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1. Uvod
Biokataliza podrazumijeva upotrebu prirodnih tvari, do-
bivenih iz bioloških izvora i stanica živih organizama, za 
ubrzavanje kemijskih reakcija.1 Bezbrojne kemijske tran-
sformacije koje se odvijaju u svakoj živoj stanici omogu-
ćene su djelovanjem stotina i tisuća proteina – prirodnih, 
visokoselektivnih biokatalizatora koji se nazivaju enzimi. 
Biokataliza omogućuje odvijanje biokemijskih reakcija br-
zinom prikladnom za održavanje života, zbog čega je od 
neizmjerne važnosti za opstanak živog svijeta.2 Biokataliza-
tori u praksi mogu biti enzimi te mikroorganizmi ili cijele 
stanice koje sadrže enzime. U ulozi industrijskih biokatali-
zatora najširu primjenu imaju upravo enzimi, s obzirom na 
to da predstavljaju katalitički aktivnu komponentu cijelih 
stanica.3 Raznolikost potencijalnih enzima za provedbu 
katalize danas je vrlo velika, a dopunjavaju je katalitičke 
RNA te antitijela.4

Primjena biokatalize, odnosno reakcija kataliziranih enzi-
mima datira još od davnina, kad su ljudi enzime upotre-
bljavali za proizvodnju hrane poput sira te alkoholnih napi-
taka bez znanja o pozadini procesa.5,6 Danas o biokatalizi 
treba razmišljati samo kao o katalizi, jer se može reći da 
biokataliza predstavlja samo još jedan skup reakcija u svi-
jetu organske kemije koji omogućuje sintezu željenih mo-
lekula.7,8 U svojem djelovanju biokataliza isprepliće i spaja 
znanja iz područja biokemije, organske kemije, mikrobio-
logije i molekularne biologije, što je čini pravim primjerom 
održive interdisciplinarne grane znanosti i tehnologije.2

Cilj ovog rada bio je istaknuti važnu ulogu koju enzimi već 
imaju, ali i mogućnosti koje pružaju kao biokatalizatori u 
industrijskim procesima. Rad pruža pregled tehnološkog 
napretka u područjima kao što je molekularna biologija, 
koja omogućava brže i učinkovitije prilagođavanje bioka-
talizatora za upotrebu u industriji. Također, navedene su 
već postojeće primjene enzima u industriji da bi se ista-
knula njihova važnost. Uz naglasak na prednostima koje 
biokataliza pruža u industriji, rad ističe i izazove s kojima 
se susreću stručnjaci u tom području. Ovaj rad pridonosi 
boljem razumijevanju postojeće situacije primjene enzima 
u industriji, ističe perspektive tehnološkog napretka u tom 
području te ukazuje na važnost rješavanja izazova da bi se 
potaknuo daljnji razvoj industrijskih biokatalitičkih proce-
sa.

1.1. Enzimi – prirodni katalizatori

Enzimi su prirodni katalizatori. Po strukturi su bjelančevine 
ili proteini, a organizirani su u četiri strukturne razine po-
čevši od linearnog lanca aminokiselina. Aktivnost enzima 
ovisi o njihovoj pravilno složenoj trodimenzionalnoj struk-
turi (slika 1), a konformacijske promjene do kojih može 
doći zbog promjene uvjeta u kojima se proteini nalaze 
mogu dovesti do njihove deaktivacije odnosno denatura-
cije.9 Enzimi su biokatalizatori u gotovo svim biokemijskim 
reakcijama koje se odvijaju unutar živih stanica.10 Imaju 
sposobnost sinteze ili razgradnje tvari prema potrebi. Žive 
stanice sadrže mnoge enzime čija je funkcija provedba 
brzih kemijskih reakcija u svrhu transformacije molekula. 
Na primjer, jedna ljudska stanica za obavljanje svih svojih 
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funkcija upotrebljava i do 75 tisuća enzima.11 Enzimi su 
visokorazvijene biomakromolekule koje u svim živim sta-
nicama služe za izvođenje točno određenog zadatka vrlo 
učinkovito i vrlo precizno.1 S obzirom na to da su evoluirali 
u fiziološkom okruženju, optimalnu katalitičku aktivnost, 
izvrsnu selektivnost i maksimalnu stabilnost imaju u uvjeti-
ma atmosferskog tlaka, sobne temperature i neutralne pH 
vrijednosti.12,13 Dobro se otapaju u vodi i smatraju se zele-
nim katalizatorima.14

Slika 1 – 3D struktura enzima halogenhidrin-dehalogenaze (za 
generiranje strukture upotrijebljen je Maestro, Schrö-
dinger, LLC, New York, NY, 2023.)

Fig. 1 – 3D structure of the enzyme halohydrin dehalogenase 
(the structure was generated using Maestro, Schröding-
er, LLC, New York, NY, 2023.)

