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Aplikovanad enzymologie

Uvod

Technologické vyuziti

Biochemické zmeny v potravinarskych
surovinach

Enzymy v analytice

Enzymy v klinické biochemil
Biotransformace



Materialy ke studiu
1. prednasky
2. E-knihy, CIS VSCHT

Enzymes in industry
http://onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9783527617098

Industrial enzymes
Enzymes in food technology

Predpoklad: enzymologie


http://onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9783527617098

Aplikovana enzymologie = Enzymové technologie

OECD 2001 — ET oznacuje jako vyznamnou soucast udrzitelného
rozvoje prumyslu

Mezioborova disciplina — od pfimych prumyslovych aplikaci pres
produkci novych farmaceutik az po nastroje pro vyzkum




1. uvod

Historie

Kde vSude se enzymy uplatfiuji?
Pro€ pouzivat enzymy?

.... a které se vlastné uplatnu;ji?
Slozeni a forma

Stanoveni aktivity

Vybér vhodnych preparatu

Zdroje

Hledani novych enzymu
Legislativni a bezpe€nostni aspekty



.Trocha historie nikoho nezabije"

1833 - diastasa z kli€iciho jeCmene

1834 - enzymova hydrolysa Skrobu (Berzelius)

1839 — 1897 - 60 let diskusi o uloze kvasinek pfi fermentaci
1894 - takadiastasa (A.oryzae)

1908 - Otto R6hm — Oropon — kozeluzstvi

1914 - Burnus — prvni biodetergent

1963 - Alcalasa — bakterialni proteasa Novo

1964 - enzymy zavadény do potravinarstvi

1984 - prvni enzymy z GMO



Rozdéleni objemu prodeje technickych enzym

1994 2005

miékarensky

miékarensky 8%

ostatni 14%

29% textilni

textilni
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biodetergenty
27%

Skrobarensky

15% biwzt;;fe“ty ékrot;z’;ro/eonsky
Ostatni Nepotravindrské
Potravinarské Krmivdrstvi

Vyroba alkoholu Biotransformace

Tukovy pramysl Diagnostika

Vyroba aditiv KoZedélny primysl
Konzervdrenstvi Papirensky primysl
Ndpojovy primysl Zpracovdni odpadu
Hydrolyza bilkovin Vyzkum

pekdrenstvi



BASF
4%

DSM
6%

Genencor
20%

ostatni
24%

Svétovi producenti technickych enzym

Novozymes
46%

Rok Objem prodeje (bil. USD)
1983 0,4

1995 1,0

2000 1,5

2005 1,7-2,0
Skutec¢nost 2010 (odhad Novozymes) 3,3

Odhad 2015 4,4




Pro¢ pouzivat enzymy v technologii (a jinde)?

« Zvyseni konverse, kontrolovatelnost procesu
* Omezeni vzniku vedlejSich produktl — specifita,
« Snizeni nakladu (jednodus$si provozni zarizeni)
« Positivni vliv na zivotniho prostredi:
v pratelstéjsi® odpadni produkty
v nizSi spotfeba energie
v'vyuziti obnovitelnych zdroju



Faktory ovliviiujici vyuZivdni enzymd

1. Dostupnost substratu, nehomogenita prostredi

2. Reakéni podminky:

laboratorni X technologicke
\
optimalni ™ teplota

T konc. substratu
(inhibice produktem)

T viskozita

N pH

polarita prostredi



Které enzymy se nejcasteji vyuzivaji?

Enzym Podil (%) | Hlavni pouZziti
Bakterialni proteasy 35 detergenty
Glukoamylasa 13 Skrobové sirupy
Glukosaisomerasa 12 Skrobové sirupy
Bakterialni amylasy 10 Skrobové sirupy
Pektolytické enzymy 9 konzervarenstvi
Syridla 9 syrarstvi
Plisiiové amylasy 3 pekarenstvi
Plisiiové proteasy 2 pekarenstvi
ostatni 7 rizné

80% Hydrolasy

T~

Proteasy
50%

Glykosidasy
50%

D



Stanoveni aktivity technickych preparati

Katal, unit

Potize s technickymi enzymy:
- nejedna se o Cisté proteiny
- substrat neni chemické individuum (pSeni¢ny protein, Skrob)
- podminky reakce vzdaleny od idealnich, resp. standardnich

Reseni?

- pouziti syntetickych substrati jako modelovych systémi a stand.
podminek a definovat aktivitu podle doporu¢eni EC ... (mtze
vést k faleSnym vysledkium)

- pouzit standardni substraty a podminky, kter¢ se realisticky
piiblizuji podminkam technologického procesu (podminky
technol.procesu se u uzivatelu lisi)

- uplné ignorovat doporuceni EC a pouzivat vyhovujici
»specialni” jenotky (v podstaté jediny realny postup).

