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ABSTRAKT

Teoretick&tast prace pojednava o struiduostlinné biitky a o polysacharidech, ze kterych se
sklada buncna stna, icemz pozornost je zatfena hlavl na celulézu. Dale jsou popséany
celulolytické enzymy a mikroorganismy, které tytozgmy produkuji. V praci je popsano i
aktualni vyuziti celulolytickych enzyinv pramyslu a zeradélstvi. Posledni podkapitola
teoretickécasti je pak ¥novana imobilizaci a imobilizovanym enzym, jejich @inosu a
VyuZziti v praxi.

Praktickacast se tyka fedevSim stanoveni zakladnich vlastnosti kémieo celulazového
komplexu Celluclast 1.5 L. Experimentélje tedy stanoveno teplotni optimum, pH optimum,
tepelna stabilita a pH stabilita.

Byla wvénovana pozornost i imobilizaci tohoto celulazovékomplexu na synteticky
pripraveny nosi ,Sorsilen“. Nasleda pak stejd, jako pro rozpustnou formu kongeiho
preparatu, byly stanoveny zakladni charakteristiky.

ABSTRACT

The theoretical part of my bachelor thesis focusestudying plant cells and polysaccharides,
from which the cell wall is made of. The main atien is held on cellulose. Secondly,
cellulases and microorganisms, which produce tbeggmes, are mentioned. This work also
deals with the actual use of cellulases in indusing agriculture. The last chapter of the
theoretical part is devoted to immobilization, imiized enzymes and their use in practice.
The practical part of my bachelor thesis focusesdetermination of basic properties of
commercially used enzyme Celluclast 1.5 L. The w®mpre and pH optimum and
temperature and pH stability were determined expentally.

The attention is also held on immobilization of gbecellulases on synthetically prepared
carrier ,Sorsilen®. Subsequently, basic charactiessvere determined as well as for soluble
form of commercial enzyme.

KLI COVA SLOVA
Celuldza, celulolytické enzymy, mikroorganismy, inilzace.
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Cellulose, cellulases, microorganisms, immobilati
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1 UvOD

v s

strukturni polysacharidy rostlin [1].

Celuldza niize byt S¢pena komplexem celulolytickych enzytzn. enzymaticky [2].

V ptirod jsou celulolytické enzymy produkovany p&me velkym mnozstvim bakterii, hub
a plisni a jsou odp@dné za rozklad celul6zového materialu [2].

Mezi nejvyznampyjSi producenty celulolytickych enzym pati aerobni plisé rodd
TrichodermaAspergillus Penicilliuma bakterie rodBacillus[3, 4].

Celulolytické enzymy maji Siroky rozsah aplikaciojirt jsou vyuZivany v potravirtéke,
pivni a vindgské biotechnologii. Nezanedbatelny je také papkgm@stextiini piimysl nebo
zenedélstvi. DalSi oblasti, kde hraji celulolytické enzymyznamnou roli, jsou farmacie,
medicina, genetické inzenyrstvi, odpadové hosfstda a v posledni dab intenzivre
studovana vyroba bioetanolu [3, 4].

Od poloviny minulého stoleti je velka pozornosinevana také enzyfim v nerozpustné
forme, takzvanym imobilizovanym enzyim. Jejich aplikace a vyuZziti vimyslu ginasi
nezanedbatelné vyhody, jak po vykonnostni, taloneknické strance [5].



2 CIiL PRACE

1) Zpracovat literarni reSersi k dané problematice

2) Charakterizovat komeni celulazovy komplex

3) Provést imobilizaci

4) Porovnat zrdnu vlastnosti imobilizovaného enzymu s volnym enggm



3 ROSTLINNA BU NKA

Rostlinna eukaryoticka lika je tvdena na povrchu bgtnou sénou a buaénym obsahem —
protoplastem. Protoplast je ohréem jednoduchou cytoplazmatickou biomembranou —
plazmalemou a obsahuje cytoplazmu s jadrem a a@stiabuni¢nymi organelami, soustavou
membran, vakuolami, sférozomy a metaplazmatickyoné&stmi — inkluzemi. VSechny tyto
¢asti jsou rozptyleny v zakladni substanci — cytazetytoplazmy [6].

