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Scientific Review

Biotehnologija v tekstilnih procesih plemenitenja
1. del: Encimi, industrija in okolje

Pregledni znanstveni ¢lanek

Clanek obravnava danasnjo uporabo encimov v industrijskib procesih tekstilnega plemenite-
nja ter ob nfthovem intenzivnem znanstvenem razvofu kompleksno opozarja na obstojece apli-
kativne probleme in cilje v pribodnje.

Po razloZeni strukiurno — funkcionalni aktivaosti encimov, njibovem tebnoloSkem postopku
pridobivanja in vlogi genetskega inZeniringa so podane ekoloske in ekonomske prednosti njibo-
ve industrijske uporabe. Sledi podrobnejsi opis moZnosti uporabe encimov v posameznib po-
stopkih tekstilnega plemenitenja in njihov znanstventi razvoj. Pregled je ustnerjen tako na posa-
mezne postopke v obdelavi naravnib viaken kot tudi na proe poizkuse obdelave sinteticnib via-
ken. Opisani so obstojeci problemi klasicnib plemenitilnih postopkouv, od predobdelave, beljenja
in barvanja do plemenitenja/apretivanja, ter predstavljene moZnosti za vkljucitev encimskib
postopkov. Podrobneje so opisana nova spoznanja na posameznih viaknib in fazah encimskega
plemenitenja; poseben poudarek je na razvoju novih encimouv, primernib za njihovo obdelavo,
novih encimskib postopkib, njihovib prednostib in slabostib, predvsem poskodbe viaken in Ziv-
lienjska doba oz. ostala aktivnost encimov na tkanini. Podrobneje so opisani alternativni ieh-
noloski postopki za doseganje posebnib konénib ucinkov na povrsini thanine. Po krajsem opisu
razvoja novib, izjemno stabilnib encimov in njihovib prednostib fe opozorjeno na obetavno
uporabo biotehnologije v tekstilno obdelovalnib postopkib in perspektivo njibovega razvoja v
pribodnje. _

Kljuéne besede: tekstilno plemenitenje, biotebnologija, encimi, ekologija, raziskave in razvoj

Biotechnology in Textile Finishing Processes
Part 1. Enzymes, Industry and Environment

The authors investigate today's use of enzymes in industrial textile finishing processes and in
view of their intense scientific development point to the existing application problems and ob-
Jectives.

The explained structural — functional activity of enzymes, the technological process of their
obtaining and the genetic engineering are followed by ecological and economical benefits of
their industrial usage and then by a detailed description of possibilities of using enzymes in
particular processes of textile finishing and their scientific development. The review includes
individual procedures of natural fibres treatment and the first trials of synthetic fibres treat-
ment. The existing problems of standard finishing processes, from pretreatment, bleaching and
dyeing to finishing and the possibilities for incorporating enzymatic processes are presented.
New achievements regarding individual fibres and enzymatic processes phases are described in
detail; a special empbasis is put on development of new enzymes, new enzymatic processes,
their advantages and disadvantages, and above all on damages of fibres and on the lifetime of
enzymes, i.e. their remaining activity on fabric. Alternative technological processes for achie-
ving special final effects on a fabric surface are described in detail. After a short description of
development of new extremely stable enzymes and their advantages the authors point to promi-
sing usage of biotechnology in textile processing processes and to the prospect of their future
development.

Keywords: textile finishing, biotechnology, enzymes, ecology, researches and development
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1.0 UvoD

Tako kot so devetnajsto stoletje v tekstilni industriji
zaznamovale inovacije iz kemije (nova barvila, nove
apreture in nova viakna), elektrotehnika in kontrolni
inZeniring, je bila v dvajsetem stoletju v ospredju fizi-
ka, ki je z zmogljivej§im racunalniSkim programira-
njem in novimi eksperimentalnimi tehnikami pripo-
mogla k boljfemu razumevanju fizikalno-mehanskih
lastnosti vlaken ter z vnaprej$njim predvidevanjem od-
nosa med sestavo, strukturo in kvalitativnimi lastnost-
mi omogocila kreiranje novih tekstilnih sistemov {11,
Na prehodu v tretje tisocletje pa postajajo vedno bolj
pomembna predvsem tri znanstvena podrodja; nano-
struktura, informacijska znanost in molekularna biolo-
gija, ki z intenzivnim razvojem skudajo preoblikovati
tudi tekstilno-tehnoloske procese plemenitenja in raz-
viti nove proizvode s specifitnimi in novimi (posebni-
mi} podrodji uporabe [21. Najpomembnej$o viogo ima-
ta nedvomno encimska in genska tehnologija (bioteh-
nologija), ki skupaj s tekstilnim plemenitenjem, tekstil-
no kemijo in technoloskim procesom ustvarjata nove
t.i. hio-tekstilije,

Takine spremembe so rezultat tako vedno vedje po-
trebe po prestrukturiranju in reorganizaciji tekstilne
industrije 2] kot vedno vegjih ekoloskih zahtev, stro?-
jih okoljevarstvenih predpisov in zakonov [3] ter eko-
lodke osvedcenosti potrodnikov zaradi negativiega vpli-
va industrijske aktivnosti na okolje. Poleg kakovosti
proizvoda imata vedno pomembnej$o vlogo njegova
humano-toksikoloska in ekolo$ka neoporecnost in
proizvodni proces, ki stoni na Eistih, energetsko in
materialno varénih tehnolo$kih postopkih.

