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CÍLE PRÁCE 

Teoretická část: 

 Vypracování literární rešerše na téma bromelain (jeho struktura, charakteristika, 

substrátová specifita, purifikace a vyuţití v průmyslu a lékařství).  

 Dále provedení rešerše na téma metody imobilizace proteinů na různé typy 

nosičů.  

 Imobilizace bromelainu na různé typy nosičů a jeho vyuţití v praxi.   

Experimentální část: 

 Cílem experimentální části byly různé metody imobilizace bromelainu na různé 

typy magnetických nosičů.  

 Charakterizace imobilizovaného bromelainu na magnetických nosičích, srovnání 

s volným bromelainem (vazebná kapacita, specifická aktivita, teplotní stabilita, 

funkční stabilita, stabilita při skladování, operační stabilita, pH optimum, 

hodnota Km). 

 Aplikace imobilizovaného bromelainu při stabilizaci vína. 
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1 ÚVOD 

Bromelain je cysteinová proteasa extrahovaná z ananasu z čeledi broméliovitých 

(Bromeliaceae). Pojem bromelain odkazuje rovnou na dvě proteasy, které mají řadu 

podobných vlastností, avšak liší se svou aminokyselinovou sekvencí a proteolytickou 

specifičností: kmenový bromelain (EC 3.4.22.32) získaný ze stonku ananasu a ovocný 

bromelain (EC 3.4.22.33) ze šťávy ananasu. Léčivé účinky ananasu, které jsou 

přisuzovány právě bromelainu, jsou řadu let uznávány v mnoha tradicích v Jiţní 

Americe, Číně a jihovýchodní Asii. Vykazuje protizánětlivé, antitrombotické, 

fibrinolytické a protirakovinné účinky, díky kterým je široce vyuţíván v lékařství. 

Vstřebává se do organismu bez významných vedlejších účinků, aniţ by ztratil svou 

proteolytickou aktivitu. Vzhledem ke svým vlastnostem se stal také průmyslově 

pouţívaným enzymem, a to v potravinářství při změkčování masa, v pivovarnictví, 

v textilním průmyslu a u mléčných a kosmetických výrobků.  

 Vzhledem k vysokým nákladům na izolaci a purifikaci enzymů a jejich častému 

vystavení extrémním podmínkám je běţné tyto enzymy imobilizovat. Imobilizace 

enzymů s sebou nese řadu výhod; ať uţ snadnou manipulaci s enzymem nebo jeho 

opětovné pouţití, tak i zlepšení vlastností enzymů, jako například zlepšení stability 

enzymů vůči pH, teplotě a denaturačním vlivům. V posledních letech je stále větším 

trendem imobilizace enzymů na magnetické částice, které jsou mechanicky odolné a lze 

je snadno ze směsi separovat pouţitím vnějšího magnetického pole. Proto jsme se 

zaměřili na imobilizaci bromelainu na magnetické celulosové mikročástice, na jeho 

charakterizaci se srovnání s volným bromelainem a také na jeho aplikaci při stabilizaci 

vína.  
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Bromelain 

Bromelain je souhrnný název pro skupinu blízce příbuzných proteolytických enzymů 

nalezených v tkáni rostliny čeledi broméliovitých (Bromeliaceae), z nichţ je 

nejznámější ananasovník chocholatý (Ananas comosus) (Benucci et al., 2011). Ananasy 

jsou pěstovány v několika tropických a subtropických zemích včetně Filipín, Thajska, 

Indonésie, Malajsie, Keni, Indie a Číny (Mondal et al., 2011). 

Aktivní extrakt bromelainu byl chemicky znám od roku 1876 (Mondal et al., 2011). 

Jeho první izolace je zaznamenána v roce 1891, chemik Vincente Marcano z Venezuely 

jej purifikoval z ananasu (Rowan et al., 1990). V roce 1892 Chittenden s pomocí Joslina 

a Meara bromelain důkladně prozkoumali a nazvali jako bromelian. Poprvé byl 

představen jako terapeutický doplněk v roce 1957 (Sree et al., 2012). 

Ananas byl vyuţíván v lidovém léčitelství jako léčivá rostlina a právě tyto léčivé 

účinky jsou připisovány bromelainu, který je součástí surového extraktu z ananasu. 

Vyuţíval se jako protizánětlivá látka u revmatoidní artritidy, při poranění měkkých 

tkání, zánětu tlustého střeva, chronické bolesti a astmatu (Mondal et al., 2011; Pavan et 

al., 2012). V současné době narůstá počet komerčních producentů bromelainu, jelikoţ si 

po celém světě rychle našel vyuţití v široké škále aplikací jak v lékařství, tak i  

v průmyslu, například v potravinářství, textilním průmyslu, pivovarnictví a  

u kosmetických a mléčných výrobků (Grzonka et al., 2007).  

2.1.1 Struktura bromelainu 

Extrakt z bromelainu obsahuje směs cysteinových endopeptidas a dalších sloţek, jako 

jsou fosfatasy, glukosidasy, peroxidasy, celulasy, glykoproteiny, sacharidy a další 

(Pavan et al., 2012). Tyto cysteinové proteasy jsou příbuzné s papainem (EC 3.4.22.2)  

z papainové superrodiny, která se skládá ze skupiny enzymů vykazující společný 

evoluční vztah (Cygler a Mort, 1997).  

Pod pojem bromelain lze zahrnout dvě cysteinové proteasy, které mají podobné, ale 

odlišné aminokyselinové sekvence, jakoţ i rozdíly v proteolytické specifičnosti a 

citlivosti k inaktivaci. Kmenový bromelain (EC 3.4.22.32) je nejhojnější proteasa 

získaná ze stonku ananasu (cca 80 % z celkového mnoţství proteas) a ovocný bromelain 

(EC 3.4.22.33), coţ je hlavní proteasa ve šťávě z ananasu (10 %). Označení bromelain  

u kmenového i ovocného bromelainu značí nejistotu ohledně toho, zda jsou tyto 
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proteasy rozdílné nebo jestli představují dvě formy stejného enzymu (Rowan a Buttle, 

1994). V kmenu ananasu se nachází další proteasy, ale v mnohem menším mnoţství, a 

to ananain (EC 3.4.22.31) a comosain. Tyto proteasy jsou také přítomny v kůře 

ananasovníku, v jádře, koruně a v listech, přičemţ nejvyšší proteolytická aktivita a 

obsah proteinů byli detekovány v extraktu z kmene ananasu (Rowan et al., 1990; Hale 

et al., 2005; Chobotova et al., 2010).  

Pomocí kapalinové chromatografie s vysokým rozlišením (FPLC) a dalších 

biochemických metod byly izolovány cysteinové proteasy ze surového extraktu  

z ananasu a později byly částečně nebo zcela sekvenovány a charakterizovány. Zahrnují 

hlavně glykosylované proteasy s různými proteolytickými aktivitami, molekulovou 

hmotností mezi 20 a 31 kDa a izoelektrickými body mezi 10 a 4.6 (Tab. 1) (Ritonja et 

al., 1989; Harrach et al., 1995; Lee et al., 1997 ; Harrach et al., 1998).  

V aminokyselinovém sloţení jsou mezi kmenovým bromelainem, ananainem a 

comosainem minimální rozdíly, jak je uvedeno v Tab. 2. U kmenového bromelainu patří 

mezi nejčastěji se vyskytující aminokyseliny alanin a glycin, na rozdíl od methioninu a 

histidinu, které jsou přítomny v minoritním mnoţství (Murachi et al., 1964; Ota et al., 

1964). Ve srovnání s anainem a comosainem se výrazně liší v počtu lysinu, argininu a 

isoleucinu (Napper et al., 1994). Ananain se skladá z 216 aminokyselinových zbytků, 

vykazuje vyšší hydrofobicitu v oblasti blízko His-157 a také má vloţenou sekvenci 

mezi zbytky aminokyselin 170 a 174. Tato vloţená sekvence se nenachází u kmenového 

bromelainu, jinak je jejich sekvence aminokyselin velice podobná (Lee et al., 1997).  

 

Tab. 1 Cysteinové proteasy z ananasovníku (Ananas comosus). 

 

Název Molekulová 

hmotnost 

(kDa) 

pI Sekvence Glykosylace Literatura 

Z kmene ananasovníku:  

Kmenový 

bromelain 

23,800  9,5 kompletně 

sekvenován (212 

AK) 

ano (Harrach et al., 1995) 

Ananain 23,464 >10 kompletně 

sekvenován (216 

AK) 

ne (Harrach et al., 1995; 

Lee et al., 1997) 

Comosain 24,500 >10 N-terminální 

sekvence 

ano  (Rowan a Buttle, 

1994) 

Z ananasu:      

Ovocný 

bromelain 

23,000 4,6 N-terminální 

sekvence 

ano (Maurer, 2001) 
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Tab. 2 Sloţení aminokyselin kmenového bromelainu, ananainu a comosainu (Napper et al., 

1994). 

 

Aminokyselina Kmenový 

bromelain 

Ananain Comosain 

Asp 18 19 18 

Thr 9 8 7 

Ser 17 18 17 

Glu 16 13 13 

Gly 22 24 25 

Ala 25 20 20 

Val 14 14 13 

Met 3 2 3 

Ile 17 14 12 

Leu 6 9 9 

Tyr 14 12 12 

Phe 6 5 7 

His 1 2 2 

Lys 15 11 10 

Arg 6 10 11 

Cys 7 7 7 

 

Comosain je proteasa, která se strukturálně a kineticky velmi podobá kmenovému 

bromelainu, zatímco od ananainu se značně liší. Nicméně byly zaznamenány rozdíly 

v aminokyselinovém sloţení (Rowan et al., 1988). Bylo zjištěno, ţe comosain má 

podobné sloţení sacharidů jako kmenový bromelain. Získaná data ohledně N-terminální 

sekvence aminokyselin ukazují na úzkou podobnost mezi comosainem, ananainem a 

kmenovým bromelainem (Napper et al., 1994). 

2.1.1.1 Kmenový bromelain 

Kmenový bromelain (EC 3.4.22.32) se řadí mezi cysteinové proteasy, coţ je skupina 

enzymů, jejichţ aktivita závisí na thiolové skupině (-SH) cysteinu. Vysoká koncentrace 

kmenového bromelainu je v ananasovém kmenu, coţ je odpadní produkt při zpracování 

ananasu. Díky tomu jsou náklady pro jeho extrakci nízké. Pro izolaci můţe být pouţito 

sráţení síranem amonným, iontově výměnná chromatografie a lyofilizace (Heinicke a 

Gortner, 1957; Devakate et al., 2009). Stejně jako ostatní cysteinové proteinasy patří  

do skupiny α+β bílkovin; jeho aminokyselinová sekvence má vysokou podobnost 

s papainem, aktinidinem (EC 3.4.22.1.4), proteinasou Ω (3.4.22.30) a chymopapainem 

(EC 3.4.22.6) (Ahmad et al., 2006).   

Kmenový bromelain tvoří jeden polypeptidový řetězec s 212 aminokyselinovými 

zbytky, z nichţ je 15 lysinů. Katalytické místo je tvořeno Cys-26 a His-158 (Xue et al., 

2010). Jeho neobvyklost spočívá v tom, ţe aminokyselinový zbytek His-158 není 
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zapojen v katalýze, a proto poskytuje jedinečnou příleţitost k příznivé a jednotné 

orientaci enzymu bez nutnosti jakýchkoliv úprav (Gupta et al., 2007). Bromelain se 

svými aminokyselinovými sekvencemi podobá papainu (Rao et al., 1998), ale  

oproti papainu a jemu podobným proteasam se liší nepřítomností Asn-175, dvěma 

sousedními aminokyselinovými zbytky a zmutovaným Ser-176 na Lys (Ritonja et al., 

1989). Tyto aminokyselinové zbytky lysinu nejsou zapojeny do katalýzy, ale poskytují 

moţnost pro chemickou vazbu (Xue et al., 2010). 

Kmenový bromelain obsahuje čtyři hexosaminy a 2,1 % sacharidů. Sacharidy nemají 

ţádnou významnou roli v katalytické funkci bromelainu (Murachi, 1964; Murachi et al., 

1964; Ishihara et al., 1979). Toto zjištění bylo potvrzeno Ota et al. (1964), který 

v purifikovaném kmenovém bromelainu detekoval 1,5 % sacharidů včetně šesti 

glukosaminů. Později Murachi et al. (1967) izolovali 30 mg glykopeptidů z 1 g 

kmenového bromelainu pomocí gelové filtrace ve snaze potvrdit přítomnost 

glykoproteinu. Murachi et al. (1967) a Yasuda et al. (1970) pomocí plynové 

chromatografie zjistili, ţe kmenový bromelain obsahuje manosy, fukosy, xylosy a 

glukosaminy v poměru 3:1:1:4. Scocca a Lee (1969) detekovali metodou 

automatizované boritanové chromatografie stejné oligosacharidy, ale v poměru 2:1:1:2. 

Celková molekulová hmotnost glykosylované formy kmenového bromelainu, nesoucí 

jeden oligosacharid o hmotnosti 1000 Da, je 23,8 kDa (Ishihara et al., 1979). Na Obr. 1 

se nachází teoretický 3D model kmenového bromelainu. 

 

 
Obr. 1 Teoretický 3D model kmenového bromelainu (převzato z https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=1w0q&template=main.html, staţeno dne 

3.1.2016). 
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2.1.1.2 Ovocný bromelain 

Ovocný bromelain (EC 3.4.22.33), původně nazvaný jako bromelin, je hlavní 

proteolytickou sloţkou v ananasu. Od kmenového bromelainu se liší jak specifičností, 

tak imunologicky. Na rozdíl od kmenového bromelainu se jedná o kyselý protein 

(Scocca a Lee, 1969). Surový ovocný bromelain se připraví z ananasu centrifugací, 

ultrafiltrací a závěrečnou lyofilizací (Corzo et al., 2012).  

Ovocný bromelain je glykoproteinová proteasa přítomná v ananasovém dţusu, která 

katalyzuje hydrolýzu uvnitř polypeptidového řetězce (Rowan a Buttle, 1994). I kdyţ byl 

objeven mnohem dříve neţ kmenový, biochemická charakterizace kmenového enzymu 

je popsána mnohem podrobněji (Harrach et al., 1998). Sloţení aminokyselin ovocného 

bromelainu ve zralých i nezralých plodech je uvedeno v Tab. 3.  

 
Tab. 3 Sloţení aminokyselin (%) ovocného bromelainu (Murachi, 1976). 

 

Aminokyselina Zralé ovoce Nezralé ovoce 

Lys 7,8 8,3 

His 1,4 1,3 

Arg 8,6 9,1 

Asp 29,8 29,8 

Thr 13,8 13,8 

Ser 32,2 32,0 

Glu 23,2 23,4 

Pro 11,6 12,0 

Gly 32,6 32,2 

Ala 23,8 24,4 

Cys 10,0 10,0 

Val 19,8 20,1 

Met 6,0 5,8 

Ile 16,4 16,2 

Leu 10,0 10,0 

Tyr 22,4 22,2 

Phe 7,6 8,0 

Trp 5,6 - 
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2.1.2 Charakteristika bromelainu 

Jak uţ bylo řečeno výše, bromelain se svým aminokyselinovým sloţením podobá 

papainu. Výrazná podobnost je taktéţ pozorována u mechanismu jejich účinku (Obr. 2). 

Nejprve se na nekovalentní vazbu naváţe volný enzym (a) a substrát, přičemţ se vytvoří 

komplex (b). Dalším krokem je acylace enzymu (c). Vzniká amin, kdy R'-NH2 je 

prvním produktem. Nakonec probíhá deacylace mezi acyl-enzymem a vodou  

za uvolnění karboxylové skupiny a volného enzymu (Rao et al., 1998). 

 
 

Obr. 2 Katalytický mechanismus účinku cysteinových proteas. Im – imidazol, +HIm –

protonizovaný imidazol (přepracováno dle Rao et al., 1998). 
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 Optimální pH nativního bromelainu je 8 a optimální teplota je 25°C, při teplotě 35°C 

dochází k nevratné denaturaci enzymu. Termostabilitu enzymu lze zvýšit navázáním  

na termosensitivní polymer N-isopropylakrylamid s imobilizovanými polyklonálními 

protilátkami proti bromelainu. Bylo dokázáno, ţe protilátky zvyšují odolnost  

vůči degradaci a také chrání ohroţená místa na povrchu enzymu (Mahmood a 

Saleemuddin, 2007).  

 Chaurasiya a Umesh Hebbar (2013) dokázali, ţe při pH 7,0 a teplotě 30°C je 

bromelain nejvíce aktivní. Aktivita se sníţí o 17 %, pokud je teplota zvýšena na 40-

60°C. Podle Khana et al. (2003) je optimální teplota 40°C při pH 7 aţ 9, při pH 3,0 

optimální teplota začne klesat. Extrakty z různých částí ananasu mají nejvyšší 

proteolytickou aktivitu při 50°C (Ketnawa et al., 2012). Podle studie Ha et al. (2012) je 

u volného bromelainu optimální pH 6,0 a teplota 55°C, se zvyšující se teplotou dochází 

k jeho inaktivaci. Inaktivuje se při teplotě 70°C (Hale et al., 2005).  

U modifikovaného bromelainu, kdy jsou aminokyselinové zbytky lysinu 

modifikovány anhydridovými skupinami anhydridu kyseliny pyromellitové a 

maleinové, je pH optimum 7 aţ 9 a optimální teplota aţ 80°C. Vyšší teplotní stabilitu 

můţe způsobovat neutralizace kladných nábojů vedoucí ke sníţení odpuzování náboje 

v polypeptidu. Bylo prokázáno, ţe teplotní stabilita nativních a takto modifikovaných 

proteas je částečně způsobena přítomností velkého počtu cysteinových zbytků  

v polypeptidovém řetězci (Xue et al., 2010). 

Studie stability ananasu při skladování při 30°C po dobu 30 dnů a 4°C po 60 dnů 

ukázala, ţe k enzymové inaktivaci dochází 3,3x pomaleji při 4°C. Ani po 180 dnech 

nebyl detekován ţádný mikrobiální růst (Bhattacharya a Bhattacharyya, 2009a).  

2.1.3 Substrátová specifita bromelainu 

Substrátová specifita bromelainu je velice široká, a to od syntetických 

nízkomolekulárních amidů a dipeptidů aţ po vysokomolekulární přírodní substráty jako 

fibrin, albumin, kasein, angiotensin II a bradykinin (Tab. 4). Bromelain přednostně štěpí 

vazby glycylu, alanylu a leucylu (Taussig a Batkin, 1988). Specifita byla zkoumána 

s ţelatinou (jednotky trávení ţelatiny), kaseinem (jednotky trávení kaseinu), 

azokaseinem a azoalbuminem, hemoglobinem, kaseinátem sodným, 

benzyloxykarbonylarginyl-arginin-4-methylkumarin-7-ylamidem (Z-Arg-Arg-NHMec) 

a katepsinem B (Z-Arg-Arg-ρNa) (Rowan et al., 1990; Napper et al., 1994; Iversen a 

Jørgensen, 1995; Gautam et al., 2010; Corzo et al., 2012).  
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Tab. 4 Optimální pH a optimální teplota bromelainu s různými substráty. 

 

Zdroj 

bromelainu 

Optimální 

pH 

Optimální 

teplota (°C) 

Substrát Literatura 

Ovoce 6.5 55 Azokasein (Bhattacharya a 

Bhattacharyya, 2009a; 

Corzo et al., 2012),  

 7.5 55 Azoalbumin  

 7.7 59 Kasein  

 6.5 59 Kaseinát sodný  

 2.9 37 Hemoglobin  

Kůra 8 60 Kasein (Ketnawa a Rawdkuen, 

2011) 

Rekombinant 4.6 45 N
α
-CBZ-L-lysin-p-

nitrofenylester (LNPE) 

(Amid et al., 2011) 

Kmen 7 40 Kasein (Khan et al., 2003) 

 8 - Bz-Phe-Val-Arg-pNA (Benucci et al., 2011) 

 

Optimální hodnota pH kmenového bromelainu je v rozmezí pH 6,5 aţ 8,0 a 

optimální teplota je 55-60°C pro většinu substrátů, jak je uvedeno v Tab. 4. Enzymová 

aktivita bromelainu zahrnuje široké spektrum pH v rozmezí od 5,5 do 8,0 (Yoshioka et 

al., 1991). Terciární struktura bromelainu je závislá na hodnotě pH , enzym můţe být  

při extrémních pH denaturován (Xue et al., 2010). Vysoká kaseinolytická aktivita 

bromelainu je v rozmezí pH 6,5 aţ 8,0 s maximem při pH 8. Aktivita bromelainu 

dramaticky klesá za kyselých (pH 3-4) a také za alkalických podmínek (pH 9-10) 

(Ketnawa et al., 2012).  

Maximální aktivitu při štěpení vykazuje ve vztahu k umělému substrátu Z-Arg-Arg-

pNA při optimálním pH 8,0. Další umělý substrát N-benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid 

hydrochlorid (Bz-Phe-Val-Arg-pNA) je pouţíván pro studium aktivity bromelainu 

v pokusech s vínem, protoţe nejvyšší aktivita proteasy byla pozorována při průměrné 

hodnotě pH vína (pH 3.2) (Benucci et al., 2011). 

