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Prvni prace vénované imobilizaci nékterych hydrolas
(proteas a amylas) a jejich vyuZiti pro hydrolyzu substra-
td pochazeji jiZ z pofatku naSeho stoleti. K praktickému
vyuZiti tohoto objevu vSak doSlo aZ o Sedesat let pozdégji,
kdy byly pro primyslové pouZiti imobilizovanych enzy-
mi vytvofeny technické a ekonomické podminky. Mo-
derni vyzkum imobilizovanych enzym@ mohl byt zahdjen
aZ po objevu moZnosti kovalentni vazby bilkovin na po-
lysacharidové nosice, tedy po roce 1951 [1]. Teprve
rozvoj technicky vyuZitelnych nosic¢li, vyhovujicich jak
maximalni G¢innosti imobilizovaného enzymu tak i tech-
nickymi a ekonomickymi faktory podminkdm prtmys!o-
vého procesu [2—7], umoZnil primyslové vyuZiti imo-
bilizovanych enzymi. V souCasné dobé je v cCasopise
Chemical Abstracts citovdno vice neZ Sest tisic praci
vénovanych vdzanym enzymim, nosi¢iim, metoddm vazby
bilkovin na nosi¢e a dal$im aspektim tohoto procesu.
Jen malad Cast poznatkii je vSak pramyslové vyuZivana.

VyuZiti imobilizovanych enzymu 1ze rozdélit do t¥i sku-
pin, které se vzajemné 1iSi poZadavky na vlastnosti enzy-
mu, zplsobem provedeni enzymové reakce a poZadavky
na ekonomiku procesu.

Do prvni skupiny patfi pouZiti imobilizovanych enzyma
v lékafstvi. V tomto pripadé je zakladnim poZadavkem
hygienickd nezdvadnost nosice i metody vazby. Mecha-
nické vlastnosti nosi¢e musi odpovidat predevSim zpiso-
bu pouZiti, priCemZ difuze substratu a dalSi vlastnosti
maji jen doplitkovy vyznam. Tato oblast pouZiti je pro-
zatim pouze ve stadiu vyzkumu, ale slibuje Ffadu moZ-
nosti, napf. ve vyrobé umeélych organt (napf. ledvin
a jater), 1é&eni nékterych forem rakoviny pouZitim enzy-
mi typu asparaginasy, leucinoxidasy a jinych [8, 9].

Druhou oblasti vyuZiti imobilizovanych enzymi je je-
jich pouZiti v analytické chemii pro specifické stano-
veni nékterych latek enzymovymi elektrodami [10]. Této
moZnosti je hojné vyuZivdno zejména pro specifické
stanoveni jednotlivych cukrd, napf. glukosy [11], sacha-
rosy, maltosy nebo laktosy [12, 13], bez ruSivého vlivu
ostatnich cukr nebo jinych redukujicich latek. Podobné
je rovnéZ vyuzZivano imobilizované alkoholdehydrogenasy
[14] ke specifickému stanoveni alkoholl. Elektrody citli-
vé na amonné ionty lze vyuZit pro stanoveni mocoviny
imobilizovanou ureasou apod. [15]. Tepelného pribéhu
enzymovych reakci lze vyuZit také pro stanoveni frady
latek mikrokalorimetricky v pfitomnosti imobilizovanych
specifickych enzymt [16].

KoneCné treti oblasti vyuZiti imobilizovanych enzymi,
o které se zminim podrobnéji, je jejich pouZiti pro pri-
myslové zpracovani nékterych substrati.

