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Souhrn

Mikrobialni enzymy jsou pouzivany v Sirokém spektru primyslové vyroby, ve farmacii, v medicing,
nebo jako soucast detekénich metod ¢i biosenzord, diky nizkym nakladim na produkcei za kratkou ¢asovou
jednotku. Imobilizace enzymi na pevné povrchy se ukazala jako metoda zlepSujici pottebné naroky, jako
jsou vyssi efektivita enzymatické reakce v Case, lepsi pH a tepelna stabilita, moznost opakovaného pouziti,
snadna separace enzymu a dlouhodoba stabilita. V primyslu se imobilizace vyuziva v mnoha procesech
vyroby potravin, v detergentech a pii jejich ptiprave, v textilnim prumyslu nebo pfi produkci bio paliv.
Ve farmacii jsou imobilizované enzymy soucasti vyroby 1é¢iv, ¢i jako slozka 1é¢iv samotnych, v mediciné
se imobilizace enzymu vyuziva k 1€¢bé a diagnostice chorob. Imobilizované enzymy se ukazaly jako vhodna
soucast detekénich metod, jsou soucasti biosenzori pro stanoveni specifickych markerti otrav a nemoci nebo
se vyuzivaji jako detekéni zatizeni pro stanoveni znecCisténi vod, pud ¢i jako ekologicka varianta nahrazujici
toxické chemikalie. Imobilizace enzymt na pevné povrchy se prosazuje v mnoha oborech a do budoucna
v sobé skyta velky potencial.
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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. Uvod

Latkova pfeména je zékladni vlastnosti vSech zivych organismui od nejjednodussich virt a bakterii az po savce
(1, 2). Enzymy jsou katalyzatory biochemickych reakci a maji nezastupitelnou roli v bunééném metabolismu (3).
Lidstvo vyuzivalo enzymatickou aktivitu jiz v minulosti pfi vyrobé mlé¢nych vyrobkt, lihovin, v kozeSnictvi
a dalsich procesech. V poslednich desetiletich se enzymy zacaly hojn¢ vyuzivat v primyslu, potravinafstvi, farmacii,
medicing, biotechnologiich a nahrazuji chemikalie zatézujici zivotni prostiedi (4, 5). V Sedesatych letech minulého
stoleti se diky zvySujici poptavce za¢inaji hojné vyuzivat enzymy produkované mikroorganismy, do té doby byly
pouzivany enzymy vyhradné z rostlinnych ¢i zivo¢isnych zdroja (6). Mikroorganismy jsou vhodnym zdrojem
enzymu vzhledem k nizkym naroktim na vybaveni, produkci velkého mnozstvi enzymu za kratkou casovou
jednotku, snadné genetické manipulaci a specificité (7). Imobilizace enzymt na mikro ¢i nanomaterialy se ukazala
jako vhodna metoda pro efektivni a pfesnou analyzu vzorkt, urychleni vyrobnich procesti a snizeni ekonomickych
nakladt napfi¢ v§emi obory. Velky povrch pro imobilizaci enzymu, vys$si pH a teplotni stabilita, lepsi rozpustnosti
enzymu, a opétovné pouziti, jsou vyhody, z nichz plyne vysoka technologicka i ekonomicka vyhoda pro medicinské,
analytické, obchodni i prumyslové vyuziti (8, 9). Imobilizace enzymti na pevné materialy se jevi jako budouci trend
v analyze vzorkd, ale i jako metoda nahrazujici tradi¢ni zpisoby zpracovani a vyroby (10-15).

2. Mikrobialni enzymy

Enzymy jsou soucasti vyrobnich procesu jiz tisice let. Lidé, byt nevédomky, enzymatickou aktivitu vyuzivali
pfi vyrobé mlécnych vyrobkd, alkoholickych napojt, peciva, octa, masnych vyrobkd, zpracovani kiize a v dalSich
vyrobnich procesech (16). V poslednich padesati letech, vzhledem k rostoucimu tlaku na snizeni vyrobnich nakladu,
na minimalizaci dopadu na Zivotni prostiedi a velké produkci za kratkou ¢asovou jednotku, jsou nejhojnéji vyuzivany
enzymy produkované mikroorganismy (17). Diky genetickému a proteinovému inzenyrstvi lze produkovat
a manipulovat mikroorganismy ve velkém mnozstvi, aby uspokojily stale se zvySujici poptavku trhu (18). Jako
zdroj mikrobialnich enzymu slouZzi bakterie, kvasinky a houby. Zminit mtzeme napiiklad Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Saccharomyces fragilis, Aspergillus niger, Penicillium notatum, Escherichia coli, Candida antarctica,
Pseudomonas fluorescens (19). V soucasnosti se enzymy vyuzivaji v biotechnologiich, medicing, farmacii,
zemédélstvi, v chemickém, potravinaiském a kozes$nickém primyslu, energetice, nahrazuji toxické chemikalie
a pouzivaji se ekologicka varianta pii produkei surovin ¢i koncovych produktt (20, 21). Nejcastéji pozivanymi
skupinami enzymu napfi¢ vSemi odvétvimi jsou lipazy, proteazy, laktazy, amylazy, transferazy, izomerazy
a oxidoreduktazy (19).