Navedena svojstva izazivaju interes, ali predstavljaju i pre-
preku njihovoj industrijskoj primjeni, jer su zbog njih osjet-
ljivi na uvjete drugačije od optimalnih. Visoka temperatu-
ra i tlak, granični pH uvjeti, prisutnost organskih otapala i 
površinski aktivnih tvari čine njihovo katalitičko djelovanje 
nepouzdanim.15,16 Topljivost enzima u vodi znači da ih nije 
jednostavno izdvojiti iz reakcijske smjese i ponovno upo-
trijebiti, što predstavlja njihov nedostatak.17 Danas se razvi-
jaju i primjenjuju različite metode i tehnologije da bi sve 
prednosti enzima bile maksimalno iskorištene, ali i da bi se 
savladali svi njihovi nedostatci, pa je moguće primijeniti ra-
zličite metode imobilizacije u svrhu olakšavanja izdvajanja 
enzima iz reakcijske smjese12 ili primijeniti rekombinantnu 
DNA tehnologiju da bi se poboljšala njihova katalitička 
svojstva. U tablici 1 dan je pregled prednosti i nedostataka 
enzima kao katalizatora.

Enzimi se prema vrsti katalizirane reakcije dijele u šest 
glavnih skupina: oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, 
liaze, izomeraze i ligaze. Oksidoreduktaze su enzimi koji 
kataliziraju reakcije oksidacije i redukcije koje zahtijevaju 
prijenos elektrona ili atoma. Transferaze kataliziraju pri-
jenos funkcionalne skupine s donorske na akceptorsku 
molekula, hidrolaze kataliziraju reakcije hidrolize, a liaze 
reakcije adicije ili cijepanje veza. Izomeraze kataliziraju 
reakcije konverzije jednog izomera u drugi, a ligaze katali-
ziraju stvaranje kovalentne veze između molekula.18

1.2. Enzimi i zelena kemija

Rastom svijesti o okolišu postalo je očito da treba mijenjati 
procesne tradicionalne kemijske sinteze, odnosno kemij-
sku industriju koja ima značajan utjecaj na okoliš. Iz tog 
razloga su Anastas i Warner 1998. godine razvili koncept 
zelene kemije.19 Iznijeli su 12 načela koja omogućavaju 
značajan razvoj održive, ali i ekološki prihvatljive kemije, 
a samim time i kemijske industrije. Usvajanje tih načela 
predstavlja vrlo velik izazov za kemijsku industriju, jer za-
htijeva redizajniranje proizvodnih procesa, što podrazumi-
jeva dodatne troškove s neizvjesnim ishodima.20 Upravo 
zbog rastuće potrebe razvoja zelenih alternativa postoje-
ćim kemijskim procesima i metodama, kemijska industrija 
zasigurno će sve češće primjenjivati biokatalizu.21,22

U dobu zelene revolucije velika prednost biokatalize nad 
tradicionalnom kemijskom katalizom je priroda njezina 
glavnog resursa i najvećeg aduta – enzima. Superiorna se-
lektivnost (regio-, stereo- i enantioselektivnost), velika spe-
cifičnost, omogućavanje novih i kraćih sintetskih puteva 
koji se bez upotrebe enzima ne mogu provesti, aktivnost 
u blagim reakcijskim uvjetima (fiziološki pH, temperatura i 
tlak okoline) zbog čega je moguće izbjeći toksične reakcij-
ske reagense,23–25 samo su neke od prednosti enzima pred 
kemijskim katalizatorima. Zahvaljujući navedenim svojstvi-

Tablica 1 – Prednosti i nedostatci enzima kao katalizatora
Table 1 – Advantages and disadvantages of enzymes as catalysts

Prednosti
Advantages

Nedostatci
Disadvantages

Visoka selektivnost, 
posebno enantio- i 
regioselektivnost
High selectivity, 
especially enantio- and 
regioselectivity

Identifikacija i modifikacija 
enzima potrebnog za specifičnu 
reakciju je dugotrajan i često skup 
proces
Identification and modification of 
an enzyme required for a specific 
reaction is a time-consuming and 
often expensive process

Velika katalitička 
aktivnost – ubrzavanje 
reakcija i do 1012 puta
Great catalytic activity – 
reactions accelerate up to 
1012 times

Podložni deaktivaciji

Susceptible to deactivation

Velika učinkovitost
Great efficiency

Često prisutna inhibicija
Inhibition often present

Blagi reakcijski uvjeti 
(pH 5 – 8, atmosferski 
tlak, 20 – 40 °C)
Mild reaction conditions 
(pH 5–8, atmospheric 
pressure, 20–40 °C)

Ograničena upotreba jer procesi 
često zahtijevaju reakcijske uvjete 
u kojima su enzimi nestabilni
Limited use because processes 
often require reaction conditions 
in which enzymes are unstable

Biorazgradivost

Biodegradability

Proizvodnja enzima je često 
skupa; podložni su denaturaciji
Enzyme production is often 
expensive; they are susceptible to 
denaturation
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ma enzima, u biokatalitičkim procesima često nastaju ma-
nje količine nepoželjnih nusprodukata i problematičnog 
otpada u odnosu na tradicionalne kemijske sinteze.26 Sama 
činjenica da razvoj i upotreba biokatalizatora ne zahtijeva-
ju upotrebu metala koji se prebrzo iscrpljuju iz Zemljine 
kore stavlja biokatalizu na visoko mjesto poželjnih alterna-
tiva za tradicionalne kemijske katalize.27 U današnje vrije-
me upotreba enzima za provedbu održivih procesa postaje 
sve važnija, a biokataliza predstavlja i jedan od načina za 
postizanje ciljeva održivog razvoja i implementaciju zelene 
kemije u industrijske procese s maksimalnim iskorištenjem 
resursa uz minimalno stvaranje otpada.28 Još jedna velika 
prednost enzima je da se dobivaju iz jeftinih obnovljivih 
izvora te da su biorazgradivi.29 U usporedbi s tradicional-

nom kemijskom katalizom, biokataliza je u svojoj prirodi 
održiviji i zeleniji pristup, što potvrđuje i ispunjavanje go-
tovo svih načela zelene kemije (tablica 2).