Nejstar§$im pouZitim vazanych enzymi v primyslu je
vyroba L-aminokyselin ze syntetickych racematta [17, 18].
Synteticka vyroba aminokyselin je pomérné jednoduchym
procesem, nevyZadujicim na rozdil od kvasné vyroby
vysoké invenstiéni ndklady a dosahujici velmi dobrych
vytéZki. Na prekazku pouZiti syntetickych aminokyselin
je ve vétSiné pripadl to, Ze synteticky lze jednoduchou

cestou vyrobit pouze racemické aminokyseliny. Byly sice
rovnéZ vypracovany stereospecifické syntézy nékterych
aminokyselin, tyto postupy v8ak vétSinou nejsou z pri-
myslového hlediska vyhodné, protoZe proces tim ztraci
zdkladni vyhodu, tj. nizké nédklady a jednoduchost. Proto
bylo jiZ pfed mnoha lety laboratorné vyuZivano vlastnosti
nékterych enzymi, schopnych zpracovavat pouze deriva-
ty prirozenych L-aminokyselin. Napriklad aminoacylasa
odStépuje acetylskupinu pouze z L-N-acetyl aminokyse-
lin [17, 18], proteasy hydrolyzuji pouze estery L-amino-
kyselin apod. [19, 20]. Primyslové nebylo moZno této
specifiénosti enzym@ vyuZivat pro vysokou cenu amino-
acylasy i ostatnich enzymi tohoto typu. Imobilizaci enzy-
mi se podstatné sniZily ndklady na Stépeni racemati
aminokyselin vyrobenych synteticky. Vyrobni néaklady
klesly natolik, Ze bylo moZno realizovat tento proces
pramyslové. Od roku 1969 je touto cestou vyrabén v Ja-
ponsku L-methionin [21] a pozdé&ji byl proces pouZit
i k vyrobé dalSich aminokyselin. V po€atku pramyslového
vyuziti bylo pouZivdno acylasy imobilizované sorpci na
DEAE-celulese (Whatman), v soucasné dobé je pro imo-
bilizaci pouZivdn DEAE-Sephadex A-25, ktery ma lepSi
hydrodynamické vlastnosti. Separace D-N-acetyl-methio-
ninu a L-methioninu je velice jednoducha. Aby nevzni-
kaly ztraty vyrobou D-isomerii aminokyselin, pro které
neni pouZiti, ndsleduje po separaci L-aminokyseliny enzy-
mova racemizace D-isomeru imobilizovanou racemasou
a takto ziskany roztok raceméatu je dosycen syntetickym
racematem na provozni koncentraci a znovu zpracovan
v reaktoru s imobilizovanou acylasou. Prakticky vSechen
synteticky racemaét je zpracovan na L-aminokyselinu. Vy-
téZek jednoho stupné je u methioninu 80 %, a alaninu
70 %. Produktivita imobilizovaného enzymu je 0,6 objemu
roztoku substrdtu k objemu enzymu za hodinu. Nékteri
autofi povaZuji za nevyhodu tohoto postupu vyuZivaji-
ciho enzym imobilizovany sorpci to, Ze nelze zpracova-
vat substrat o koncentreci vy3si neZz 0,2 M, protoZe pfi
vy881 koncentraci nastdvd eluce enzymu. Doporuduji
proto imobilizaci acylasy kovalentni vazbou, kdy je kon-
centrace substrdtu limitovdna pouze jeho rozpustnosti
[22, 23]. Primyslovy proces s kovalentné vazanym enzy-
mem vSak nebyl dosud realizovan. Nédklady na imobi-
lizaci kovalentni vazbou jsou totiZ mnohem vys$$i a no-
si¢ nelze jednoduchym zplisobem regenerovat. Také
dopliiovani enzymu b&hem procesu je pfi imobilizaci ko-
valentni vazbou daleko obtiZné&jSi. P¥i postupu provozné
pouZivaném v Japonsku je enzym dopliiovdn pouhym pii-
davkem rozpustného enzymu k roztoku substratu.
Takové doplnéni je nutno provaddét pomérné casto, aby
byla udrZena konstantni produktivita reaktoru. P¥i tom
vSak celkovd napli enzymu v reaktoru je obméné&na
po téchto malych davkach za vice neZ jeden rok. Jako
sloupcovy reaktor je pouZita primyslovd chromatogra-
ficka kolona, zndma z prospektt firmy Pharmacia Uppsa-
la. Reaktor m& objem 500 1. Vyhodou kolony tohoto
druhu je predevS8im to, Ze je rozdélena do frady pater
s vyrovndnim tlaku, takZe se neztlaCuje sloupec imobi-
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lizovaného enzymu a tim ani nesniZuje pritok b&hem
provozu.