3. Metody imobilizace

Imobilizace enzymi na pevné povrchy se uplatiuje v prumyslu, medicine, farmacii, biotechnologiich,
v analytickych metodach a pii konstrukci biosenzorl (22). Enzymy Ize imobilizovat vratné i nevratné mnoha
riznymi technikami (23). Existuje mnoho variant materialt slouzicich jako vhodné nosice, mezi nejpouzivanéjsi
patii mikro ¢i nanocéstice a membrany, na které 1ze enzymy imobilizovat nékolika mechanismy (24). Kovalentni
vazba je pevné a stabilni pfimé spojeni enzymu s podpirnym materidlem a lze provadét na polyakrylamid, porézni
sklo ¢i oxid kiemicity nebo na agardzu (25). Aktivni uhli, oxid hlinity nebo iontoménic¢ova pryskyfice jsou vhodnymi
materialy, jak imobilizovat enzymy pomoci absorpce, nevyhodou je slaba vazebna sila mezi nosi¢em a enzymem.
Iontové vazby mezi nosi¢em a enzymem slouzi jako imobilizacni postup s moznosti reverzniho procesu pfi zmeéné
teploty nebo naboje (26). Afinitni imobilizace mezi matrix a enzymem lze provadét dvéma zptsoby: aktivaci matrice
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nebo modifikaci enzymu jinou molekulou schopnou pfilnout k matrici (27). Imobilizace enzymu pomoci kovovych
iontd pfilnutych na povrch je snadna a rychla metoda, diky vysokému procentu (30 — 80 %) navazané¢ho enzymu
(26, 28). Imobilizace formou enkapsulace je zapouzdfeni enzymu do polopropustné membrany se specifickymi
propustnymi vlastnostmi (29). Enzymy lze také imobilizovat pomoci zachyceni do syntetické nebo ptirodni
polymerové sit¢ umoziujici produktim a substratim projit skrz (30). Metody imobilizace enzymi na pevné povrchy
jsou znazornény na obrazku 1.
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Obrazek 1. Grafické znazornéni imobiliza¢nich metod. A. Kovalentni vazba, B. Absorpce, C. lontové vazby, D. Afinita,
E. Kovové ionty, F. Enkapsulace, G. Zachyceni.

3.1. Imobilizace na ¢astice

Enzymy mohou byt imobilizovany na ¢astice, jejichz velikost mize byt v fadech milimetri az nanometrd (31).
Z praktickych diivodt se nejvice pouzivaji mikro a nano ¢astice, vzhledem k celkové velikosti povrchu a mnozstvi
aktivnich mist vhodnych pro navazani enzymu. Vyhodou mikro ¢i nanocastic je diky jejich velikosti, moznost
snazsiho $ifeni pfes vnitini prekazky prostredi a snadna difuze v roztocich (32). Vyhovujici materialy pro vyrobu
¢astic jsou oxid kiemicity ¢i uhlikaté struktury, jako jsou uhlikaté nanotrubicky ¢i nanotecky (33), zlaté nanocastice
(34), nanocastice z oxidu méd’natého (35), grafenové mikro a nanocastice (36), ¢astice z oxidu mangani¢itého nebo
oxidu zeleza (37). V soucasné dobé€ se zvySuje zajem o magnetické ¢astice, vzhledem k snadnému oddéleni
od reakéniho systému, schopnosti stabilizovat se na konkrétnim mist¢ a niz§im ekonomickym nakladiim vzhledem
k zpétné extrakci a snadnému opétovnému pouziti (38).