K organelamiadime pedevSim jadro, plastidy a mitochondrie, které jsmhranteny
dvojjednotkovou membranou, zatimco ribozémy, vakudiktyozomy (z nichz se sklada
Golgiho aparat), endoplazmatické retikulumeitaré dalSi ohratiuji jednoduché membrany.
Z uvedenych struktur hbiky Ize optickym mikroskopem dob sledovat bustnou stnu, jadro

s jadérky, plastidy a vakuolyfipadré nekteré bugcné inkluze jako Skrobova zrna, krystaly a
olejové kipeje. Mitochondrie jsou na hranici rozliSitelnosti yavanych swtelnych
mikroskopi. Soustava membran zastoupena endoplazmatickykalet a Golgiho aparatem
(tzv. endomembranovy systém) lze pozorovat pouzearaoci elektronového mikroskopu
[6].

U Zivych rostlinnych buék se cytoplazma zpravidla pohybuje a toto prmicbzn&ujeme
jako cykléza. Zprosedkuje rychlou vyrmdnu latek uvnit buiky. RozliSujeme rotaci
cytoplazmy, kdy se obsah itky pohybuje jednim s#mem podél bu&né sény kolem
centralni vakuoly a cirkulaci, kdy cytoplazma proutiznymi snéry kolem sén, ale i v
praméncich mezi vakuolami [6].

Bunéiha sténa
Cytoplazmaticka

Membranove vacky membrana

; Golgiho aparat
Ribozony

Hladke ER e Chloroplast
membrina

Jadérko vakuo

Jadro

Drshé ER
(endoplazmatické
retikulumyj

Centralnivakuola____ Druzy

Amdoplast Mitochondrie

Cytoplazima

Obr. 1. Schéma rostlinné laky [7]
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3.1 Rostlinna bunééna stna

Pritomnost bui¢né stny je jednou z charakteristik odliSujicich rostlon buiku od
ZivociSné. Bureéna stna (BS) omezuje velikost protoplastu a z#hja naruSeni hiky pii
zvétSovani souvisejicim siipmem vody vakuolou. Je vyznamné pbsorpci, transportu a
sekreci latek v rostlinach, vnimani sigh&l interakci s patogeny a symbionty, maialiou
tlohu v morfogenezi rostlin [6].

BS sestava zeétyi skupin polymei: celuldézy, pektinu, hemicelulézy a protéinStavbu
burgcné seény rostlinnych busk uréuje celuldéza. Celulézova kostra BS je prostoupeatim
neceluléznich molekul, hemicelulézy a pektinovyétek. DileZitou sloZkou je glykoprotein
ozn&ovany jako extenzin, dale se vergich mnoha buik vyskytuje lignin (slouzici ke
zpevreni BS) a tukové latky — kutin, suberin a vosky, raabjici ztrdtdm vody z rostlin
impregnaci BS. Mimo to mohou byt BS inkrustovangrg@anickymi latkami, nap SiO, nebo
CaCQ [6].

V rostlinnych buikach byly zjiSény dw vrstvy BS: stedni lamela a primarniésta. Stedni
lamela, sloZzen& hla¥nz pektinovych latek, se nachdzi mezi primarnirémami gilehlych
burgk. Proces lignifikace BS Z@a pra¢ ve stedni lamele a poktaje na primarni, fjpadre
sekundarni gh¢. Primarni stna je sloZzena hla¥re celul6zy, hemiceluldz, pektinovych latek
(dalezité pro plasticitu BS) a glykoproteinu. Vergt buniéné secasto vyskytuji ztegeniny,
tzv. teky, nebo dvrkaté ztegdeniny, tzv. dvojtéky, kterymi prochazeji cytoplazmatické
praménky — plazmodesmy, spojujici Zivé obsahy stingsh burk [6].