2.1.3.1 Aktivátory a inhibitory 

Aktivita kmenového bromelainu závisí na -SH skupině cysteinového zbytku, který je 

často aktivován redukčními činidly (Minami et al., 1971). V aktivním místě se nachází 

imidazolová skupina histidinu, která polarizuje –SH skupinu cysteinu a umoţňuje 

protonaci při neutrálním a slabě kyselém pH (Otto a Schirmeister, 1997). To způsobuje, 

ţe má afinitu k substrátu asi 5x vyšší při pH 5,0–7,0.  

Benucci et al. (2011) sledovali vliv cysteinu jako redukčního činidla a kyseliny 

ethylendiamintetraoctové (EDTA) jako chelatačního činidla na aktivitu kmenového 

bromelainu ve víně. Specifická aktivita bromelainu se významně zvýšila v přítomnosti 
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cysteinu při obou testovaných hodnotách pH (37 % a 53 % při pH 3,2 a 8,0). Enzym byl 

aktivován cysteinem, jelikoţ Cys v aktivním místě, který je nezbytný pro aktivitu 

enzymu, byl udrţován v redukované formě přítomností volného Cys v médiu (Minami 

et al., 1971). EDTA měla zanedbatelný vliv na proteasovou aktivitu. Rovněţ byl 

studován vliv ethanolu na bromelain. Ethanol se projevil jako kompetitivní inhibitor  

s poměrně omezeným účinkem (Benucci et al., 2011).   

 Ahmad et al. (2007) porovnávali změny aktivity kmenového bromelainu  

za přítomnosti i nepřítomnosti močoviny a hydrochloridu guanidinu (GnHCl). 

Močovina aktivovala bromelain při koncentraci 5 mol.l
-1

 a 8-9 mol.l
-1

. GnHCl jej 

aktivoval při koncentraci 2 mmol.l
-1

, zatímco při koncentraci 6 mol.l
-1

 byl bromelain 

zcela inhibován (Ahmad et al., 2007).  

Dodecylsíran sodný (SDS) působí jako částečný nekompetitivní inhibitor, protoţe i 

při 100 mmol.l
-1

 je zachována aktivita bromelainu (3 %); bromelain je odolný vůči SDS 

vazbě a denaturaci, coţ je vlastnost stabilních proteinů bohatých na struktury β-listů 

(Bhattacharya a Bhattacharyya, 2009b). 

Těţké kovové ionty Hg
2+

, Fe
3+

, Cu
2+

 a Ag
+
, p-hydroxymercuribenzoová kyselina, 

fenylmethylsulfonylfluorid a N-bromsukcinimid významně inhibují aktivitu bromelainu 

(Murachi a Neurath, 1960; Hung et al., 2002; Shukor et al., 2008; Liang et al., 2011). 

Většina inhibitorů cysteinových proteas patří do superrodiny cystatinu, coţ je protein  

o velikosti 15 kDa dosud získaný ze zvířat (Kolodziejczyk et al., 2010). Proteasový 

inhibitor cystatin z kuřecího bílku a sebevraţedný substrát trans-epoxysukcinyl-L-

leucylamido(4-guanidino)butan (E-64) velmi pomalu, nebo jen minimálně inhibuje 

ovocný i stonkový bromelain (Rowan et al., 1990). Některé rostlinné tkáně obsahují 

také inhibitory cysteinových proteas, na druhé straně inhibitory bromelainu mají 

vlastnosti zcela odlišné od rostlinných a ţivočišných cystatinů. Je předpokládán podíl 

C-terminálního konce lehkého řetězce v reakčním místě, jelikoţ se inhibiční aktivita 

vůči bromelainu ztratí po jeho odstranění (Hatano et al., 1995).  

2.1.4 Purifikace bromelainu  

Díky rozvoji moderních biotechnologií byly vyvinuty nové purifikační metody k získání 

bromelainu (Staub et al., 2011). Neustálý zájem o bromelain v nejrůznějších aplikacích 

motivoval mnoho výzkumníků k extrakci a charakterizaci enzymu z ananasového  

dţusu a z odpadů při zpracování ananasu (kůra, koruna, jádro a listy). Zralý ananasový 

kmen obsahuje nejvyšší koncentraci bromelainu. Odpad z ananasu je také bohatý  
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na bromelain, ale stále není vyuţíván. Z tohoto důvodu Ketnawa et al. (2012) a řada 

dalších zkoumali fyzikálně chemické vlastnosti a proteolytickou aktivitu odpadu  

z ananasu.  

Rozhodující je výběr extrakčního pufru a způsob homogenizace; závisí na cílovém 

proteinu a jeho aplikaci. Ketnawa et al. (2012) zkoušeli extrakci bromelainu z kůry 

ananasu pomocí různých extrakčních činidel. Nejvyšší aktivitu získali, kdyţ byla směs 

extrahována 100 mmol.l
-1

 fosfátovým pufrem s 15 mmol.l
-1

 cysteinem a 2 mmol.l
-1

 

EDTA při pH 7,0. Gautam et al. (2010) homogenizovali buňky kmenového bromelainu 

pomocí extrakčního pufru s octanem sodným (pH=7).  

K další purifikaci bromelainu je pouţívána chromatografie, a to iontově výměnná, 

afinitní a gelová. V posledních letech byly vyuţity nové purifikační metody, mezi ně 

patří reverzní micelární extrakce, dvoufázový vodný systém a adsorpce. Ty jsou ale  

v současné době vyuţívány jen v laboratorním měřítku (Napper et al., 1994; Hung et 

al., 2002; Babu et al., 2008; Devakate et al., 2009; Yin et al., 2011; Soares et al., 2012; 

Chaurasiya a Umesh Hebbar, 2013; Costa et al., 2014). 

Komerční bromelain se připraví zdlouhavou a nákladnou purifikací, která přináší 

bromelain v různých stupních čistoty. Proto byl bromelain připraven rekombinantně, 

kdy byl gen kódující kmenový bromelain amplifikován za pouţití polymerasové 

řetězové reakce (PCR). Tento gen byl nejdříve klonován do pENTR/TEV/D-TOPO 

vektoru, potom byl subklonován do pDEST17 expresního vektoru. DNA sekvencování 

amplifikovaných produktů vykazuje vysoký stupeň homologie odpovídající genu 

z databáze Národního centra pro biotechnologické informace (NCBI – National Center 

for Biotechnology Information). Exprese proteinu se provedla v kmenu BL21-AI 

Escherichia coli. Rekombinantní bromelain byl potom čištěn pomocí imobilizované 

kovové afinitní chromatografie, konkrétně pomocí Ni-NTA spinové kolony. 

Purifikovaný rekombinantní bromelain byl detekován pomocí Western blottingu.  

S vývojem rekombinantního bromelainu jsou očekávány nové aplikace v oblasti 

farmaceutického průmyslu (Amid et al., 2011).  

V dnešní době se bromelain purifikuje z vychlazené ananasové šťávy centrifugací, 

ultrafiltrací a lyofilizací. Tímto procesem se získá naţloutlý prášek aktivního 

bromelainu (Harrach et al., 1995).  
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2.1.5 Průmyslové aplikace bromelainu 

Bromelain má široké vyuţití v mnoha oblastech biotechnologií, a to například  

při změkčování masa, pro přípravu bílkovinných hydrolyzátů, jako kultivační médium, 

v pekárenském průmyslu, ale i v pivovarnictví nebo kosmetickém průmyslu (Grzonka et 

al., 2007). Přehled průmyslových aplikací bromelainu se nachází v Tab. 5. 

Imobilizovaný bromelain je taktéţ široce vyuţíván. Jeho imobilizace je 

pravděpodobně nejpouţívanější technologií pro zlepšení provozní stability této proteasy 

(Cutiño-Avila et al., 2014). 

 

Tab. 5 Přehled průmyslových aplikací bromelainu. 

 

Aplikace Důvod Literatura 

Pekárenský průmysl Zlepšení kynutí a rovnoměrného kynutí těsta 

Produkce hypoalergenní mouky 

(Watanabe et al., 2000; 

Kong et al., 2007) 

Tenderizace Hydrolýza myofibril masa 

Hydrolyzující činidlo pro maso, kuře, ústřice, 

olihně 

(Sullivan a Calkins, 

2010; Ketnawa a 

Rawdkuen, 2011) 

Hydrolyzát rybího 

proteinu 

Hydrolýza rybího proteinu pro tvorbu 

hydrolyzátu 

(Ren et al., 2008; 

Tanuja et al., 2012 

Elavarasan et al., 

2014) 

Činidlo proti 

hnědnutí 

Inhibice hnědnutí ovoce a oxidace fenolů (Lozano-De-Gonzalez 

et al., 1993; Srinath et 

al., 2012) 

Výroba alkoholu Zvyšování stability pivních proteinů (Benucci et al., 2011) 

Zvířecí krmiva Odhadnutí degradace proteinů v krmivech 

pro přeţvýkavce 

(Tománková a 

Kopečný, 1995) 

Textilní průmysl Minimalizace doby měkčení při vaření 

kokonů 

Odstranění nečistot z vlny a hedvábí 

Zlepšení barvení proteinových vláken 

(Singh et al., 2003; 

Koh et al., 2006; Devi, 

2012) 

Bělení zubů Odstranění skvrn a plaků na vnějším povrchu 

zubů 

(Kalyana et al., 2011; 

Chakravarthy a 

Acharya, 2012) 

Kosmetický průmysl Léčba akné, vrásek a suché kůţe 

Redukce modřin a otoků po injekci 

(Ozlen, 1995; Levy a 

Emer, 2012) 
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2.1.6 Využití bromelainu v lékařství 

Bromelain obsahuje úzce související proteinasy, které vykazují rozmanité fibrinolytické, 

antiedematózní, antitrombotické a protizánětlivé účinky in vitro a in vivo (Taussig a 

Batkin, 1988; Fitzhugh et al., 2008). Bromelain je terapeuticky přínosný při léčení 

anginy pectoris, zánětu průdušek, zánětu vedlejších nosních dutin, tromboflebitidy, 

v chirurgii pro prevenci nitrobřišních srůstů  (Sahbaz et al., 2015) a při chirurgickém 

vyčištění ran. Byla prokázána lepší absorpce léků, zejména antibiotik. Také zmírňuje 

osteoartritidu, průjem a různé kardiovaskulární choroby, nemá ţádné výrazné vedlejší 

toxické účinky. Bromelain rovněţ inhibuje růst nádorových buněk a metastáz a 

podporuje apoptotickou buněčnou smrt. Ve všech případech se bromelain podává 

orálně; ukázalo se, ţe výrazně mírní bolesti a otoky a sníţí dobu hojení na polovinu 

(Braun et al., 2005; Mondal et al., 2011; Pavan et al., 2012; Dutta a Bhattacharyya, 

2013). 

Perorálně je dobře snášen ve vysokých dávkách (aţ 3 g.den
-1

) po delší dobu léčby, 

dokonce aţ několik let (Chobotova et al., 2010). Tělo je však schopné absorbovat 

mnohem větší mnoţství (asi 12 g.den
-1

) bez větších vedlejších účinků. Bromelain je 

absorbován z gastrointestinálního traktu ve funkčně intaktní formě; přibliţně 40 % 

značeného bromelainu je absorbováno ze střeva ve vysokomolekulární formě (Castell et 

al., 1997). Po absorbování rychle tvoří komplex s antiproteasami krve, hlavně s α2-

makroglobulinem a α1-trypsinem, coţ činí kvantitativní stanovení bromelainu v séru 

velice obtíţné. α2-Makroglobulin bromelain chrání, přičemţ proteolytická aktivita 

bromelainu zůstane neporušená, ale je sníţená (Maurer, 2001). Pokusy na myších 

ukázaly, ţe antacida, jako je hydrogenuhličitan sodný, zachovají proteolytickou aktivitu 

bromelainu v gastrointestinálním traktu (Hale, 2004). V nedávné studii bylo prokázáno, 

ţe 3,66 mg.ml
-1

 bromelainu bylo stabilní v umělé ţaludeční šťávě po 4 hodinách reakce 

a také 2,44 mg.ml
-1

 bromelainu zůstalo v náhraţce krve po 4 hod reakce (Shiew et al., 

2010). Bromelain je povaţován za doplněk stravy a je volně dostupný pro širokou 

veřejnost v obchodech se zdravou výţivou a v lékárnách v USA i v Evropě (Ley, 2011). 

Stávající studie naznačují, ţe můţe být slibným kandidátem pro vývoj perorální 

enzymoterapie u onkologických pacientů (Castell et al., 1997; Chobotova et al., 2010).  

2.1.6.1 Kardiovaskulární systém a krevní oběh 

Bromelain zabraňuje nebo minimalizuje závaţnost anginy pectoris a tranzitorní 

ischemické atace (TIA), je uţitečný při prevenci a léčbě tromboflebitidy. Můţe také 
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rozdělit plaky cholesterolu a vykazuje silnou fibrinolytickou aktivitu. Kombinace 

bromelainu a dalších ţivin chrání proti ischemii/reperfuznímu poškození v kosterním 

svalstvu (Neumayer et al., 2006). Je účinný při léčbě kardiovaskulárních onemocnění 

(CVD) jako inhibitor agregace krevních destiček, čímţ minimalizuje riziko arteriální 

trombózy a embolie, jako doplněk by mohl sníţit výskyt některého z rizikových faktorů 

přispívající k rozvoji CVD. V nedávném výzkumu bylo zjištěno, ţe tlumí rozvoj alergie 

dýchacích cest, zatímco mění CD4+ (cluster of differentiation – diferenciační skupina) 

na CD8+
 
T lymfocyty. Mohl by mít podobné účinky při léčbě astmatu a alergických 

onemocnění člověka (Secor et al., 2005).  

2.1.6.2 Osteoartróza 

Bromelain je doplněk stravy, který můţe poskytnout alternativní, popř. doplňkovou 

léčbu oproti nesteroidním protizánětlivým léčivům. Má analgetické vlastnosti, které 

jsou povaţovány za výsledek jeho přímého vlivu na mediátory bolesti jako bradykinin 

(Brien et al., 2004). Hraje důleţitou roli v patogenezi artritidy (Mojcik a Shevach, 

1997). Akhtar et al. (2004) provedli studii, kdy zkombinovali bromelain, trypsin a rutin 

a srovnali ho s podáváním diklofenaku 103 pacientům s osteoartritidou kolene. Po šesti 

týdnech došlo v obou případech léčby k významnému a podobnému sníţení bolesti a 

zánětu.  

2.1.6.3 Vliv na krevní koagulaci a fibrinolýzu 

Bromelain ovlivňuje krevní sráţlivost zvýšením fibrinolytické schopnosti séra a inhibicí 

syntézy fibrinu, coţ je protein, který ovlivňuje sráţení krve (Lotz-Winter, 1990).  

In vitro a in vivo studie ukázaly, ţe bromelain je účinné fibrinolytikum, protoţe 

stimuluje přeměnu plasminogenu na plasmin, coţ vede ke zvýšení fibrinolýzy  

degradací fibrinu (Taussig a Batkin, 1988). 

2.1.6.4 Vliv na imunitu 

Bromelain je doporučován jako adjuvantní terapeutický přístup při léčbě chronických 

zánětlivých, nádorových a autoimunitních onemocnění (Barth et al., 2005). V pokusech 

in vitro bylo prokázáno, ţe má schopnost modulovat povrch adhezních molekul  

na T-buňkách, makrofázích a NK (natural killers – přirození zabíječi) buňkách, a také 

indukovat sekreci interleukinu (IL)-1, IL-6 a tumor nekrotizujícího faktoru α (TNF-α) 

(Pavan et al., 2012). Ošetření buněk bromelainem sniţuje aktivaci CD4(+) T buněk a 

sniţuje expresi CD25 (Secor et al., 2005). Kromě toho existují důkazy, ţe perorální 
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léčba bromelainem vyvolává určité analgetické a protizánětlivé účinky u pacientů  

s revmatoidní artritidou, která je jednou z nejčastějších autoimunitních onemocnění 

(Leipner et al., 2001). 

3.1.6.5 Vliv na rakovinné buňky  

Nedávné studie naznačují, ţe bromelain můţe slouţit jako účinná protirakovinná látka. 

Avšak molekulární mechanismus protirakovinné aktivity bromelainu není zcela 

objasněn. Bhui et al. (2009) zkoumal protirakovinný potenciál bromelainu u myšího 

koţního nádoru. Bromelain výrazně zpozdil vznik a nárůst nádoru. Sníţení počtu 

nádorů a jejich objemů lze přičíst spuštění apoptózy. Opoţdění vzniku nádoru bylo 

přičteno protizánětlivé aktivitě bromelainu (Bhui et al., 2009).  

 Dhandayuthapani et al. (2011) potvrdili, ţe cytotoxický účinek bromelainu  

u rakoviny prsu buněčné linie GI-101A je závislý na dávkování bromelainu. Bromelain 

zvyšuje hladinu cytokeratinu štěpeného kaspasami (CK18), coţ je marker apoptózy.  

Apoptóza byla zvýšena v rakovinných buňkách prsu za zvýšené koncentrace bromelainu 

(Dhandayuthapani et al., 2011). 

 Mahajan et al. (2012) zkoumali schopnost bromelainu indukovat apoptózu, tvorbu 

volných radikálů v makrofázích a také jeho antimykobakteriální vlastnosti a vliv  

na pěnité makrofágy. Zjistili, ţe bromelain sniţuje tvorbu pěnitých buněk 

(charakteristický znak u infekce Mycobacterium tuberculosis). Byla potvrzena indukce 

apoptózy v makrofázích. To značí, ţe léčba pomocí bromelainu vytváří oxidativní stres 

zvyšováním reaktivních forem kyslíku a dusíku v makrofázích (Mahajan et al., 2012).  

2.1.6.6 Wobenzym 

Wobenzym je orálně podávaný lék sloţený z unikátní směsi hydrolytických enzymů 

(bromelain, trypsin, chymotrypsin, papain, lipasa, amylasa, pankreatin) a flavonoidů. 

Klinické studie u lidí i zvířat ukazují příznivý účinek na zánětlivá onemocnění, 

například na aterosklerózu u aortálního štěpu potkanů a revmatologická onemocnění. 

Bylo prokázáno, ţe uţívání Wobenzymu po zranění obnoví mikrocirkulaci, uleví  

od bolesti, sníţí zánět a otok a zmírní muskuloskeletální symptomy ve stejném rozsahu, 

jako nesteroidní protizánětlivé léky. Studie účinků Wobenzymu dále naznačují, ţe jde  

o účinný lék při osteoartróze. Nicméně je třeba zjistit potenciální mechanismus 

působení (Brien et al., 2004; Ranchordas et al., 2012; Grabs et al., 2014). 
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2.2 Imobilizace enzymů 

Enzymy mají celou řadu funkcí, které zvýhodňují jejich pouţití ve srovnání s běţnými 

chemickými katalyzátory. Mezi nejdůleţitější patří vysoká úroveň katalytické účinnosti 

a vysoký stupeň specifičnosti. Existuje však i řada praktických problémů, jako například 

vysoké náklady na jejich izolaci a purifikaci, jejich nestabilita, citlivost na změnu 

prostředí a na působící inhibitory (Krajewska, 2004). Narozdíl od běţných 

heterogenních katalyzátorů jsou relativně drahé a v mnoha případech je z ekonomického 

hlediska vyţadováno jejich opětovně pouţití. Z toho důvodu jsou enzymy 

imobilizovány.  

Imobilizace s sebou přináší řadu výhod; ať uţ vyšší stabilitu konečného enzymového 

přípravku, tak i zachování enzymové aktivity, specifičnosti a selektivity a v neposlední 

řadě sníţení nákladů. Nelze opomenout ani snadnost odstranění enzymu z konečného 

produktu. Pouţití imobilizovaného enzymu vede k výrazně jednodušší konstrukci 

reaktoru a kontrole reakce (Mateo et al., 2007). Imobilizace enzymu můţe zabránit 

intramolekulárním procesům, např. autolýze, proteolýze a agregaci. Kdyţ se enzymy 

nachází uvnitř porézní struktury nosiče, jsou chráněny před kontaktem s denaturačními 

činidly, jako jsou bublinky nebo nemísitelná rozpouštědla (Netto et al., 2013).  

Při imobilizaci většinou častečně dochází ke sníţení nebo ztrátě aktivity enzymu a 

také ke sníţení afinity enzymu k substrátu. Nesprávný výběr imobilizační metody můţe 

vést v některých případech ke sníţení stability enzymu po imobilizaci (Lei et al., 2007). 

U ideálních imobilizačních procesů by mělo být omezeno pouţívání toxických nebo 

vysoce nestabilních činidel (Mateo et al., 2007).  

Za prvopočátky imobilizace můţeme povaţovat počátek 19. století, kdy byly vyuţity 

imobilizované biokatalyzátory při mikrobiální výrobě octa a u filtrů při čištění 

odpadních vod (Brena a Batista-Viera, 2006). Ve druhé polovině 20. století bylo mnoho 

úsilí věnováno rozvoji metod imobilizace enzymů na různé typy nosičů s cílem usnadnit 

jejich pouţití v kontinuálních procesech (Cao et al., 2003). V 60. letech došlo k rozvoji 

imobilizace jednoho enzymu (izomerace glukosy, syntéza L-aminokyselin), v 80. letech 

pak k rozvoji sloţitějších systémů zahrnující kofaktory regenerace a buněčnou 

imobilizaci (př. syntéza L-aminokyselin z α-ketokyselin aminací v membránových 

reaktorech). Na první Konferenci enzymového inţenýrství v roce 1971 byl poprvé 

pouţit termín imobilizované enzymy, coţ značí enzymy, které jsou fyzicky omezeny 

nebo lokalizovány v určité definované oblasti prostoru při zachování jejich 

katalytických aktivit, jenţ mohou být pouţity opakovaně a kontinuálně (Brena a 



25 

 

Batista-Viera, 2006). V současné době roste vyuţití imobilizačních technik enzymů 

v průmyslových procesech a v potravinářství, také tvoří základ vytvoření mnoţství 

biotechnologických produktů s aplikacemi v diagnostice, bioafinitní chromatografii a 

biosenzorech (Krajewska, 2004). 