V tekstilni industriji se zaradi visoke porabe vode
(Nemdija 1997: okrog 40 milij. m3), energije (vetina
procesov s¢ odvija pri visokih temperaturah, okrog 90 °C)
in kemikalij (alkalij, kislin, soli, barvil, organskih halo-
genidov, tenzidov) v klasi¢nih kemicnih procesih ple-
menitenja v zadnjih desetih letih tako intenzivno preu-
¢ujejo alternativni procesi, predvsem procesi, ki z iz-
kori¢anjem naravnih virov uporabljajo neagresivne in
ekolodko popolnoma ¢iste spojine, t.j. »bio-pomoZna
sredstva« - encime in mikroorganizme 4], § pravilno
uporabo encimov namre¢ lahko obdutno zmanjfamo
porabo vode, energije in izhodnih surovin brez nasta-
janja stranskih odpadnih produktov ter s tem omogo-
¢imo ustvarjanje ekonomsko donosnejega in ekolos-
ko sprejemljivej$ega procesa.

Biotehnologija ob svojem naglem razvoju in istofa-
snih ekolodkih in ekonomskih vplivih tako nedvomno
prehaja v svoje najbolj razburljivo obdobje izkori$¢anja
in uporabe v Stevilnih industrijskih procesih. To je tu-
di vzrok za povezovanje $tevilnih univerz in raziskoval-
nih indtitutov z raziskovalno-razvojnimi ekspertnimi
skupinami v industriji v zmeraj nove raziskovalno-apli-
kativne projekte.

TEKSTILEC, 2002, let. 45, st. 5.6, str. 124-132

2.0 ENCIMI, STRUKTURNOC-FUNKCIONALNI ODNOS

2.1 Opredelitev

Encimi (gr. zymae - droZi) ali fermenti (lat.) so be-
ljakovine Zivih celic, sposobne katalizirati biokemijsko
reakcijo, zaradi ¢esar jih imenujemo tudi bio-kataliza-
torji (gr. bio- Zivljenjski oz. biolo$ki, katalizator ~ pos-
pesSevalec kemi¢ne reakcije). Encimi torej spreminjajo
(cepijo ali hidrolizirajo oz. tvorijo ali sintetizirajo) ke-
micne vezi drugih spojin, ne da bi se pri tem sami po-
rabili ali spremeniti. [5, 0]

Beljakovine so temeljne sestavine celic Zivih organiz-
mov, saj kot katalizatorji sodelujejo v skoraj vseh Zivijenj-
sko pomembnih procesih (kemijskib pretvorbah) tako,
da z zniZevanjem aktivacijske energije pospedujejo posa-
mezne reakcije ali omogodajo njihov potek. Vsak encim
deluje specifiCno (stereo- in regio- specifiéno), kar po-
meni, da je prilagojen za natan¢no doloteno funkcijo.

2.2 Kemicna zgradba
Beljakovine in encimi

Beljakovine so polimeri 20-ih razli¢nih in s peptidno
(amidno) vezjo (C~-N) medsebojno povezanih L-z-amino-
kislin (-NH-CHRyx—CO-NH-CHRy_;-CO-), ki predstay-
ljajo njihovo primarno strukturo 13 61, Za aminokisline
sta znailni amino (-NH,) in karboksilna (-COOH) sku-
pina, vezani na istem ogljikovem atomu v L-konfiguraciji,
ter stranska veriga z razliénimi funkcionalnimi skupina-
mi, kot jih imajo razli¢ni alifatski ali aromatski ostanki,
Nekaj enostavnih primerov a-aminokislin in njihovo tri-
vialno poimenovanje (poimenovanje, skrajsano na prve
tri Crke celotnega imena ali eno samo &rko) je prikaza-
nih na sliki 1. Za q-aminokisline je znatilna asimetri¢na
ali opti¢na aktivnost: pri njihovi laboratorijski sintezi na-
staja racemat, medtem ko se v Zivih organizmih nahajajo
izkljuéno v L-konfiguraciji; nasprotno D-a-aminokisline
niso bioloSko aktivne in so Skodljive.

(|3H2-COOH !CHa—(|3H—COOH
NH, SH  NH,

p-merkapto-a-aminopropionova
kislina cistein (Cys) [C]

amino-ccetna kislina
glicin (Gly) [G]

Q— CHE—?H»»COOH

NH,

a-amino-f-fenilpropionova kislina
fenilalanin {Phe) [F]

Slika 1: Primeri L-a-aminokislin z njihovim kemiénim ime-
nom, tri-Grkovno oznako (v okroglem oklepaju) in eno-¢r-
kovno kodo (v oglatem oklepaju) [5 7]
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Prostorsko orientacijo (konformacijo) polimerne ve-
rige aminokislin pojasnjujejo sekundarna, terciarna in
kvartarna struktura [8, 9 10],