Ovdje treba napomenuti da sama prisutnost biokataliza-
tora u kemijskom procesu ne podrazumijeva održivost 
procesa.30 U svrhu određivanja održivosti procesa danas se 
sve više teži primjeni studija kao što su procjene životnog 
ciklusa (engl. Life Cycle Assessment, LCA)28 koje u obzir, 
osim reakcije, uzimaju i podrijetlo supstrata, proizvodnju 
katalizatora i transport, ali isto tako i isporuku proizvoda 
i konačno odlaganje. To u praksi znači da se prilikom ra-
zvoja bioprocesa treba voditi računa o cijelom procesu, od 
početka do kraja, da bi se ispunili zahtjevi proizvodnog 
tržišta.31

Tablica 2 – Ispunjavanje načela zelene kemije primjenom biokatalize32,33

Table 2 – Fulfillment of the principles of green chemistry using biocatalysis32,33

Načelo zelene kemije
Green Chemistry Principle

Način ispunjavanja načela primjenom biokatalize
How the principles of green chemistry are fulfilled using biocatalysis

1. Prevencija otpada
Waste prevention

Smanjuje upotrebu organskih otapala te znatno smanjuje nastanak otpada
Reduces the use of organic solvents and significantly reduces waste generation 

2. Ekonomija atoma

Atom economy

Često je moguće postići bolju ekonomiju atoma jer nastaje manje 
nusprodukata nego u kemijskim procesima
Often possible to achieve better atom economy since fewer by-products are 
formed than in chemical processes

3. Manje štetnih materijala

Less hazardous materials

Uz eliminaciju organskih otapala, eliminira i uporaba teških metala kao 
katalizatora, stanice i enzimi su biorazgradivi
Elimination of organic solvents and the use of heavy metals as catalysts; cells 
and enzymes are biodegradable

4. Sigurniji produkti

Safer products

Nema velik utjecaj jer to načelo ovisi o produktima reakcija, ne o samom 
procesu
Has no significant impact because this principle depends on the reaction 
products, not on the process itself

5. Sigurnija otapala i pomoćne tvari
Safer solvents and auxiliary chemicals

Najčešće se kao otapalo koristi voda
Water is often used as a solvent

6. Energetska učinkovitost
Energy efficiency

Blagi reakcijski uvjeti, što zahtjeva manju potrošnju energije
Mild reaction conditions which require less energy consumption

7. Obnovljive sirovine
Renewable feedstocks

Enzimi su obnovljivi
Enzymes are renewable

8. Izbjegavanje nepotrebnih procesa 
derivatizacije
Reduced derivatisation

Ne zahtijeva zaštitu funkcionalnih skupina i povezane korake zaštićivanja 

Protection of the functional groups and related protection steps are not required
9. Kataliza

Catalysis
Enzimi su katalizatori 
Enzymes are catalysts

10. Pretvorba produkata u neškodljive nakon 
prestanka djelovanja
Conversion of products into harmless ones 
after cessation of activity

Nema velik utjecaj jer ovo načelo ovisi o produktima reakcija, ne o samom 
procesu 
Has no significant impact because this principle depends on the reaction 
products, not on the process itself

11. Analiza procesa u realnom vremenu

Real-time analysis

Ovo načelo ovisi o procesu i može se primijeniti u dizajnu biokatalitičkih 
procesa 
This principle depends on the process and can be applied in the design of 
biocatalytic processes

12. Sigurnija kemija, produkti i procesi

Safer chemistry, products, and processes

Blagi reakcijski uvjeti i eliminacija uporabe štetnih organskih otapala za 
posljedicu imaju općenito sigurnije procese
Mild reaction conditions and elimination of the use of harmful organic solvents 
generally result in safer processes
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2.  Molekularna biologija – revolucija za 
biokatalizu

Uspješna primjena enzima kao industrijskog biokatalizato-
ra zahtijeva ekonomičnu proizvodnju i dostupnost priklad-
nog enzima koji će imati visoku aktivnost, specifičnost i 
stabilnost.34 Zbog osjetljivosti enzima i gubitka ili promjene 
svojstava i aktivnosti u uvjetima različitim od prirodnih, 
primjena enzima in vitro predstavljala je glavnu prepreku 
njihovoj široj industrijskoj upotrebi.35 Revoluciju uporabe 
enzima omogućio je napredak u područjima biotehnologi-
je i molekularne biologije, posebice sekvencioniranja DNA 
i RNA, proteinskog inženjerstva, bioinformatike te razvo-
ja rekombinantne DNA tehnologije.36–38 Zahvaljujući tom 
napretku, danas je uobičajeno prilagoditi svojstva enzima 
ciljanim procesima da bi zadovoljili zahtjeve industrijske 
primjene,7,39–41 uključujući poboljšanu aktivnost, specifič-
nost i enantioselektivnost, veću termostabilnost te bolje 
podnošenje organskih otapala.34,42 Prema tome, upotreba 
enzima više ne ovisi toliko o razvoju novih procesa i/ili mo-
difikaciji postojećih. Osim optimiranja enzima za primjenu 
u industrijskim procesima, navedeni napredak omogućio 
je i prilagodbu enzima za uporabu u prisutnosti njima ne-
prirodnih supstrata, pa čak i provođenje reakcija koje u 
prirodi ne postoje.28,39 Miller i sur.8 nazvali su to trostru-
kim partnerstvom, između prirode koja daje “nacrte” za 
enzimsku katalizu, kemičara koji razmatraju nefiziološke 
supstrate te proteinskih inženjera koji mogu promijeniti i 
poboljšati svojstva enzima.