Mozné dusledky:
»Jednotka aktivity je mnoZstvi enzymu, které za stand.podm. (37 °C, pH 5,7) rozstépi 5,26 mg
Skrobu za 1 hod.”

1 jednotka aktivity je mnozstvi enzymu které, za stand. podminek (40 °C, pH 4.7 a 30 min)
vytvoii za minutu ekvivalent absorbance hydrolyzatu pfi 275 nm rovny absorbanci roztoku
tyrosinu o koncentraci 1,1 pg/ml 0,006N HCI. Tato absorbance je 0,084”



Slozeni technickych enzymovych
prepardtu

Forma: tekute, praskovite, enkapsulované

Formulace technického preparatu — ,Sité na miru“ procesu

komponenta Zastoupeni (%)
Bilkoviny a aminokyseliny 10-15
Aktivni protein 1-5
polysacharidy 5-12
sacharidy 2-40
Anorganicke soli 3-40
Konzervacni prostredky 0-0,3




Enzymové technologie:

@ \VolInég, ,rozpustné” enzymy
@ Imobilizované enzymy

@ CLECs CLEAs, nanocastice

@ reversni mycely



Zdroje

Zivogisné — produkéni doba,
- legislativni omezeni
Rostlinné — produk¢ni doba
- klimatické podminky
Mikrobialni — 95% vSech enzymu
- kratka produkcni doba, obnovitelné zdroje,
- legislativnhi omezeni — maly pocCet povolenych MO, GRAS

- rekombinantni technologie



Extremofilni mikroorganismy a jejich aplikace

MO Podminky | Zdroj Enzymy, vyuziti
Termofilni | 50— 110°C | geotermalni | amylasy
oblasti xylanasy
proteasy
DNA polymerasy
Psychrofilni | 5—-20 °C ledovcové Proteasy, glykosidasy
sedimenty lipasy
Acidofilni | pH<?2 solfatary oxidace siry
Alkalofilni | pH>9 kaly lipasy
proteasy
Halofilni 3-20% sedimenty biotransformace
soli solnych jezer | aditiva, léky
Barofilni Zvyseny podmoiske
tlak sedimenty




Produkce enzymu

Vybér enzymu

Vybér produkcniho kmene (zdroje)

Konstrukce nadexprimujiciho kmene MO (typicky 50g/1)
Optimalizace kultivacnich podminek

Optimalisace isolacniho a purifikacniho postupu
Formulace stabilniho preparatu
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Mozna rizika:

- katalyticka aktivita enzymu

- alergickeé reakce

- toxické metabolity (mykotoxiny, antibiotika)

Joint FAO/WHO Expert committee on Food Additives
(JECFA) rozlisuje:

« enzymy ziskané z jedlych tkani zivoCichu pouzivanych jako potraviny,
z jedlych ¢asti rostlin a z mikroorganismu, které byly tradi¢né akceptovany
jako slozky potravy

* enzymy ziskané z nepathogennich MO

* enzymy z méné béznych MO
Zdroje toxinli v enzymovych preparatech:

* Produkcni kmen

* Mutantni kmen produkcniho kmene

« Kontaminujici MO

« Toxiny ze suroviny pouzité jako substrat



yotatut” enzymu

« aditiva
» soucast technologickeho procesu

Priklady
Belgie soucast technologického procesu
Dansko ovéfeny a registrovany Danskym nar. institutem
pro potraviny
Francie aditiva
Irsko zadna specificka kontrola
Kanada aditiva
Némecko aditiva
Velka Britanie zadna specificka kontrola, doporucen seznam
USA GRAS (generally recognized as safe) nebo aditiva

Pozn.: krmivarstvi obdobna pravidla, ostatni primysl - chemikalie



Hledani a produkce novych enzymu

Jen asi 1% MO lze
kultivovat in vitro

Vybér producentu:

Selekci — napf. substrat jako
jediny zdroj C

Detekci enzymové aktivity
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,VYVOj“ novych enzymu

Rizené (orientovand) evoluce:

napodobuje proces prirozené evoluce - mutagenese, rekombinace, vybér
- gene shuffling
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Zvyseni termostability subtilisinu z psychrofilniho MO



Family of homologous genes
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2. Proteinové inzenyrstvi -

1. zmena katalytickeé aktivity
jiz existujiciho proteinu

Reinforcemeant of
a promiscucus
reaction
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“PreSivani enzymu”

2. vytvoreni nového
biokatalyzatoru:
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Priklad:
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Current Opinion in Structural Biclogy
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8 bodovych mutaci:
2 katalytické zbytky
1 vazajici substrat

5 remodelace katalyticke
smycky
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