2.2.1 Metody imobilizace 

Podstata imobilizace spočívá v zabránění pohybu enzymu připevněním k nosiči. Jelikoţ 

enzymy mohou během imobilizace změnit své vlastnosti a ztratit svou aktivitu, je třeba 

vybrat jak vhodný materiál nosiče, tak vhodnou techniku imobilizace pro zachování, 

případně zlepšení jejich vlastností, stability a aktivity (Netto et al., 2013).  

Existuje řada technik imobilizace, které jsou nejčastěji rozlišovány na fyzikální a 

chemické. U fyzikálních metod existují slabé interakce mezi nosičem a enzymem.  

Mezi nejběţnější patří zachycení enzymu do polymerní matrice, adsorpce na porézní 

nerozpustný nosič a enkapsulace do dutých vláken nebo váčků. U chemických metod 

jsou kovalentní vazby vytvořeny s enzymem. Mezi ně se řadí kovalentní vazba  

na nerozpustný nosič a agregace enzymů vícefunkčními činidly (Obr. 3) (Krajewska, 

2004).  

 

 

Obr. 3 Schematické znázornění hlavních metod imobilizace enzymů. E-enzym, P-inertní protein 

(přepracováno dle Sassolas et al., 2012). 
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2.2.1.1 Adsorpce 

Adsorpce enzymů představuje nejjednodušší metodu reverzibilní imobilizace, kdy je 

enzym k povrchu nosiče vázán nekovalentně. Enzym je rozpuštěn v roztoku a pevný 

nosič se umístí do kontaktu s roztokem enzymu po určitou dobu, neadsorbovaný enzym 

se pak odstraní promytím pufrem. Adsorpční interakce jsou zaloţeny na slabých 

vazbách, jako jsou van der Waalsovy síly, elektrostatické, iontové nebo hydrofobní 

vazby. Tato technika nevyţaduje ţádnou funkcionalizaci nosiče a je obecně 

nedestruktivní pro aktivitu enzymu, přesto představuje řadu nevýhod. Enzymy jsou  

na nosič vázány volně a dochází k desorpci enzymu v důsledku změn teplot, pH a 

iontových sil. Biosenzory na bázi adsorbovaného enzymu mají špatnou funkční a 

operační stabilitu. Další nevýhodou je nespecifická adsorpce jiných proteinů nebo látek 

(Sassolas et al., 2012).  

Mezi nejčastější adsorpce patří adsorpce iontově vazebná a fyzikální. U fyzikální 

adsorpce jsou enzymy k nosiči připojeny prostřednictvím vodíkových vazeb, van  

der Waalsových sil nebo hydrofobní interakce. Hydrofobní adsorpce je  

u chromatografie pouţívána víc jak třicet let. U iontové adsorpce jsou iontové vazby 

k enzymům vázány přes solný můstek na elektrostaticky nabité povrchy. V případě,  

ţe isoelektrický bod enzymu je niţší neţ hodnota pH roztoku, enzym je záporně nabit, a 

proto můţe být vázán k pozitivně nabitému nosiči (Sassolas et al., 2012). 

2.2.1.2 Zachycení do polymerní matrice 

Existují různé způsoby zachycení enzymu, jako je například zachycení do hydrofilních 

gelů nebo do vláken. Tato metoda je zaloţena na zachycení enzymu do obvykle 

anorganické nebo organické polymerní sítě, například na polymerní nosič 

polyakrylamid a silika sol-gel, polypeptidy jako ţelatinu a kasein, nebo na membránu, 

jako na dutá vlákna nebo mikrokapsle. Polymerní síť umoţňuje průchod substrátu a 

produktu, ale zachovává volnost pohybu enzymu. Fyzikální omezení jsou obvykle příliš 

slabá, aby se zabránilo úniku enzymu, z toho důvodu jsou nutné další kovalentní vazby 

(Sheldon a van Pelt, 2013).  

Praktické vyuţití těchto metod je omezeno limitací přenosu hmoty přes membránu 

nebo přes gely. Zachycení obecně vyţaduje syntézu polymerní matrice v přítomnosti 

enzymu a následné zesíťování. Pokud jsou při polymerizaci upraveny podmínky, můţe 

být upravena struktura sítě, ale také pórovitost polymeru a velikost částic (Brady a 

Jordaan, 2009; Jafarizadeh et al., 2014).  
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2.2.1.3 Enkapsulace 

Podobně jako zachycení do polymerního gelu je enkapsulace irreverzibilní imobilizační 

metoda, kdy enkapsulace chrání enzym od vnějšího prostředí. Výhodou je, ţe enzym 

nemusí být chemicky modifikován, ale často je pozorován právě únik enzymu. Enzym 

by si však měl zachovat katalytickou aktivitu při polymeraci i při přechodu přes nosič 

(Zucca a Sanjust, 2014). Tato metoda má omezené pouţití, jelikoţ velké substráty 

nemohou projít přes semipermeabilní membránu. Většinou jsou pouţívány 

mikrokapsule, které mají v průměru 10-100 µm (př. nitrocelulosa) (Brady a Jordaan, 

2009).  

Pro enkapsulaci se často vyuţívá oxid křemičitý, jelikoţ je nosič inertní a stabilní  

pro imobilizaci enzymu vzhledem k jeho ploše a ovladatelným průměrům pórů, které 

mohou být přizpůsobeny rozměrům konkrétního enzymu. Protoţe většina enzymů má 

průměr okolo 3-6 nm, nejčastěji jsou vyuţívány mezoporézní materiály. Silika sol-gel 

enkapsulace se ukázala být univerzální alternativou pro širokou škálu biomolekul, coţ 

má zvláštní význam pro vývoj biosenzorů (Betancor a Luckarift, 2008). 

2.2.1.4 Kovalentní vazba 

Kovalentní vazba enzymů na polymerní nosiče patří mezi nejpouţívanější metody 

irreverzibilní imobilizace. Podstatou je navázání enzymu na povrch nosiče pomocí 

funkčních skupin, které nejsou součástí aktivního místa. Vazba enzymů na pevný nosič 

se obvykle provádí pomocí počáteční aktivace povrchu nosiče multifunkčními činidly 

(např. glutaraldehyd, karbodiimid) následované vazbou enzymu na aktivovaný nosič. 

V závěru jsou odstraněny přebytečné a nenavázané biomolekuly (Sassolas et al., 2012).  

Nejčastěji pouţívané reakce zahrnují postranní řetězce aminokyselin lysinu (ε-

aminoskupina), cysteinu (thiol), asparagové a glutamové kyseliny (karboxylové 

skupiny). Kovalentní vazba vznikne na základě vazby těchto skupin enzymů na nosič 

prostřednictvím amidové, etherové, thio-etherové nebo karbamátové vazby. Proto je 

navázaný enzym na nosič v mnoha případech velmi stabilní (Brena a Batista-Viera, 

2006). 

Aktivační činidlo karbodiimid umoţní vazbu mezi karboxylovými skupinami nosiče 

a aminoskupinami enzymu. N-hydroxysukcinimid (NHS) můţe být spojen 

s karbodiimidem pro zlepšení účinnosti imobilizace (Obr. 4) (Sassolas et al., 2012).   
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Obr. 4 Kovalentní imobilizace enzymu s karboxylem na povrchu nosiče pomocí 

karbodiimidového činidla. (A) bez NHS, (B) s NHS (přepracováno dle Sassolas et al., 2012). 

 

Pokud má nosič volné aminoskupiny, pro aktivaci se nejčastěji vyuţívá 

glutaraldehyd, kdy se vytvoří nestabilní Schiffova báze mezi aldehydovou skupinou 

glutaraldehydu a aminoskupinou nosiče a pak druhá aldehydová skupina glutaraldehydu 

můţe reagovat s aminoskupinou enzymu (Obr. 5). Pro aktivaci hydroxylových skupin se 

pouţívá bromkyan (Obr. 6) (Sassolas et al., 2012).   

Existuje mnoho komerčně dostupných nosičů pro imobilizaci; mohou být vyuţity 

buď anorganické materiály (např. sklo s řízenou velikostí pórů), přírodní materiály 

(např. celulosa) nebo syntetické polymery (např. nylon). Také jsou vyuţívány 

membrány (např. immunodyne, ultrabind), které jsou jiţ předem aktivovány (Sassolas et 

al., 2012). 

Výhodou těchto metod je, ţe díky stabilnímu charakteru vazeb vytvořených  

mezi enzymem a matricí se enzym při pouţití neuvolňuje do roztoku. Nicméně aby se 

dosáhlo vysoké úrovně navázaného enzymu, aminokyselinové zbytky významné  

pro katalytickou činnost nesmí být zapojeny do kovalentní vazby k nosiči, coţ můţe být 

v některých případech velice obtíţné. Orientace aktivního místa by mohla mít vliv  

na správnou interakci mezi enzymy a substráty (Mattiasson a Kaul, 1991). 
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Obr. 5 Kovalentní imobilizace enzymu s aminoskupinou na povrchu nosiče  

pomocí glutaraldehydového činidla (přepracováno dle Sassolas et al., 2012). 

 

 
 

 

Obr. 6 Schéma funkcionalizace a aktivace anorganického nosiče pomocí kovalentní vazby 

(funkcionalizace -NH2 skupinou, aktivace bromkyanem) (přepracováno dle Zucca a Sanjust, 

2014). 
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2.2.1.5 Retikulace 

Retikulace neboli zesítění je další metodou irreverzibilní imobilizace, kdy jsou  

k zesítění enzymů nebo krystalů vyuţívány bifunkční zesíťující činidla a není třeba 

vyuţít nosiče. Pouţití nosiče nevyhnutelně vede ke sníţení aktivity, coţ má  

za následek niţší produktivitu a výtěţky. V důsledku toho se zvyšuje zájem  

o imobilizaci enzymů bez nosičů, jako zesítění enzymových krystalů (crosslinked 

enzyme crystals-CLECs) a zesítění enzymových agregátů (CLEAs) (Sheldon a van Pelt, 

2013). 

 Mezi nejčastěji pouţívaná bifunkční činidla patří glutaraldehyd, který  

mezi molekulami vytváří kovalentní vazby a vzniká tak nerozpustná síť. Je vyuţíván  

za účelem přípravy CLECs a CLEAs. Molekulová hmotnost zesíťovacího činidla je 

zanedbatelná ve srovnání s enzymem; výsledný biokatalyzátor v podstatě obsahuje 100 

% aktivního enzymu (Sheldon a van Pelt, 2013). Mezi další často vyuţívaná činidla 

patří bis(imidoestery), glyoxal nebo hexamethylendiamin (Sassolas et al., 2012).  

Kovalentní povaha interakce se odráţí v minimálním úniku enzymů, vysoké aktivitě 

enzymů, zvýšení provozní stability enzymů (i za drsných podmínek) a v nízkých 

výrobních nákladech v důsledku vyloučení dalšího drahého nosiče, zatímco negativní 

stránkou je moţná chemická modifikace povrchu enzymů. Stupeň difúze 

substrátu/produktu můţe být rovněţ ovlivněn. Navíc je často nezbytné pouţití toxických 

činidel za sloţitých podmínek reakce (Hartmann a Kostrov, 2013; Sheldon a van Pelt, 

2013). 

2.3 Nosiče pro imobilizaci 

Pod pojmem nosič se uvádí nerozpustný materiál obsahující funkční skupiny, na které 

lze navázat aktivní molekuly. Vlastnosti imobilizovaných enzymů se odvíjí  

od vlastností enzymů i nosičů. Interakce mezi nimi dává imobilizovaným enzymům 

specifické fyzikálně-chemické a kinetické vlastnosti, které mohou být rozhodující  

pro jejich praktické vyuţití (Krajewska, 2004).  

Pro reakce neexistuje univerzální nosič, kaţdý je něčím výjimečný. Pro kaţdou 

reakci se musí zvolit ten nejvhodnější nosič za daných podmínek, který má odpovídající 

parametry a chemickou a fyzikální povahu k navázání enzymu a tím usnadnění jeho 

oddělení a opětovnému pouţití. Mezi ideální vlastnosti nosiče patří mechanická stabilita 

a odolnost, vysoká afinita k proteinům, dostupnost reaktivních funkčních skupin  

pro přímé reakce s enzymy a pro chemické modifikace, také hydrofilnost, regenerabilita 
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a snadnost přípravy. Je pochopitelné, ţe pro potravinářský a farmaceutický průmysl, 

lékařství a zemědělství je důleţitá netoxičnost a biokompatibilita materiálů. Materiály 

by měly být rovněţ biologicky rozloţitelné a finančně dostupné (Krajewska, 2004). 

Fyzikální a chemické vlastnosti nosičů silně určují katalytické vlastnosti enzymu, 

jako jeho aktivitu, selektivitu a stabilitu. V uţším slova smyslu, nosič můţe být 

povaţován jako modifikátor enzymu. V důsledku toho bylo pro imobilizaci vyvinuto 

velké mnoţství přírodních i syntetických nosičů s danými fyzikálními i chemickými 

vlastnostmi, různých tvarů a velikostí, s porézními či neporézními strukturami, 

navázanými funkčními skupinami a hydrofobicitou/hydrofilitou (Cao et al., 2003).  

Na Obr. 7 je uvedeno rozdělení nosičů podle tvarů na pravidelné a nepravidelné. Dále se 

nosiče mohou dělit na porézní a neporézní typ nosičů nebo na organické a anorganické 

nosiče (Tab. 6). 

Porézní nosiče jsou výhodnější v tom, ţe poskytují větší specifický povrch pro vyšší 

procento imobilizace enzymů. Enzymy jsou pak více chráněny vůči okolnímu prostředí. 

U porézních nosičů je nutná řízená distribuce pórů, aby bylo moţné optimalizovat 

kapacitu a průtokové vlastnosti (Brena a Batista-Viera, 2006). Neporézní nosiče jsou 

specifické tím, ţe mají menší povrch k navázání substrátu, ale také nemají tolik 

difúzních omezení jako porézní nosiče. Přenos hmoty uvnitř pórů nosiče je často 

limitován nízkou rozpustností substrátu. Z toho důvodu je ve srovnání s volným 

enzymem běţně pozorována niţší specifická aktivita enzymů. Pro překonání limitace 

difúzí je vhodné pouţití neporézních magnetických částic (Magario et al., 2008). 

 
Tab. 6 Klasifikace nosičů (Brena a Batista-Viera, 2006). 

 

Organické nosiče 

Přírodní polymery: 

polysacharidy: agar, agarosa, alginát, celulosa, dextrany, chitin 

proteiny: albumin, kolagen 

uhlík 

Syntetické polymery:  

polystyren, další polymery jako polyakryláty, polyakrylamidy, polymethakryláty, polyamidy, 

vinyl- a allyl-polymery 

Anorganické nosiče 

Přírodní minerály:  

bentonit, oxid křemičitý 

Zpracované materiály:  

sklo (porézní/neporézní), kovy, oxidy kovů s póry  
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Obr. 7 Tvary nosičů pro imobilizaci enzymů. (a) korálky, (b) vlákna, (c) kapsule, (d) tenké 

filmy, (e) membrány (přepracováno dle Cao et al., 2003). 

 

2.3.1 Organické nosiče 

Většina průmyslových aplikací se provádí s organickými nosiči. Hydrofilní charakter je 

jedním z nejdůleţitějších faktorů, které určují míru aktivity imobilizovaného enzymu 

(Brena a Batista-Viera, 2006).  

2.3.1.1 Přírodní polymery 

Velké mnoţství přirozeně se vyskytujících polymerů, zejména ve vodě nerozpustných 

polysacharidů jako celulosa, škrob, agarosa, chitin a chitosan a proteinů jako je ţelatina 

a albumin, bylo široce pouţíváno jako nosiče pro imobilizaci enzymů (Krajewska, 

2004). Pro výrobu L-aminokyselin štěpením racemických acyl-aminokyselin se pouţívá 

pevná aminoacylasa z Aspergillus oryzae imobilizovaná iontovou vazbou na DEAE-

Sephadexu (Sheldon a van Pelt, 2013).  

Mezi často pouţívané nosiče patří agarosa. Má řadu výhod, ať uţ vysokou 

pórovitost, coţ vede k vysoké kapacitě pro proteiny, tak i komerční dostupnost, 

hydrofilní charakter, snadnost deprivatizace a nepřítomost nabitých částic bránící 

nespecifické adsorpci substrátů a produktů. Nicméně vysoká cena omezuje pouţití 

agarózy a dalších porézních nosičů. Tento problém lze obejít pouţitím reverzibilní 

imobilizační metody, která umoţní regeneraci a opětovné pouţití nosiče (Brena a 

Batista-Viera, 2006).  

Celulosa je nejpouţívanější porézní nosič charakteristický svou snášenlivostí 

k vyšším teplotám a pH. Chitin a chitosan jsou přírodní polyaminosacharidy, které jsou 

povaţovány za její analogy. Chitin je jeden z nejhonějších obnovitelných zdrojů 

vyskytující se ve skořápkách korýšů, buněčných stěnách hub a exoskeletu hmyzu, v 

nichţ poskytuje stabilitu a pevnost. Chitin se skládá z N-acetyl-D-glukosaminů  

spojených β-1,4 glykosidickou vazbou, které tvoří lineární polymer  

s dlouhým řetězcem (Krajewska, 2004). Na Obr. 8 se nachází struktura chitinu, 

chitosanu a celulosy.  
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Obr. 8 Struktura chitinu, chitosanu a celulosy (přepracováno dle Krajewska, 2004). 

 

Chitosan je hlavní derivát chitinu získaný N-deacetylací (kopolymer N-acetyl-D-

glukosaminu a D-glukosaminu). Ve svých polyglukosaminových linerárních řetězcích 

obsahuje reaktivní aminoskupiny a hydroxylové skupiny, které mohou být chemicky 

modifikovány. Chitosan je v přírodě se volně vyskytující kationtový nosič, který 

obsahuje volné aminoskupiny (pak ≈ 6,5). Je rozpustný v kyselém prostředí při pH  

pod 6,5. Po rozpuštění má vysoký kladný náboj na NH3
+
 skupinách a váţe se  

na negativně nabité povrchy (Krajewska, 2004). Mezi jeho další vlastnosti patří 

agregace s polyanionty a vysoké procento navázání proteinů. Chitosan můţe být snadno 

zesítěn činidly jako je např. glutaraldehyd, čímţ se vytvoří pevný gel. Ve srovnání 

s alginátem je mnohem lepší variantou při výběru nosiče pro imobilizaci (Lei a Bi, 

2007).  

2.3.1.2 Syntetické polymery 

Mezi hlavní důvody vyuţití nosičů ze syntetických polymerů pro imobilizaci patří jejich 

vysoká odolnost a nízká cena. Nejpouţívanějšími polymery jsou polystyreny, dále pak 

polyakryláty, polyakrylamidy, polymethakryláty, polyamidy, vinyl- a allyl-polymery 

(Brena a Batista-Viera, 2006). Nosiče z polyakrylamidu jsou odolné vůči nespecifickým 

interakcím, také mají dobrou stabilitu pH, ale na druhé straně jsou mechanicky 

nestabilní a mají špatné průtokové vlastnosti. Zato nosiče z polyvinylalkoholu (PVA) 
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mají dobrou mechanickou i tepelnou stabilitu (Hermanson et al., 1993). Polyamidy,  

jako např. nylon, také našly uplatnění jako syntetické polymery díky své dobré provozní 

stabilitě a dlouhodobé funkční stabilitě. Jejich nevýhodou je horší biokompatibilita a 

hydrofobicita (Nan et al., 2009). 

Pro imobilizaci enzymů se pomocí jednoduché adsorpce pouţívají různé porézní 

akrylové pryskyřice, jako je Amberlit XAD-7. Dalším příkladem je NOVOZYM 435, 

který se skládá z enzymu (lipasa B z C. antarctica) adsorbovaného na makroporézních 

akrylových pryskyřicích. Nevýhodou imobilizace adsorpcí je, ţe enzym můţe být 

snadno vyluhován z nosiče ve vodném prostředí nebo v přítomnosti substrátů. 

Alternativně můţe být enzym imobilizovaný adsorpcí stabilizován vůči vyluhování a 

mechanickému namáhání vloţením silikonového povlaku vytvořeného z levných, 

snadno dostupných materiálů (Sheldon a van Pelt, 2013). 

Nové hybridní materiály jako acetátcelulosa a polymethylmethakryláty jsou 

vynikající nosiče pro imobilizaci enzymu glukosaoxidasy. Byla prokázána lepší funkční 

stabilita a stabilita při extrémních teplotách i pH. Nevýhodou je méně porézní struktura 

membrány a omezená difúze substrátů i produktů (Rauf et al., 2006).  

