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Pod pojmom "enzimi" se obi¢no podrazumevaju
katalizatori bioloSkog porekla koji su po strukturi proteini
[1]. Zadnjih dvadesetak godina se, medutim, sreéu i poj-
movi "ribozimi" za enzime koji su biolo$kog porekla, ali
po strukturi nisu proteini nego ribonukleinske kiseline, i
"vestacki enzimi" za katalizatore koji kao takvi ne postoje
u prirodi, a koji po svojim svojstvima "imitiraju" enzime. U
ovom radu ¢ée uglavnom biti opisani "klasi¢ni" enzimi
proteinske prirode koji su najbolje izuéeni i koji imaju
najveéu praktiénu primenu.

DOBIJANJE ENZIMA

Enzimi su prirodni proizvodi i dobijaju se iz razli¢i-
tih vrsta biocloskih organizama (od virusa i bakterija do
biljaka, zivotinja i Coveka). Od enzima koji su nasli pri-
menu u razli¢itim oblastima, samo oko 4% se dobijaju iz
razliGitih bilinih, a samo oko 8% iz razli¢itih Zivotinjskih
vrsta. Primeri za ovo su papain iz papaje, b—amilaza iz
proklijalog je€ma, ficin iz smokve, renin iz zeluca teladi,
enzimi iz zmijskog otrova i dr. Vedina drugih enzima se
dobija iz mikroorganizama — i to preko jedne polovine iz
gljivica i kvasaca, a preko jedne trecine iz bakterija. Ra-
zlozi za ovo su pre svega u Cinjenici $to se, za razliku od
biljaka i zivotinja, u ¢elijama mikroorganizama koli¢ina
stvorenog enzima moze lako povecati selekcijom, izbo-
rom hranljive podloge i genetskim manipulacijama. Kod
kataboli¢kih enzima se prinos moze povecati do vise hi-
ljiada, a kod biosintetiCkih vise stotina puta. Druga pre-
dnost mikroorganizama kao izvora za dobijanje enzima
je u ekonomicnosti — zbog kratkih fermentacionih ciklusa
i jeftinih hranljivih podloga [2]. Enzimi kod mikroorgani-
zama mogu da budu ekstracelularni ili intracelularni u
zavisnosti od toga da li se izluuju ili ne u spoljnu sredi-
nu, a inducibilni, delimi¢no inducibilni ili konstitutivni u
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Enzimi su bioloski katalizatori sa sve ve¢om primenom u prehrambenoj, farma-
ceutskoj, kozmetickoj, tekstilnoj i hemijskoj industriji. Imajuéi u vidu sve vecu
potrebu da se, zbog sve veéeg zagadenja Zivotne sredine, i klasicni hemijski
procesi zamene alternativnim, sve je vaZnije da enzimski i drugi biotehnoloski
procesi budu i ekonomski isplativi. U tom smislu se sve vise radi na smanjenju
cene kostanja i na povecéanju stabilnosti i efikasnosti enzimskih preparata. U
ovom radu je dat kratak pregled metoda za poveéanje prinosa i poboljsanje
kvaliteta pri dobijanju enzima kao komercijalnih proizvoda, kao i pregled mo-
gucnosti njihove primene.

zavisnosti od toga da li je za njihovu biosintezu neopho-
dno prisustvo posebne supstance, induktora. Konstitu-
tivni enzimi se uvek stvaraju od strane &elija organizma,
bez obzira na sastav okolne sredine (hranljive podloge
kod mikroorganizama).

Prinos enzima kod mikroorganizama se moze po-
vecati: izborom soja, kori§¢enjem mutantnih mikroorga-
nizama, koris¢enjem imobilisanih  celija  mikro-
organizama, optimizovanjem procesa kultivacije (sasta-
va hranljive podloge i fizickih parametara: temperatura,
pH, aeracija i dr.), izborom najviSe tacke ciklusa rasta,
optimizovanjem procesa indukcije, spre¢avanjem repre-
sije konacnim proizvodom, sprecavanjem kataboli¢ke
represije, kori§éenjem fuzije protoplasta i kori$éenjem
tehnologije rekombinatne DNK (genetskog inzenjerstva)
[2,3]. Pored povedanja prinosa, izborom soja, korisce-
njem mutantnih mikroorganizama i tehnologijom rekom-
binatne DNK se moze ostvariti i pobolj$anje svojstava
dobijenih enzima.