U nekterych burk se v ptibéhu vyvoje vytvdi i sekundarni BS. K jejimu vytveni dochazi
vétSinou po ukodeni fistu buiky, kdy primarni stna neni schopna dalSiho ploSnéhstu.
Sekundarni BS obsahuje hla&weluldzu a lignin, pektinové latky a glykoproteide chyji.
Je tudiz neelasticka. Proto jsou sekundasmiystiilezité u specializovanych békislouzicich
ke zpewiovani a k vedeni vody. W&dhto burkk po vytvaeni sekundarni BS protoplast
odumira [6].

Bunécnd stna nuze fiist do tlousky (apozici - vrstvenim celul6znich mikrofibril) Ine do
plochy (intususcepci — vmeazwanim, vkladanim novych mikrofibril do jiz existci
struktury BS) [6].

4 POLYSACHARIDY BUN ECNE STENY

4.1 Celulbza

e

10" tun. Pro ¥tSinu obratlovéa je nestravitelna, protoZe nevyrefl enzymy, které ji $pi,
piezvykavci vSak maji v travicim astroji mikroorganig které ji umgji rozkladat. Jako
zakladni strukturni polysacharid se vyskytuje vd#agch sénach vysSich rostlin. BEeme ji
také najit v zelenyctasach, houbach a vyjirere i ve stnach bugk jednoduchych miskych
bezobratlych Zivéichu [2, 8].

4.1.1 Struktura

Homoglukan celul6za je vysokomolekularni linearrolymer D-glukézovych jednotek
vazanych glykosidovymi vazbanfl-(1-4). Kazda z vazanych gluk6zovych jednotek v
retzci je ot@ena vzhledem kipdchozi a v této poloze je udrzovana intramolekiair
vodikovymi vazbami mezi hydroxyskupinami na C-3yallkem pyran6zového cyklu a mezi
hydroxyskupinami na C-2 a C-6. Stuipgeolymerace rize byt az 15 000 [2].
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Jednotlivé makromolekuly celulézy vzajetnreaguji prosednictvim vodikovych vazeb a
tvoii ve s€nach rostlinnych bufk vice ¢i méné uspdadané trojrozrrné struktury, které se
nazyvaji celulézova vlakna nebo celulézové miknaliyb Maji tlous’ku priblizné 10 — 20 nm
a obsahuji zhruba 30 — 100 makromolekul celul6zgkidmolekuly jsou v mikrofibrilach
sd'azeny paralelha tvai rovinny utvar — list. Jednotlivé listy se na selidddaji tak, ze jsou
sttidaw posunuty o polovinu délky gluk6zové jednotky. Usmtani je stabilizovano
intermolekularnimi vodikovymi vazbami mezi gluké3ovi jednotkami v sousednich listech.
Takovéto uspiadané oblasti mikrofibril s vysokym @em intermolekularnich vazeb je
krystalické, méa uspdadané oblasti jsou amorfni. Krystalické a amorfoliasti se s{idaji.
WsSi podil krystalickych oblasti se nachazi v mfarilach sekundarnich bédnych sén
(nap. difevni hmota), amorfni oblasti se nachazeji #8ivn mnozZstvi ve 8hach primarnich
burgk (nagF. duzina ovoce a zeleniny) [2].

Celuldza tvai v potravinach znay podil neSkrobovych polysachatidv ovoci a zelenié
byva gitomno kolem 1 — 2 % celulosy, v obilovinach a éasitach 2 — 4 %, v pSemé
mouce 0,2 — 3 %. Celuléza #al0 — 50 % tevni hmoty, 80 % knych a 90 % bavknych
vlaken [2].

CH,OH
O, oH
OH 1
OH
L J1n

B-D-Glep-(1—4)-[B-D-Glep-(1—-4)-B-D-Glcp-(1—4)],-B-D-Glep
Obr. 2. Primarni struktura celulézy [2]

4.1.2 Vlastnosti

Celuléza je ve vaog ziednych kyselinach, zasadach &tdiné rozpoustdel nerozpustna.
Rozpousti se v koncentrovanych kyselinach, rdepodle podminek, jako je koncentrace
kyseliny nebo teplota, dochézi k hydrolyze na reazpé fragmenty s kratSinetzcem.

V roztocich hydroxid je bobtnani intenziw)Si nez ve vod a v kyselych roztocich ip
vySSich teplotach dochézi k hydrolyzéipadre oxidaci [2].