2.3.2 Anorganické nosiče 

Anorganické nosiče jsou netoxické, vysoce odolné vůči chemické, fyzikální i 

mikrobiální degradaci (Brena a Batista-Viera, 2006). U imobilizace na anorganické 

nosiče je nejběţnější kovalentní vazba, jelikoţ zajišťuje nejvyšší pevnost vazby  

mezi nosičem a enzymem. Anorganické materiály musí splňovat přísná kritéria, jako 

nerozpustnost ve vodě, přiměřenou mechanickou pevnost a chemickou odolnost  

v provozních podmínkách, schopnost tvořit částice s velkým povrchem a být reaktivní 

vůči funkcionalizačním činidlům. Je třeba vzít vţdy v úvahu nespecifickou adsorpci 

proteinů (Zucca a Sanjust, 2014). 

Typická tuhost a pórovitost odlišuje anorganické nosiče od organických. Tuhost 

zaručuje neměnnost průměru i objemu pórů zaručující konstantní objem a tvar 

samotného nosiče. Komerčně dostupné jsou anorganické nosiče o různých průměrech 

pórů. Nicméně jako nejslibnější se ukazují mezoporézní nosiče z oxidu křemičitého 

označované jako nanosilikas, které jsou inertní a stabilní při zvýšených teplotách. Jejich 

průměr pórů se pohybuje mezi 2 aţ 50 nm a povrchová plocha má od 300 aţ do 1500 

m
2
.g

-1
. Díky těmto rozměrům se imobilizací na mezoporézní nosiče naváţe velké 

mnoţství proteinů (Magner, 2013). 
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Pro praktické pouţití se jako nejvhodnější materiál pro anorganické nosiče jeví oxid 

křemičitý, oxid hlinitý, titaničitý a další oxidy, zeolity, křemičitany, organosilany, 

borosilikáty a hlinitokřemičitany. V poslední době bylo rovněţ navrţeno několik forem 

elementárního uhlíku a křemíku (Sheldon a van Pelt, 2013; Zucca a Sanjust, 2014). 

Mezi nejvíce pouţívané anorganické nosiče se řadí silikagel díky své pórovitosti a 

mechanické odolnosti, avšak jeho omezujícími faktory jsou chemická odolnost a 

náchylnost vůči specifickým interakcím. Během sušení dochází k znehodnocení 

materiálu, tomu lze zamezit pouţitím přídatných látek (Sassolas et. al., 2012). Jeden  

z nejjednodušších a nejlevnějších materiálů pro imobilizaci enzymů je nosič z oxidu 

křemičitého. Pouţívá se v čisticích prostředcích, které uvolňují enzym do pracího 

roztoku během praní (Sheldon a van Pelt, 2013). Dalším pouţívaným anorganickým 

nosičem je i přes svou křehkost porézní sklo a křemičité materiály. Jejich výhodou je 

vysoká pórovitost, tepelná stabilita, mechanická odolnost a odolnost vůči nespecifickým 

interakcím (Zucca a Sanjust, 2014). 

2.3.2.1 Magnetické nosiče 

V posledních letech roste zájem o vyuţití magnetických nosičů v biotechnologických 

procesech. Vysoký potenciál prokázaly při imobilizaci enzymů a bílkovin, při separaci 

buněk, v biomedicíně, DNA diagnostice a mnoha dalších oborech (Chen et al., 2012). 

Ve srovnání s porézními nosiči mají částice minimální difúzní omezení, maximální 

plochu pro imobilizaci na jednotku hmotnosti, vysoké procento navázání enzymu a 

snadné oddělení z reakčního roztoku pomocí magnetického pole bez zdlouhavé 

dekantace, centrifugace či filtrace. Velkou výhodou je i opakované vyuţití 

imobilizovaných makromolekul. Dalším klíčovým faktorem vyuţití magnetických 

částic je, ţe se v ideálním případě dá snadno regulovat orientace enzymu na nosičích. 

Kromě toho imobilizované enzymy často vykazují lepší teplotní stabilitu, pH stabilitu a 

vyšší aktivitu ve srovnání s volnými enzymy (Jia et al., 2003; Xu et al., 2014).  

Částice se dělí dle velikosti, a to na mikročástice (0,1-100 µm), které jsou 

feromagnetické, a nanočástice (0,1-100 nm), které jsou superparamagnetické. 

S magnetismem je však spojena tendence shlukovat se, čímţ se sníţí povrchová energie 

částic. Částice je pak třeba stabilizovat (Lu et al., 2007). Mezi nejběţněji pouţívané 

materiály pro výrobu částic patří oxidy ţeleza, a to magnetit (Fe3O4) a maghemit (γ-

Fe2O3), které mají nízkou toxicitu a jsou biokompatibilní. Magnetit je feromagnetický 

oxid se silnou magnetizací, který ve své mříţce obsahuje Fe
2+

 a Fe
3+

 ionty. Naproti 
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tomu maghemit ve své mříţce obsahuje pouze Fe
3+

 ionty (Xu et al., 2014). Mezi další 

materiály patří čisté kovy Fe, Ni, Co, jejich slitiny (Zucca a Sanjust, 2014) a ferity (př. 

CoFe2O4), které jsou výhodné pro své magnetické vlastnosti, tvrdost a chemicky inertní 

vlastnosti. Co a Ni jsou však toxické a náchylné k oxidaci (Wang et al., 2008). Na Obr. 

9 se nachází snímek zachycený pomocí skenovací elektronové mikroskopie (SEM) 

polymethakrylátových mikročástic připravených polymerací (Zucca a Sanjust, 2014).  

Magnetické částice mohou být připravené mnoha způsoby, přičemţ zastaralé 

mechanické postupy, kdy se částice připravovaly v organickém rozpouštědle mletím 

sypkého magnetitu, ustupují novým chemickým a tepelným metodám (Horák et al., 

2007). Nanočástice z oxidů ţeleza bývají nejčastěji připraveny koprecipitací, která 

spočívá ve sráţení Fe
2+

 a Fe
3+ 

vodných roztoků solí přidáním báze (Khalafalla a 

Reimers, 1980). Velikost, tvar a sloţení nanočástic odpovídá typu pouţitých solí, 

poměru Fe
2+ 

a Fe
3+

, pH a iontové síle sráţecího média. Nevýhodou metody je 

upravování pH v průběhu syntézy (Liu et al., 2004). Precipitace Fe3O4 je znázorněna  

na obr. 10. 

 

 

Obr. 9 SEM magnetických polymethakrylátových mikročástic připravených polymerací (Ma et 

al., 2005). 
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Obr. 10 Schéma znázorňující reakční mechanismus tvorby magnetických částic z vodné směsi 

ţeleznatého a ţelezitého chloridu přidáním báze. Magnetit je černého zbarvení (přepracováno 

dle Gupta a Gupta, 2005). 

 

V posledních letech byly vyvinuty nové metody, u kterých se dá lépe kontrolovat 

velikost magnetických částic, a to mikroemulze a rozklad organických prekurzorů za 

vysokých teplot. Mikroemulze byly úspěšně pouţity jako nanoreaktory pro syntézu 

magnetických nanočástic v rozmezí od 2 do 10 nm. Hlavní výhodou mikroemulze 

systémů je, ţe velikost nanočástic můţe být řízena změnou jejich sloţení a modulací 

velikosti vodného micelárního jádra (Lee et al., 2005). Rozklad organických prekurzorů 

v přítomnosti organických povrchově aktivních rozpouštědel za vysokých teplot 

přineslo nanočástice s kontrolovatelnou velikostí, distribucí, dobrou tvorbou krystalů a 

dispergovatelností. Sun a Zeng (2002) připravili monodisperzní magnetitové 

nanočástice o velikosti 3 aţ 20 nm termálním rozkladem acetylacetonátu ţelezitého  

ve fenyletheru v přítomnosti alkoholu, kyseliny olejové a oleylaminu při 265°C. Tuto 

metodu nelze aplikovat ve velkém měřítku kvůli sloţitým syntetickým krokům a vysoké 

reakční teplotě, navíc se obvykle pouţívají drahá a toxická činidla (Sun a Zeng, 2002). 

Enkapsulace nebo disperze magnetických nanočástic do organických polymerů mohou 

zlepšit kompatibilitu s organickými sloţkami, sníţit náchylnost k vyplavování a chránit 

povrch částic před oxidací. V důsledku enkapsulace se zlepšuje dispergovatelnost, 

chemická stabilita a sniţuje se toxicita. Mnoho metod bylo vyvinuto pro přípravu 

magnetických kompozitních částic, včetně polymerního zesítění a polymerace 

monomeru (Ma a Liu, 2007). Magnetické nanočástice tvořené oxidy ţeleza lze také 

získat izolací z magnetotaktických bakterií, např. z Magnetobacterium bavaricum, 
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Aquaspirillum magnetotacticum a Desulfovibrio desulfurican. Jsou to gramnegativní, 

vodné, pohyblivé mikroorganismy, které si samy produkují intracelulární krystaly 

(obvykle z magnetitu, sulfidů ţeleza), jenţ se shlukují v magnetosomech uspořádaných 

do řetízků. Tyto magnetosomy bakteriím slouţí k pasivní orientaci v magnetickém poli 

Země (Schüler a Frankel, 1999). 

Magnetické nosiče jsou tvořeny magnetickými jádry, která jsou obalená 

funkcionalizující slupkou. Ta jádra chrání před shlukováním a zároveň vnáší funkční 

skupiny pro kovalentní vazbu s bioaktivními sloučeninami. Magnetická jádra z oxidů 

ţeleza mají hydrofobní povrchy s velkou plochou v poměru s objemem, proto jsou 

upravovány (Hamley, 2003). Pro modifikaci povrchů nosičů se vyuţívají různé typy 

polymerů, a to buď přírodní a syntetické nebo organické a anorganické látky. Příklady 

látek pouţívaných k potaţení magnetických jader jsou uvedeny v Tab. 7.  

 

Tab. 7 Příklady různých látek pouţívaných k povrchové modifikaci magnetických částic a jejich 

vyuţití. 

 

Typ materiálu Obalový materiál Využití Literatura 

Přírodní 

polymery 

Ţelatina Biokompatibilní, 

emulgátor, gelovací 

činidlo, hydrofilní 

 

(Olsen et al., 2003) 

 Chitosan Biokompatibilní, 

hydrofilní, zemědělství, 

potravinářství, lékařství, 

biotechnologie, textil, 

čištění odpadních vod 

(Khor a Lim, 2003) 

 Dextran Stabilizace koloidních 

roztoků 

(Berry a Curtis, 

2003) 

Syntetické 

polymery 

Polyethylenglykol  Zlepšení biokompatibility, 

usnadnění internalizace 

nanočástic do buněk 

(Zhang et al., 

2002) 

 Polyvinylalkohol Zabránění koagulace 

částic, coţ vede  

k monodisperzi částic 

(Shan et al., 2003) 

 Poly(N-

isopropylakrylamid) 

Termosensitivní pro 

podávání léků, separace 

buněk 

(Chen a Hoffman, 

1993) 

Anorganické 

látky 

Zlato Zabránění agregace částic, 

chemicky inertní 

(Jeong et al., 2006) 

 Oxid křemičitý Zabránění agregace částic, 

zlepšení chemické stability 

a biokompatibility, 

hydrofilní povrch oxidu 

pomáhá vázat enzym  

ve vodném roztoku 

(Chen et al., 2009) 

Organické látky Kys. olejová,  

kys. stearová 

Stabilizace koloidních 

roztoků 

(Wooding et al., 

1991) 
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Modifikací získá jádro stabilitu, je chráněno před přímým kontaktem s prostředím a 

proti oxidaci. Také je zabráněno neţádoucím specifickým interakcím, shlukování částic 

a povrch získá funkční skupiny potřebné pro navázání poţadovaných makromolekul. 

Mezi nejčastější obalový materiál nosičů patří celulosa, která poskytuje volné 

hydroxylové skupiny. Chemickou modifikací bylo vytvořeno velké mnoţství derivátů 

celulosy (např. DEAE–celulosa, AE-celulosa, CM–celulosa) (Vatta et al., 2006).  

2.4 Imobilizace bromelainu  

Stabilita enzymů omezuje jejich vyuţití, při dlouhodobých procesech často dojde 

k inaktivaci volných enzymů. Například při zvýšených teplotách je enzym denaturován 

v důsledku zániku nekovalentních interakcí a drastické změny pH ovlivňují ionizační 

stav katalytických aminokyselin. Z technologických a ekonomických důvodů je proto 

vhodnější vyuţití imobilizovaných enzymů, kdy mohou být enzymy imobilizovány  

na různých nosičích různými metodami. Zejména imobilizace kovalentní vazbou 

zachovává velmi vysokou enzymovou aktivitu v širokém rozsahu pH a teplot 

(Kunamneni et al., 2008). Imobilizace bromelainu zajistí moţnost opakovaného, popř. 

nepřetrţitého pouţití tohoto biokatalyzátoru, stejně jako snadné oddělení od reakční 

směsi, aby se zabránilo kontaminaci produktu proteinem. V případě proteas je navíc 

imobilizace uţitečná pro sníţení míry autolýzy (Homaei et al., 2010). V posledních 

letech výrazně vzrostla aplikace imobilizovaných enzymů v chemickém, 

farmaceutickém a potravinářském průmyslu (Hanefeld et al., 2009).  

Bromelain byl imobilizován různými způsoby na různých nosičích (anorganických i 

organických). V posledních letech se pro imobilizaci bromelainu často vyuţívají 

magnetické částice. Tan et al. (2008) kovalentně imobilizovali bromelain na CM-

chitosanové nanočástice, čímţ se výrazně zlepšila stabilita bromelainu za vyšší teploty a 

také funkční stabilitu. Michaelisova konstanta (Km) imobilizovaného bromelainu byla 

menší neţ u volného, coţ znamená, ţe kovalentní imobilizace pomocí karbodiimidu by 

mohla podporovat stabilitu enzymu a posílit afinitu enzymu k substrátu (Tan et al., 

2008). Častá je také kovalentní imobilizace bromelainu na chitosanové kuličky, kdy 

oproti volnému bromelainu dojde ke zlepšení substrátové specifity a funkční stability 

(Benucci et al., 2012). Získá se tak slibný, potravinám bezpečný biokatalyzátor  

pro následnou aplikaci při stabilizaci zákalu ve víně, kdy po 24 hod míchání v reaktoru 

s modelovým vínem dochází přibliţně k 70 % sníţení zákalu vína (Benucci et al., 

2014). V Tab. 8 je uveden přehled metod imobilizace bromelainu na různé nosiče. 
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Tab. 8 Přehled metod imobilizace bromelainu na různé nosiče.  

 

Nosič Metoda Literatura 

Porézní chitosanové kuličky Kovalentní vazba (Hayashi a Ikada, 1991; 

Seo et al., 1998; Benucci 

et al., 2012, 2014; Esti et 

al., 2015) 

CM chitosanové nanočástice 

modifikované linoleovou kyselinou 

Kovalentní vazba (Tan et al., 2008) 

Kalcinované podvojné vrstevnaté 

hydroxidy (Mg-Al) 

Adsorpce (Shi et al., 2007) 

Termosensitivní N-isopropylakrylamid 

(prostřednictvím aminoskupin enzymu, 

přes oligosacharidový řetězec)  

Kovalentní vazba  (Mahmood a 

Saleemuddin, 2007) 

Iminodioctová kyselina Sepharosa 6B 

(přes His) 

Adsorpce (Gupta et al., 2007) 

Chitosanový film (z Aspergillus niger a 

z měkkýšů) s glycerolem 

Kovalentní vazba (Zappino et al., 2015) 

Sepharosa s konkavalinem A Adsorpce (Gupta a Saleemuddin, 

2006) 

Nanočástice s reaktivní červení 120 

potaţené chitosanem  

Adsorpce (Song et al., 2011) 

Glyoxyl-Sepharosa CL 4B Kovalentní vazba (Cutiño-Avila et al., 2014) 

Zesíťovaný alginát vápenatý Zachycení do matrice (Sree et al., 2012) 

Porézní kopoly(γ-methyl-L-glutamát/L-

leucin) kuličky 

Kovalentní vazba (Yodoya et al., 2003) 

Porézní PVA Kovalentní vazba  (Hayashi et al., 1993) 

Aldehydové porézní skleněné kuličky Kovalentní vazba (Benucci et al., 2012) 

Akrylové kuličky aktivované epoxidem Adsorpce (Benucci et al., 2012) 

Fe3O4 částice potaţené SiO2 Kovalentní vazba (Ruan et al., 2013) 

 

2.4.1 Využití imobilizovaného bromelainu  

2.4.1.1 Čiření a stabilizace vína 

Čiření a stabilizace vína jsou procesy, při kterých jsou nerozpustné látky 

rozsuspendované ve víně odstraňovány z vína před lahvováním. Mezi tyto látky patří 

kvasinky, bakterie, tartráty, bílkoviny, pektiny, různé třísloviny a další fenolické 

sloučeniny, ale také slupky a stopky z hroznů. Čiřením se odstraňují z vína především 

koloidy (částice o velikosti 1-100 nm) a to kladně nabité bílkoviny, záporně nabitá 

kyselá barviva, zásaditá barviva, třísloviny a další látky. Koloidy způsobují opalescenci 

a matnost vín. Čiření se provádí tehdy, kdyţ uţ ve víně neprobíhá alkoholové kvašení a 

biologické odbourávání kyselin. Můţe zahrnovat rafinaci, filtraci, odstřeďování, flotaci, 

chlazení, pasterizaci, zrání v barelech a stáčení vína (Mierczynska-Vasilev a Smith, 

2015).  

Koncentrace bílkovin v bílém víně se pohybuje od 15 do 300 mg.l
-1

. Ačkoliv jsou 

bílkoviny přítomny v poměrně malých mnoţstvích, mají zásadní význam pro koloidní 
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stabilitu a čirost bílého vína. Při skladování vín můţe dojít k agregaci proteinů, čili 

k zákalu proteinů, coţ je vada komerčních vín, která je činí nepřijatelnou  

pro spotřebitele (Batista et al., 2009). Přídavek adsorbčních materiálů, jako bentonit, je 

nespecificky běţná praxe vyuţívaná ve vinařství pro prevenci sráţení bílkovin, kdy 

negativně nabité částice bentonitu elektrostaticky interagují s kladně nabitými proteiny 

vína způsobující jejich flokulaci, coţ umoţňuje jejich odstranění (Ferreira et al., 2001).  

Bentonity jsou přírodní hlinité silikáty, které ve vodě bobtnají a sráţejí se vlivem 

elektrolytů. Navzdory jeho účinnosti má bentonit negativní vliv na kvalitu vyčištěného 

vína, a to ztrátou barvy, chuti a změnou sloţení vína. Také manipulace s ním má 

negativní vliv na zdraví člověka. Z těchto důvodů je dnes stále větší pozornost 

věnována vývoji alternativních postupů pro eliminaci proteinů, kdy by byla zachována 

kvalita vína, udrţitelnost a sníţeny náklady pro výrobu vína (Waters et al., 2005).  

Moţnost stabilizace bílého vína kyselými proteasami, které jsou schopné 

hydrolyzovat konkrétní proteiny a zároveň zůstat inertní vůči ostatním sloţkám, se jeví 

jako velmi zajímavá. Nicméně v současné době převládá v některých evropských 

zemích poţadavek na potraviny bez aditiv (Feijoo-Siota a Villa, 2010). Z tohoto důvodu 

byla věnována rostoucí pozornost vyuţití imobilizovaných proteas na pevném nosiči, 

coţ by mohlo mít uplatnění u stabilizace proteinů vína pomocí kontinuálního ošetření 

v různých typech bioreaktorů (Esti et al., 2015). 

V nedávné studii byl kmenový bromelain kovalentně a přímo navázán  

na chitosanové kuličky. Tento potravinářství bezpečný biokatalyzátor se zdá být vhodný 

pro aplikaci v médiu podobném vínu (Benucci et al., 2012). Kromě toho byl zkoumán 

vliv očekávaných inhibitorů obvykle přítomných ve víně na aktivitu volného 

bromelainu v médiu podobném pufru, a to ethanolu, oxidu siřičitého, slupek hroznů a 

taninu, coţ vedlo k potvrzení reverzibilní inhibice proteasy ve volné formě. Jako 

nejsilnější kompetitivní inhibitor byl určen ethanol, ale pouze za výskytu  

v abnormálních koncentracích. Imobilizovaný bromelain je odolnější vůči inhibičnímu 

účinku a mohl by být pouţit jako alternativa bentonitu k hydrolýze proteinů vína, ale 

pro jeho vyuţití jsou nezbytné další studie (Esti et al., 2015).  

2.4.5.2 Stabilizace piva 

Při výrobě piva se taktéţ vyuţívají enzymy, a to při stabilizaci piva, kdy vzniklé pivo 

není zcela čisté a je třeba jej pro zvýšení trvanlivosti přefiltrovat. Pro filtraci se 

pouţívají různé typy filtrů (křemelinové, membránové), nebo se vzhledem ke své 
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finanční nenáročnosti vyuţívá pasterace piva při 62°C. Pro delší trvanlivost piva se 

pouţívají chemické stabilizátory, kdy je nejčastěji vyuţíván tanin, silikagel, bentonit a 

enzymy (např. papain) (Siebert a Lynn 1997).  

 Pan a Lin (1993) studovali vyuţití imobilizovaného bromelainu a papainu  

při stabilizaci piva v chladu. Bromelain byl imobilizován na CM-celulosu, DEAE-

celulosu a přírodní celulosu pomocí glutaraldehydu jako zesíťovacího činidla. Jako 

nejúčinější nosič pro imobilizaci se ukázala CM-celulosa, kdy se imobilizací posunulo 

pH optimum i teplotní optimum oproti volnému bromelainu a papainu. Při průtokové 

rychlosti 30 mL.hod
-1

 přes kolony naplněné pivem mohlo probíhat zrání piva. 