U okviru iste vrste mikroorganizma postoji jako ve-
liki broj sojeva izolovanih iz razli¢itih izvora i sa razligitih
lokacija (prilagodenih razli¢itim uslovima Zzivota) koji se
medusobno razlikuju po mnogim morfoloskim i fiziolo-
Skim svojstvima, a takode i po koliéini i svojstvima enzi-
ma koje stvaraju. Sojevi mikroorganizama se mogu
dobiti ili kupiti iz odgovarajucih laboratorija, muzejnih i
drugih kolekcija, a mogu se nadi (ili razraditi) postupci
njihovog izolovanja iz prirodnih izvora. Kriterijumi za
izbor najpogodnijeg soja su veli¢ina nadene enzimske
aktivnosti, svojstva enzima i jednostavnost procedura
neophodnih za dobijanje konaénog proizvoda. Sto se ti-
¢e svojstava, Cesto su veoma pogodni enzimi iz termofil-
nih mikroorganizama, a S$to se ti¢e jednostavnosti
procedura — ekstracelularni enzimi uvek imaju prednost
u odnosu na intracelularne.

Posle izbora soja mikroorganizama, polazna aktiv-
nost se moze povedati delovanjem fizi¢kin (poviSene
temperature, UV-, rendgensko i y-zracenje), hemijskih
(analozi baza, alkilirajudi i interkalirajuéi agensi, HNOp,
HONHo, nitrozogvanidin i dr.) i biolo§kih mutagenih fak-
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tora. Izolovanje mutanata (morfoloskih, biohemijskih, fizi-
oloskih ili revertanata) sa najboljim svojstvima (i najve-
¢im prinosom enzima) iz mutagenizirane populacije se
vréi razli¢itim metodima selekcije [4-7]. U sludajevima
kada do mutacija dolazi unutar strukturnih gena datog
enzima, ovim postupkom se mogu poboljsati i svojstva
enzima.

Optimizovanje procesa kultivacije podrazumeva
izbor optimalnog sastava hranljive podloge (vrste i kon-
centracije izvora ugljenika, azota, fosfora, razli¢itih meta-
la, tenzida, faktora rasta i dr.) i fizickih parametara koji
obezbeduju maksimalni prinos enzima [2,8]. Veoma je
vazno u svakom konkretnom slucaju izvrsiti izbor najvise
tacke ciklusa rasta (vremena pri kome se postize maksi-
malni prinos), zato S$to posle tog vremena obi¢no dolazi
do brzog smanjenja prinosa.

Kod kataboli¢kin enzima do znaajnog povecanja
prinosa dolazi optimizovanjem procesa indukcije: a)
izborom vrste i koncentracije induktora, ili b) dobijanjem
"konstitutivnih" mutanata koji bez induktora stvaraju in-
ducibilne enzime. | jednom i drugom metodom se mogu
dobiti superproducenti kod kojih prinos enzima moze da
dostize i 10% ukupne suve mase ¢elija [2,3,9-13].

Kod biosintetickih (a i nekih katabolickih enzima)
se prinos moze znadajno povedati spreCavanjem repre-
sije konac&nim proizvodom. To se ostvaruje isklju¢enjem
konaénih proizvoda (ili supstrata iz kojih oni nastaju) iz
hranljive podloge, primenom inhibitora enzima koji kata-
lizuju njihovo stvaranje, ogranicenjem pristupa faktora
rasta auksotrofnom mutantu, ili kori§éenjem regulacionih
mutanata (mutanata rezistentnih na represiju konacnim
proizvodom) [2,3].