Procjenjuje se da je u prirodi prisutno nekoliko milijuna ra-
zličitih enzima, od kojih svaki katalizira specifičnu reakciju, 
ali ih je identificiran i okarakteriziran tek mali broj.38 Upra-
vo je to jedna od najvećih prepreka s kojom se biokataliza 
susreće od svojih početaka; identifikacija, ali i modifikacija 
enzima.23,32 Iz tog razloga je došlo do razvoja (meta)geno-
mike, sekvencioniranja genoma pojedinačnih organizama 
koji se nalaze u heterogenoj mikrobnoj zajednici i identi-
fikacije pojedinačnih gena i njihovih funkcija.43 Napredak 

u tehnologiji sekvencioniranja omogućio je eksponencijal-
no povećanje broja sljedova dostupnih u javnim bazama 
podataka,44 a usporedba dostupnih sljedova sa sljedovima 
enzima poznatih svojstava primjenom računalnih alata 
omogućuje pronalazak homolognih sljedova koji upuću-
ju na postojanje sličnih svojstava.45,46 Nakon pronalaska 
željenog slijeda, metode rekombinantne DNA tehnologi-
je odnosno ekspresija željenih gena u stanicama domaći-
na (slika 2) kao što je Escherichia coli ili Bacillus subtilis 
omogućuju testiranje enzima u laboratoriju. Razdoblje 
rekombinantne DNA tehnologije započelo je 70-ih godi-
na prošlog stoljeća,42 a ta tehnologija predstavlja primjenu 
molekularno-genetičkih metoda koje omogućuju mijenja-
nje nasljednog materijala stanice – genoma. Omogućuje 
izolaciju gena iz jednog organizma i njegovu ugradnju u 
genom drugog organizma koji se uobičajeno naziva stanica 
domaćin.47 Vrlo često se kao stanica domaćin upotrebljava 
bakterija E. coli48 jer je dobro istražena i jednostavno ju je 
uzgojiti u laboratoriju, te na taj način dobiti veće količine 
željenog enzima znatno brže i jednostavnije (slika 2). Prvi 
komercijalni proizvod dobiven primjenom rekombinantne 
DNA tehnologije bio je ljudski inzulin, davne 1982. go-
dine.47,48 I u tom slučaju je gen koji kodira ljudski inzulin 
bio ugrađen u genom nepatogene bakterije E. coli, koja 
je zatim upotrijebljena za proizvodnju ljudskog inzulina. 
Ista metoda kasnije je primijenjena i za proizvodnju drugih 
terapeutskih proteina, poput interferona, hormona rasta i 
sl.47 Razvoj rekombinantne DNA tehnologije omogućio je i 
povećanje koncentracije željenog enzima u stanicama do-
maćina jer se provodi prekomjerna ekspresija, što je izni-
mno važno s obzirom na to da divlji sojevi mikroorganiza-
ma proizvode enzime u malim koncentracijama koje nisu 
industrijski iskoristive.42

Drugo područje molekularne biologije, pored rekombi-
nantne DNA tehnologije, koje je znatno utjecalo na sve 
češću primjenu biokatalize je proteinsko inženjerstvo.41 
Priroda je nepresušan izvor enzima: postojećih, ali još 
neotkrivenih, no isto tako i novih enzima koji se u priro-

rekombinantna DNA
recombinant DNA

transformacija rekombinantne 
DNA u stanicu domaćina

transformation of recombinant 
DNA in host cells

rast uspješno transformiranih stanica 
na čvrstom hranjivom mediju

growth of successfully transformed cells 
on a solid nutrient medium

uzgoj dovoljnog broja  
stranica u maloj kulturi

growing a sufficient number  
of cells in a small culture

razbijanje stanica
cell lysis

izolacija i 
pročišćavanje 

proteina

protein isolation 
and purification

prekomjerna 
ekspresija proteina 
u velikoj kulturi
protein 
overexpression in 
a large culture

Slika 2 – Transformacija rekombinantne DNA u stanicu domaćina i prekomjerna ekspresija pro-
teina