Nejlepších výsledků dosáhli, kdyţ pro zrání pouţili směs 5 g imobilizovaného 

bromelainu a 5 g imobilizového papainu na CM-celulosový nosiče, kdy byl zákal piva 

sníţen téměř asi 2,6x a obsah proteinů s molekulovou hmotností vyšší neţ 8000 Da byl 

sníţen z 42,76 % na 13,10 %. Poté byla směs imobilizovaných enzymů pouţívaná 

kontinuálně po dobu 10 dnů, směs byla stále účinná při prevenci proti tvorbě zákalu 

v pivu (Pan a Lin, 1993).   
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

3.1 Materiál a chemikálie 

Bicinchoninová kyselina  Sigma-Aldrich (Německo)  

Bromelain   dar firmy Wobenzym (Česká 

republika) 

Coomasie Brilliant Blue G250        Bio-Rad (USA) 

Cystein                Lachema (Česká republika) 

Dihydrogenfosforečnan draselný  Sigma-Aldrich (Německo) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)          Sigma-Aldrich (Německo) 

Dithiothreitol (DTT)            Sigma-Aldrich (Německo) 

Ethanol (96%, denaturovaný)         lihovar Kojetín (Česká republika) 

Ethanol 99,8 %, pro UV spektroskopii      Sigma-Aldrich (Německo) 

Folin-Ciocalteu reagent          Sigma-Aldrich (Německo) 

Glutaraldehyd 50%             Sigma-Aldrich (Německo) 

Hovězí hemoglobin             Sigma-Aldrich (Německo) 

Hovězí sérový albumin (BSA)         Sigma-Aldrich (Německo) 

Hydrogenfosforečnan draselný         Sigma-Aldrich (Německo) 

Hydrogenfosforečnan sodný          Sigma-Aldrich (Německo) 

Hydrogenuhličitan sodný           Sigma-Aldrich (Německo) 

Hydroxid draselný             Lachema (Česká republika) 

Hydroxid sodný              Lach-Ner (Česká republika) 

Chlorid draselný              Sigma-Aldrich (Německo) 

Chlorid sodný              Lach-Ner (Česká republika) 

Jodistan sodný              Sigma Aldrich (Německo) 

Kyselina citronová             Sigma-Aldrich (Německo) 

Kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA)    Sigma-Aldrich (Německo) 

Kyselina fosforečná (85%)         Lachema (Česká republika) 

Kyselina chlorovodíková           Lach-Ner (Česká republika) 

Kyselina mravenčí             Sigma-Aldrich (Německo) 

Kyselina trichloroctová (TCA)         Lach-Ner (Česká republika)  

Kyselina vinná              Lachema (Česká republika) 

Magnetické mikročástice MG 100       Iontosorb (Česká republika) 

Magnetické mikročástice MG CM 100      Iontosorb (Česká republika) 
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Magnetické mikročástice MG DEAE 100  Iontosorb (Česká republika) 

Methanol               Lachema (Česká republika) 

Močovina                Sigma-Aldrich (Německo) 

Nα-benzoyl-DL-arginin 4-nitroanilid hydrochlorid  Sigma-Aldrich (Německo) 

(BAPNA)   

N-(3-dimethylaminopropyl)-N„-ethylkarbodiimid   Sigma-Aldrich (Německo) 

hydrochlorid 99% (EDC.HCl) 

N-hydroxysukcinimid 98% (NHS)        Sigma-Aldrich (Německo) 

Síran měďnatý pentahydrát          Sigma-Aldrich (Německo) 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)     MP Biomedicals (Francie)  

Tyrosin                Lachema (Česká republika) 

Uhličitan sodný monohydrát         Sigma-Aldrich (Německo) 

Vinan sodno-draselný           Sigma-Aldrich (Německo) 

Vinan sodný               Sigma-Aldrich (Německo) 

Víno 1 – Rulandské šedé (pH 3,37)       Albert (Česká republika) 

Víno 2 – Tramín červený (pH 3,54)      Albert (Česká republika) 

3.2 Přístroje 

Analytické váhy              Sartorius (Německo) 

Automatické pipety 1-5000 μl         Eppendorf (Německo) 

Automatický rotátor Multi Bio RS-24       Biosan (Litva) 

Centrifuga 5415R             Eppendorf (Německo) 

Digitální pH metr inoLab Level 1       WTW, Německo 

Digitální předváţky             Kern (Německo) 

Elektromagnetická míchačka RCT-Basic      IKA, Německo 

Mikrodestičkový reader Synergy HT       BioTek (USA) 

Minicentrifuga miniSpin plus         Eppendorf (Německo) 

Minitřepačka TTS 2            IKA (Německo) 

Spektrofotometr Biochrom (WPA)       Biochrom Ltd. (Velká Británie) 

Spektrofotometr UV-VIS           Agilent technologies (USA) 

Termostat SUB 6             Grant (Velká Británie) 

Třepačka s termostatem           BioSan (Litva) 

Vodní lázeň               Grant (Velká Británie) 

Vortex V1                BioSan (Litva) 
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3.3 Metody 

3.3.1 Imobilizace bromelainu pomocí glutaraldehydu 

Do 2 ml mikrozkumavky bylo naváţeno 100 mg magnetických mikročástic MG DEAE 

100, k nim bylo napipetováno 1600 μl 5% glutaraldehydu ve vodě. Směs byla 

protřepávána 4 hod pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Poté byly 

magnetické částice separovány pomocí magnetického pole, roztok byl odpipetován a 

částice byly 5x promyty pufrem (K-Pi, 0,1 mol.l
-1

, pH 8,0), aby byl odstraněn všechen 

nenavázaný glutaraldehyd, který by mohl poté zesíťovat přidaný bromelain. Následně 

bylo napipetováno 800 μl bromelainu v deionizované vodě (15 mg.ml
-1

) a 800 μl pufru 

(K-Pi, 0,2 mol.l
-1

, pH 8,0), kdy byly částice přidrţovány u stěny pomocí magnetického 

pole kvůli adsorpci. Poté bylo odebráno 50 μl této směsi ke stanovení koncentrace 

proteinů bicinchoninovou (BCA) metodou. Směs byla protřepávána do dalšího dne 

pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Poté byly magnetické částice 

separovány pomocí magnetického pole, roztok byl odpipetován a v něm byla stanovena 

koncentrace proteinů BCA metodou. Na závěr byly částice 10x promyty pufrem,  

pro porovnání byl pouţit pufr pro bromelain (K-Pi 0,1 mol.l
-1

 pH 6,5, 0,3 mol.l
-1

 KCl, 

0,1 mol.l
-1

 EDTA, 0,003 mol.l
-1

 DTT) a K-Pi pufr (0,1 mol.l
-1

, pH 7,0), aby byl 

odstraněn nenavázaný bromelain. Měření bylo prováděno ve třech opakováních.  

3.3.2 Imobilizace bromelainu pomocí karbodiimidu 

Do 2 ml mikrozkumavky bylo naváţeno 100 mg magnetických mikročástic CM MG 

100, k nim bylo napipetováno 400 μl 0,1 mol.l
-1

 roztoku EDC.HCl v pufru (K-Pi, 0,2 

mol.l
-1

, pH 6,0), 400 μl 0,052 mol.l
-1

 roztoku NHS v pufru (K-Pi, 0,2 mol.l
-1

, pH 6,0) a 

800 μl bromelainu v deionizované vodě (15 mg.ml
-1

), kdy byly magnetické částice 

přidrţovány u stěny pomocí magnetického pole kvůli adsorpci. Poté bylo odebráno 50 

μl této směsi ke stanovení koncentrace proteinů BCA metodou. Směs byla protřepávána 

do dalšího dne pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Poté byly magnetické 

částice separovány pomocí magnetického pole, roztok byl odpipetován a v něm byla 

stanovena koncentrace proteinů BCA metodou. Na závěr byly částice 10x promyty 

pufrem, pro porovnání byl pouţit pufr pro bromelain (K-Pi 0,1 mol.l
-1

 pH 6,5, 0,3  

mol.l
-1

 KCl, 0,1 mol.l
-1

 EDTA, 0,003 mol.l
-1

 DTT) a K-Pi pufr (0,1 mol.l
-1

, pH 7,0), aby 

byl odstraněn nenavázaný bromelain. Měření bylo prováděno ve třech opakováních.  
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3.3.3 Imobilizace bromelainu pomocí jodistanu 

Do 2 ml mikrozkumavky bylo naváţeno 100 mg magnetických mikročástic MG 100, 

k nim bylo napipetováno 2000 μl 0,05 mol.l
-1

 jodistanu sodného ve vodě. Směs byla 

protřepávána do dalšího dne pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Poté byly 

magnetické částice separovány pomocí magnetického pole, roztok byl odpipetován a 

částice byly 5x promyty pufrem (K-Pi, 0,1 mol.l
-1

, pH 8,0), aby byl odstraněn všechen 

nenavázaný jodistan. Následně bylo napipetováno 800 μl bromelainu v deionizované 

vodě (15 mg.ml
-1

) a 800 μl pufru (K-Pi, 0,2 mol.l
-1

, pH 8,0), kdy byly magnetické 

částice přidrţovány u stěny pomocí magnetického pole kvůli adsorpci. Poté bylo 

odebráno 50 μl této směsi ke stanovení koncentrace proteinů BCA metodou. Směs byla 

protřepávána do dalšího dne pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Poté byly 

magnetické částice separovány pomocí magnetického pole, roztok byl odpipetován a 

v něm byla stanovena koncentrace proteinů BCA metodou. Na závěr byly částice 10x 

promyty pufrem, pro porovnání byl pouţit pufr pro bromelain (K-Pi 0,1 mol.l
-1

 pH 6,5, 

0,3 mol.l
-1

 KCl, 0,1 mol.l
-1

 EDTA, 0,003 mol.l
-1

 DTT) a K-Pi pufr (0,1 mol.l
-1

, pH 7,0), 

aby byl odstraněn nenavázaný bromelain. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

Schéma imobilizace enzymu pomocí jodistanu je znázorněno na Obr. 11. 

 
 

 
Obr. 11 Imobilizace enzymu na magnetické částice pomocí jodistanu. 
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3.3.4 Stanovení aktivity bromelainu I 

Aktivita bromelainu byla stanovena spektrofotometricky s pouţitím umělého substrátu 

BAPNA. Při hydrolýze tohoto substrátu se amidická vazba štěpí za vzniku 

aromatického aminu, ţlutě zbarveného p-nitroanilinu (Erlanger et al., 1961). 

Aktivita volného bromelainu byla měřena v kyvetě, do které bylo napipetováno 1500 

μl pufru (K-Pi 0,1 mol.l
-1

 pH 6,5, 0,3 mol.l
-1

 KCl, 0,1 mol.l
-1

 EDTA, 0,003 mol.l
-1

 

DTT), 150 μl vody, 150 μl bromelainu (1 mg.ml
-1

) v deionizované vodě (v případě 

blanku byla pouţita deionizovaná voda). Reakce byla startována přídavkem 200 μl 

substrátu BAPNA v DMSO (0,05 mol.l
-1

). Směs byla temperována 5 min ve vodní lázni 

na 30°C. Byla měřena absorbance po 10 s v délce 5 minut při λ=405 nm proti blanku. 

Měření bylo prováděno ve třech opakováních. Aktivita byla vypočítána ze vztahu: 

  

  
 
    

      
 

kde Δn/Δt je aktivita (kat), ΔA změna absorbance, Δt čas reakce (s), V celkový objem  

v kyvetě (l), ε molární absorpční koeficient (8270 l.mol
-1

.cm
-1

), l délka optické dráhy 

(cm).  

3.3.5 Stanovení aktivity bromelainu II 

Aktivita bromelainu byla stanovena spektrofotometricky s pouţitím hemoglobinového 

substrátu podle Ansona: 2 g hemoglobinu z hovězích erytrocytů a 9 g močoviny bylo 

rozpuštěno v deionizované vodě a bylo přidáno 8 ml 1 mol.l
-1

 NaOH, objem byl pak 

doplněn deionizovanou vodou na 100 ml a roztok se nechal hodinu stát při laboratorní 

teplotě, poté bylo přidáno 10 ml 1 mol.l
-1

 KH2PO4 a 4 g močoviny, roztok byl zfiltrován 

a hodnota pH byla upravena na 7,8. Proteasa má aktivitu, která se rovná 1 Ansonově 

jednotce, je-li hemoglobin štěpen rychlostí 1 mmol tyrosinu za minutu za standardních 

podmínek (Anson, 1938).  

 Při stanovení aktivity volného bromelainu bylo do 2 ml mikrozkumavky 

napipetováno 250 μl bromelainu (0,16 mg.ml
-1

) v K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

 pH 7,0),  

v případě blanku pouze K-Pi pufr (0,1 mol.l
-1

 pH 7,0). Dále byl přidán 1 ml 

hemoglobinového substrátu, roztok byl inkubován 15 minut na třepačce s termostatem 

při teplotě 30°C. Po uplynutí časového intervalu byla reakce zastavena 0,5 ml 25% TCA 

a vzniklý precipitát byl odcentrifugován (10 min při 6000 g). 1 ml vzorku byl pouţit  

pro stanovení volného tyrosinu Hartree-Lowryho metodou. Aktivita volného 

bromelainu byla měřena v kyvetě při λ=750 nm proti blanku. 



48 

 

Aktivita volného bromelainu byla měřena v kyvetě při λ=750 nm proti blanku.  

Při stanovení aktivity bromelainu bylo k 100 mg částic s imobilizovaným bromelainem 

napipetováno 250 µl pufru (K-Pi 0,1 mol.l
-1

 pH 7,0), v případě blanku pouze pufr. Dále 

byl přidán 1 ml hemoglobinového substrátu, roztok byl inkubován 15 minut na třepačce 

s termostatem při teplotě 30°C. Poté byly magnetické částice separovány pomocí 

magnetického pole. Z roztoku byl odpipetován 1 ml, ten byl napipetován do 1,5 ml 

mikrozkumavky k 0,5 ml 25% TCA, čímţ byla reakce zastavena. Vzniklý precipitát byl 

odcentrifugován (10 min při 6000 g). 1 ml vzorku byl pouţit  

pro stanovení volného tyrosinu Hartree-Lowryho metodou. Měření bylo prováděno  

ve třech opakováních. 

3.3.6 Stanovení koncentrace proteinů pomocí BCA metody 

Koncentrace proteinů byla stanovena spektrofotometricky s pouţitím kyseliny 

bicinchoninové. Tato metoda je zaloţena na principu redukce peptidových vazeb 

tvořících komplex s měďnatými ionty na měďné ionty v alkalickém prostředí, kdy je 

vzniklý měďný ion chelatován kyselinou bicinchoninovou  za vzniku červenofialového 

komplexu, který absorbuje světlo o λ=562 nm (Smith et al., 1985).  

Do zkumavky bylo napipetováno 20 µl vzorku, 180 µl destilované vody a 2 ml 

pracovního roztoku. Pracovní roztok byl připraven smísením roztoku A a B v poměru 

50:1. Roztok A obsahoval 4,4´-dikarboxy-2,2´-bichinolin (dvojsodná sůl, konečná 

koncentrace 26 mmol.l
-1

), uhličitan sodný (konečná koncentrace 0,16 mol.l
-1

), hydroxid 

sodný (konečná koncentrace 0,1 mol.l
-1

), vinan sodný (konečná koncentrace 7  

mmol.l
-1

), hydrogenuhličitan sodný (konečná koncentrace 0,11 mol.l
-1

) a deionizovanou 

vodu. Roztok B obsahoval síran měďnatý (konečná koncentrace 16 mmol.l
-1

) a 

deinizovanou vodu. Směs byla promíchána a inkubována 30 minut při 37°C, poté byla 

ochlazena na laboratorní teplotu. Byla změřena absorbance v kyvetě při λ= 562 nm  

proti blanku (deionizovaná voda a pracovní roztok). Měření bylo prováděno ve třech 

opakováních. Pro sestrojení kalibrační přímky byl jako standard pouţit BSA 

(koncentrace 0,1-1,0 mg.ml
-1

).  

3.3.7 Stanovení koncentrace proteinů pomocí Hartree-Lowryho metody 

Koncentrace proteinů byla stanovena spektrofotometricky s pouţitím A a B Hartree-

Lowryho reagencií. Tato metoda je zaloţena na principu redukce peptidových vazeb 

tvořících komplex s měďnatými ionty na měďné ionty v alkalickém prostředí. Měďné 

ionty a zbytky tyrosinu, tryptofanu a cysteinu reagují s Folin-Ciocaulteuovým činidlem 
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(polykyseliny fosfowolframové a fosfomolybdenové), které je redukováno  

za vzniku nestabilního modrého produktu absorbující světlo o λ=750 nm (Hartree, 

1972). 

Do zkumavky byl napipetován 1 ml vzorku, v případě blanku vzorek neobsahující 

bromelain. Dále byl přidán 1 ml činidla A: vinan sodno-draselný (konečná koncentrace 

7 mmol.l
-1

), uhličitan sodný (konečná koncentrace 0,81 mol.l
-1

), hydroxid sodný 

(konečná koncentrace 0,5 mol.l
-1

), deionizovaná voda. Směs byla promíchána  

na vortexu a inkubována 10 min, poté bylo přidáno 0,5 ml činidla B: vinan sodno-

draselný (konečná koncentrace 0,07 mol.l
-1

), síran měďnatý (konečná koncentrace 0,04 

mol.l
-1

), hydroxid sodný (1 mol.l
-1

), deionizovaná voda. Roztok C byl připraven 

zředěním 1 objemu Folin-Ciocalteu činidla 15 objemy deionizované vody. Směs byla 

rychle promíchána na vortexu a po 30 min inkubace byla změřena absorbance v kyvetě 

při λ=750 nm proti blanku. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. Pro sestrojení 

kalibrační přímky byl jako standard pouţit tyrosin (2-20 µg.ml
-1

). 

3.3.8 Stanovení koncentrace proteinů pomocí metody Bradfordové  

Koncentrace proteinů byla stanovena spektrofotometricky s pouţitím metody 

Bradfordové, kdy se Coomassie barvivo váţe na proteinové molekuly v kyselém 

prostředí (trifenylmethanová skupina na nepolární části proteinů a anion sulfoskupiny 

na vedlejší řetězce aminokyselin nesoucí kladný náboj, např. Arg a Lys). Po navázání 

barviva na proteiny dochází ke změně zbarvení, které je úměrné mnoţství proteinu. 

Absorpční maximum se posunuje z 465 na 595 nm (Bradford, 1976).  

Stanovení bylo prováděno na mikrodestičkovém readru v 96 jamkových 

mikrodestičkách. Do jednotlivých jamek bylo napipetováno 45 µl deionizované vody, 5 

µl vzorku proteinu nebo standardu BSA (koncentrace 0,1-1,0 mg.ml
-1

) a 200 µl 

pracovního činidla Bradfordové (0,5 mg.ml
-1

 Coomasie Brilliant Blue G250, 0,25  

mol.l
-1

 methanol, 0,5 mol.l
-1

 85% kyselina fosforečná, roztok byl připraven naředěním 

1:4 deionizovanou vodou). Jako blank byla pouţita deionizovaná voda s činidlem 

Bradfordové. Destička byla mírně protřepána, po 5 minutové inkubaci byla proměřena 

absorbance při 595 nm. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.9 Stanovení vazebné kapacity imobilizovaného bromelainu 

Vazebná kapacita bromelainu byla stanovena spektrofotometricky BCA metodou, kdy 

bylo porovnáno mnoţství proteinu ve vzorku před a po imobilizaci na magnetické 

mikročástice (MG DEAE 100, CM MG 100, MG 100). Měření bylo prováděno v kyvetě 
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ve třech opakováních. Mnoţství navázaného bromelainu na magnetické mikročástice 

bylo vypočítáno pomocí vztahu:  

                 
           

 
 

kde cp je koncentrace proteinů (mg.ml
-1

) před imobilizací a cx po imobilizaci, objem 

roztoku (ml) před imobilizací je Vp a po imobilizaci Vx a m (mg) je hmotnost nosiče. 

Vazebná kapacita byla vyjádřena v hmotnostním mnoţství imobilizovaného bromelainu 

na hmotnostní jednotku nosiče (mg bromelainu.mg
-1

 mikročástic). 

 Byla stanovena účinnost imobilizace (EI, %), která určila, která z pouţitých metod 

imobilizace byla nejúčinnější. Aktivita byla stanovena spektrofotometricky v kyvetě 

změřením aktivity bromelainu metodou I i II. EI byla vypočítána ze vztahu: 

   (
  

     
)      

kdy Ax je aktivita navázaného bromelainu na nosič, Ap aktivita přidaného bromelainu 

do směsi, Ay zbytková aktivita v supernatantu po imobilizaci.    

3.3.10 Stanovení specifické aktivity 

Specifická aktivita enzymu je aktivita v daném objemu vztaţená na obsah proteinu  

ve vzorku. Specifická aktivita volného bromelainu (1,0 mg.ml
-1

) byla stanovena 

spektrofotometricky v kyvetě změřením aktivity bromelainu metodou II a obsahu 

proteinů ve vzorku BCA metodou, specifická aktivita imobilizovaného bromelainu (100 

mg DEAE MG 100, CM MG 100, MG 100 mikročástic) byla stanovena stejně jako  

u volného bromelainu. V případě imobilizovaného bromelainu je specifická aktivita 

vztaţena na 1 mg mikročástic. Specifická aktivita byla vyjádřena v nkat.mg
-1

 a 

v Ansonových jednotkách.mg
-1

 (mmol.min
-1

.mg
-1

) (Anson, 1938). Měření bylo 

prováděno v kyvetě ve třech opakováních. 