Posto je kataboli¢ka represija (iskljuenje ekspresi-
je strukturnih gena inducibilnih enzima u prisustvu izvora
ugljenika koji se lako i konstitutivno utiliziraju) vrlo Cest
uzrok malih prinosa mnogih komercijalno znacajnih en-
zima, spreCavanje ove represije je vazna mogucénost za
povecanje prinosa. To se naj¢eSée ostvaruje a) iskljuce-
njem iz sastava hranljive podloge komponenata koji iza-
zivaju kataboliCku represiju i njihova zamena drugim, ili
(ako je to ekonomski neracionalno) njihovo odrzavanje
na najnizem moguéem nivou, i b) koriséenjem mutanata
rezistentnih na katabolicku represiju. Tako se npr. kod
mutanta Salmonella typhimurium rezistentnog na katabo-
liku represiju enzima amidaze ovaj enzim stvara u koli-
¢ini do 10% ukupnih éelijskih proteina [14].

Tehnologija rekombinantne DNK (genetsko inze-
njerstvo) omogucéava a) da se u genom, tj. u organizam
domadina, unese neki strani gen iz nekog drugog Zzivog
organizma (ili sintetizovan u laboratoriji), b) da se on
normalno nasleduje u toku razvoja, i ¢) da dolazi do nje-
gove ekspresije, tj. do stvaranja proteina koji je njime ko-
diran. Razvoj genetskog inzenjerstva je postao mogué
pronalaskom enzima restrikcionih endonukleaza, koji su
kljuni element ove tehnologije. Restrikcione endonukle-
aze omogucavaju ugradnju fragmenata DNK u vektor
(stvaranje rekombinantne DNK), dok se kovalentno po-

vezivanje  fragmenata
[5,7,9,15-17].

Tehnologija rekombinantne DNK omogucava:

— Industrijsku proizvodnju enzima i drugih proteina
(hormona, citokina i dr.) koji se inae stvaraju u organi-
zmu Coveka i drugih zivih bi¢a u veoma malim koli¢ina-
ma [16,18].

— Da se procesi proizvodnje enzima ucine jeftinijim
tako Sto ¢e se izolovanje iz biljnih i Zivotinjskih tkiva za-
meniti procesom fermentacije sa mikroorganizmima. Pri-
meri za ovo su dobijanje: a) renina (siriSte za
zgrusavanje mleka), b) pepsina, tripsina, himotripsina i
dr. enzima digestivnog trakta, c) papainaidr. [16,17,19].

— Da se sa dobrim prinosom dobiju enzimi sa do-
brim karakteristikama, npr. mnogo vece stabilnosti. Klo-
novanjem gena za a—amilazu iz termofilnih mikroorgani-
zama u Bacillus subtilis se koriste dobre karakteristike
bakterije B. subtilis, kao producenta koji daje visoke pri-
nose ekstracelularnih enzima, za produkciju visoko ter-
mostabilnog enzima kodiranog genom iz termofilnih
mikroorganizama (koji inace daju slab rast i mali prinos
enzima).

— Dobijanje superproducenata. Prinos enzima i
drugih proteina (fj. ucestanost ekspresije pod datim
uslovima kultivacije) zavisi od: a) afiniteta RNK—polime-
raze prema promotoru datog gena (operona) i b) broja
kopija datog gena. Tehnologija rekombinantne DNK
omogucava, pored ugradnje novog gena u organizam
domacina, i laku ugradnju vrlo efikasnih promotora (npr.
lac ili trp) sa velikim afinitetom prema RNK-polimerazi.
Broj kopija klonovanog gena se moze uvedati i vise hilja-
da puta primenom faga ili plazmida sa oslabljenom kon-
trolom replikacije [9].

— Klonovanje veéeg broja razli¢itih gena iz razli¢itih
organizama u jedan mikroorganizam. To bi bili geni za
enzime (ili druge proteine) koji su svi potrebni za reSava-
nje datog problema. Primer: uvodenje u kvasac gena za
enzime celulazu, ksilanazu, ksilozo-izomerazu i za enzi-
me koji razlazu lignin, ¢ime se omogucava prevodenje
otpadnih proizvoda: slame, kukuruzovine, piljevine, liSca
i dr. biljnih otpadaka u alkohol [17].