Fig. 2 – Transformation of recombinant DNA in the host cell and protein overexpression
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di stalno pojavljuju zbog potrebe razgradnje nepovoljnih 
komponenata okoline poput antibiotika ili pesticida, ili 
zbog novih umjetnih tvari prisutnih u okolišu koje pružaju 
nove izvore hrane.49 Ti novi enzimi nastaju prirodnim pu-
tem, evolucijom – promjenom, umetanjem ili brisanjem ili 
rekombinacijom aminokiselina u slijedu za pojedini prote-
in. Jedna od metoda proteinskog inženjerstva je usmjerena 
evolucija koja oponaša prirodnu evoluciju, ali na ubrzan 
način u laboratoriju50 te primjenjuje nasumične mutacije 
slijeda aminokiselina u svrhu poboljšanja funkcije enzima 
(slika 3).49 Usmjerena evolucija predstavlja iterativni proces 
u kojem se ponavlja proces generiranja mutacija, čime se 
dobiva zbirka varijanti i selekcije onih varijanti koje po-
kažu poboljšana svojstva sve dok se ne dobije varijanta s 
optimalnim svojstvima.50 Primjenjujući taj pristup, moguće 
je doći do mutacija koje se ne nalaze u blizini aktivnog 
mjesta enzima, a mogu imati znatan utjecaj na promjenu 
svojstava enzima.8 Velika prednost te metode je da nije 
potrebno nikakvo znanje o strukturi enzima ili aktivnom 
mjestu. Osim usmjerene evolucije, za poboljšanje svoj-
stava enzima pa čak i za dizajn novih enzima, moguće je 
primjenjivati i metodu racionalnog dizajna proteina (sli-
ka 3). Za provedbu metode racionalnog dizajna proteina 
potrebno je poznavati slijed aminokiselina u linearnom 
lancu, ali i strukturu proteina jer je potrebno utvrditi koje 
aminokiseline treba promijeniti da bi došlo do promjene 
željenog svojstva enzima. Metodom usmjerene evolucije 
dobivaju se nasumične mutacije, dok se racionalnim diza-

jnom provodi ciljana mutageneza.51 Računalni dizajn en-
zima moguće je provesti na dva načina, na temelju slijeda 
aminokiselina i na temelju strukture.52 Dizajnom na teme-
lju slijeda aminokiselina predviđaju se potencijalna mjesta 
za provedbu mutacija koje će dati nove varijante enzima 
sa željenim svojstvima.53,54 Dizajn na temelju strukture 
provodi se na temelju samo jednog od svojstava enzimske 
reakcije: reakcijskih koraka kemijske transformacije, pro-
cesa vezanja supstrata i otpuštanja produkata ili enzimske 
konformacijske dinamike, jer je za svako od tih svojstava 
potreban drugačiji pristup i, posljedično, drugi algoritam.40

Razvoj biokatalizatora može se odvijati na dva načina: kroz 
pronalazak i dizajn.55 Prvi način podrazumijeva pronalazak 
novih enzima u prirodi, a drugi modifikaciju poznatih enzi-
ma biokemijskim principima uz mogućnost primjene raču-
nalnih metoda.55 Nativni enzimi, oni pronađeni u prirodi, 
najčešće se ne mogu upotrebljavati u svojem prirodnom 
obliku u industrijskim procesima, jer kao takvi rijetko mogu 
postići potrebnu selektivnost, specifičnost, katalitičku učin-
kovitost i stabilnost.34,56 Prema tome, često je nakon otkrića 
novog enzima potrebno primijeniti proteinsko inženjerstvo 
u svrhu poboljšavanja njegovih svojstava. Osim sad već 
tradicionalnih, metode usmjerene evolucije i racionalnog 
dizajna proteina, razvijene su i druge metode modifika-
cije i dizajna enzima poput dodatka nestandardnih (ne-
kanonskih) aminokiselina koji omogućuje nove funkcije 
enzima.55,57 Dizajn i inženjerstvo enzima uz dodatak ne-

RACIONALNI DIZAJN
RATIONAL DESIGN

USMJERENA EVOLUCIJA
DIRECTED EVOLUTION

potreban gen iz divljeg 
tipa organizma
wild-type parent gene 
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a priori structural information 
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konstruirana varijanta enzima
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poboljšana varijanta enzima
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Slika 3 – Usporedba usmjerene evolucije i racionalnog dizajna proteina
Fig. 3 – Comparison of directed evolution and rational protein design
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standardnih aminokiselina novo je područje biokatalize, 
koje se brzo razvija.40 Dodatak takvih, strukturno i funk-
cionalno različitih, nekanonskih aminokiselina omogućuje 
postizanje novih i drugačijih konfiguracijskih struktura, što 
posljedično otvara cijeli niz novih mogućnosti upotrebe i 
dizajna enzima.58,59 

Napredak bioinformatike i metoda umjetne inteligencije 
doveli su i do mogućnosti predviđanja 3D strukture en-
zima na temelju poznatog slijeda aminokiselina.28 U tu 
svrhu primjenjuju se softveri poput AlphaFold 2.60 Predvi-
đanje 3D strukture enzima na taj način omogućava bolje 
razumijevanje svojstava enzima, što u konačnici omogu-
ćava njihovu modifikaciju na racionalan način. Uz uvjet 
poznavanja slijeda aminokiselina pojedinog enzima, danas 
je moguće provesti i internetsku narudžbu sintetskog gena 
koji će odgovarati željenom proteinu i biti prilagođen za 
ekspresiju u željenom organizmu (npr. E. coli ili Saccha-
romyces cerevisiae).40,46 Zahvaljujući velikom napretku bio-
informatike, evolucije enzima i uvećanja procesa, do novih 
otkrića se dolazi brže nego ikad prije; sve se brže otkriva-
ju novi enzimi koje je moguće i prilagoditi za primjenu u 
kemijskoj sintezi te se, zbog svega toga, može reći da se 
nalazimo u “zlatnom dobu” biokatalize.61