4.2 Hemicelulozy

Termin hemicelulézy je spaleym nazvem pro strukturni necelul6zové polysaclyarid
bungénych rostlin, které vypluji prostory mezi celul6zovymi viakny. Mezi hemigkiizy se
fadi dv¥ hlavni skupiny polysachafid- heteroglukany a heteroxylany [2].

4.2.1 Heteroglukany

Hlavnimi strukturnimi heteroglukany, kteréisali mezi hemicelul6zy, jsou xyloglukanyBa
glukany [2].

Xyloglukany:
Z&kladem molekuly xyloglukanje B-D-(1—4)-glukan s jednotkami D-xylopyranosy
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v postrannichietzcich, které jsou vazany na glukozu(1—6) glykosidovymi
vazbami. Na rozdil odifbuznych rezervnich xyloglukén piitomnych v semenech
rostlin, obsahuji strukturni xyloglukany zbytek Rkgktézy vazany na D-xylozu
blizko redukujiciho konce polysacharidu vazb@rii—2). Také mohou obsahovat L-
fruktopyranosu vazanou na galaktes(l—2) vazbou [2].

Xyloglukany hemicelul6zového typu (strukturni xylokany) jsou dominantnimi
hemicelulozami BS dvoutbZznych rostlin, kam seadi ovoce, ¥tSina zelenin,
okopaniny a lu&hiny. U jednodloznych rostlin, kam nalezi ékteré zeleniny
(cibulové zeleniny, dlest)

a predevsim obiloviny, jsouitomny v menSim mnoZstvi.&8i ¢ast xyloglukai je
sloZzkou nerozpustné vlakniny [2].

B-glukany:
Polysacharidy nazyvanép-glukany se nachazeji v zanedbatelném mnoZstvi
v burgénych stnach dvoudloznych rostlin, ale ve &Sim mnozstvi jsou fitomny
v burg¢nych sénach rkterych obilovin, jako je jgmen nebo oves [2].
B-glukany jsou casté&né rozpustnou, casténé nerozpustnou vilakninou potravy.
Rozpustnost ve v@dzavisi redevSim na jejich strukitel a ta souvisi sipodem [2].
Cim vice je v molekule vazeb 34), tim nizsi je rozpustnost polynierNejvice
rozpustné jsou polymery obsahujici asi 30 % vaZeb3d) a 70 % vazeb (24),
jejichz retézec je slozen z 2 — 3 jednot@D-glukdzy spojenych vazbami{14), mezi
nimiz se nachazi jednotka vadzana vazboewg)l Rozpustnosp-glukani se zvySuje s
teplotou.p-glukany vazané na proteiny jsou nerozpustné [2].

4.2.2 Heteroxylany

Heteroxylany jsou hlavnimi polysacharidy primarniBl$ jednodloZznych rostlin (jejich
vegetativniché¢asti) a lignifikovanych butk jednodloznych i dvoudloznych rostlin, které
maji jako slozky potravy z@ay vyznam. Jsou zastoupeny v lodyhach rostlin aexmd
hmot [2].

Hlavni fetzec heteroxylain je tvaen D-xylanopyran6zovymi jednotkami vzajeénn
vazanymi vazbami »4). VétSina xylézovych jednotekettzce neni substituovanagktere
jsou substituovanyu-L-arabinofuranéou vazanou vazbami {23), mér casto vazbami
(1—2). Xyléza byva substituovana takéédva molekulami arabinofurandzy (na C-2 a C-3),
ktera tvdi i kratké postranniettzce spojené pragtdnictvim vazeb &2), (1—3) nebo
(1-5) [2].

Nekteré heteroxylany (ndp heteroxylany otrub) byvaji na C-2 xyl6zovych byt
acetylovany. V molekulach heteroxytase také vyskytuji useky, ve kterych jsou xyl6zove
jednotky substituovany dvakrat, jednou nelibec [2].

S ohledem na primarni strukturu se tyto heteroxylaazyvaji arabinoxylany #&asto take
starSim nazvem pentosany. U heterox§lgn primérny obsah xylosy 52 — 60 %, arabinézy
36 — 46 %, glukosy 1,5 — 4,8 % [2].