3.2. Imobilizace na membrany

Imobilizaci enzymu leze provadét na membrany z piirodnich nebo syntetickych materiald. Obecné plati,
ze membrana ma velky porézni povrch a mnozstvi funkénich skupin na povrchu vhodnych pro navazani enzymu (39).
Problematické mohou byt metody, kde dochazi k filtraci substratu ptes membranu, ktera se postupné zanasi (40).
Nejcastéji pouzivanymi materialy pro vyrobu membran se osveédcili poly(akrylonitril-maleinova kyselina) (41),
poly(akrylonitril -2-hydroxyetyl metakrylat) (42), celul6zové membrany (43), nylon (44), polyakrylamid (45),
agardza a jeji derivaty (46), chitosanové membrany, porézni sklo (47), ¢i sol gel (48).
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4. Vyuziti v biotechnologiich

Existuje mnoho biotechnologii, vyuzivajicich mikrobialni enzymy imobilizované na podptirné nosice. Nese to
sebou mnoho vyhod, velky aktivni povrch, pH a tepelna stabilita, moznost opétovného pouziti nebo lepsi rozpustnost
v substratu (39). Nevyhodou pak je klesajici citlivost s opakujicim se pouzitim, vymyvani enzymu z povrchu,
opotiebeni enzymti nebo naro¢nost procesu imobilizace (23).

4.1. Pramysl

Béznou soucasti prumyslové vyroby mnoha produktl jsou procesy vyuzivajici imobilizované enzymy. Vyroba
glukoézo-fruktézového sirupu je zalozena na imobilizované D-gluk6zo/xyldzo izomeraze na bentonitovy jil nebo
oxid kfemicity (49). Beta-galaktosidaza imobilizovana na styrene-divinylbenzenové kulic¢ky se uplatituje pii vyrobé
tagatozy, sladidla nahrazujiciho cukr (50). Pro komer¢ni vyrobu olejt a tukli s pozadovanymi fyzikalnimi
vlastnostmi a eliminaci hydrogenovanych trans-tukt, zptsobujicich vazné zdravotni problémy, se pouziva 1, 3
selektivni lipaza (EC 3.1.1.3) (51). Imobilizovana beta-galaktosidaza z Escherichia coli na polyakrylamidovy gel
$tépi laktozu na glukdzu a galaktozu a je pouzivana v mlékarenském primyslu k odstranéni laktézy z mlécnych
produktt. Diky tomu se mlééné vyrobky zpiistupnily i lidem s laktézovou intoleranci nebo alergii na laktozu (52).
Chiralni aminy se uplatiuji jako enantioselektivni katalyzatory v organickych reakcich, pouzivaji se jako chiralni
podptirné prostredky, rozliSovaci ¢inidla a stavebni bloky. Vyrobu syntetickymi ¢inidly nahradil pratokovy reaktor
s imobilizovanou lipazou z Candida antarctica (CalB) pomoci absorpce na methakrylat/divinylbenzenovy kopolymer
(53). Aminoacylaza z Aspergillus oryzae (EC 3.5.1.14) je vyuzivana k separaci racemickych smési aminokyselin.
Enzym je imobilizovan pomoci absorpce do aniontoménicova pryskyfice s funkénim polo¢asem 65 dni a miize byt
reaktivovan pouhym piidanim nového enzymu (54). Imobilizovana a-amylaza na nanocastice oxidu kiemicitého
byla pouzita jako soucdst detergentli pro odstranéni skrobovych skvrn s vy$si ucinnosti ¢isténi, pH a teplotni
stabilitou (55). Lipaza z Pseudomonas fluorescens imobilizovana na polypropylen pomoci absorpce byla pouzita
pro vyrobu metanolu z fepkového oleje, potfebného pro vyrobu biopaliv (56). Vyuziti imobilizovanych enzymu
v prumyslu je znazornéno v tabulce 1.