Posamezni segmenti polipeptidne verige se med se-
boj intramolekularno povezujejo s sekundarnimi neko-
valentnimi vezmi (vodikovimi, van der Waalsovimi,
elektrostati¢nimi in hidrofobnimi vezmi) v - za vsako
beljakovino specifi¢no tridimenzionalno (3D) komplek-
sno strukturo (terciarno strukturo) — globulo s preme-
rom od 5 do 50 nm (sl. 2-a). Poznani so razliéni princi-
pi izgradnje taks$ne strukture, odvisno od prisotnosti
stranskih verig. Pri beljakovinah je najpomembnejia a-
vijacnica (a-belix), pri kateri se peptidne verige zvijajo
v obliki spirale okrog valja tako, da so posamezne
-NH, in -COOH skupine razporejene ena nasproti
druge v dolofenem razmiku, obi¢ajno v razmiku 3,6
aminokislinskih ostankov na zavoj. Pri drugi, cikcaka-
sto nabrani ali nagubani strukturi (imenovani /-
strukturda) so posamezne polipeptidne verige, ki lahko
teCejo v nasprotni ali isti smeri, vzporedne in povezane
z vodikovimi vezmi. Globularni proteini vsebujejo raz-
licne kolicine teh dveh struktur in tudi posamezne dele
neurejene strukture. Filamentarni proteini, takien je
npr. kolagen, ki ima tri polipeptidne verige, ovite dru-
go okrog druge tako, da so nepolarne stranske verige
usmerjene v notranjost, polarne stranske verige pa se
nahajajo na povrdini molekule in so odgovorne za nje-
no topnost (tvorijo vodikove vezi z molekulami topila).

Elementi sekundarne strukture v globularnih protei-
nih so: krajdi ali dalj$i e-heliksi, podrodja nagubane
povrsine oz. fi-strukture in posamezni deli neurejene
strukture (sl 2-b). Terciarna struktura upoSteva pro-
storsko razvrstitev stranskih verig, ki jo opredeljujejo
sistemati¢no razporejene aminokisline, spiralni poli-
peptidni segmenti in intramolekularna povezovanija ter
sestoji iz dolo¢enega Stevila prostorskih podrodij oz.
»domens. Pri dalj§ih polipeptidnih verigah (>180 ami-
nokislin) se le-te nabirajo v dveh, treh ali §tirih dome-
nah. Kvartarno strukturo vzdrZzuje intermolekularno
povezovanje vec polipetidnih verig. Stabilnost kvartar-
ne sirukture je odvisna od njihovega medsebojnega
delovanja ~ interakcij (morebitne prisotnosti koenci-
ma) in zunanjih pogojev (1, pH, topilo).

Pri ve€ini industrijsko uporabnih encimov se okoli
25 % vseh aminokislinskih ostankov nahaja v ¢-vijalni-
ci, ki je sestavljena obi¢ajno iz 12-ih aminokislin in
ima na povrdini makromolekule encima hidrofilne
stranske verige.

V nevtralnem pH obmodju se proste aminokisline
nahajajo kot dipolarni ioni z negativao nabito karbok-
silno (-COO7) in pozitivao nabito amino (-NH;*) sku-
pino. Kisle aminokisline vsebujejo dodatno vezan-o/e
~COOH skupin-o/e in dajo molekuli beljakovine nega-
tiven naboj, bazi¢ne aminokisline pa vsebujejo dodat-
no vezan-o/e ~NH, skupin-o/e in dajo molekuli belja-
kovine pozitivni znadaj.
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Slika 2: Slikovni prikaz (a) 3D-strukture in (b) prostorske
razporeditve makromolekule encima [71z (1) neurejenimi
podrogji, (2} a-vijatnico in (3} f-strukturo

Proteini in proteidi

RazliCne mozne kombinacije 20-ih aminokislin daje-
jo skoraj neomejeno Stevilo razli¢nih Zivalskih in rast-
linskih beljakovin z relativno molekulsko maso M, od
5.000 do nekaj 100.000. Racionalna klasifikacija belja-
kovin danes 3e ni popolna, zato jih delimo splono v
dve skupini: enostavne beljakovine ali proteine in se-
stavljene beljakovine ali proteide (holoproteine). Pro-
teini se nadalje delijo v globularne ali sferoproteine
(albumini, globulini, histoni, protamini), za katere je
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natilna okroglasta oblika molekul in topnost v vodi
r v ogrodne ali skleroproteine (keratini, elastini, glu-
ni, kolageni), za katere je znalilna pravilna zgradba
pitastih molekul in netopnost v vodi. Proteidi so
.kompleksi, sestavljeni iz beljakovinske komponente
3-'(apoproteina ali apoencima), ki izbira substrat in pro-
steticne skupine (kofaktorja ali koencima), ki doloca,
katera reakcija bo potekla; glede na to skupino lodi-
mo: kromoproteine, nukleoproteine, glikoproteine, li-
i)oproteine in metalproteine.

. Po takdni razdelitvi so encimi obifajno sestavljene
beljakovine ali proteidi, ki jih lahko sestavlja tudi do
nekaj 100 razliénih aminokislin in katerih zaporedje
dolo¢a strukturo in specifi¢no delovanje posameznega
‘encima. Nekateri encimi so sicer sestavijeni samo iz
_beljakovinskega dela (apoencima), vedina pa jih potre-
" bujejo za svojo aktivnost dodatno vezano prostetiéno
skupino (kofaktor), ki je labko neka anorganska (Fe?t,
“Mn2t, Cu?t, Zn?t, itd) in/ali neka kompleksna or-
.ganska molekula (koencim). Na encim mocno in traj-
_no vezan kofaktor imenujemo prostetitna skupina, ka-
talitiéno aktiven encim s kofaktorjem pa holoencim. (6]