— Plansko stvaranje (dizajniranje) novih enzima
(proteina) — proteinsko inZenjerstvo. To se moze ostvariti
ciljanim izmenama u sekvenci na mestima od kojih zna-
¢ajno zavise svojstva proteina (specifiéno usmerena mu-
tageneza) [5,19-23] ili medusobnim povezivanjem
karakteristi¢nih elemenata strukture (domena) razlicitih
proteina. U prvom slucaju se dobijaju mutantni, a u dru-
gom hibridni i fuzioni enzimi [24].

ostvaruje DNK-ligazama

* k%

Kada se dobijanje enzima vrsi iz mikroorganizama,
uvek se prvo vr§i gajenje (kultivacija) mikroorganizama
(najcedce 1-2 dana kod bakterija i 4-10 dana kod kva-
saca i gljivica). Ekstracelularni enzimi se (u sirovom, ne-
preci§éenom obliku) dobijaju prostim uklanjanjem ¢éelija
centrifugiranjem, dok je kod intracelularnih neophodno
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razaranje Celija i ekstrakcija enzima. Posle ovoga obi¢no
je potrebno izvrsiti (u manjoj ili vecoj meri) i precis¢ava-
nje enzima.

Za razaranje Celija postoje mnogobrojne metode
[2,25], a ekstrakcija enzima se vrSi puferima odgovaraju-
¢eg pH i jonske jaine. Nekada se solubilizacija hidrofo-
bnih enzima (ukljuéenih u membrane) vrsi i pomodu
(nejonskih) deterdzenata, organskih rastvaraca, fosfoli-
paze A, ultrazvuka i dr. [25]. Za preci$éavanje enzima se
koriste metode talozenja solima, organskim rastvaragi-
ma, vodorastvornim polimerima, raspodela u visefaznim
sistemima, hromatografske i elektromigracione metode i
dr [25].

PRIMENA ENZIMA

Prvi enzim koji je po¢eo komercijalno da se proi-
zvodi (jo$ 1890. godine) je bila a-amilaza iz Aspergillus
oryzae [16]. Medutim, takvih proizvoda je bilo vrlo malo
sve do podetka 60-tih godina proslog veka kada je po-
¢ela primena enzima za hidrolizu skroba i u deterdzenti-
ma. Kasnije enzimi nalaze sve veéu primenu u
prehrambenoj i drugim industrijama. Veé 1980. g. se go-
diSnje proizvodi 530 t proteaza, 350 t glukoamilaze, 320
t a—amilaze i 70 t glukozoizomeraze [17]. Zadnjih godina
je prodaja industrijskih enzima dostigla vrednost od 1,6
biliona US$, od ¢ega skoro tre¢inu ¢ine enzimi u deter-
dZentima [26]. Taj trend se nastavlja, tako da imamo go-
disnji rast od oko 10% za koji se pretpostavlja da ¢e se
zadrzati i u buduénosti [27]. Vazno je i to da je ukupna
vrednost dobijena uz pomo¢ enzima mnogo puta veca
od vrednosti njih samih.

Pre konac¢ne primene obi¢no se vrsi imobilizacija
enzima, tj. njihovo prevodenje u nerastvorni oblik [28—
32]. Na ovaj nacin se homogeni katalizator prevodi u he-
terogeni, §to omoguéava njegovo lako izdvajanje po
zavrSetku reakcije, njegovo viSekratno koris¢enje u Sar-
Znim procesima, kao i dugotrajno (nekada i viSe od 100
dana) koris¢enje u kontinualnim procesima. Imobilizaci-
jom, hemijskim modifikacijama, umrezavanjem ili razlici-
tim dodacima se stabilnost enzima moze povedati i vise
stotina puta, $to njihovu primenu &ini sve konkurentni-
jom u odnosu na alternativne procese.