3. Primjena enzima u industriji
Najranije primjene enzima datiraju još od starog vijeka kad 
su se mikroorganizmi upotrebljavali u proizvodnji hrane i 
pića, uključujući sir, kiselo tijesto, pivo i ocat.5 Iako izvori 
enzima mogu biti stanice biljaka, životinja ili mikroorga-
nizama, u počecima su se u industriji uglavnom upotre-
bljavali sirovi pripravci enzima ekstrahirani iz tkiva biljaka i 
životinja. Do promjene je došlo sredinom 20. stoljeća zbog 
razvoja tehnologije fermentacije i industrijske mikrobiolo-
gije. Od tad se sve više upotrebljavaju mikrobni enzimi. 
Biljni i životinjski enzimi još uvijek imaju neke niše pri-
mjene,1 ali više od 50 % industrijski upotrijebljenih enzima 
danas proizvode mikrobni sojevi,34 što je posljedica jedno-
stavnosti uzgoja mikroorganizama i njihove dostupnosti, ali 
i razvoja tehnologije rekombinantne DNA.

Tijekom proteklih nekoliko desetljeća primjena enzima 
proširila se s prehrambene industrije na druge industrije, 
od kemo-enzimske sinteze kemikalija do proizvodnje no-
vih biogoriva.34 Danas enzimi imaju široku primjenu u ra-
znim biokemijskim procesnim industrijama, organskim sin-
tezama, proizvodnji kemikalija, medicini i farmaceutskoj 
industriji te u proizvodnji hrane, kozmetike, tekstila i papi-
ra.13,62 Upotreba enzima u industriji obuhvaća proizvodnju 
mliječnih proizvoda, hidrolizu škroba, proizvodnju pića 
(vino, pivo, koncentrati voća), proizvodnju i pročišćava-
nje tekstila, proizvodnju papira, kozmetike i medicinskih 
proizvoda, razne kemijske sinteze od kemikalija široke 
potrošnje, pa sve do finih i farmaceutskih kemikalija te 
proizvodnju biogoriva i obradu otpadnih voda.2,28,63,64 Do-
datno, enzimi svoju primjenu nalaze i u novorazvijenim 
industrijskim sektorima, kao što je proizvodnja biosenzora, 
gdje su od neizmjerne važnosti zbog svoje visoke specifič-
nosti za ciljane biomarkere.65 U tablici 3 dan je skraćeni 
pregled industrija u kojima se enzimi upotrebljavaju te nji-
hove primjene.

Možda najveću važnost danas enzimi imaju u različitim ke-
mijskim sintezama, što uključuje i farmaceutsku industri-
ju, odnosno proizvodnju lijekova. Iako se tradicionalnom 
kemijskom katalizom postižu visoka iskorištenja, njezina 
selektivnost nije niti približna selektivnosti koju postižu 
enzimi.66 Enzimi pokazuju nekoliko vrsta selektivnosti. 
Enantioselektivni su, što znači da djeluju samo na jedan 
enantiomer. Regioselektivni su, što znači da djeluju samo 
na jedan reakcijski centar u molekuli. Kemoselektivni su, 
što znači da djeluju samo na jednu funkcionalnu skupinu 
u molekuli. Upravo su zbog navedenih svojstava enzimi 
nezamjenjivi u farmaceutskoj industriji, gdje se upotreblja-
vaju u proizvodnji kiralnih lijekova i spojeva, kao i u sintezi 
enantiomerno čistih kemikalija.23,33 Sinteza kiralnih mole-
kula reakcijama kataliziranim enzimima može se smatrati 
začetnikom interesa farmaceutske industrije za biokatali-
zu. Različiti enantiomeri mogu imati različito djelovanje, 
pa je zbog učinkovitosti i sigurnosti liječenja preporučljiva 
uporaba čistog enantiomera umjesto racemata.67 Enzimi 
mogu proizvesti kiralne produkte iz prokiralnih supstrata, 
a isto tako mogu i razlikovati različite enantiomere, reagi-
rajući samo s jednim oblikom molekule, te su zbog toga 
vrlo važni za sintezu enantiomerno čistih spojeva. Otprilike 
56 % aktivnih farmaceutskih sastojaka su kiralne moleku-
le, pa je iz tog razloga potrebno proizvoditi homokiralne 
lijekove.68,69 Blagi reakcijski uvjeti biokatalize uz visoku 
selektivnost enzima smanjuju ili u potpunosti eliminiraju 
mogućnosti izomerizacije, racemizacije i epimerizacije ki-
ralnih intermedijara,56 što enzime čini idealnim katalizato-
rima u sintezi kiralnih molekula. Upravo je porast potra-
žnje za biofarmaceuticima i širenje farmaceutske industrije 
pokretač modernog tržišta biokatalize i biokatalizatora, što 
potvrđuje sve veći broj publikacija i patenata vezanih za 
biokatalitičke metode upravo u farmaceutskom sektoru.70