Tabulka 1. Vyc¢et primyslového vyuziti imobilizovanych enzymu na pevné povrchy.

enzym nosic vyuziti
D-glukézo/xyldzo isomeraza bentonitovy jil nebo oxid kiemicity Vyroba glukézo-fruktézového sirupu
beta-galaktosidaza styrene-divinylbenzové kulicky vyroba tagatdzy
beta-galactosidaza z E. Coli polyakrylamid gel odstranéni laktozy
lipdza z CalB methacrylat/divinylbenzenovy kopolymer produkce chiralnich amin(
aminoacyldza z Aspergillus oryzae aniontoménicova pryskyfice separace racemickych smési
a-amylaza nanocastice oxidu kiemicitého soucast detergentu

lipaza z Pseudomonas fluorescens polypropylen vyroba metanolu pro biopaliva

4.2. Zdravotnictvi a farmacie

Ve farmaceutickém primyslu maji imobilizované enzymy vysokou stalost a vykazuji vétsi odolnost vici
organickym rozpoustédlim a jsou soucasti 1é¢iv nebo se uplatiuji pfi jejich vyrobé (57). V mediciné se vyuziti
pfi diagnostice patologickych stavii a jsou klicovymi lécebnymi prostfedky mnoha nemoci (58). Pii 1écbé
osteopordzy nebo kostnich metastaz se pouziva 1ék Odanacatib, pii jehoz vyrobé se vyuziva imobilizovana CalB
na oktadecyl-metakrylatovou pryskyfici (59, 60). Kovalentni vazbou imobilizovana penicilin G amidaza na epoxy
nebo amino metakrylatovy polymer se vyuziva pii vyrobé penicilinu pro ziskani 6-kyseliny aminopenicilanové
(6-APA) (61). Sitagliptin je peroralni antidiabetikum, pfi jehoz produkci je pouzivana R-selektivni amin
transamindza imobilizovana pomoci absorpce na oktadecyl-metakrylatovou pryskyfici (62). U pacientd trpicich
cystickou fibrézou nebo exokrinni pankreatickou insuficienci mize diky malabsorbcei tukil dochazet k nedostatecnému
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kalorickému pfijmu a nedostatku mastnych kyselin dilezitych pro riist a vyvoj (63). Enteralni vyziva pomaha zvysit
kaloricky piijem, kovalentné imobilizovana lipaza (EC 3.1.1.3) na metakrylovych polymernich ¢asticich, je soucasti
jednorazové kazety, ktera je kompatibilni se setem pro enteralni vyzivu a napomaha tak traveni tukt (64). Zvysena
hladina moc¢oviny v krvi je hlavnim problémem u pacientd trpicich selhanim ledvin, proto maji mobilni dialyzacni
ptistroje zabudovany selektivni kationtovy ménic, jehoZ soucasti je ureaza $tépici ureu na amoniak a oxid uhli¢ity
imobilizovana na hlinitokifemicitan, kfemicitan zirkoni¢ity nebo pryskyfice (65). Imobilizovana
butyrylcholinesteraza na etylendiaminové disky byla pouzita jako vhodny prostfedek pro zmirnéni pribéhu
Alzheimerovy choroby, myastemie ¢i otrav nervovymi plyny (66). Kfenova peroxidaza imobilizovana na porézni
oxid kiemicCity se ukazala jako vhodna forma v terapeutickych lécich proti rakoviné (67). Prehled vyuziti
imobilizovanych enzymi ve zdravotnictvi je v tabulce 2.

Tabulka 2. Vycet vyuziti imobilizovanych enzymi na pevné povrchy ve zdravotnictvi a farmacii.

enzym nosic vyuziti
lipazou z CalB oktadecyl-metakrylatova pryskyrice vyroba Iéku Odanacatib
penicilin G amidaza epoxy or amino methakrylate polymer vyroba penicilinu
R-selektivni amin transaminaza oktadecyl-metakrylatova pryskyrice vyroba Sitagliptin
lipaza (EC 3.1.1.3) metakrylové polymerni Castice soucast kazety pro enteralni vyZivu
ureaza hlinitokfemicitan, kfemicitan zirkonicity, pryskyfrice soucdast dializacnich pfistroj
butyrylcholinesteraza etylendiaminové disky |é¢ka Alzhemierovy choroby a otrav
kfenova peroxidaza porézni oxid kiemicity terapeutické Iéky proti rakoviné