Priimyslové je rovnéZ zavedena vyroba kyseliny aspa-
ragové, citrulinu a kyseliny urokanové s pouZitim imobi-
lizovanych bunék mikroorganismi [24—26]. Vychozimi
surovinami jsou pro vyrobu kyseliny asparagové Kyselina
fumarovd, pro vyrobu citrulinu L-arginin a pro vyrobu
kyseliny urokanové L-histidin.

Vyroba aminokyselin a jejich derivati s pouZitim imo-
bilizovanych enzymii je zavedena predeviim v Japonsku.
V Evropé a ve Spojenych stdtech je tato vyroba zava-
déna teprve v poslednich letech. V CSSR byla ve Vy-
zkumném dstavu antibiotik a biotranformaci vypraco-
vana a poloprovozné ovéfena metoda vyroby kyseliny
asparagové adici amoniaku na fumarat s pouZitim imobi-
lizovanych bunék.

V posledni dobé& byla vypracovdna a poloprovozné ové-
fena nova metoda vyroby aminokyselin s pouZitim imo-
bilizovanych enzym@ nebo imobilizovanych bunék, zalo-
Zena na stereospecifické hydrolyze eq-aminonitrild [27].
Tento postup je v oblasti organické syntézy jednodussi
a také pro enzymové dokonceni reakce je nutny pouze
jeden enzym. e-Nitrily jsou jednostupiiové prevadény
enzymem nitrilhydrolasou na L-aminokyseliny odpovida-
jici struktury. Byly ziskdny rovn&Z bakteridlni kmeny
obsahujici dostate¢né mnoZstvi enzymu k tomu, aby bylo
moZné pouZivat pfimo imobilizovanych bun&k, coZ je
ekonomicky vyhodngjsi.

Velice vyznamnou aplikaci imobilizovanych enzymii je
specifickd hydrolyza G-penicilinu na aminopenicilanovou
kyselinu, kterd je pak vychozi surovinou pro vyrobu
semisyntetickgch penicilini [28]. Pro tuto vyrobu je
rovnéZ mozno pouZit imobilizovanych bung&k, stejné jako
imobilizovanych enzymf. Postup vyroby kyseliny amino-
penicilanové vyuZivajici imobilizovanych buné&k byl vypra-
covan rovnéZ ve Vyzkumném dustavu antibiotik a bio-
transformaci a byl primyslové realizovdn v n. p. Biotika.
Je to prvni a dosud jediny technologicky postup vyuZi-
vajici imobilizovanych enzymi@ nebo bun&k realizovany
v Ceskoslovensku.

Nejvétsiho uplatnéni dosly vazané enzymy ve S§kro-
barenském primyslu. Vgroba fruktosového sirupu dosa-
huje jen ve Spojenych statech celkového objemu 3,5 mi-
libnu tun a trvale stoupd. Rozvoj vyroby fruktosového
sirupu v Evropé byl zahdjen o néco pozdé&ji, ale i zde
vyroba presahuje jiZ dnes 2 miliony tun ro¢né a dale
stoupd. Predpokldda se, Ze do konce osmdesatych let
bude fruktosovy sirup kryt asi polovinu spotieby cukru,
hlavné u primyslovych odbératelli. Isomerizace glukosy
na fruktosu v primyslovém mé&fitku byla umoZnéna
teprve pouZitim imobilizované glukosoisomerasy, pro-
toZe vSechny ostatni zplisoby by isomerizace, véetné po-
uziti nativniho enzymu, byly ekonomicky nevyhodné. Pro
tento proces se pouZziva vSech zpiisobli imobilizace enzy-
mu, tj. kovalentni vazbou, sorpci, zabudovdnim apod.,
stejné jako imobilizace bunék s vysokym obsahem enzy-
mu [29—33]. RovnéZ pouZivané enzymové reaktory jsou
viech typd [34, 35]. Primyslové se nejlépe osvédéilo
pouZiti imobilizovanych bunék mikroorganismu produ-
kujiciho intracelularni glukosoisomerasu. Tento zpiisob
je proto v soutasné dob& pouZivan nejcast&ji. Z enzymo-
vych reaktorli je nejcastéji primyslové pro isomerizaci
glukosy na fruktosu pouZivdn sloupcovy reaktor. Je-li
pouZivan imobilizovany enzym, je zpravidla imobilizo-
van kovalentni vazbou na mycelium. Takto vdzany enzym
je rovnéZ doddvdn komerén& danskou firmou NOVO
Industrii pod obchodnim ozna¢enim Sweetzyme. Gluko-
sovy sirup vyrobeny ze Skrobu piisobenim «-amylasy
a glukoamylasy je isomerizovan pFi teploté 60°C (sni-
_Zuje se tim nebezpeCi kontaminace), pH 8,0 a koncentraci
glukosy 40 %. Vyrobeny fruktosovy sirup obsahuje zpra-