3.3.11 Stanovení teplotní stability volného a imobilizovaného bromelainu  

Vzorky volného bromelainu (0,16 mg.ml
-1

) v K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) a 50 mg 

magnetických mikročástic (CM MG 100) s imobilizovaným bromelainem v K-Pi pufru 

(0,1 mol.l
-1

, pH 7) byly inkubovány při teplotách 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 

55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C a 80°C po dobu 30 min. Po inkubaci byly roztoky 

ochlazeny v ledové lázni. Magnetické mikročástice byly separovány pomocí 

magnetického pole a směs byla odpipetována. Pro určení zbytkové aktivity volného a 

imobilizovaného bromelainu byla pouţita metoda stanovení aktivity bromelainu II. 
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Nejvyšší aktivita u volného a imobilizovaného bromelainu byla označena jako 100 %. 

Pro srovnání teplotní stability volného a imobilizovaného bromelainu byla určena 

hodnota T50, coţ je teplota, při které si enzym zachovává poloviční aktivitu  

oproti nejvyšší stanovené aktivitě. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.12 Stanovení závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na pH 

v McIlvainově pufru 

Vzorky volného (0,16 mg.ml
-1

) a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích (50 

mg CM MG 100) byly inkubovány v McIlvainově pufru (hydrogenfosforečnan sodný, 

kyselina citronová) při pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 a 6,0 po dobu 30 min. Poté byla 

měřena aktivita volného a imobilizovaného bromelainu v daném pufru metodou 

stanovení aktivity bromelainu II. Nejvyšší aktivita u volného i imobilizovaného 

bromelainu byla označena jako 100 %. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.13 Stanovení závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na pH 

v K-Pi pufru 

Vzorky volného (0,16 mg.ml
-1

) a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích (50 

mg CM MG 100) byly inkubovány v K-Pi pufru při pH 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 a 8,0  

po dobu 30 min. Poté byla měřena aktivita volného a imobilizovaného bromelainu 

v daném pufru metodou stanovení aktivity bromelainu II. Nejvyšší aktivita u volného i 

imobilizovaného bromelainu byla označena jako 100 %. Měření bylo prováděno  

ve třech opakováních. 

3.3.14 Stanovení závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na pH 

v Tris-HCl pufru 

Vzorky volného (0,16 mg.ml
-1

) a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích (50 

mg CM MG 100) byly inkubovány v Tris-HCl pufru při pH 7,0 7,5, 8,0, 8,2, 8,4, 8,6 a 

8,9 po dobu 30 min. Poté byla měřena aktivita volného a imobilizovaného bromelainu 

v daném pufru metodou stanovení aktivity bromelainu II. Nejvyšší aktivita u volného i 

imobilizovaného bromelainu byla označena jako 100 %. Měření bylo prováděno  

ve třech opakováních. 

3.3.15 Stanovení operační stability imobilizovaného bromelainu 

Za účelem stanovení operační stability imobilizovaného bromelainu byla změřena jeho 

zbytková aktivita v kaţdém cyklu. K 50 mg magnetických částic (CM MG 100) 

s imobilizovaným bromelainem bylo napipetováno 250 µl K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) 
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a byla změřena aktivita imobilizovaného bromelainu metodou stanovení aktivity 

bromelainu II. Poté byly mikročástice 10x promyty K-Pi purfem (0,1 mol.l
-1

, pH 7). 

Mikročástice byly pouţity pro další cyklus stanovení aktivity, které probíhalo stejným 

způsobem. Takto bylo provedeno deset měření. Aktivita bromelainu po prvním měření 

byla označena jako 100 %. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.16 Stanovení funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu  

při laboratorní teplotě 

Byla stanovena funkční stabilita volného a imobilizovaného bromelainu  

na magnetických mikročásticích (50 mg CM MG 100) při laboratorní teplotě v K-Pi 

pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7). U 250 µl volného bromelainu (0,16 mg.ml
-1

) v K-Pi pufru (0,1 

mol.l
-1

, pH 7) a mikročástic s imobilizovaným bromelainem s 250 µl K-Pi pufru (0,1 

mol.l
-1

, pH 7) byla změřena aktivita bromelainu metodou stanovení aktivity bromelainu 

II. Dále byla změřena aktivita po dalších 2, 4, 6, 24, 28 a 72 hod skladování  

při laboratorní teplotě. Počáteční aktivita bromelainu byla určena jako 100 %.  

Pro srovnání funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu byla určena 

hodnota t50, coţ je čas, za který si enzym zachová poloviční aktivitu oproti počáteční 

naměřené aktivitě. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.17 Stanovení stability volného a imobilizovaného bromelainu při skladování 

Byla stanovena stabilita volného a imobilizovaného bromelainu na magnetických 

mikročásticích (50 mg CM MG 100) při skladování v lednici při 4°C v K-Pi pufru (0,1 

mol.l
-1

, pH 7). U 250 µl volného bromelainu (0,16 mg.ml
-1

) v K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, 

pH 7) a mikročástic s imobilizovaným bromelainem s 250 µl K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 

7) byla změřena aktivita bromelainu metodou stanovení aktivity bromelainu II. Dále 

byla změřena aktivita po 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18, 25, 32, 39, 46, 53 a 60 dnech skladování 

v lednici při teplotě 4°C. Počáteční aktivita bromelainu byla určena jako 100 %.  

Pro srovnání funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu byla určena 

hodnota t50, coţ je čas, za který si enzym zachová poloviční aktivitu oproti počáteční 

naměřené aktivitě. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.18 Stanovení Michaelisovy konstanty Km 

Ke stanovení Michaelisovy konstanty Km byl pouţit hemoglobinový substrát  

podle Ansona s různým mnoţstvím hemoglobinu (0,8, 1,0, 1,33, 2,0 a 4,0 g na 110 ml). 

Stanovení u volného (0,16 mg.ml
-1

) i imobilizovaného bromelainu na 50 mg 
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mikročástic (CM MG 100) probíhalo stejným způsobem jako metoda stanovení aktivity 

bromelainu II, kdy byla spektrofotometricky změřena absorbance barevného produktu  

v kyvetě. Hodnoty byly pouţity k sestrojení Lineweaver-Burkova grafu závisloti 1/ΔA 

(změna absorbance) na 1/[S] (koncentrace substrátu), z jehoţ rovnice byla vypočítána 

Michaelisova konstanta. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.19 Vliv imobilizovaného bromelainu na množství proteinů ve vinném pufru 

Mnoţství proteinů ve vinném pufru bylo stanoveno spektrofotometricky na 96 jamkové 

destičce pomocí metody Bradfordové. Do 5 ml mikrozkumavek s imobilizovaným 

bromelainem (50 mg CM MG 100 mikročástic) bylo napipetováno 5 ml vinného pufru 

(0,03 mol.l
-1

 kyselina vinná/vinan sodný, 12% ethanol, deionizovaná voda, pH 3,2) 

s BSA jako modelovým proteinem (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

), do dalších mikrozkumavek  

s imobilizovaným bromelainem (50 mg CM MG 100 mikročástic) bylo napipetováno 5 

ml vinného pufru s cysteinem jako aktivátorem (0,03 mol.l
-1

 kyselina vinná/vinan 

sodný, 5 mmol.l
-1

 cystein, 12% ethanol, deionizovaná voda, pH 3,2) s BSA jako 

modelovým proteinem (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

). Ve směsích byla stanovena počáteční 

koncentrace proteinů při λ=595 nm proti blanku (deionizovaná voda a pracovní roztok), 

poté byly směsi protřepávány pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Po 4 

hodinách bylo změřeno mnoţství proteinů, směsi byly opět protřepávány  

pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Po 24 hodinách bylo změřeno 

mnoţství proteinů. Měření bylo prováděno ve třech opakováních. 

3.3.20 Vliv imobilizovaného bromelainu na množství proteinů ve víně 

Mnoţství proteinů ve víně bylo stanoveno spektrofotometricky na 96 jamkové destičce 

pomocí metody Bradfordové. Do 5 ml mikrozkumavek s imobilizovaným bromelainem 

(50 mg CM MG 100 mikročástic) bylo napipetováno 5 ml vína 1 (pH 3,37), do dalších 

mikrozkumavek s imobilizovaným bromelainem (50 mg CM MG 100 mikročástic) bylo 

napipetováno 5 ml vína 2 (pH 3,54). Ve směsích byla stanovena počáteční koncentrace 

proteinů při λ=595 nm proti blanku (deionizovaná vody a pracovní roztok), poté byly 

směsi protřepávány pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Po 4 hodinách 

bylo změřeno mnoţství proteinů, směsi byly opět protřepávány pomocí automatického 

rotátoru v lednici při 4°C. Po 24 hodinách bylo změřeno mnoţství proteinů. Měření bylo 

prováděno ve třech opakováních. 
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3.3.21 Vliv imobilizovaného bromelainu na zákal proteinů v modelovém víně 

Změřením optické hustoty (OD) při λ=600 nm byl v kyvetě spektrofotometricky 

stanoven pokles zákalu v modelovém víně ovlivněný působením imobilizovaného 

bromelainu. Do 5 ml mikrozkumavek s imobilizovaným bromelainem (50 mg CM MG 

100 mikročástic) bylo napipetováno 5 ml vína 1 (pH 3,37), popř. vína 2 (pH 3,54), 

s BSA jako modelovým proteinem (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

). Ve směsích byla stanovena 

počáteční optická hustota proti blanku (modelové víno), poté byly směsi protřepávány 

pomocí automatického rotátoru v lednici při 4°C. Po 4 hodinách byla změřena optická 

hustota směsi. Směsi byly opět protřepávány pomocí automatického rotátoru v lednici 

při 4°C. Po 24 hodinách byla opět změřena optická hustota směsi. Měření bylo 

prováděno ve třech opakováních. 
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4 VÝSLEDKY  

4.1 Stanovení koncentrace proteinů pomocí BCA metody 

Celková koncentrace proteinů byla stanovena spektrofotometricky pomocí BCA metody 

při λ=562 nm proti blanku (deionizovaná voda a pracovní roztok). Ze závislosti 

absorbance a příslušných hodnot standardu BSA (koncentrace 0,1-1,0 mg.ml
-1

) byla 

sestrojena kalibrační přímka (Obr. 12). Z rovnice regrese byly poté stanoveny 

koncentrace proteinů ve vzorcích.   

 

Obr. 12 Kalibrační přímka pro stanovení koncentrace proteinů pomocí metody BCA. Byly 

pouţity standardy BSA o koncentracích 0,1-1,0 mg.ml
-1

. Absorbance byla měřena 

spektrofotometricky při λ=562 nm. 

 

4.2 Stanovení koncentrace proteinů pomocí Hartree-Lowryho metody 

Celková koncentrace proteinů byla stanovena spektrofotometricky pomocí Hartree-

Lowryho metody při λ=750 nm proti blanku (vzorek neobsahující bromelain, roztok A, 

roztok B). Ze závislosti absorbance a příslušných hodnot standardu tyrosinu 

(koncentrace 2-20 µg.ml
-1

) byla sestrojena kalibrační přímka (Obr. 13). Z rovnice 

regrese byly poté stanoveny koncentrace proteinů ve vzorcích.   
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Obr. 13 Kalibrační přímka pro stanovení koncentrace proteinů pomocí Hartree-Lowryho 

metody. Byly pouţity standardy tyrosinu o koncentracích 2-20 µg.ml
-1

. Absorbance byla měřena 

spektrofotometricky při λ=750 nm. 

 

4.3 Stanovení koncentrace proteinů pomocí metody Bradfordové  

Celková koncentrace proteinů byla stanovena spektrofotometricky pomocí metody 

Bradfordové při λ=595 nm proti blanku (deionizovaná voda a pracovní roztok).  

Ze závislosti absorbance a příslušných hodnot standardu BSA (koncentrace 0,1-1,0 

mg.ml
-1

) byla sestrojena kalibrační přímka (Obr. 14). Z rovnice regrese byly poté 

stanoveny koncentrace proteinů ve vzorcích.   

 

Obr. 14 Kalibrační přímka pro stanovení koncentrace proteinů pomocí metody Bradfordové. 

Byly pouţity standardy BSA o koncentracích 0,1-1,0 mg.ml
-1

. Absorbance byla měřena 

spektrofotometricky při λ=595 nm. 
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4.4 Stanovení vazebné kapacity imobilizovaného bromelainu 

Bromelain byl imobilizován na mikročástice DEAE MG 100 pomocí glutaraldehydu,  

na CM MG 100 pomocí karbodiimidu a na MG 100 pomocí jodistanu. Pro promývání 

částic byl pro porovnání pouţit pufr pro bromelain (K-Pi 0,1 mol.l
-1

 pH 6,5, 0,3 mol.l
-1

 

KCl, 0,1 mol.l
-1

 EDTA, 0,003 mol.l
-1

 DTT) a K-Pi pufr (0,1 mol.l
-1

, pH 7,0).  

Při promývání pufrem pro bromelain došlo k zakalení směsi, proto byl v dalších 

měřeních pouţit pouze K-Pi pufr (0,1 mol.l
-1

, pH 7,0). Po imobilizaci bromelainu byla 

stanovena celková koncentrace proteinů před a po imobilizaci BCA metodou. Z rovnice 

lineární regrese kalibrační přímky bylo stanoveno mnoţství proteinů ve vzorku.  

U DEAE MG 100 částic byla koncentrace proteinů před imobilizací 0,565 mg.ml
-1

 a  

po 0,655 mg.ml
-1

, u CM MG 100 částic před imobilizací 1,25 mg.ml
-1

 a po 0,855 

mg.ml
-1

, u MG 100 částic před imobilizací 0,761 mg.ml
-1

 a po 0,509 mg.ml
-1

. Objem 

roztoku byl před i po imobilizaci 1,6 ml, hmotnost nosiče byla ve všech případech 100 

mg. Vazebná kapacita byla stanovena rozdílem koncentrací před a po imobilizaci 

bromelainu na 1 mg mikročástic. Také byla stanovena účinnost imobilizace (%). Ta 

určila, která z pouţitých metod imobilizace byla tou nejúčinnější. V Tab. 9 jsou 

uvedeny jednotlivé vazebné kapacity částic a % účinnosti imobilizace bromelainu. 

   
Tab. 9 Stanovení vazebné kapacity imobilizovaného bromelainu (na DEAE MG 100 

mikročásticích glutaraldehydovou metodou, na CM MG 100 mikročásticích karbodiimidovou 

metodou, na MG 100 mikročásticích jodistanovou metodou) BCA metodou a stanovení 

účinnosti imobilizace bromelainu na různých částicích metodou stanovení aktivity II 

s hemoglobinovým substrátem podle Ansona. Koncentrace proteinů byla měřena 

spektrofotometricky při λ=562 nm, aktivita byla měřena spektrofotometricky při λ=750 nm. 

 

Typ mikročástic Vazebná kapacita (mg.mg
-1

) Účinnost imobilizace (%) 

DEAE MG 100 0,00 0,00 

CM MG 100 63,30.10
-3

 ± 6,49.10
-3

 31,64 ± 1,68 

MG 100 40,30.10
-3

 ± 4,23.10
-3

 0,00 

 

Při stanovení aktivity bromelainu metodou I nebyla zjištěna ţádná aktivita. U DEAE 

MG 100 mikročástic se imobilizace bromelainu nezdařila, u MG 100 mikročástic byla 

vazebná kapacita 40,30.10
-3

 ± 4,23.10
-3

 mg.mg
-1

, ale navázaný bromelain byl neaktivní. 

U CM MG 100 mikročástic byla vazebná kapacita 63,30.10
-3

 ± 6,49.10
-3

 mg.mg
-1

 a 

účinnost imobilizace 32 %, proto byly pro další měření pouţity CM MG 100 

mikročástice. 
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4.5 Stanovení specifické aktivity 

Specifická aktivita u volného bromelainu byla stanovena po změření aktivity 

bromelainu pomocí metody I a II a obsahu proteinů ve vzorku BCA metodou. V případě 

imobilizovaného bromelainu byla specifická aktivita vztaţena na 1 mg částic (v případě 

imobilizace pomocí glutaraldehydu na DEAE MG 100, pomocí karbodiimidu na CM 

MG 100 a pomocí jodistanu na MG 100). V Tab. 10 jsou uvedeny hodnoty specifické 

aktivity volného a imobilizovaného bromelainu.   

 

Tab. 10 Stanovení specifické aktivity volného a imobilizovaného bromelainu (na DEAE MG 

100 mikročásticích glutaraldehydovou metodou, na CM MG 100 mikročásticích 

karbodiimidovou metodou, na MG 100 mikročásticích jodistanovou metodou) pomocí metody 

stanovení aktivity bromelainu II s hemoglobinovým substrátem podle Ansona a koncentrace 

proteinů BCA metodou. Koncentrace proteinů byla měřena spektrofotometricky při λ=562 nm, 

aktivita byla měřena spektrofotometricky při λ=750 nm. 
 

 Specifická aktivita  

(nkat.mg
-1

) 
Specifická aktivita 

(mmol.min
-1

.mg
-1

) 

Volný bromelain 154,91 92,95.10
-4

 

Bromelain na DEAE MG 100 0,00 0,00 

Bromelain na CM MG 100 0,00 0,00 

Bromelain na MG 100 2,25 1,36.10
-4

 

   

Specifická aktivita volného bromelainu byla 154,91 nkat.mg
-1

 proteinů,  

u imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročástice 2,25 nkat.mg
-1

 částic. 

4.6 Stanovení teplotní stability volného a imobilizovaného bromelainu  

Při aplikaci v průmyslu a lékařství jsou na enzymy kladeny nároky na určitou 

termostabilitu; při vyšších teplotách můţe reakce probíhat rychleji a tím se dosáhne 

většího výtěţku. Proto byla stanovena teplotní stabilita volného a imobilizovaného 

bromelainu na CM MG 100 mikročásticích v rozmezí teplot 25–80°C v K-Pi pufru (0,1 

mol.l
-1

, pH 7) po 30 min inkubaci (Obr. 15). Aktivita byla stanovena 

spektrofotometricky metodou stanovení aktivity bromelainu II. Pro srovnání teplotní 

stability volného a imobilizovaného bromelainu byla z grafu závislosti zbytkové 

aktivity (%) na teplotě inkubace (°C) určena hodnota T50 (Tab. 11). 
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Obr. 15 Graf závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích CM 

MG 100 na teplotě inkubace (25-80°C). Měření bylo prováděno spektrofotometricky při λ=750 

nm po 30 min inkubaci v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7). 

 

Tab. 11 Hodnoty T50 volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích CM MG 100,  

po 30 minut inkubaci při teplotách 25-80°C v K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7). Měření bylo 

prováděno spektrofotometricky při λ=750 nm. 

 

 T50 (°C)  

Volný bromelain 50,4 

Imobilizovaný bromelain 74,7 

 

 Optimální teplota volného bromelainu byla 25°C a imobilizovaného bromelainu 45-

50°C. Hodnota T50 se imobilizací 1,5x zvýšila. 

4.7 Stanovení závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu  

na pH v McIlvainově pufru 

Byla stanovena závislost aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 

100 mikročásticích na pH v McIlvainově pufru (pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 a 6,0)  

po 30 min inkubaci. Aktivita byla stanovena spektrofotometricky metodou stanovení 

aktivity bromelainu II. Porovnání aktivit volného a imobilizovaného bromelainu 

v závislosti na pH je zobrazeno na Obr. 16.  
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Obr. 16 Graf závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích CM 

MG 100 na pH v McIlvainově pufru. Rozsah pH byl od 3,0 do 6,0. Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky při λ=750 nm po 30 min inkubaci. 

 

 Optimální pH volného i imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích 

bylo v McIlvainově pufru 6. V kyselém prostředí je imobilizovaný bromelain méně 

aktivní neţ volný. 

4.8 Stanovení závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu  

na pH v K-Pi pufru 

Byla stanovena závislost aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 

100 mikročásticích na pH v K-Pi pufru (pH 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0) po 30 min 

inkubaci. Aktivita byla stanovena spektrofotometricky metodou stanovení aktivity 

bromelainu II. Porovnání aktivit volného a imobilizovaného bromelainu v závislosti  

na pH je zobrazeno na Obr. 17. 
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Obr. 17 Graf závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích CM 

MG 100 na pH v K-Pi pufru. Rozsah pH byl od 5,5 do 8,0. Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky při λ=750 nm po 30 min inkubaci. 

 

Optimální pH volného bromelainu v K-Pi pufru bylo 6, imobilizovaného bromelainu 

na CM MG 100 mikročásticích 7. V kyselém prostředí je aktivita imobilizovaného 

bromelainu niţší. 

4.9 Stanovení závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu 

v Tris-HCl pufru 

Byla stanovena závislost aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 

100 mikročásticích na pH v Tris-HCl pufru (pH 7,0, 7,5, 8,0, 8,2, 8,4, 8,6, 8,9) po 30 

min inkubaci. Aktivita byla stanovena spektrofotometricky metodou stanovení aktivity 

bromelainu II. Porovnání aktivit volného a imobilizovaného bromelainu v závislosti  

na pH je zobrazeno na Obr. 18. 
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Obr. 18 Graf závislosti aktivity volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích CM 

MG 100 na pH v Tris-HCl pufru. Rozsah pH byl od 7,0 do 8,9. Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky po 30 min inkubaci při λ=750 nm. 