U svetu, zbog sve veceg zagadenja zivotne sredi-
ne, veé duze vreme postoji trend zamene hemijskih pro-
cesa biotehnoloskim. Primena enzima za sintezu i
modifikaciju organskih jedinjenja dolazi posebno do
izrazaja u tzv. finim (malotonaznim) organskim sinteza-
ma. Tu se koriste prednosti enzima: velika specifi¢nost,
moguénost ostvarivanja velikin brzina reakcije pod bla-
gim uslovima i odsustvo sporednih proizvoda — najcesée
za sintezu jedinjenja koja se koriste u farmaciji, kozmeti-
ci i sl. Ovi procesi, koji se obi¢no izvode sa imobilisanim
enzimima ili imobilisanim éelijama, mogu da budu kon-
kurentni &isto hemijskim procesima. Vaznu ulogu igra i
¢injenica da enzimi mogu vrlo efikasno da katalizuju i re-
akcije u micelama, reversnim micelama, pa ¢ak i u anhi-
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drovanim organskim rastvara¢ima. Poznato je, takode,
da enzimi koji pod uobi¢ajenim uslovima, u vodenom
rastvoru katalizuju samo reakcije hidrolize, mogu u re-
versnim micelama i u organskim rastvarac¢ima da katali-
zuju i reakcije sinteze, npr. estara, glikozida i sl. Zadnjih
10-15 godina se razvijaju i enzimski procesi u gasnoj fa-
zi sa lipazama, hidrogenazama, alkohol-oksidazama i sl.
[33].

Komercijalno najznacajniji procesi ove vrste su do-
bijanje prirodnih (L-oblika) aminokiselina (asparaginske
kiseline iz fumarne sa aspartatamonijakliazom, alanina iz
L-asparaginske kiseline, lizina iz a—aminokaprolaktama,
tirozina, triptofana i dr), prevodenje racemske smese
(D,L-oblika) aminokiselina (dobijenih hemijskom sinte-
zom) u L-oblik (sa enzimom aminoacilazom), dobijanje
jabuéne kiseline (iz fumarne sa fumarathidratazom), uro-
kanove kiseline (iz histidina sa histidinamonijakliazom),
B6-aminopenicilinske i 7-aminodezoksicefalosporinske
kiseline (intermedijera za proizvodnju modifikovanih -
laktamskih antibiotika) sa penicilinamidazom, i dr. [28]

Pored toga Sto se koriste kao kataliticki agensi u
procesima dobijanja lekova, mnogi enzimi se i sami ko-
riste kao lekovi. To su, pre svega, fibrinolizin, urokinaza i
streptokinaza za tromboliti¢ku terapiju, L-asparaginaza i
L—glutaminaza za terapiju kancera, p—glukocerebrozida-
za za tip 1 Gaucerove bolesti, DNK-aza za terapiju cisti-
¢ne fibroze [26] i dr. Da bi se povelala njihova
efikasnost, za primenu u medicini se koriste enzimi u
modifikovanom obliku, &esto ugradeni u mikrokapsule ili
lipozome [28]. Znacajno je koriSéenje enzima i kao glav-
nih "'meta" (targeta) za stvaranje novih lekova.

Sve je znacajnija primena enzima (samih ili u kom-
binaciji sa hemijskom sintezom) u sintezi novih polimer-
nih materijala. Lipaze i proteaze se koriste za sintezu
poliestara tipa A-B i AA-BB polikondenzacijom oksikise-
lina ili derivata dikarbonskih kiselina (AA) sa diolima (BB)
[34]. Enzim peroksidaza se moze upotrebiti za dobijanje
polimera fenola, aromatic¢nih amina, stirena, akrilamida i
drugih jedinjenja polimerizacijom preko slobodnih radi-
kala [35,36]. Ocekuje se da ovakvi procesi nadu pose-
bnu primenu za uklanjanje fenolnih i drugih jedinjenja iz
otpadnih voda [37,38].

Najveéu primenu u prehrambenoj industriji imaju
enzimi a—amilaza i glukoamilaza kod hidrolize skroba i
dobijanja glukoznog sirupa i glukozoizomeraza za pre-
vodenje glukoze u fruktozu. Znacajna je i primena a-
amilaze u pekarskoj industriji, f—amilaze u proizvodniji
maltoznog sirupa, proteaza za razmekS$avanje mesa i hi-
drolizu sojinih proteina, zelatina, mesa i ribe, renina (i
drugih proteaza) u proizvodnji sira, pektinolitickih enzi-
ma za povedanje prinosa i bistrenje sokova od voéa i
povréa, i laktaze (B-galaktozidaze) za dobijanje bezlak-
toznog mleka i obradu surutke [39]. Fitaze i ksilanaze se
koriste kao dodatak hrani za zivotinje, koji omoguéava
njeno bolje iskori$éenje [26].