2.3 Razdelitev in nomenklatura

- Pravila za nomenklaturo in razdelitev encimov 6 9],
ki jo je leta 1961 uvedia Komisija za encime pri med-
narodni zvezi za biokemijo (International Union Siir
Biochemie, IUB), opredeljujejo vsak dovolj dobro oka-
akteriziran encim z oznakama EC in specifi¢no klasifi-
acijsko Stevilko. To je pet Stevilk, od katerih prva ite-
ilka oznaduje njegovo glavno skupino, ostale dve $te-
ilki njegove podskupine in Cetrta $tevilka njegovo se-
sko Stevilo znotraj druge podskupine. Npr. encim [i-
za 7 oznako EC 3.1.1.3: skupina hidrolaz, podskupi-
karboksil-ester hidrolaze in glicerol-ester hidrolaze.

lmena encimov imajo obidajno kontnico -aza (amila-
A, celulaza, proteaza), njihovi razgradni produkti pa
_konénico -oza (dekstroza, maltoza, glukoza, celuloza),

ede na specifi¢nost bickemijskega procesa (vrsto ka-
ke reakcije) pa encime delimo v $est glavnih sku-
ki se nadalje delijo v podskupine oz. pod-podskupi-
dvisno od vrste nastanka ali cepitve kemijske vezi:

ksidoreduktaze (EC 1}: encimi, ki s prenosom
dika ali elektrona delujejo v procesih oksidacije in
dukcije (AH, + B < A + BH,, Me?t & Me%); delu-
'_0 na -CRH-OH in ~CRH~NH, skupine ter aldehi-
Delijo se na 8tiri podskupine: debidrogenaze (al-
'hbldehidrogenaza), oksidaze (omogolajo prenos
dika ali elektrona na molekularni kisik; citokro-
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moksidaze, glukozaoksidaze, peroksidaze), bidroksi-
laze (fenilalanin-4-hidroksilaze), oksigenaze (uvajajo
kisik v spojino; mono/diftri-oksigenaze) in redukiaze.

2. Transferaze (EC 2): katalizirajo prenos atomske
skupine med molekulama - donorjem in akceptor-
jem (AB + C < A + CB); prenos ogliikove skupine,
aldehidnih ali keto skupin, sladkorja ter spojin, ki
vsebujejo N, P ali 8.

3. Hidrolaze (EC 3): katalizirajo reakcijo hidrolize
(AB + H,0 < AOH + BH); cepijo esterske vezi (nu-
kleaze), glikozidne- (glikozidaze), peptidne- (pro-
teinaze, peptidaze), C-N (amidaze), C-C, haloge-
ne- ali P-N vezi ob vezanju vode.

4. Liaze (EC 4): nehidrolitsko katalizirajo reakcije eli-
minacije ob tvorbi dvojne vezi (AB ¢ A + B) ali
reakcije adicije na dvojno vez. Glede na vrsto reagi-
rajoCe vezi se delijo na: C-C (karboksilaze, aldola-
ze), C-O (bidrataze), C~N in C-S vezi.

5. Izomeraze (EC 5}): katalizirajo prenos atomskih
skupin znotraj dolofene molekule iz enega mesta
na drugo (ABC < BAC); delujejo na ogljikovodike
(recemaze in epimeraze), interkonvertirajo proces
aldoza - ketoza (cis-trans izomeraze, intramolekul-
ske oksireduktaze) ali proces transferirajo (intramo-
lekulske transferaze — mutaze).

6. Ligaze - sintetaze (EC 6): tvorijo/sintetizirajo kova-
lentno vez med molekulami ob isto¢asni cepitvi viso-
ko encrgijske vezi (A + B + ATP « AB + ADP + P));
katalizirajo nastanek C-O, C-8, C-N in C~C vezi.

2.4 Delovanje encimov

Encimi so katalizatorji, ki pospesujejo posamezne
biokemijske reakcije oz. omogofajo njthov potek z
manjSo aktivacijsko energijo (energijo, ki dovede mo-
lekule v reaktivno stanje), pri femer ne postanejo del
kon¢nega produkta tak$ne reakcije, ampak se po za-
kljucku le-te sprostijo in lahko sodelujejo v naslednji
biokemijski reakciji. Aktivnost industrijskih encimov se
postopoma zmanjsuje do stopnje neuporabnosti, ki je
odvisna od procesa katalize in delovnih pogojev.

Za encime je znalilno specifitno delovanje [19], ¢j.
vsak encim izvaja le doloeno in edino funkcijo na
toéno dolofenem mestu substrata. Del encima, kjer
poteka kataliza, se imenuje aktivno mesto in sestoji iz
ozjega katalitiCnega centra in mesta vezave substrata
(slika 3). Aktivno mesto encima je zelo majhno in togo
(predstavlja le aminokislinski ostanek) ter odvisno od
celotne tridimenzionalne strukture encima. Encim ve-
Ze substrat ter ga dogradi ali pa razcepi na manjie mo-
Iekule. Delovanje encima najenostavneje razloZimo z
znanstveno potrjienim modelom kljua in kljuavnice:
aktivno mesto encima (kljutavnica) s toéno definirano
togo strukturo se lahko prilega le v za njega prilegajo-
o obliko substrata (kljud).

127



dr. Vanja Kokel; Simona Teodorovié, prof. bi.—ke.; izred. prof. dr. Vera Golob: Biotehnologija v tekstilnih procesih piemenitenja

Pogoj za takSen kontakt je ozko - prostorska medse-
bojna blizina encima in substrata, zaradi ¢esar je za
tak3no biokemi¢no reakcijo znatilna specifi¢na kineti-
ka, ki zahteva doloteno ravnovesje (difuzija, vezava).
Zaradi specifinega delovanja in vkljudevanja v proce-
se, ki jih katalizirajo, je uinkovitost encimov veliko
vidja pri uporabi surovih/Cistih materialov.