4.  Biokemijsko-inženjerski pristup u 
biokatalizi

Biokataliza se u usporedbi s tradicionalnom kemijskom ka-
talizom smatra zelenom i održivom tehnologijom, ali bez 
ekonomske isplativosti ne može se očekivati njezina šira 
primjena u industriji.33,71 Primjena biokemijskog inženjer-
stva može predstavljati veliku korist za daljnji razvoj bio-
katalize. To uključuje primjenu modeliranja,72,73 metoda 
za optimiranje procesa,74–76 a također i primjenu metoda 
za ekonomsku procjenu procesa još u ranom stadiju ra-
zvoja.77–79 Metodologija koja uključuje modeliranje može 
se primjenjivati u svrhu definiranja prostora za pronalazak 
optimalnog rješenja,80,81 može smanjiti troškove i skratiti 
vrijeme razvoja s obzirom na to da simulacije mogu pove-
ćati razumijevanje procesa,73,82,83 a može imati i povoljan 
utjecaj na kvalitetu produkta.84 Farmaceutska industrija 
ulaže više novaca u istraživanje i razvoj procesa koji ne 
budu odobreni nego u uspješne procese;85 razvoj lijeka 
koji uspije doći do faze kliničkih istraživanja u prosjeku 
traje 10 – 15 godina i pri tome se potroši 1 – 2 milijarde 
dolara, a unatoč tome 90 % ih ne bude odobreno za pro-
daju,86,87 što ilustrira važnost potrebe smanjenja troškova i 
vremena razvoja industrijskih procesa. Iz tog razloga, bilo 
koja metodologija koja može biti primijenjena za evalua-
ciju procesnih alternativa i koja može ubrzati razvoj može 
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imati važan učinak. Iako je primjena reakcijskog inženjer-
stva uobičajena u kemijskoj i naftnoj industriji, njezina veća 
primjena u farmaceutskoj industriji tek se očekuje.88 Reak-
cijsko inženjerstvo već se dugo primjenjuje kao učinkovita 
i djelotvorna metodologija za razvoj i određivanje veličine 
reaktora za sintezu vrijednih industrijskih kemikalija kemij-
skom sintezom.88 Istu metodologiju moguće je primijeniti 
i na biokatalitičke reakcije. Iako cjelokupni podatci nisu 
uvijek dostupni, procjena troškova također bi trebala biti 
napravljena u ranom stadiju razvoja projekta.89 Simulacije i 
model procesa moguće je primjenjivati za analizu i procje-

nu odgovarajućih operacijskih uvjeta u ranoj fazi razvoja, 
čime je moguće smanjiti broj potrebnih eksperimenata.90 
Cilj optimizacije procesa treba predstavljati kompromis 
između nekoliko ciljnih funkcija koje uključuju iskorište-
nje na produktu, volumnu produktivnost, specifičnu pro-
duktivnost, koncentraciju produkta, produktivnost enzima 
itd.,78 što nije moguće postići bez opsežnog eksperimen-
talnog rada i primjene modeliranja. Primjenjujući modele, 
moguće je brže i jeftinije optimizirati reakcije. Primjenom 
interdisciplinarnog pristupa koji povezuje kemiju, biolo-
giju i inženjerstvo moguće je ubrzati razvoj biokatalize.91 

Tablica 3 – Enzimi u industriji i njihova primjena34

Table 3 – Enzymes in industry and their applications34

Industrija
Industry

Enzimi
Enzymes

Primjena
Application

Prehrambena
Food

Amilaze

Amylases

Proizvodnja glukoznog sirupa; pečenje kruha; bistrenje sokova; 
proizvodnja piva
Production of glucose syrup; bread baking; juice clarification; beer 
production

Proteaze
Proteases

Prerada sireva i mesa; proizvodnja keksa; proizvodnja piva
Cheese and meat processing; production of biscuits; beer production

Pektinaze
Pectinases

Proizvodnja voćnih sokova; proizvodnja vina
Production of fruit juices; wine production

Lipaze
Lipases

Zrenje sira; pečenje kruha; modifikacija masti u uljima
Cheese ripening; bread baking; modification of fats in oils

Laktaze
Lactase

Prerada mliječnih proizvoda s ciljem uklanjanja laktoze
Processing of dairy products to remove lactose

Farmaceutska
Pharmaceutical

Penicilin-acilaze
Penicillin-acylase

Proizvodnja derivata penicilina
Production of penicillin derivatives

Lipaze, nitrilaze, nitril-hidrataze, 
amidaze, oksidoreduktaze, transaminaze
Lipases, nitrilases, nitrile hydratases, 
amidases, oxidoreductases, transaminases

Proizvodnja optički čistih spojeva kroz kinetičku rezoluciju, 
dinamičku kinetičku rezoluciju itd.
Production of optically pure compounds through kinetic resolution, 
dynamic kinetic resolution, etc.

Tekstilna
Textile

Amilaze
Amylases

Uklanjanje škroba iz tkanine
Removal of starch from fabric

Celulaze
Cellulases

Pranje trapera, omekšavanje tekstila
Washing denim, softening textiles

Lakaze
Laccases

Izbjeljivanje trapera, obrada otpadnih voda
Denim bleaching, wastewater treatment

Peroksidaze
Peroxidases

Uklanjanje viška boje
Removing excess dye

Katalaze
Catalases

Uklanjanje zaostalog vodikova peroksida
Removal of residual hydrogen peroxide

Papirna
Paper

Celulaze/hemicelulaze
Cellulases/hemicellulases

Poboljšana sposobnost izbjeljivanja
Improved bleaching power

Celulaze
Cellulase

Proizvodnja papira
Paper production

Amilaze
Amylases

Smanjenje viskoznosti škrobnih premaza
Reduction of viscosity of starch coatings

Lakaze
Laccases

Izbjeljivanje, uklanjanje lignina
Bleaching, lignin removal

Biorafinerija
Biorefinery

Celulaze/hemicelulaze
Cellulases/hemicellulases

Razgradnja lignoceluloznih materijala za proizvodnju etanola
Degradation of lignocellulosic materials for ethanol production