vidla 42—44 % fruktosy a ma sladivost shodnou se
sacharosou. Specidlnimi postupy lze dosdhnout konverzi
az 70 % fruktosy se sladivosti sirupu pribliZng dvojna-
sobnou v porovnédni se sacharosou. Tento postup je viak
nakladngj$i a v3eobecné je povaZovano za vyhodndjsi
fruktosu z produktu izolovat a glukosovy sirup znovu
vracet na isomerizaci. Tak lze vytéZek fruktosy zvysit
aZ na 80 % (v prepodtu na surovinu).

Dlouhodobé je znaéna pozornost vénovdna pouZiti va-
zané glukoamylasy pro vyrobu glukosy, kterd je vyhod-
na zejména pii daldim zpracovani produktu na fruktosu.
Tento postup je jen o malo levnéjsi neZ dosud pouZi-
vany zplsob hydrolyzy ztekuceného $krobu nativni glu-
koamylasou a malé sniZeni nakladfi neospravedliiuje
prestavbu stavajicich zavodi. Proto aZ% dosud pracuje
pouze jediny zdvod na vyrobu glukosy ze $krobu s po-
uZitim védzané glukoamylasy. Tento zavod byl postaven
ve Spojenych stdtech a vyuZiva glukoamylasu vadzanou
kovalentné na porézni sklo. Velice drahy nosié je re-
generovan vyzZihanim a znovu pouZivdn pro vazbu enzy-
mu. Velice nizka cena nativni glukoamylasy zptisobuje, Ze
postup neni vice rozSifen. Uvedeny zdvod produkuje
250 kg (presngji 500 1b) glukosy denn&. Vyznamny je
vSak tento zévod z jiného diivodu. Je to zcela automa-
tizovany proces, kde pravé automatizace prispivd k tomu,
Ze vyrobni ndklady jsou zde podstatné niZ3i neZ pii kla-
sické vyrob& s rozpustnou glukoamylasou, kde tak vy-
sokého stupné automatizace nelze dosdhnout. Ji# p¥ipra-
va S8krobového mléka pro ztekuceni je vybavena
automatickym nastavenim koncentrace a pH. Koncen-
trace je nastavovana podle méfeni zdkalu a soudasné
je vysledek registrovdn pomoci mikropocitae s tiskar-
nou. Proces ztekuceni je sledovdn podle redoxpotencidlu
a automaticky zastaven v optimu zjisténém v polopro-
voznim vyzkumu v poéédtku sedmdesatych let. Po zteku-
ceni je hydrolyzat zahtat v priitokovém tlakovém ohfi-
vaci krdatkodob& na 140 °C, ¢imZ se denaturuje «-amylasa
a soucCasné steriluje hydrolyzat. Doba ohfevu je regu-
lovana rychlosti priitoku opét podle programu zazna-
menaného v fidici jednotce. Po té je automaticky
upraveno pH na hodnotu optimélni pro glukoamylasu,
teplota je upravena na provozni teplotu reaktoru (55 °C)
a ztekuceny Skrob je veden na sloupcovy reaktor s imo-