Kijuéavnica in kljué
lonska podrodfa

Substrat

Hidrofobna
podrodja

Encim

Slika 3: Mehanizem delovanja encima in primer cepitve
heksasaharidnega substrata z lizocimom

Kvantitativna opredelitev - kinetika razgradnje

Aktivnost encima 8] nam pove, koliko substrata so-
deluje v neki reakciji v dolofenem &asu in pri doloce-
ni koliCini encima, torej dolota hitrost reakcije. Aktiv-
nost encima je specifiCna in s termodinamicnega vidi-
ka odvisna od njegove sposobnosti zniZzanja aktivacij-
ske energije pri reakciji ter s tem omogotanja hitrejie
vzpostavitve ravnoteZja med nastalimi vmesnimi pro-
dukti. Posamezne stranske verige v aktivnem centru
beljakovine lahko sodelujejo v katalizi kot proton-ak-
ceptorske oz. kot proton-donorske skupine, npr. pri
kislinsko-bazni katalizi.

Po Michaelis-Mentenini teoriji substrat (S) najpre;
tvori z encimom (E) kompleks encim-substrat (ES), ki
omogoca katalizo reakcije in (pri tem lahko pride tudi
do nastanka kompleksa encim-produkt (EP)); slednii
za tem razpade na encim (E) in produkt (P). Kot je
razvidno iz diagrama spremembe aktivacijske energije
na sliki 4 je aktivacijska energija v vsaki posamezni fazi
katalizirane reakcije veliko niZja od nekatalizirane
reakcije, zaradi esar se hitrost reakcije poveda tudi za
108 - 1012. krat; ena encimska molekula fahko katalizi-
ra 10 - 103 molekul substrata na sekundo [5 13], Veza-
va substrata na encim je povezana s povecanjem ureje-
nosti 0z. s padanjem entropije, pri ¢emer se nastala
energijska poraba kompenzira s spremembo entalpije,
ki nastane pri tvorbi vodikovih vezi in pri hidrofobnih
interakcijah. Tak3ne nekovalentne interakcije so torej
odgovorne za nastanck vezne energije in poslediéno
za mo¢no zmanjSanje aktivacijske energije pri reakciji.
Ker se encim pri reakciji ne porabi, je sposoben po-
novno vstopiti v reakcijo s substratom:
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k, ks
S+E _ T ESTTTE+P kK >>k ()
k2

kq, ky, k3 - hitrostne konstante

Casovna odvisnost razgradnje substrata je opredelje-
na z naslednjo enacbo:

as g
V=40 = Ve K + 3] @
v - zaCetna hitrost reakcije

t — reakcijski ¢as
[S] - koncentracija substrata $

Kn ~ Michaelis-Mentenova konstanta
(karakteristika substrata)
Vinax — teoretiéno maksimalna hitrost razgradnje

(karakteristika substrata)

Enacba velja, dokler je reakcija v dinami¢nem ravnotes-
ju, kar pomeni, da je koncentracija ES nespremenjena.

brez katalizatorja

kataliza z encimoma

S+EZES 2EP2E + P

Energija

100
Kemiéna reakcija
80 4
60

40 4

204 S el

Encim

&

Substrat Kompleks Produkt

L
_

Slika 4: Diagram spremembe energije v encimsko kataliz-
ni reakciji (5. 8]
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abilnost encimov

Med priblizno 3200 [l do sedaj identificiranih enci-
nov je za vsakega znadilna specifitna katalitska aktiv-
nost, ki zahteva ustrezne delovne pogoje, predvsem
émperaturo in pH medij. Nasprotno, skrajni pogoji
bdelave povzrotijo razgradnjo tridimenzionalne struk-
ure encima — denaturiranje in posledi¢no vplivajo na
jegovo aktivnost. Vedina encimov namre¢ optimalno
leluje v temperaturnem obmodju med T = 30 - 70 °C
n v alkalnem pH mediju [7] (slika 5). Za dolo¢ene ke-
nijske aplikacije je razvitih Ze nekaj skrajno stabilnih
ncimov, ki so aktivni tudi pri precej vi§jih temperaru-
h (tudi do 100 °C). Sicer pa je stabilnost encima od-
yisna tudi od tlaka, mehanskega delovanja, prisotnosti
nevtralnih soli, organskih topil, glicerola, doloéenih li-
gandov itd.

100

80

60

40 A

Stabilnost .{%]

