován pouhým přidáním nového enzymu (54). Imobilizovaná α-amyláza na nanočástice oxidu křemičitého
byla použita jako součást detergentů pro odstranění škrobových skvrn s vyšší účinností čištění, pH a teplotní
stabilitou (55).  Lipáza z Pseudomonas fluorescens imobilizovaná na polypropylen pomocí absorpce byla použita
pro výrobu metanolu z řepkového oleje, potřebného pro výrobu biopaliv (56). Využití imobilizovaných enzymů
v průmyslu je znázorněno v tabulce 1.
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Tabulka 1. Výčet průmyslového využití imobilizovaných enzymů na pevné povrchy.

enzym nosič využití

D­glukózo/xylózo isomeráza bentonitový jíl nebo oxid křemičitý Výroba glukózo­fruktózového sirupu

beta­galaktosidáza styrene­divinylbenzové kuličky výroba tagatózy

beta­galactosidáza z E. Coli polyakrylamid gel odstranění laktózy

lipáza z  CalB methacrylát/divinylbenzenový kopolymer produkce chirálních aminů

aminoacyláza z Aspergillus oryzae aniontoměničová pryskyřice separace racemických směsí

α­amyláza nanočástice oxidu křemičitého součást detergentů

lipáza z Pseudomonas fluorescens polypropylen výroba metanolu pro biopaliva

4.2. Zdravotnictví a farmacie

Ve farmaceutickém průmyslu mají imobilizované enzymy vysokou stálost a vykazují větší odolnost vůči
organickým rozpouštědlům a jsou součástí léčiv nebo se uplatňují při jejich výrobě (57). V medicíně se využití
při diagnostice patologických stavů a jsou klíčovými léčebnými prostředky mnoha nemocí (58). Při léčbě
osteoporózy nebo kostních metastáz se používá lék Odanacatib, při jehož výrobě se využívá imobilizovaná CalB
na oktadecyl-metakrylátovou pryskyřici (59, 60). Kovalentní vazbou imobilizovaná penicilin G amidáza na epoxy
nebo amino metakrylátový polymer se využívá při výrobě penicilínu pro získání 6-kyseliny aminopenicilanové
(6-APA) (61). Sitagliptin je perorální antidiabetikum, při jehož produkci je používána R-selektivní amin
transamináza imobilizovaná pomocí absorpce na oktadecyl-metakrylátovou pryskyřici  (62). U pacientů trpících
cystickou fibrózou nebo exokrinní pankreatickou insuficiencí může díky malabsorbci tuků docházet k nedostatečnému



kalorickému přijmu a nedostatku mastných kyselin důležitých pro růst a vývoj (63). Enterální výživa pomáhá zvýšit
kalorický příjem, kovalentně imobilizovaná lipáza (EC 3.1.1.3) na metakrylových polymerních částicích, je součástí
jednorázové kazety, která je kompatibilní se setem pro enterální výživu a napomáhá tak trávení tuků (64). Zvýšená
hladina močoviny v krvi je hlavním problémem u pacientů trpících selháním ledvin, proto mají mobilní dialyzační
přístroje zabudovaný selektivní kationtový měnič, jehož součástí je ureáza štěpící ureu na amoniak a oxid uhličitý
imobilizovaná na hlinitokřemičitan, křemičitan zirkoničitý nebo pryskyřice (65). Imobilizovaná
butyrylcholinesteráza na etylendiaminové disky byla použita jako vhodný prostředek pro zmírnění průběhu
Alzheimerovy choroby, myastemie či otrav nervovými plyny (66). Křenová peroxidáza imobilizovaná na porézní
oxid křemičitý se ukázala jako vhodná forma v terapeutických lécích proti rakovině (67). Přehled využití
imobilizovaných enzymů ve zdravotnictví je v tabulce 2.

123

Válek, Pohanka: Metody imobilizace mikrobiálních enzymů na pevné povrchy a jejich využití

Tabulka 2. Výčet využití imobilizovaných enzymů na pevné povrchy ve zdravotnictví a farmacii.