. bilizovanou glukoamylasou. Doba zdrZeni v reaktoru je

primérné 1,5 h a je Fizena podle aktivity enzymu. Ta
v prib&hu procesu postupné klesd inaktivaci enzymu,
a proto je za reaktorem umisténa enzymova elektroda
pro stanoveni glukosy a podle jejiho méfeni programové
regulovéana rychlost priitoku reaktorem. Pro pfipad prud-
kého sniZeni koncentrace glukosy na vystupu z reaktoru
(havarijni situace) je produkt automaticky vrdcen na
pritok reaktoru a signalni zafizeni na to upozorni obslu-
hu. Cely proces je Fizen mikropocitatem, jehoZ soutasna
cena je ve Spojenych stdtech mén& neZ 1000 US $ [36].

Jako modernizace procesu vyroby fruktosového sirupu
bylo v posledni dob& navrZeno a poloprovozné& ovéieno
pouZiti imobilizovaného dvouenzymového Kkatalyzatoru
glukoamylasa — glukosoisomerasa. Tento postup dovo-
luje predevSim dosdhnout prakticky kvantitativniho vy-
téZku glukosy ze Skrobu tim, Ze je trvale odéerpavan
produkt. Zna¢nou prekaZkou vSak je rozdilné optimélni
pPH obou enzymi (glukosoisomerasa pH 8,0; glukoamy-
lasa pH 4, 5), coZ vede k nutnosti pracovat s ob&ma
enzymy mimo oblast optimalniho pH (prakticky bylo
pouZito pH 6,0). Autofi tohoto projektu se domnivaji, Ze
vhodnou modifikaci glukoamylasy by bylo moZno zmé&nit
optimdlni pH tohoto enzymu, jak to bylo jiZ laboratorng
prokazano u mnoha enzymid [37]. Tento proces pfed-
stavuje predevSim perspektivni vyvojovou fazi priimyslo-
vé enzymologie, tj. zm&ny vlastnosti enzymt modifikaci
jejich struktury a pouZivani soudasné imobilizovanych
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enzymi pracujicich v sérii. Prace tohoto druhu jsou pro-
zatim omezeny pouze na laboratorni pokusy, pfi tom lze
vSak pocitat s jejich vyhledovym pramyslovym vyuZi-

tim pravé pri provadeéni sloZitéj$ich enzymovych reakci.
V tomto stru¢ném prehledu jsem uvedl jen ty nejvy-
znamngjsi priklady primyslovych technologii vyuZivaji-
cich vazané enzymy. Bylo by moZno uveést Fadu dalSich
pFikladii, tFeba delaktosaci mléka a syrovatky [38],
trabsformace steroidit [39], vyrobu aminokyselin znace-
nych radioaktivnim dusikem [40], vyrobu fosforecnych
esterit cukri apod. Zadna z t&chto metod vSak prozatim
nedosahuje priimyslového rozsahu predchéazejicich.
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VyuZiti imobilizovanych enzymi je moZno rozdelit do
tfi skupin. V prvni skupiné jsou zafazeny aplikace v me-
dicing, kde je hlavni diraz kladen na hygienickou neza-
vadnost nosi¢e i metody vazby. Druhou skupinu tvori
aplikace v analytické chemii, kde je hlavnim poZadavkem
presnost a rychld odezva a proto je rozhodujicim fakto-
rem difuse substratu k aktivnimu mistu enzymu. Konecné
tfeti skupinu tvofi primyslovd aplikace pri specifickych
modifikacich rtznych substrati. V tomto pfripadé je du-
raz kladen na ekonomické faktory.

Jsou popsany aplikace imobilizovanych enzymia pro
stereospecifickou syntézu aminokyselin, vyrobu kyseliny
6-aminopenicilanové, vyrobu fruktosovych sirupd, glu-
kosovych sirupl a nékteré dalsi aplikace.

Kyuepa, W.: NpoMmbimjieHHOe HCMOJb30BAHHE HMMOOHJIM3H-
poBanHbiXx 3H3uMOB. Ksac. mpym. 30, 1984, Ne 3, crp.
64—67.