20

Y

Y

0 PRIDOBIVANJE INDUSTRIJSKIH ENCIMOV [9. 14]

ajboli produktivni proizvajalei encimov so mi-
organizmi. Za pridobivanje encimov uporabljajo
dvsem bakterijo Bacillus subtilis ali glivo Aspergil-
oryzde (preglednica 1) zaradi ugodnih in nezah-
ih pogojev razmnozevanja, visokilr proizvodnih
gljivosti in popolne neskodljivosti/nestrupenosti
judi; sicer pa so proizvajalci mikroorganizmov tudi
itni enoceli¢ni organizmi in alge. Za masovno
izvodnjo dolodenega encima je potrebno najprej s
entacijo ustvariti nekaj milijard izbranih mikroor-
lzmov. Proizvodnja nato poteka v reaktorju brez
obe in z vsebnostjo do 30 ton osnovnih surovin
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pod tofno dolofenimi pogoji; pH, temperaturo in tla-
kom. Ker po zakijulenem procesu ostane v reaktorju
velika kolitina neuporabljene hranilne snovi (nutrien-
ta), vode, mikroorganizmov in Se uporabnih encimov, je
potrebno lo¢evanje posameznih sestavin s pomo&jo fil-
tracije v velikem valju. Filter, previeden s tankim slojem
voska, omogoca penetracijo vode in encimov, medtem
ko se¢ hranilna snov in mikroorganizmi ujamejo na lep-
liivo povrdino voska. Za popolno lotitev encimov je po-
trebna $e serija drugih filtrirnib procesov in evaporacija.
Konéna oblika encima, tekofa oblika ali granulati, je od-
visna od njegove uporabe in Zelje kupca ter vpliva na
njegovo obstojnost pri skladitenju (encimi v obliki gra-
nulatov ostanejo aktivni 1-2 leti, encimi v teko¢i obliki
pa najvet eno leto}. Po konCanem proizvodnem postop-
ku se preostali mikroorganizmi unidijo s segrevanjem in
se skupaj z neporabljeno hranilno snovjo lahko upora-
bijo kot povrSinsko gnojilo na poljih.

3.1 Vloga genetskega inZeniringa {2 11]

Iskanje novih encimov, predvsem pa izoliranje dolo-
tenega encima, je zelo zahteven in dolgotrajen posto-
pek, saj lahko samo en mikroorganizem pri ustreznih
pogojih proizvede tudi ve¢ kot 1.000 razli¢nih enci-
mov. Ker encimi in beljakovine niso Zivi organizmi in
torej ne vsebujejo genov (zaporedja nukleinskih kislin,
DNK zaporedja), je za masovno proizvodnjo dolodene-
ga encima potrebna predhodna genska modifikacija
(transformacija) mikroorganizma, ki je nato sposoben
proizvesti veliko koli¢ino izbranega encima. Vsak posa-
mezni gen v genetskem materialu mikroorganizma vse-
buje namre kodo za proizvodnjo dolodene beljakovi-
ne ali encima in s tem nain njegovega delovanja.

Razvoj proteinskega inZeniringa v devetdesetih letih
se je izkazal kot visoko udinkovita metoda, uporabna
pri iskanju novih, po naravni poti spremenjenih enci-
mov in njihovi masovni proizvodnji, saj omogoéa za-
menjavo dolofenih aminokislin v encimu in njihov
prenos iz ene vrste celic v drugo oz. iz enega organiz-
ma v drugega. V zadnjem ¢asu razvit nov sistem kloni-
ranja ne zahteva predhodnega znanja o zaporedju nu-
kleinskih kislin v aktualnem encimu. Sistem omogoéa
kombiniranje heterolognih genov dolodenega mikroor-
ganizma § simultano zamenjavo-izmenjavo posameznih
detov DNK [?]; v zadnjih nekaj letih je samo Novozy-
mes na takSen nadin kloniral ve¢ kot 300 novih enci-
mov. Nadalje, poznavanje 3D-strukture proteinov (sli-
ka 2) omogoda natanden prikaz encima in s tem dolo-
Citev poloZaja posameznih aminokislin v prostoru. S
tak$nimi informacijami je omogoleno modeliranje in
vhaprejSnje napovedovanje funkcionalnih lastnosti en-
cima ob spremembi ene ali ved aminokislin. Cikli¢ni
potek ustvarjanja proteinov oz. proteinskega inZenirin-
ga je prikazan na sliki 6.
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e .( [zolacijia DNA
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}_

Genska banka )

Slika 8: Ciklus proteinskega modeliranja [°]

Uporaba genskega inzeniringa tako ob boljiem nad-
zoru kataliznega procesa (specifiénosti in uéinkovitosti
katalitske reakcije) omogoca proizvodnjo encimov z
vi§jo stopnjo istosti in kvalitativno spremenjenimi last-
nostmi (boijSo uéinkovitostjo, viSjo toplotno stabilnost-
jo, visjo aktivnostjo pri visjih pH vrednostih, vi§jo sta-
bilnostjo do tezkih kovin in oksidacijskih sredstev, dalj-
S0 Casovno stabilnostjo) oz. odstranitev neZelenih last-
nosti ter poslediéno vpliva na znizanje porabe izhodnih
surovin, energije in vode ter prina$a veliko ekoloiko
prednost tako za okolje kot za potrodnike. Na tr#idcu je
Zze razmeroma veliko genetsko modificiranih industrij-
skih encimov, kot so npr. proteazni encim Everlase™
{Novo Nordisk), amilazni encim Duramyl™ (Novo Not-
disk) ter Maltogenaza in Lipolaza (Novozymes). Od leta
1997 je samo Novozymes razvil Ze ve¢ kot 48 novih mi-
kroorganizmov, ki proizvajajo encim celulazo,

4.0 TEHNOLOSKA UPORABA ENCIMOV
IN EKOLOSKI POMEN

Svetovna industrija se danes srefuje z brezmejnim
izzivom, kako ob hitrem nara§fanju potreb prebivals-
tva za(ititi okolje. Isto¢asno je vse vedja okoljevarstve-
na zavest prebivalstva privedla do vedno bolj intenziv-
nega iskanja Cistejsih in ulinkovitejgih tehnologij, ki so
primarno usmerjene v:

~ (im manjie onesnaZevanje okolja,
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- razvoj varnih in distih tehnoloskih procesov ob

¢im manjsi porabi virov in energije ter

- razvoj manj nevarnih, ekolosko prijaznejSih in

encrgetsko u€inkovitejsih izdelkov.