 

Optimální pH volného bromelainu v K-Pi pufru bylo 7, imobilizovaného bromelainu 

na CM MG 100 mikročásticích 8. 

4.10 Stanovení operační stability imobilizovaného bromelainu 

Opakovatelné pouţití enzymů je důleţité převáţně ve vsádkových reaktorech. Proto 

byla stanovena operační stabilita imobilizovaného bromelainu v prostředí K-Pi pufru 

(0,1 mol.l
-1

, pH 7) po kaţdém cyklu (celkem 10 cyklů). Aktivita byla stanovena 

spektrofotometricky metodou stanovení aktivity bromelainu II. Závislost zbytkové 

aktivity imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na počtu cyklů je 

zobrazena na Obr. 19. 
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Obr. 19 Graf závislosti operační stability imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 

mikročásticích na počtu provedených cyklů (celkem 10 cyklů). Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky při λ=750 nm v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7). 

 

Aktivita imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích klesla po 3. 

cyklu o 60 %, po dalších cyklech však uţ dále neklesala. 

4.11 Stanovení funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu  

při laboratorní teplotě 

Funkční stabilita enzymů v roztocích se postupem času můţe sniţovat. Proto byla 

stanovena funkční stabilita volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 

mikročásticích při laboratorní teplotě v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7). Aktivita 

byla stanovena spektrofotometricky metodou stanovení aktivity bromelainu II ihned, 

dále po 2, 4, 6, 8, 24, 28 a 72 hod. Stanovení funkční stability volného a 

imobilizovaného bromelainu při laboratorní teplotě je zobrazeno  

na Obr. 20. Pro srovnání funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu byla 

z grafu závislosti zbytkové aktivity (%) na čase (hod) určena hodnota t50 (Tab. 12).  
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Obr. 20 Graf závislosti funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 

mikročásticích na čase (hod) při laboratorní teplotě. Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky při λ=750 nm v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) ihned, dále po 2, 4, 

6, 8, 24, 28 a 72 hod. 

 

Tab. 12 Hodnoty t50 volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích MG CM 100,  

po 72 hod inkubaci v K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) při laboratorní teplotě. Měření bylo 

prováděno spektrofotometricky při λ=750 nm ihned, dále po 2, 4, 6, 8, 24, 28 a 72 hod. 

 

 t50 (hod)  

Volný bromelain 34,4 

Imobilizovaný bromelain 72,0 

 

Volný bromelain byl po 72 hodinách téměř neaktivní, naproti tomu se aktivita 

imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích sníţila pouze o 50 %. 

Hodnota t50 se imobilizací 2,1x zvýšila. 

4.12 Stanovení stability volné a imobilizovaného bromelainu při skladování 

Byla stanovena stabilita volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 

mikročásticích při skladování ve 4°C v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7). Aktivita 

byla stanovena spektrofotometricky metodou stanovení aktivity bromelainu II ihned, 

dále po 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18, 25, 32, 39, 46, 53 a 60 dnech skladování v lednici. 

Stanovení funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu při skladování  

ve 4°C je zobrazeno na Obr. 21. Pro srovnání stability volného a imobilizovaného 

bromelainu byla z grafu závislosti zbytkové aktivity (%) na čase (dny) určena hodnota 

t50 (Tab. 13).  
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Obr. 21 Graf závislosti funkční stability volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 

mikročásticích na čase (dny) při skladování v lednici. Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky při λ=750 nm v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) ihned, dále po 3, 5, 

7, 9, 12, 15, 18, 25, 32, 39, 46, 53 a 60 dnech. 

 
Tab. 13 Hodnoty t50 volného a imobilizovaného bromelainu na mikročásticích MG CM 100,  

po 60 dnech inkubace v K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) při skladování v lednici. Měření bylo 

prováděno spektrofotometricky při λ=750 nm ihned, dále po 3, 5, 7, 9, 12, 15, 18, 25, 32, 39, 46, 

53 a 60 dnech. 

 

 t50 (dny)  

Volný bromelain 15,9 

Imobilizovaný bromelain - 

 

Volný bromelain byl po 60 dnech téměř neaktivní, naproti tomu imobilizovaný 

bromelain na CM MG 100 mikročásticích po 10 dnech ztratil pouze 20 % své aktivity, 

poté zůstal po dalších 50 dnů stejně aktivní. Hodnota t50 volného bromelainu byla 15,9 

dnů, imobilizovaný bromelain ani po 60 dnech nedosáhl hodnoty t50.  

4.13 Stanovení Michaelisovy konstanty Km 

U volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích v prostředí  

K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) byla stanovena hodnota Michaelisovy konstanty Km, aby 

bylo zjištěno, zda se zvýšila afinita bromelainu k  substrátu po imobilizaci na CM MG 

100 mikročástice. Byl pouţit hemoglobinový substrát podle Ansona s různým 

mnoţstvím hemoglobinu (0,8, 1,0, 1,33, 2,0 a 4,0 g na 110 ml). Aktivita byla stanovena 

spektrofotometricky metodou stanovení aktivity bromelainu II. Byl sestrojen 

Lineweaver-Burkův graf závislosti 1/ΔA na 1/[S]. Po zvolení y=0 bylo vypočítáno x 

z rovnice regrese, byla stanovena hodnota Km ze vztahu x = -1/Km. Graf závislosti 1/ΔA 
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na 1/[S] volného a imobilizovaného bromelainu je zobrazen na Obr. 22. Hodnoty Km 

volného a imobilizovaného bromelainu jsou uvedeny v Tab. 14. 

 

Obr. 22 Stanovení Km volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích. 

Aktivita byla měřena spektrofotometricky v prostředí K-Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) při λ=750 

nm a byla vyhodnocena podle Lineweaver-Burka. Byl pouţit hemoglobinový substrát podle 

Ansona s různým mnoţstvím hemoglobinu (0,8, 1,0, 1,33, 2,0 a 4,0 g na 110 ml). 

 

Tab. 14 Hodnoty Km volného a imobilizovaného bromelainu na magnetických mikročásticích 

CM MG 100 pro hemoglobinový substrát podle Ansona s různým mnoţstvím hemoglobinu 

(0,8, 1,0, 1,33, 2,0 a 4,0 g na 110 ml). Aktivita byla měřena spektrofotometricky v prostředí K-

Pi pufru (0,1 mol.l
-1

, pH 7) při λ=750 nm a byla vyhodnocena podle Lineweaver-Burka.  

 

 Km (mmol.l
-1

)  

Volný bromelain 0,256 ± 0,040 

Imobilizovaný bromelain 0,436 ± 0,089 

 

Hodnota Km volného bromelainu byla 0,256 ± 0,040 mmol.l
-1

 a imobilizovaného 

bromelainu 0,436 ± 0,089 mmol.l
-1

. Afinita bromelainu k hemoglobinovému substrátu 

se imobilizací 1,7x sníţila. 

4.14 Vliv imobilizovaného bromelainu na množství proteinů ve vinném 

pufru 

Mnoţství proteinů ve vinném pufru bylo stanoveno spektrofotometricky na 96 jamkové 

destičce pomocí metody Bradfordové. V mikrozkumavkách s imobilizovaným 

bromelainem na CM MG 100 mikročásticích, vinným pufrem (0,03 mol.l
-1

 kyselina 

vinná/vinan sodný, 12% ethanol, deionizovaná voda, pH 3,2) a BSA (0,5, 1,0, 2,0 

mg.ml
-1

) a v dalších s imobilizovaným bromelainem (50 mg CM MG 100 mikročástic) 

s vinným pufrem s cysteinem (0,03 mol.l
-1

 kyselina vinná/vinan sodný, 5 mmol.l
-1

 

y = 0,2232x + 0,5114 
R² = 0,9329 
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cystein, 12% ethanol, deionizovaná voda, pH 3,2) a BSA (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

) bylo 

stanoveno mnoţství proteinů při λ=595 nm proti blanku (deionizovaná voda a pracovní 

roztok), dále po 4 a 24 hod třepání na rotátoru v lednici. Graf stanovení mnoţství 

proteinů ve vinném pufru je zobrazen na Obr. 23 a graf stanovení mnoţství proteinů  

ve vinném pufru s cysteinem na Obr. 24.  

 
Obr. 23 Vliv imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na mnoţství proteinů 

ve vinném pufru (0,03 mol.l
-1

 kyselina vinná/vinan sodný, 12% ethanol, deionizovaná voda, pH  

3,2) s BSA (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

). Měření bylo prováděno spektrofotometricky při λ=595 nm 

ihned, po 4 a 24 hod. 

 

 
Obr. 24 Vliv imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na mnoţství proteinů 

ve vinném pufru s cysteinem (0,03 mol.l
-1

 kyselina vinná/vinan sodný, 5 mmol.l
-1

 cystein, 12% 

ethanol, deionizovaná voda, pH 3,2) s BSA (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

). Měření bylo prováděno 

spektrofotometricky při λ=595 nm ihned, po 4 a 24 hod. 
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Imobilizovaný bromelain na CM MG 100 mikročásticích nejvíce katalyzoval 

hydrolýzu BSA při původní koncentraci 2,0 mg.ml
-1

 ve vinném pufru, kdy se po 24 hod 

sníţila koncentrace proteinů o 51,9 %, dále při koncentraci 1 mg.ml
-1

 o 50,6 % a  

při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 o 47,3 %. Ve vinném pufru s cysteinem imobilizovaný 

bromelain nejvíce katalyzoval hydrolýzu BSA při jeho původní koncentraci 2,0  

mg.ml
-1

, kdy po 24 hod koncentrace proteinů klesla o 30,5 %, dále při koncetraci 1 

mg.ml
-1

 o 27,9 % a při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 o 25,4 %. Cystein jako aktivátor nebyl 

potvrzen.  

4.15 Vliv imobilizovaného bromelainu na množství proteinů ve víně 

Mnoţství proteinů ve víně bylo stanoveno spektrofotometricky na 96 jamkové destičce 

pomocí metody Bradfordové. V mikrozkumavkách s imobilizovaným bromelainem  

na CM MG 100 mikročásticích a 5 ml vína 1 (pH vína 3,37) a v dalších  

s imobilizovaným bromelainem (50 mg CM MG 100 mikročástic) a 5 ml vína 2 (pH 

vína 3,54) bylo stanoveno mnoţství proteinů při λ=595 nm proti blanku (deionizovaná 

voda a pracovní roztok), dále po 4 a 24 hod třepání na rotátoru v lednici. Graf stanovení 

mnoţství proteinů ve víně je zobrazen na Obr. 25. 

 

Obr. 25 Vliv imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na mnoţství proteinů 

ve víně 1 (pH 3,37) a víně 2 (pH 3,54). Měření bylo prováděno spektrofotometricky při λ=595 

nm ihned, po 4 a 24 hod. 

 

Vlivem imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích došlo po 24 hod 

ve víně 2 (pH 3,54) k 49,5% úbytku mnoţství proteinů, ve víně 1 (pH 3,37) k 45,7% 

úbytku mnoţství proteinů.  
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4.16 Vliv imobilizovaného bromelainu na zákal proteinů v modelovém víně 

V mikrozkumavkách s imobilizovaným bromelainem na CM MG 100 mikročásticích, 5 

ml vína 1 (pH 3,37), popř. vína 2 (pH 3,54) a s BSA jako modelovým proteinem (0,5, 

1,0, 2,0 mg.ml
-1

) byla v kyvetě spektrofotometricky změřena počáteční optická hustota 

při λ=600 nm proti blanku (modelové víno). Dále byla optická hustota změřena po 4 a 

24 hodinách. Vliv imobilizovaného bromelainu na zákal proteinů ve víně 1 je zobrazen 

v Tab. 15, ve víně 2 v Tab. 16. 

 
Tab. 15 Vliv imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na zákal proteinů 

v modelovém víně 1 (pH 3,37) s BSA (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

). Optická hustota byla měřena 

spektrofotometricky při λ=600 nm ihned, po 4 a 24 hod. 

 

Koncetrace BSA 

(mg.ml
-1

) 

OD v 0 hod OD po 4 hod OD po 24 hod 

0,5  0,902 ± 0,002 0,853 ± 0,020 1,009 ± 0,045 

1,0  0,930 ± 0,003 0,611 ± 0,016 0,813 ± 0,039 

2,0  0,998 ± 0,005 0,401 ± 0,019 0,518 ± 0,038 

 

Tab. 16 Vliv imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na zákal proteinů 

v modelovém víně 2 (pH 3,54) s BSA (0,5, 1,0, 2,0 mg.ml
-1

). Optická hustota byla měřena 

spektrofotometricky při λ=600 nm ihned, po 4 a 24 hod. 

 

Koncetrace BSA 

(mg.ml
-1

) 

OD v 0 hod OD po 4 hod OD po 24 hod 

0,5  0,913 ± 0,004 0,830 ± 0,022 1,115 ± 0,049 

1,0  0,950 ± 0,002 0,565 ± 0,015 0,810 ± 0,032 

2,0  1,036 ± 0,006 0,323 ± 0,014 0,469 ± 0,037 

 

Imobilizovaný bromelain na CM MG 100 mikročásticích ve víně 1 (pH 3,37) měl 

největší vliv na zákal při původní koncentraci BSA 2,0 mg.ml
-1

 ve víně, kdy se po 4 hod 

sníţilo OD 2,49x, dále při koncentraci 1,0 mg.ml
-1

 se OD sníţilo 1,52x a při koncentraci 

0,5 mg.ml
-1

 se OD sníţilo 1,06x. Ve víně 2 (pH 3,54) měl největší vliv na zákal při 

původní koncentraci BSA 2,0 mg.ml
-1

 ve víně, kdy se po 4 hod sníţilo OD 3,20x, dále 

při koncentraci 1,0 mg.ml
-1

 se OD sníţilo 1,68x a při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 se OD 

sníţilo 1,10x. Po 24 hod se OD ve víně 1 i víně 2 oproti OD po 4 hod zvýšilo. 
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5 DISKUSE 

Hlavním cílem diplomové práce byla imobilizace bromelainu na magnetické 

mikročástice DEAE MG 100 pomocí glutaraldehydu, na CM MG 100  

pomocí karbodiimidu a na MG 100 pomocí jodistanu, kdy byla posouzena účinnost 

imobilizace, a to stanovením vazebné kapacity a specifické aktivity bromelainu. Dále 

byla porovnána teplotní stabilita volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 

100 mikročásticích, pH optimum (McIlvainův pufr, K-Pi pufr, Tris-HCl pufr), operační 

stabilita, funkční stabilita při laboratorní teplotě, stabilita při skladování a hodnota Km. 

U imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích byl pozorován vliv  

na mnoţství proteinů ve vinném pufru a víně a také jeho vliv na zákal proteinů ve víně.   

 Přírodní polymer celulosa patří mezi nejpouţívanější obalový materiál magnetických 

nosičů, který je charakteristický svou snášenlivostí k vyšším hodnotám pH a teplotám. 

Celulosa poskytuje volné hydroxylové skupiny, chemickou modifikací vzniká řada 

jejich derivátů (př DEAE-, CM-celulosa), které mohou poskytnout další funkční 

skupiny (Krajewska, 2004). K navázání enzymu je třeba aktivovat funkční skupiny 

nosičů vhodným činidlem. Při pouţití glutaraldehydu jako aktivačního činidla byly 

aktivovány aminoskupiny nosiče, v případě pouţití karbodiimidu a NHS byla umoţněna 

vazba mezi karboxylovými skupinami nosiče a aminoskupinami bromelainu, v případě 

pouţití jodistanu byly aktivovány hydroxyskupiny nosiče.  

Při stanovení vazebné kapacity bromelainu na jednotlivé nosiče bylo nejvyšší 

mnoţství navázaného bromelainu pozorováno u imobilizace karbodiimidem na CM MG 

100 mikročástice (63,30.10
-3

 ± 6,49.10
-3

 mg.mg
-1

), dále u imobilizace jodistanem  

na MG 100 mikročástice (40,30.10
-3

 ± 4,23.10
-3

 mg.mg
-1

). Imobilizací glutaraldehydem 

na DEAE MG 100 mikročástice se nepodařilo navázat ţádný bromelain. Bromelain byl 

imobilizován na řadu nosičů pomocí různých metod s úspěšností imobilizace v rozmezí 

20 aţ 90 % (Yodoya et al., 2003; Tan et al., 2008). Pan a Lin (1993) imobilizovali 

bromelain na CM-celulosu, DEAE-celulosu a přírodní celulosu s pouţitím 

glutaraldehydu jako zesíťovacího činidla. Jako nejúčinější nosič pro imobilizaci se 

ukázala CM-celulosa, kdy se imobilizací zlepšili provozní podmínky bromelainu (Pan a 

Lin, 1993). Mezi nejběţněji pouţívané nosiče patří chitosanové kuličky. Touto 

kovalentní imobilizací se zlepší substrátová specifita a provozní podmínky bromelainu. 

Úspěšnost imobilizace se pohybuje okolo 40 % (Hayashi a Ikada, 1991; Seo et al., 

1998, Benucci et al., 2012, 2014; Esti et al., 2015). Dále byla stanovena účinnost 
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imobilizace bromelainu pomocí metody stanovení aktivity I a II. Přednostní místo 

štěpení bromelainu je karbonylový konec lysinu, alaninu, tyrosinu a glycinu (Harrach et 

al., 1998). Trypsin hydrolyzuje BAPNA na pNA při alkalickém pH. Arginin není 

přednostní místo štěpení bromelainu, takţe nedochází k hydrolýze BAPNA (Wani a 

Mashru, 2014). Metodou I tnebyla zjištěna ţádná aktivita, proto BAPNA není 

substrátem bromelainu. Metodou II byla stanovena účinnost imobilizace na CM MG 

100 mikročástice 31,64 ± 1,68 %, imobilizace bromelainu na MG 100 částice byla 

úspěšná, ale navázaný enzym nebyl aktivní. Imobilizací se nejspíš vazebná místa  

pro substrát stala nepřístupnými.   

Byla stanovena specifická aktivita volného a imobilizovaného bromelainu na CM 

MG 100 částice karbodiimidovou metodou pro hemoglobinový substrát podle Ansona. 

Specifická aktivita volného bromelainu byla 154,91 nkat.mg
-1

 proteinů a 

imobilizovaného bromelainu 2,25 nkat.mg
-1

, kdy byla aktivita vztaţena na 1 mg částic. 

U imobilizovaného enzymu je specifická aktivita podstatně niţší, protoţe mikročástice 

poskytují menší povrch pro navázání enzymu, avšak oproti nanočásticím nemají 

tendenci vytvářet shluky (Lu et al., 2007). Enzymy imobilizované na pevných nosičích 

jsou často méně aktivní neţ volné enzymy, ale zato se zlepší jejich stabilita. Pokles 

aktivity navázaných enzymů je často přičítán změně struktury enzymu, coţ je 

výsledkem nepříznivých interakcí mezi enzymem a povrchem nosiče. Tyto interakce 

mohou také hrát významnou roli při denaturaci, stabilitě, svinutí a degradaci 

navázaného enzymu (Panchagnula et al., 2002). Benucci et al. (2014) kovalentně 

imobilizovali bromelain na chitosanové kuličky a zkoumali jeho specifickou aktivitu  

ve víně za pouţití substrátu Bz-Phe-Val-Arg-pNA. Imobilizací se specifická aktivita 

sníţila (volný bromelain 0,136 IU.mg
-1

, imobilizovaný bromelain 0,004 IU.mg
-1

). 

Zappino et al. (2015) kovalentně imobilizovali bromelain na chitosanový film 

s glycerolem. Ve své studii popisují, jak se imobilizací specifická aktivita bromelainu  

za pouţití substrátu Bz-Phe-Val-Arg-pNA ve víně taktéţ sníţila (volný bromelain 460 

mIU.mg
-1

, imobilizovaný bromelain 3,91 mIU.mg
-1

) (Zappino et al., 2015). Bromelain 

má širokou substrátovou specifitu. Mezi nejběţněji pouţívané substráty patří kasein 

(optimum při pH 8) (Ketnawa et al., 2012) a umělý substrát Bz-Phe-Val-Arg-pNA, 

který je vyuţíván pří studiu vína, kdy bromelain vykazuje nejvyšší aktivitu při pH 3,2 

(Benucci et al., 2011). 

 Důleţitým kritériem pro vyuţití bromelainu v průmyslu je jeho teplotní stabilita, 

neboť při vyšších teplotách můţe reakce probíhat rychleji a můţe vzniknout větší 
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mnoţství produktu. Teplotní stabilita většiny enzymů klesá s rostoucí teplotou. 