enzym nosič využití

lipázou z CalB oktadecyl­metakrylátová pryskyřice výroba léku Odanacatib

penicilin G amidáza epoxy or amino methakrylate polymer výroba penicilínu

R­selektivní amin transamináza oktadecyl­metakrylátová pryskyřice výroba Sitagliptin

lipáza (EC 3.1.1.3) metakrylové polymerní částice součást kazety pro enterální výživu

ureáza hlinitokřemičitan, křemičitan zirkoničitý, pryskyřice součást dializačních přístrojů

butyrylcholinesteráza etylendiaminové disky léčka Alzhemierovy choroby a otrav

křenová peroxidáza porézní oxid křemičitý terapeutické léky proti rakovině

4.3. Biosenzory a analytické využití

Biosenzory a analytické metody využívající imobilizované enzymy se uplatňují v medicíně, průmyslu, ekologii,
v diagnostice a všude, kde je třeba stanovit hledaný marker (68). Včasná diagnóza nemocí, otrav a patologických
stavů, je zásadní pro další postup v léčbě (69). Léčba pacientů trpících Alzheimerovou chorobou, rakovinou prsu,
či prostaty nebo diabetem prvního tipu je efektivnější v primárních fázích onemocnění (70, 71, 72). Kolorimetrická
metoda využívající magnetické mikročástice (Fe3O4), jako vhodný nosič pro proteázu (Bacillus licheniformis),
byla použita ke stanovení proteinů (9). Amperometrický biosenzor za pomoci imobilizované acetylcholinesterázy
(AChE) na uhlíkaté nanotrubičky byl vyvinut pro detekci organofosfátů (73). Biosenzor pro kolorimetrické
stanovení redukovaného glutationu za použití jaterního homogenátu, který obsahoval enzym glutation-S-transferázu
imobilizovanou na sol-gelovou membránu, byl popsán v práci Martinkové a kolektivu (74). Pro detekci aflatoxinu
B1 produkovaného plísní byla použita spektrofotometrická metoda založená na inhibici AChE imobilizované
na polystyrenových mikrodestičkách (75). Biosenzor na principu iontově senzitivního tranzistoru s efektem pole

Tabulka 3. Výčet využití imobilizovaných enzymů na pevné povrchy v analytických metodách a biosenzorech.

enzym nosič využití

proteáza (Bacillus licheniformis) magnetické mikročástice stanovení proteinů

acetylcholinesteráza uhlíkaté nanotrubičky detekce organofosfátů

glutation­S­transferáza sol­gel stanovení redukovaného glutationu

acetylcholinesteráza polystyrenových mikrodestičkách detekci aflatoxinu B1

ureáza polymeru tuhnoucího pod UV zářením detekce močoviny

glukózo oxidázu polyanilinového filmu stanovení krevní glukózy

D­fruktózo dehydrogenáza pastu obsahující karbonové nanotyčky detekce fruktózy

křenová peroxidáza chitosanovou membrána stanovení peroxidu vodíku
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za použití polymeru tuhnoucího pod UV zářením (tekutá směs vinylpyrrolidonu, oligouretan metakrylátu
a oligocarbonát metakrylátu) s imobilizovanou ureázou byl použit pro detekci močoviny (76). Amperometrická metoda
pro stanovení krevní glukózy využívající imobilizovanou glukózo oxidázu na povrchu polyanilinového filmu
za pomoci kovalentních vazeb byla představena v práci Li a kolektivu (77). Amperometrický biosenzor používající
pastu obsahující karbonové nanotyčky s imobilizovanou D‐fruktózo dehydrogenázou nanesenou na povrch elektrody
byl použit pro detekci fruktózy (78). Při otravách, jako vedlejší produkt, často vzniká peroxid vodíku. Křenová
peroxidáza imobilizovaná na chitosanovou membránu byla použita při konstrukci voltametrického biosenzoru
pro stanovení peroxidu vodíku (79). Využití v biosenzorech a analytických metodách je shrnuto v tabulce 3.

5. Závěr

Imobilizované enzymy na pevné povrchy jsou důležitou součástí průmyslové výroby, mají široké využití
ve farmacii a medicíně a slouží jako součást analytických zařízení. Imobilizace se ukázala jako vhodná metoda
pro zlepšení potřebných parametrů v daném odvětví. Výhodami jsou velká plocha dostupná pro navázání enzymu,
cílené či kontrolované místo enzymatické reakce, možnost snadné separace, opakované použití, vyšší pH a termo
stabilita, možnost snadného skladování. V současné době existuje mnoho způsobů imobilizace na široké spektrum
materiálů sloužících jako nosiče. Díky tomu je možné velmi efektivně nastavit potřebné parametry tak, aby ideálně
vyhovovali požadavkům. Biotechnologie se v současnosti hojně využívají a do budoucna mají velký potenciál pro
širší zařazení. Imobilizace se ukázala jako forma, která zefektivňuje proces výroby, snižuje finanční náklady,
zlepšuje analytické parametry a mikro a nano částice slouží jako nosiče účinných látek. Biotechnologie a procesy
je využívající, nahrazují tradiční metody výroby a zpracování používající toxické či nebezpečné chemikálie,
nedochází tak ke znečisťování a není zapotřebí nákladné výroby chemikálií.
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