V zadnjih deseiletjih se je uporaba encimov zelo raz-
mahnila saj predstavlja alternativno naravno reditev
tako za industrijsko tehnolodke kot za okoljske proble-
me. Zaradi njihovih prednosti, kot so moZnost nado-
mescanja agresivnih kemikalij, zniZanje visokib tempe-
ratur in tlaka v dolocenih procesih predelave ter s tem
zmanj$anja porabe vode in energije, predstavljajo re-
snitno podporo okolju, industriji in Zivijenjskemu
standardu. Kot popolnoma biorazgradljivi pa isto¢asno
ne ustvarjajo Skodljivih stranskih produktov niti v teh-
nolodkih procesih niti v vodnem okolju ter se kot del
narave, kjer jih mikroorganizmi zelo hitro razgradijo
na aminokisline, nadalje uporabijo pri izgrajevanju no-
vih Zivljenjskih struktur.

V preteklosti so se encimi uporabljali izkljuéno za
katalitsko transformacijo organskih spojin, tako v labo-
ratorijskih eksperimentih kot v industriji. Sirok razpon
in uporaba encimov predvsem v prehrambni industriji
in industriji tenzidov sta pripeljala do dana$nje upora-
be encimskih katalizatorjev tudi pri sintezi komplek-
snejsih molekul (npr. glikozatransferaz pri tvorbi ciklo-
dekstrinov iz enostavnih molekul $kroba ali oksidaz
pri sintezi indigo barvila) in v proizvodnji enostavnih
molekul (molekul barvila) ali pri selektivai cepitvi me-
Sanice ve¢ molekul. Tak$ne biologke reakcije so podpr-
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te s kiralnostjo (sposobnostjo suénosti [13]) aminoki-
slin, na osnovi katere se njuni enantiomeri razlikujeta
v bioloki aktivnosti (npr. ena stereoizomerna oblika
privede do Zelene kemiéne reakcije, druga pa ostane
nevtralna ali pa ima celo $kodljiv u¢inek). Neomejeno
tevilo kombinacij naravnih in industrijskih encimov
prinada velike moZnosti v razvoju novih encimov, kar
pa zahteva natan¢nej$e raziskave in primerno znanje
dolotanja reakcijske kinetike. Za aplikativno usmerje-
no encimologijo predstavlja pojasnjevanje relacij med
molekularno strukturo encimov in njihovim katalit-
skim delovanjem enega izmed najpomembnejsih izzi-
vov danadnjih raziskav.

Kot je pricakovati, bo encimska tehnologija sposob-
na zagotoviti nekaj tak3nih alternativ in uspesno za-
menjati kar nekaj kemilnih industrijskih procesov;
apr. v predelovanju kroba so encimi Ze dokaj uspe-
$no zamenjali modne kisline in visoke temperature.
Po predvidevanju vedine strokovnjakov sloni prihod-
nost industrijske proizvodnje izkljuéno na uporabi en-
cimov v vseh njenih fazah kljub njihovi razmeroma vi-
soko obdutljivi strukturi, ki otezuje tak$no vkljuceva-
nje; med danes poznanimi 3200 (1992 Pl industrij-
skimi encimi jih je le okrog 75 vklju¢enih v industrij-
ski proces [2]. Iskanje stabilnega encima oz metode
za stabiliziranje procesa je tako glavna domena danas-
njih znanstvenih raziskav.

4.1 Uporaba encimov v tekstilnih procesih
plemenitenja

Uporaba encimov v industrijskih tekstilnih procesih
sega v leto 1857, ko se je za odstranitev amiloznega
$kroba iz tkanine pred tiskanjem uporabljal sladni ek-
strakt [16]. Do leta 1912 je bila to Se zmeraj edina ko-
mercialno razpoloZljiva oblika encima diastaze. Leta
1900 je nemski Diaman Co., Miinchen predstavil Dia-
stafor, ki je bolj ulinkovito odstranil $krob in prepredil
poskodbe, nastale s sicer uporabljeno Zveplovo (V1) ki-
slino. Z razvojem rapidaz leta 1919 se je razvoj preu-
smeril izkljuéno na to vrsto encimoy, saj so bili sposob-
ni razgraditi Skrobne komponente v vodnih raztopinah.

Sele razvoj encimskega bio-infeniringa je omogodil
uéinkovito katalizno reakcijo pri razliénih pogojih ob-
delave, temperaturi, pH in koncentraciji elektrolita.
Do danes je tako razvitih Ze veliko industrijsko prila-
gojenih in komercialno razpoloZljivih encimskih pro-
duktov za tekstilno industrijo, saj spada med najvedje
industrijske onesnazevalce okolja. Zamenjava moc¢nih
ckolosko neprijaznih kemikalij, sulfidov in apna pri
obdelavi koZe in usnja s proteazo je npr. zmanjsala
porabo vode in energije za okrog 40 % in istofasno
izboljsala kakovost usnja. Leta 1913 je Réhm patenti-
ral metodo za pranje beljakovinskih madeZev s tkanin,
po kateri od leta 1960 proteazni encimi v prainih
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sredstvih uspesno nadomedcajo agresivine kemikalije;
po podatkih (1!} samo Danska s 5 milijonsko popula-
cijo zaradi znizanja temperature pranja od T = 60 °C
na T = 40 °C prihrani na leto energijo v vrednosti
40.000 ton premoga. Encimi pri tem ne ustvarjajo no-
benih stranskih produktov in torej ne onesnaZujejo
okolja. Z odkritjem celuiaz leta 1970 so fe-te uspesno
vklju¢ene v mnogih pralnih sredstvih.