U industriji deterdzenata najveéu primenu imaju
proteoliticki enzimi (subtilizin, alkalne i metalo—proteaze)
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i amilaze, dok se lipaze primenjuju u manjoj meri (u de-
terdzentima za posude) [39].

U tekstilnoj industriji se enzimi koriste za odskro-
bljavanje (amilaze), biopoliranje, biokamenovanje i po-
boljSanje opipa pamuénih tkanina (celulaze), uklanjanje
voskastih necistoéa (pektinaze, lipaze i celulaze), modifi-
kaciju poliestarskih vliakana (esteraze i lipaze), popravlja-
nje sjaja i mekoée vunenih i svilenih tkanina (proteaze), i
za uklanjanje H202 posle beljenja (katalaza) [40].

U industriji koZe se za uklanjanje dlaka i vune, kao
i u procesu Stavljenja, primenjuju alkalne i druge prote-
aze, Sto proces ¢ini brzim i boljim sa tacke gledista zasti-
te Zivotne sredine.

Interes za kori§éenje enzima i sli¢nih biokatalitickih
sistema za konverziju jednog oblika energije u drugi je
veliki zato Sto su kod biologkih sistema ti mehanizmi
skoro savrSeni. Tri glavne grupe takvih reSenja Cine: a)
konverzija jeftinih ili otpadnih ugljenohidratnih sirovina u
Ho, CHa4 i nize alkohole, b) prevodenje sunceve energije
u energiju Ho i O2 pomodéu enzima fotosintetikog apara-
ta biljaka i bakterija (biofotoliza vode), i ¢) enzimska kon-
verzija hemijske energije goriva u elektriénu [28]. Jedan
od primera za takva reSenja je i biokataliticka Celija sa
imobilisanom glukozooksidazom koja stvara elektriénu
energiju za mikrohirurke robote i vestacke organe [41].

Za primenu u hemijskim analizama se koriste enzi-
mi u rastvoru, kao i enzimi u imobilisanom obliku i u obli-
ku imobilisanih éelija i organela. Za analiticke svrhe se
koriste i posebni reaktori sa imobilisanim enzimima
(automatski analizatori), kao i enzimske elektrode i bi-
osenzori. Ovim metodama se odreduje urea (sa ure-
azom), glukoza (sa glukozooksidazom i peroksidazom),
urati, aminokiseline, etanol, lipidi, hukleotidi, antibiotici i
mnoga druga organska i neorganska jedinjenja. Pose-
ban zna¢aj u medicini imaju imunoenzimske metode is-
pitivanja [28].

Osim navedenih enzima koji se koriste u velikim
koli¢inama znacajna je i proizvodnja mnogih drugih Koji
se tro$e u malim koli¢inama, npr. za istrazivanja. Znacaj-
na je i komercijalizacija mnogih enzima koji deluju na
DNK i RNK (restrikcione endonukleaze i dr.) u cilju razvo-
ja moderne biotehnoloske industrije [26].
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ENZYMES — THE POSSIBILITY OF PRODUCTION AND APPLICATIONS

(Review paper)

Zivomir B. Petronijevi¢
Faculty of Technology, University of Ni§, Leskovac

Enzymes are biological catalysts with increasing application in the food, phar-
maceutical, cosmetic, textile and chemical industry. They are also important
as reagents in chemical analysis, leather fabrications and as targets for the
design of new drugs. Keeping in mind the growing need to replace classical
chemical processes by alternative ones, because of ever growing environ-
mental pollution, it is important that enzyme and other biotechnological pro-
cesses are economical. Therefore, price decrease and stability and enzyme
preparation efficiency increase are required more and more. This paper pre-
sents a short review of methods for yield increase and the improvement of the
quality of enzyme products as commercial products, as well as a review of the

possibilities of their application.
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