Lipaze
Lipases

Proizvodnja biodizela
Biodiesel production
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Proteinsko i procesno inženjerstvo nude komplementar-
na rješenja za problem razvoja procesa, te ih je potrebno 
primjenjivati istodobno.92,93 Kao što je ranije spomenuto, 
primjenom proteinskog inženjerstva moguće je znatno po-
boljšati svojstva enzima, uključujući kinetičke parametre94 
koji u osnovi određuju ishod procesa, a razvojem kinetič-
kih modela procesa moguće je odrediti usko grlo procesa 
(engl. bottleneck) koje može usmjeriti potrebne modifika-
cije enzima. Istraživanja prilikom razvoja kinetičkih mode-
la upućuju na moguće inhibicije ili deaktivaciju enzima,95 
a proteinski inženjeri takve informacije mogu iskoristiti za 
poboljšanje svojstava enzima. Također, kinetički modeli 
mogu omogućiti podešavanje koncentracije enzima od-
nosno njihove aktivnosti u stanicama.96,97 Iako su takva 
istraživanja tek u začetcima, pokazuju velik potencijal za 
daljnji razvoj biokatalitičkih procesa i njihovu uspješnu im-
plementaciju u industriju.

4. Zaključak
Biokataliza pokazuje velik potencijal za primjenu u indu-
striji, posebice u kemijskim procesima koji iskorištavaju 
njihova izvrsna svojstva, poput izvanredne enantio- i re-
gioselektivnosti, velike aktivnosti i učinkovitosti. Najočitiji 
razlog za sve češću primjenu biokatalize može se pripisati 
rastućoj svijesti o potrebi očuvanja okoliša i o iscrpljivanju 
prirodnih resursa, jer biokataliza ispunjava veliku većinu 
načela zelene kemije. Među ostalim, omogućuje procese u 
kojima nastaje manje nusprodukata i, posljedično, otpada, 
jer su iskorištenja reakcije velika te procese koji se provo-
de u blagim reakcijskim uvjetima, što osigurava smanje-
nu potrošnju energije. Iako postoje biokatalitički procesi 
u industrijskim razmjerima, što svjedoči i o ekonomskom i 
o ekološkom interesu za te procese, biokatalitički procesi 
još uvijek nisu ispunili svoj puni potencijal. Uspješna pri-
mjena enzima kao industrijskog biokatalizatora zahtijeva 
ekonomičnu proizvodnju i dostupnost prikladnog enzima. 
Velik problem industrijskih procesa su potrebni uvjeti koji 
se često znatno razlikuju od optimalnih uvjeta koje enzimi 
imaju u živim stanicama. Stoga je za postizanje željenih 
rezultata procesa potrebno posebno odabrati ili čak i mo-
dificirati odabrani biokatalizator te primijeniti reakcijsko 
inženjerstvo da bi proces bilo moguće optimirati. Primje-
nom reakcijskog inženjerstva moguće je ubrzati razvoj bi-
okatalitičkih procesa, ali isto tako i usmjeriti potrebne mo-
difikacije enzima te pružiti nužne informacije proteinskim 
inženjerima za poboljšanje svojstava enzima. Prema tome, 
da bi se razvoj novih industrijskih biokatalitičkih procesa 
ubrzao, potrebno je primijeniti interdisciplinarni pristup, a 
posebice se to odnosi na proteinsko i procesno inženjer-
stvo koja nude komplementarna rješenja za problem ra-
zvoja procesa.
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SUMMARY
Biocatalysis in the Age of the Green Revolution

Laura Glavinić, Nevena Milčić, Zvjezdana Findrik Blažević, and Martina Sudar*

In the era of the Green Revolution, awareness of the necessity to develop more sustainable alter-
natives to traditional industrial processes is growing. Nearly all industrial processes utilise catalysts 
that are nondegradable and potentially harmful to the environment. On the other hand, biocat-
alysts are enzymes – molecules evolved in a physiological environment – that are entirely biode-
gradable. Under mild reaction conditions such as physiological pH, room temperature, and pres-
sure, they exhibit their highest catalytic activity and efficiency. Biocatalysis has been utilised since 
ancient times in the production of food items such as cheese, sourdough, beer, wine, and vinegar, 
without the knowledge of the background of the process. Over the last few decades, its industrial 
application has also increased, especially in the production of medicines and chemicals. All the 
advantages of biocatalysts, such as their high selectivity, high specificity toward substrates, and 
biodegradability, have been acknowledged. It is becoming increasingly evident that biocatalysis 
represents one of the key means to accomplish Sustainable Development Goals and to implement 
green chemistry in industrial processes, maximising the use of resources while minimising waste 
generation. Even though biocatalysis aligns with almost all green chemistry principles, and the 
potential of biocatalysts is experiencing exponential growth through the evolution of innovations 
and technological advancements, the mere presence of a biocatalyst in a chemical process does 
not imply sustainability of the process. The environmental acceptability, as well as the economic 
viability of the process need to be demonstrated as early as possible in its development by moni-
toring various metrics to save both time and money. 
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