Strokovnjaki, industrija in raziskovalci intenzivno
preucujejo nove industrijske postopke, ki bi bili nea-
gresivni tako za tekstilna vlakna kot za okolje. Najpo-
membnej$a zahteva vseh obdelovalnih operacij je od-
straniti tradicionalno »agresivno in ekologko neprijazno
obdelavo«, ki uporablja moéne alkalije, kisline, oksida-
cijska in redukcijska sredstva ter ustvariti novo r.i. »¢i-
sto obdelavo«. § tem namenom so bila v letth med
1985 in 1990 tudi ustanovljena Stevilna podjetja 111 12],
kot so Sunstar KK, Showa Denko KK, Kao Corpn, Proc-
ter & Gamble Co., Unilever, Novo Nordisk in druga.

Encimi so se izkazali zelo uporabni pri izbolj§anju
razli¢nih proizvodnih metod, predvsem pri predobde-
lavah in apretiranju tekstilij [4 9 14, 18] Celulaze so se
izkazale zelo uporabne pri apretiranju celuloznih tka-
nin, predvsem jeansa zaradi doseganja modnega stone-
washed videza in pri prepreitvi pilinga, izboljfanju
otipa in Cistosti barve bombaZa (bio-polishing). Katala-
ze s0 uporabue pri razgradnji vodikovega peroksida,
preostalega na bombaZu po beljenju, proteaze pa v
postopkih obdelave volne in pri degumiranju surove
svile. Poleg hidrolitskih encimov kot so celulaze, ami-
laze, pektinaze (bio-izkuhavanje) in proteaze (plemeni-
tenje volne) se vse holj preudujejo tudi moZnosti upo-
rabe ostalih encimov, predvsem oksidoreduktaz. Os-
novne moZnosti uporabe encimov v procesih tekstilne-
ga plemenitenja glede na visto uporabljenega encima
so prikazane v preglednici 1.

V evropski tekstilni industriji je uporaba encimov
danes Se zmeraj razmeroma nizka (razirjena je pred-
vsem uporaba encima amilaze pri odstranitvi $krobil-
nih sredstev ter celulaznih encimov v povrdinskih pro-
cesih naravnih viaken), medtem ko je encimska obde-
lava tekstilij iz naravnih vlaken v ZDA $iroko uporabna
Ze nekaj desetletij.

Poraba tekstilnih industrijskih encimov v ZDA je bila
leta 1997 ocenjena na 27,1 milijonov § in bi naj po
nekaterih pri¢akovanjih do leta 2006 z 2 % povpretno
letno rastjo dosegla tudi 32,4 milijona $ {16], TeZnja po
uvajanju encimskih procesov v ¢im ved fazah obdelave
tekstilnih vlaken ni usmerjena samo na naravina viak-
na, celulozna (bombaZ, viskoza, liocel, ...} in beljako-
vinska (volna, svila), temved se intenzivno usmerja tu-
di na podrodja sintetiénih vlaken (predvsem PES in
PAC). Pri tem moZnost uporabe encimov ne pomeni
samo njihovo vkljulevanje v procese plemenitenja,
temved tudi v procese ¢iséenja, predvsem pa razbarva-
nja odpadnih voda.
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Preglednica 1: Encimi, uporabni v procesih tekstilnega plemenitenja [4: 9, 16]

Oksido- Katalaze Micrococcus M. lysodeikticus | HoOado HaOin Qs | — antioksidacija po belje-.
reduktaze B. alkalophilus nju & HaOs _
Lakaze Bacilus M. thermophila | oksidativna polime- | ~ barvanje
Myceliophthora | F pinsitus rizacija aromatskih
Polyporous R. solani skupin
Rhizoctonia C. cinersus
Coprints
Hidrolaze Amilaze Bacifius B. subtilis kroba do mono- — razskrobljenje
- g-amilaze B. licheniformi saharidov {glukoz) ~ gospadinjsko pranje
— f-amilaze B. cereus in detagiranje v
keminem &id¢enju
Proteaze Bacillus B. subtilis beljakovin — degumiranje naravne
— amino-, di- Streptomyces 8. cereus do aminokislin svile
— karboksi- Aspergiilus B. megaterium — oplemenitenje volne
— endo-, ekso- Lactobacilus 5. griseus proti polstenju
— protein(d)- S. fradiae - doseganje bolise
- kisle A. niger obarvijivosti volne
- prolinaze A oryzae - alternativa za
karboniziranje volne
- doseganje razliénih
olipov
~ pri pranju tekstilij
Lipaze Muco M. javanicus maséob v glicerol in | — dodajanje
— endo-, ekso- mascobne kisline detergentom
— lipo- —~ kemiéno &i¢enje
Pekiinaze Aspergillus A. niger pektinov do - odstranjevanje
— endo-, ekso- monogalakturonskih pektinov iz bombaza
— pektin-ilaze, kislin
esteraze
Celulaze Trihoderma T, reesei celuloze do glukoze | - odstranjevanje
- nevlr., kisle, alkalne | Humicola T. viride nedistoé iz bombaza
- endo-, ekso- Peniciflium H. insolens — povedanje mehkobe
— gluko- Chrysosporium | P, verruculosu — obdelava povi§ine
~ hemi-, itd. C. lucknowense barvanega blaga
— dodajanje
detergentom
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