4.3. Biosenzory a analytické vyuZiti

Biosenzory a analytické metody vyuzivajici imobilizované enzymy se uplatiiuji v medicing, primyslu, ekologii,
v diagnostice a vSude, kde je tfeba stanovit hledany marker (68). VEasna diagndza nemoci, otrav a patologickych
stavi, je zasadni pro dal§i postup v 1é¢b¢ (69). Lécba pacientt trpicich Alzheimerovou chorobou, rakovinou prsu,
¢i prostaty nebo diabetem prvniho tipu je efektivnéjsi v primarnich fazich onemocnéni (70, 71, 72). Kolorimetricka
metoda vyuzivajici magnetické mikrocastice (Fe304), jako vhodny nosi¢ pro protedzu (Bacillus licheniformis),
byla pouzita ke stanoveni proteint (9). Amperometricky biosenzor za pomoci imobilizované acetylcholinesterazy
(AChE) na uhlikaté nanotrubicky byl vyvinut pro detekci organofosfatii (73). Biosenzor pro kolorimetrické
stanoveni redukovaného glutationu za pouziti jaterniho homogenatu, ktery obsahoval enzym glutation-S-transferazu
imobilizovanou na sol-gelovou membranu, byl popsan v praci Martinkové a kolektivu (74). Pro detekci aflatoxinu
B1 produkovaného plisni byla pouzita spektrofotometricka metoda zalozena na inhibici AChE imobilizované
na polystyrenovych mikrodestickach (75). Biosenzor na principu iontoveé senzitivniho tranzistoru s efektem pole

Tabulka 3. Vycet vyuziti imobilizovanych enzymu na pevné povrchy v analytickych metodach a biosenzorech.

enzym nosic vyuziti
protedza (Bacillus licheniformis) magnetické mikrocastice stanoveni proteint
acetylcholinesteraza uhlikaté nanotrubicky detekce organofosfatl
glutation-S-transferaza sol-gel stanoveni redukovaného glutationu
acetylcholinesteraza polystyrenovych mikrodestickach detekci aflatoxinu B1
ureaza polymeru tuhnouciho pod UV zafenim detekce mocoviny
glukdzo oxidazu polyanilinového filmu stanoveni krevni glukézy
D-fruktézo dehydrogenaza pastu obsahujici karbonové nanotycky detekce fruktdzy
kifenova peroxidaza chitosanovou membrana stanoveni peroxidu vodiku
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za pouziti polymeru tuhnouciho pod UV zafenim (tekutd smés vinylpyrrolidonu, oligouretan metakrylatu
a oligocarbonat metakrylatu) s imobilizovanou ureazou byl pouzit pro detekci mocoviny (76). Amperometrickd metoda
pro stanoveni krevni glukdzy vyuzivajici imobilizovanou gluk6zo oxidazu na povrchu polyanilinového filmu
za pomoci kovalentnich vazeb byla predstavena v praci Li a kolektivu (77). Amperometricky biosenzor pouzivajici
pastu obsahujici karbonové nanotycky s imobilizovanou D-fruktézo dehydrogenazou nanesenou na povrch elektrody
byl pouzit pro detekci fruktozy (78). Pti otravach, jako vedlejsi produkt, Casto vznika peroxid vodiku. Kienova
peroxidaza imobilizovana na chitosanovou membranu byla pouzita pfi konstrukei voltametrického biosenzoru
pro stanoveni peroxidu vodiku (79). Vyuziti v biosenzorech a analytickych metodach je shrnuto v tabulce 3.

5. Zavér

Imobilizované enzymy na pevné povrchy jsou dilezitou soucasti primyslové vyroby, maji Siroké vyuziti
ve farmacii a medicing a slouzi jako soucast analytickych zafizeni. Imobilizace se ukazala jako vhodnd metoda
pro zlepsSeni potifebnych parametrii v daném odvétvi. Vyhodami jsou velka plocha dostupna pro navazani enzymu,
cilené ¢i kontrolované misto enzymatické reakce, moznost snadné separace, opakované pouziti, vyssi pH a termo
stabilita, moznost snadného skladovani. V soucasné dob¢ existuje mnoho zptisobti imobilizace na Siroké spektrum
materiall slouzicich jako nosice. Diky tomu je mozné velmi efektivné nastavit potiebné parametry tak, aby idealné
vyhovovali pozadavkim. Biotechnologie se v soucasnosti hojné vyuzivaji a do budoucna maji velky potencial pro
$irsi zafazeni. Imobilizace se ukézala jako forma, kterd zefektiviiuje proces vyroby, snizuje finan¢ni naklady,
zlepSuje analytické parametry a mikro a nano Castice slouzi jako nosice t€innych latek. Biotechnologie a procesy
je vyuzivajici, nahrazuji tradicni metody vyroby a zpracovani pouzivajici toxické ¢i nebezpecné chemikalie,
nedochazi tak ke znecistovani a neni zapotiebi nakladné vyroby chemikalii.
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