Bromelain však ukazuje pozoruhodnou stabilitu při výrobě ananasové šťávy, kdy je 

šťáva zahřívána aţ na 60°C (Balls et al., 1941). Proto byla stanovena teplotní stability 

volného a imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 částicích. Z naměřených hodnot 

vyplývá, ţe teplotní stabilita se imobilizací zvýšila. Volný bromelain měl optimální 

teplotu při 25°C, při zvyšování teploty jeho aktivita klesala. Teplotní optimum 

imobilizovaného bromelainu bylo v rozmezí 45-50°C. Jeho aktivita začala klesat aţ  

při 70-75°C. Po 30 min zahřívání při 80°C udrţel imobilizovaný bromelain 22 % své 

počáteční aktivity, zatímco volný bromelain ztratil téměř veškerou aktivitu. Teplotní 

stabilita volného a imobilizovaného bromelainu byla porovnána také pomocí hodnoty 

T50. Imobilizací došlo k nárůstu této hodnoty 1,5x (volný bromelain 50,4°C, 

imobilizovaný bromelain 74,7°C). Řada studií se zabývala teplotní stabilitou 

bromelainu. Mahmood a Saleemuddin (2007) a Chaurasiya a Umesh Hebbar (2013) 

stanovili teplotní stabilitu volného bromelainu na 25-30°C, kdy při 35°C docházelo 

k denaturaci bromelainu. Naproti tomu Ha et al. (2012) určili nejvyšší aktivitu volného 

bromelainu při teplotě 55-60°C, kdy při teplotě 70°C došlo k inaktivaci bromelainu. Tan 

et al. (2008) kovalentně imobilizovali bromelain na CM chitosanové nanočástice 

modifikované linoleovou kyselinou a jako teplotní optimum určili 60°C. Seo et al. 

(1998) imobilizovali bromelain na chitosanové kuličky a jako optimální teplotu určili 

55-60°C, kdy byl imobilizovaný bromelain 3-4x více aktivní neţ volný bromelain. 

Lepší teplotní stabilita magnetických částic je přičítána více interakcím (např. 

elektrostatické interakce, vodíkové můstky a hydrofobní interakce) mezi bromelainem a 

částicemi. Nanočástice se jeví jako účinné řešení při imobilizaci enzymů (Hsieh et al., 

2000).  

 Dalším kritériem pro vyuţití bromelainu je jeho pH stabilita. Volný a imobilizovaný 

bromelain na CM MG 100 mikročásticích byly vystaveny různým hodnotám pH 

v McIlvainově pufru, K-Pi pufru a Tris-HCl pufru. U volného bromelainu bylo 

stanoveno pH optimum 6, u imobilizovaného bromelainu se pH optimum posunulo  

na 7-8. Volný bromelain se jevil jako stabilnější, při alkalickém a kyselém pH 

imobilizovaný enzym rychleji ztrácel svou aktivitu. Dle literatury je optimální pH 

volného bromelainu 5,5-7,5 (Sree et al., 2012), podle Ha et al. (2012) je optimum pH 

6,0. Ve studii Chaurasiya a Umesh Hebbar (2013) bylo prokázáno jako optimální pH 

7,0. Optimální pH imobilizovaného bromelainu na perličkách alginátu vápenatého bylo 

7,5 (Sree et al., 2012). Seo et al. (1998) kovalentně imobilizovali bromelain na porézní 
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chitosanové kuličky a pH optimum imobilizovaného bromelainu stanovili na 7,  

u volného na 6-7. Gupta a Saleemuddin (2006) imobilizovali bromelain adsorpcí  

na Sepharosu s konkavalinem A a studovali pH optimum v Tris-HCl a Na-Pi pufru. 

Jako nejoptimálnější určili pH 7,5. Murachi a Yamazaki (1970) prokázali, ţe volný 

bromelain ztrácí aktivitu aţ nad pH 10,0. Zachování významných aktivit můţe souviset 

s celkovým zlepšením odolnosti proti rozvinutí a opětovnému sbalení enzymu (Murachi 

a Yamazaki, 1970).   

 Imobilizace enzymů umoţnila jejich vícenásobné vyuţití, čímţ získává mnoho 

výhod nad volnými enzymy. Operační stabilita imobilizovaných enzymů je velmi 

důleţitá, protoţe imobilizovaný enzym můţe katalyzovat hydrolýzu opakovaně.  

U imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 částice karbodiimidovou metodou byla 

sledována operační stabilita během 10 cyklů. Po třetím cyklu klesla aktivita na 40 %, 

ale k dalšímu sníţení jiţ nedošlo. Imobilizovaný bromelain lze tedy pouţít opakovaně. 

Během opakovaného uţití enzymů můţe dojít ke ztrátě aktivity, coţ můţe být 

způsobeno částečnou denaturací enzymu. Gupta a Saleemuddin (2006) adsorpcí 

imobilizovali bromelain na Sepharosu s konkavalinem A a studovali operační stabilitu 

enzymu. Došlo k mírné desorpci enzymu, ale nedošlo k významné ztrátě aktivity, po 20. 

cyklu došlo k 25 % ztrátě aktivity (Gupta a Saleemuddin, 2006). Seo et al. (1998) 

kovalentně imobilizovali bromelain na porézní chitosanové kuličky. Po 10 cyklech byla 

aktivita bromelainu ekvivalentní k původní, nedošlo k ţádné ztrátě aktivity. Yodoya et 

al. (2003) kovalentně imobilizovali bromelain na porézní kopoly(γ-methyl-L-

glutamát/L-leucin) kuličky a 12x podrobili hydrolýze. Aktivita bromelainu byla téměř 

100 %, nedošlo k ţádné ztrátě aktivity (Yodoya et al., 2003).    

Funkční stabilita a stabilita při skladování jsou další charakteristiky volného a 

imobilizovaného enzymu. Bromelain byl inkubován 72 hodin při laboratorní teplotě, 

poté byla změřena jeho aktivita. Volný bromelain byl po 72 hod inkubování téměř 

neaktivní. Aktivita imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích nejprve 

stoupala, coţ bylo způsobeno rozvolňováním enzymu a tedy zpřístupněním aktivního 

místa pro vazbu substrátu. Po 28 hod došlo k pomalému poklesu aktivity, po 72 hod si 

bromelain zachoval přibliţně jen 45 % své původní aktivity. Hodnota t50 (hod) byla  

u imobilizovaného bromelainu 2,1x vyšší (72,0 hod) neţ u volného (34,4 hod), funkční 

stabilita se tedy imobilizací zvýšila. Shi et al. (2007) imobilizovali bromelain adsorpcí 

na kalcinované podvojné vrstevnaté hydroxidy (Mg-Al) a inkubovali jej při laboratorní 

teplotě po dobu 3 měsíců. Bylo zjištěno, ţe nedošlo k ţádné významné ztrátě enzymové 
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aktivity. Naproti tomu volný bromelain ztratil 60 % své původní aktivity za stejných 

podmínek (Shi et al., 2007). Také byla stanovena stabilita při skladování při 4°C  

po dobu 60 dnů. Volný bromelain byl po 60 dnech neaktivní, hodnota t50 byla 15,93 

dnů. Naproti tomu imobilizovaný bromelain po 10 dnech ztratil pouze 20 % své 

aktivity. Zbytkovou aktivitu 80 % si zachoval i po 60 dnech skladování, hodnoty t50 

vůbec nedosáhl. Stabilita při skladování se kovalentní imobilizací zvýšila. Seo et al. 

(1998) kovalentně imobilizovali bromelain na porézní chitosanové kuličky a skladovali 

při 4°C po dobu 12 měsíců, aniţ by došlo k významné ztrátě aktivity, vzhledem k tomu, 

ţe volný bromelain ztratil více jak 50 % své aktivity za stejných podmínek. Yodoya et 

al. (2003) kovalentně imobilizovali bromelain na porézní kopoly(γ-methyl-L-

glutamát/L-leucin) kuličky a skladovali při 4°C po dobu 6 měsíců, aniţ by došlo 

k významné ztrátě aktivity. Naproti tomu volný bromelain ztratil více neţ 50 % své 

aktivity za stejných podmínek (Yodoya et al., 2003). Studie stability bromelainu  

při skladování při 30°C po 30 dnů a při 4°C po 60 dnů ukázala, ţe k inaktivaci 

bromelainu dochází 3,3x pomaleji při 4°C (Bhattacharya a Bhattacharyya, 2009a). 

Vyšší stabilitu imobilizovaného bromelainu při skladování lze přičíst prevenci 

autodigesce a tepelné denaturace v důsledku fixace molekul bromelainu na povrch 

nosiče (Yodoya et al., 2003).  

Také byla určena hodnota Km podle Lineweaver-Burka. Hodnota Km se  

po imobilizaci bromelainu na CM MG 100 mikročástice 1,7x zvýšila (0,436 ± 0,089 

mmol.l
-1

) oproti Km volného bromelainu (0,256 ± 0,040 mmol.l
-1

). Z toho lze vyvodit, 

ţe afinita bromelainu k hemoglobinovému substrátu podle Ansona se po imobilizaci 

sníţila. To můţe být způsobeno stérickým bráněním nosiče, ztrátou flexibility enzymu 

nebo omezením difúzí pro substrát. Tan et al. (2008) kovalentně imobilizovali 

bromelain na CM chitosanové nanočástice modifikované linoleovou kyselinou a určili 

hodnotu Km imobilizovaného bromelainu na 0,36 mmol.l
-1

 a volného na 0,68 mmol.l
-1

. 

To můţe být v důsledku imobilizačního procesu, který mírně ovlivňuje konstrukční 

nebo konformační integritu enzymu, a také elektrostatické nebo hydrofobní interakce 

mezi nanočásticemi a kaseinem. Tyto účinky mohou posílit afinitu enzymu  

pro kaseinový substrát (Tan et al., 2008). Zappino et al. (2015) kovalentně 

imobilizovali bromelain na chitosanový film, coţ vedlo ke sníţení hodnoty Km více neţ 

2,0x vzhledem k volnému bromelainu a tedy zvýšení afinity k substrátu a vyšší rychlosti 

uvolňování produktu. Benucci et al. (2014) kovalentně imobilizovali bromelain  

na chitosanové kuličky a studovali jeho kinetiku v bílých vínech. U převáţné většiny 
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bílých vín se hodnota Km imobilizovaného bromelainu zvýšila oproti volnému, čímţ se 

sníţila jeho afinita k substrátu. Změny jsou připisovány několika faktorům, jako jsou 

například konformační změny proteinu způsobené nosičem, sterickým bráněním a 

difúzním omezením. Tyto faktory mohou působit současně nebo zvlášť, také mohou 

měnit mikroprostředí okolo navázaného enzymu (Gürdaş et al., 2012).  

 Další část této experimentální práce se zabývá aplikací imobilizovaného bromelainu 

na CM MG 100 mikročásticích karbodiimidovou metodou při stabilizaci vína. 

Stabilizace vína je důleţitou etapou při výrobě vína. Mechanismus vzniku zákalu ovšem 

stále není zcela objasněn (Waters et al., 2005). Avšak je známo, ţe tvorba proteinového 

zákalu závisí na přítomnosti proteinových a neproteinových sloţek vína, včetně 

fenolických látek, polysacharidů a sulfátových aniontů (Marangon et al., 2010). Proto 

byl sledován vliv na mnoţství proteinů ve vinném pufru s BSA jako modelovým 

proteinem, pomocí kterého jsme se snaţili napodobit podmínky ve víně. Pro srovnání 

byla pouţita také varianta pufru s cysteinem jako aktivátorem, jako ve studii Benucciho 

et al. (2011), kdy se po přidání cysteinu do vinného pufru aktivita bromelainu zvýšila. 

Aktivita bromelainu totiţ závisí na –SH skupině cysteinu, který se nachází v aktivním 

místě bromelainu (Minami et al., 1971). Imobilizovaný bromelain v podmínkách 

podobným vínu katalyzoval hydrolýzu BSA, nejvíce při původní koncentraci BSA 2,0 

mg.ml
-1

 ve vinném pufru, kdy se sníţila koncentrace proteinů po 24 hod skoro o 51,9 %, 

dále při koncentraci 1 mg.ml
-1

 o 50,6 % a při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 o 47,3 %. 

Imobilizovaný bromelain v podmínkách podobných vínu s cysteinem nejvíce 

katalyzoval hydrolýzu BSA při jeho původní koncentraci 2,0 mg.ml
-1

, kdy koncentrace 

proteinů klesla po 24 hod o 30,5 %, dále při koncentraci 1 mg.ml
-1

 o 27,9 % a  

při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 o 25,4 %. Cystein jako aktivátor nebyl potvrzen. Vysoký 

přirozený obsah ethanolu ve víně (aţ 25 % v/v), který vzniká při alkoholovém kvašení 

hroznových sacharidů, by rovněţ mohl mít vliv na aktivitu bromelainu. Alkoholy 

mohou denaturovat bromelain přerušením intramolekulárních vodíkových vazeb 

postranního řetězce. Nové vodíkové vazby mohou vznikat mezi alkoholem a 

postranními řetězci proteinů, kdy jsou polární amidové skupiny chráněny  

před rozpouštědly (Haq et al., 2005). Benucci et al. (2011) zkoumali různé koncentrace 

ethanolu. Účinek ethanolu byl poměrně omezený při koncentraci podobné v průměrném 

obsahu vína (10 % v/v), kdy došlo ke ztrátě pouze 11 % aktivity. Zappino et al. (2015) 

kovalentně imobilizovali bromelain na chitosanový film s glycerolem. Chitosan 

s nízkou molekulovou hmotností ve směsi s 25% glycerolem byl povaţován  
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za nejvhodnější pro pouţití ve vinařství s ohledem na jeho mechanické a kinetické 

vlastnosti. Esti et al. (2015) kovalentně imobilizovali bromelain na chitosanové kuličky 

a zkoumali jeho vliv na koncentraci ve vinném pufru s inhibitory vína (ethanol, oxid 

siřičitý, slupky hroznů a taniny z pecek). Oproti volnému bromelainu se proteasa 

imobilizací stala odolnější vůči inhibičnímu účinku, coţ značí, ţe imobilizovaný 

bromelain můţe být pouţit v biotechnologických aplikacích při stabilizaci vína, ale jsou 

ještě nutné jeho další studie v reálném víně. Proto byl zkoumán vliv imobilizovaného 

bromelainu na CM MG 100 mikročásticích na mnoţství proteinů přímo ve víně.  

Ve víně s pH 3,54 po 24 hod došlo k 49,5% úbytku mnoţství proteinů, ve víně s pH 

3,37 k 45,7% úbytku mnoţství proteinů. Imobilizací se zhoršila stabilita pH bromelainu, 

pH vína 2 se více blíţilo pH optimu imobilizovaného bromelainu, proto byl úbytek 

proteinů vyšší. Benucci et al. (2012) kovalentně imobilizovali bromelain na chitosanové 

kuličky bez glutaraldehydu a inkubovali ho v reálném bílém víně. Imobilizace zvýšila 

afinitu bromelainu k substrátu a také funkční stabilitu ve srovnání s volným 

bromelainem. To můţe být v důsledku mírného imobilizačního postupu, který jen 

nepatrně ovlivňuje strukturu a konformaci bromelainu (Tan et al., 2008). Získali 

potravinám bezpečný a slibný biokatalyzátor pro nestabilní vína, který je ale nutné dál 

prozkoumat.   

Také byl studován vliv imobilizovaného bromelainu na CM MG 100 mikročásticích 

na zákal proteinů ve víně 1 (pH 3,37) a víně 2 (pH 3,54) s BSA jako modelovým 

proteinem. Imobilizovaný bromelain ve víně 1 měl největší vliv na zákal při původní 

koncentraci BSA 2,0 mg.ml
-1

 ve víně, kdy se po 4 hod sníţilo OD 2,49x, dále  

při koncentraci 1 mg.ml
-1

 se OD sníţilo 1,52x a při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 1,06x.  

Ve víně 2 měl největší vliv na zákal při původní koncentraci BSA 2,0 mg.ml
-1

 ve víně, 

kdy se po 4 hod sníţilo OD 3,20x, dále při koncentraci 1 mg.ml
-1

 se OD sníţilo 1,68x a 

při koncentraci 0,5 mg.ml
-1

 1,10x. Po 24 hod se OD ve víně 1 i víně 2 zvýšilo, coţ 

značí, ţe pokud je víno vystaveno imobilizovanému bromelainu dlouho, působí na něj 

další vlivy. Proto pro sníţení zákalu imobilizovaným bromelainem byla doporučena 

kratší doba působení. Benucci et al. (2014) testovali kovalentně imobilizovaný 

bromelain na chitosanových kuličkách kvůli sníţení proteinového zákalu v bílém víně, 

kdy imobilizovaný enzym spolu s vínem míchali 24 hod v průtočném reaktoru při 

laboratorních podmínkách. Imobilizovaný bromelain byl aktivní při sníţení zákalu 

přibliţně o 70 %. Proto se bromelain jeví jako vhodná alternativa pro ošetření vína 

bentonitem, jsou však důleţité jeho další studie (Benucci et al., 2014). 
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6 ZÁVĚR  

 V této diplomové práci byl imobilizován bromelain na DEAE MG 100 

mikročástice glutaraldehydovou metodou, na CM MG 100 mikročástice 

karbodiimidovou metodou a na MG 100 mikročástice jodistanovou metodou.  

 U imobilizovaného bromelainu byla stanovena vazebná kapacita. Nejlepších 

výsledků bylo dosaţeno u CM MG 100 mikročástic, kde se navázelo nejvíce 

bromelainu. U DEAE MG 100 mikročástic se imobilizace nezdařila, u MG 100 

mikročástic byl bromelain neaktivní. Pro další studium se tedy pouţívali CM 

MG 100 mikročástice. 

 U volného bromelainu bylo stanoveno pH optimum na 6, u imobilizovaného se 

posunulo na 7-8.  

 Ze stanovení teplotní stability vyplývá, ţe imobilizovaný bromelain byl teplotně 

stabilnější neţ volný bromelain. Hodnota T50 se oproti volnému bromelainu 

zvýšila o 24°C. 

 U imobilizovaného bromelainu byla stanovena operační stabilita. Enzym můţe 

být vyuţíván opakovaně, po 3. cyklu klesla jeho aktivita na 40 % a dále uţ se 

nesniţovala. 

 U volného a imobilizovaného bromelainu byla studována funkční stabilita a 

stabilita při skladování. Volný bromelainu se po 72 hod stal neaktivním, 

imobilizovaný bromelain si zachoval 45 % aktivity. Hodnota t50 se zvýšila o 

37,6 hod. Studování stability při skladování po dobu 60 dnů ukázalo, ţe volný 

bromelain byl po 60 dnech neaktivní, hodnota t50 byla 15,9 dnů. Imobilizovaný 

bromelain si po 60 dnech zachoval 80 % své aktivity. Funkční stabilita a 

stabilita při skladování se imobilizací zvýšila.    

 Hodnota Michaelisovy konstanty Km se imobilizací 1,7x zvýšila oproti volnému 

bromelainu, coţ znamená, ţe se afinita bromelainu k hemoglobinovému 

substrátu imobilizací sníţila.  

 Vlivem imobilizovaného bromelainu došlo k poklesu koncentrace proteinů ve 

vinném pufru a ve víně. Po 24 hod se koncentrace proteinů ve vinném pufru 

sníţila nejvíce při počáteční koncentraci BSA 2,0 mg.ml
-1

, a to o 51,9 %.  

Ve víně s pH 3,54 došlo k 49,5%  úbytku proteinů, ve víně s pH 3,37 k 45,7% 

úbytku proteinů. Vína s niţším pH vedou ke sníţení aktivity imobilizovaného 

bromelainu.   
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 Vlivem imobilizovaného bromelainu došlo k částečnému odstranění zákalu 

proteinů ve víně, pro jeho působení byla na základě výsledků doporučena kratší 

doba působení. 

 Imobilizovaný bromelain se jeví jako vhodný stabilizátor vína  

namísto bentonitu, ovšem pro jeho pouţití ve větším měřítku jsou potřeba další 

studie.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK  

AE       aminoethyl 

BAPNA      Nα-benzoyl-DL-arginin 4-nitroanilid hydrochlorid  

BCA        bicinchoninová metoda  

BSA        hovězí sérový albumin  

Bz-Phe-Val-Arg-pNA  N-benzoyl-Phe-Val-Arg-p-nitroanilid hydrochlorid 

CD4       cluster of differentiation – diferenciačná skupina 

CLEAs      crosslinked enzyme aggregates – zesítěné enzymové agregáty  

CLECs        crosslinked enzyme crystals  – zesítěné enzymové krystaly 

CM       karboxymethyl 

CVD        kardiovaskulární onemocnění 

Da (kDa)      Dalton (kilodalton)  

DEAE      diethylaminoethyl 

DMSO       dimethylsulfoxid          

DTT        dithiothreitol  

E-64        trans-epoxysukcinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butan  

EDC.HCl      N-(3-dimethylaminopropyl)-N„-ethylkarbodiimid hydrochlorid  

EDTA       kyselina ethylendiaminotetraoctová  

EI        účinnost imobilizace 

γ-Fe2O3      maghemit 

Fe3O4       magnetit  

FPLC       rychlá kapalinové chromatografie s vysokým rozlišením 

GnHCl      hydrochlorid guanidin  

+HIm      protonizovaný imidazol 

IL        interleukin 

Im        imidazol 

Km        Michaelisova konstanta  

K-Pi        fosfátový pufr 

LNPE      N
α
-CBZ-L-lysin p-nitrofenylester 

NCBI   National Center for Biotechnology Information – Národní 

centrum pro biotechnologické informace  

NHS        N-hydroxysukcinimid 

NK        natural killers – přirození zabíječi 
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OD       optická hustota 

PCR        polymerasová řetězová reakce 

PVA        polyvinylalkohol 

SDS       dodecylsíran sodný  

SEM        skenovací elektronová mikroskopie 

TCA        kyselina trichloroctová  

TIA        tranzitorní ischemické ataka 

Tris        Tris(hydroxymethyl)aminomethan  

TNF-α      tumor nekrotizující faktor-α  

Z-Arg-Arg-NHMec  benzyloxykarbonylarginyl-arginin-4-methylkumarin-7-ylamid 

Z-Arg-Arg-ρNa   katepsin B 

 

 

 

 

 

 

 