Hcnonb3oBanne HMMOOHIM3HPOBAHHBIX 3H3HMOB MOXKHO
pasjeauTb Ha TpH rpynmnel. K mepBoii Tpynme OTHOCHTCS
npuMeHeHHe B MEJHIHHe, TJe TOJYepPKHBAeTCS TIJIaBHBIM
oGpa3om 0e3BpeIHOCTh HOCHTe]IsS H MeTojaa cBsi3H. Bo BTo-
pyIO TPVOIY BXOAST THObI NPHMEHEHHS B aHAJHTHYECKOH
XHMHH, TJe TJaBHBIM TpeGOBaHHEM _ SIBJASETCS TOUHOCTHb
i OBICTPEII OTBeT, H TO3TOMY pemammuM (GakTopoMm
apasiercss Auddysusi cydbcTpaTa K aKTHBHOMY MeCTy 3H3H-
ma. Hakonen, TpeTblo TPYnmy cOCTaBJSIIOT IPOMBIIILICH-
Hble BHIbl NPHMEHEHHS NpPH ClenH(pHIECKNX BHIOH3MEHe-

HHAX pasHBIX Cy6CTpaTOB. B 3tom c¢cjayyae TIJaBHOe
BHHMAaHHE YJ1€J€HO 3KOHOMHYECKHM (paKTOpaM.
Onucano IIpHMECHEHHE HMMOGH.’HBHPOB&HHHX 3SH3UMOB

N1 CTepeocmelH()HUIeCKOro CHHTe3a aMHHOKHCJIOT, TIpO-
H3BOJCTBA 6-aMHMHONEHHIHJIAHOBOH KHCJIOTH. TPOH3BOJCTBA
(PYKTO3HBIX H IVIIOKO3HBIX CHPOTOB H HEKOTOpBIE ApyrHe
THIbI TIPHMEHEHHSI.

Kutera, ].: Industrial Applications of Immabilized Enzy-
mes. Kvas. pram. 30, 1984, N¢ 3, p. 64—67.

The application of immobilized enzymes can be divi-
ded into three groups. First group comprises medical
applications. Here both beads and an immob:lization
technique must no have tox!c effect. Second group com
prises applications in analytical chemistry. The main
requirement is given on the accuracy and the fast re-
sponse. Therefore, the significant factor is a diffusion
of substrate to the active center of the eazyme. Into
third group belongs industrial applications of immobil.-
zed enzymes for a conversion of varicus substrates. Here
economic factors are emphasized. The applications for
stereospecific synthesis of amino acids, production of
S-aminopenicillanic acid, fructose syrup, glucose syrup
are described.

Kudera, ]J.: Industrieile Ausniitzung immsbilisierter En-
zyme. Kvas. pram. 30, 1984, Nr. 3, S. 64—67.

Die Ausniitzung immobililsierter Enzyme wird in drei
Applikationsgebiete eingeteilt. Zu dem ersten Gebiet ge-
horen die Applikationen in der Medizin, wo eine beson-
dere Bedeutung der hygienischen Einwandfreiheit des -
Tragers sowie auch der Bindungsmethode beigelegt wird.
Das zweite Gebiet bilden die Applikationen der immobi-
lisierten Enzyme in der analytischen Chemie — hier sind
die Hauptanforderungen Genauigkeit und schnelle Re-
aktion und deshalb wird als mafBgebender Faktor die
Diffusion des Subsirats zu der aktiven Stelle des Enzyms
angesehen. Zu der dritten Gruppe gehoren die industri-
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ellen Applikationen bei spezifischen Modifikationen ver-
schiedener Substrate. Bei diesen Applikationen sind die
okonomischen Faktoren ausschlaggebend.

In dem Artikel werden die folgenden Applikationen der

immobilisierten Enzyme beschrieben: fiir die stereospe-
zifische Synthese von Aminosiuren, bei der Produktion
der 6-Aminopennizilansdure, bei der Fruktosesirupher-
stellung und einige weiteren. -