4.3 Pektin

Pektiny jsou skupinou ztie¢ polydisperznich, komplexnich a kyselych polysaichiaio
proménném sloZzeni. Nachazeji se v pletivech vysSichimogtko sokast sén primarnich
burgk a mezibuaénych prostor. Vznikaji a ukladaji se hlaw ranych stadiichistu, kdy se
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zwtSuje plocha BS. ftomnost pektii a jejich znény béhem Kstu, zrani, skladovani a
zpracovani maji zrkay vliv zejména na texturu ovoce a zeleniny [2].

Zakladni struktura pektinje tvarena linearnintettzcem, ktery je slozen z 25 — 100 jednotek
D-galakturonové kyseliny spojenych vazbamil—4). Tento polymer s&asto nazyva
polygalakturonova kyselina. Jednotky galakturondwéseliny jsou do dzného stupé
esterifikovany methanolem, zatimco zbyvajici je#lgobbsahuji disociované karboxylové
skupiny. Nekteré a-D-galaktopyranuronaty nebo methg-D-galaktopyranuronaty) jsou
acetylovany v poloze C-2 nebo C-3 [2].

Stupa esterifikace (methylace) je definovan jako % efskewanych karboxylovanych
skupin. Je-li stupe methylace > 50 %, hovb se o0 vysokomethoxylovych nebo
vysokoesterifikovanych pektinech, je-li < 50 %, néd se o nizkomethoxylové neboli
nizkoesterifikované pektiny [2].

Obecnym terminem pektinové latky se dnes dajialive rozliSované kategorie, coz jsou
polygalakturonaty s &Sim pa&tem methoxylovych skupin (pektinové kyseliny), ¢gjisoli
pektinany, neesterifikované polygalakturonaty, tgektové kyseliny a jejich soli pektaty a
také doprovodné neutralni polysacharidy (arabireayabinogalaktanyiznych struktur) [b].
Pro nerozpustné nativni pektiny BS asociované gl@mu se pouZiva nazev protopektiny.
Enzymovou hydrolyzou komplexem enz§ravanych protopektindza séeprenuji na vicedi
meére rozpustné nizkomolekularni pektinoveé latky [2].

Pektiny se nachazeji prakticky ve vSech druzichceva zeleniny. Jejich obsah v3ak neni
vysoky, v ovocné duzihkolisa okolo 1 % [2].

Pektiny jsou obeaghnerozpustné ve véda nerozpustné vestsing organickych rozpouédel.
Rozpustnost ve va@d klesa s rostouci molekulovou hmotnosti a stapnesterifikace
karboxylovych skupin [2].

Pasobenim enzyihdochazi k hydrolyze pektinovych latek [2].

4.4 Lignin

Lignin je kopolymerem fenylpropanovych jednotekaarych jako monolignoly, kterymi jsou
podle druhu rostlin 4-kumarylalkohol, ferulylalkdho(neboli koniferylalkohol) a
sinapylalkohol. Tyto fenylpropanové jednotkyid€pladajitransisomery) jsou nepravidein
vazany do trojrozirnych struktur etherovymi vazbami (C-O-C) nebo \ambmezi d¢ma
atomy uhliku (C-C) [2].

Lignin je jednou z hlavnich komponentegtini hmoty, kde tvid asi 25 % biomasy. Podobné
slozeni maji také skapky dechi. V menSim mnoZstvi je lignin sd&ésti viakniny ovoce,
zeleniny a obilovin. Shy primarnich buék lignin prakticky neobsahuji. Vysoky obsah je ve
sttnach lignifikovanych sekundarnich kikn které obsahuji kolem 8 % ligninu [2].

Lignin se v malém mnozstvi vyskytuje i v lihovinazhgjicich v dubovych sudech, kam se
dostavéa vyluhem zefelva [2].

5 ENZYMY

Zivot, tak jak jej zname, by bez enzg§mebyl mozny. Zaji&ni piisunu energie a stavebniho
materialu z okoli a jejich vyuziti pro provoz org@anu a vystavbu jejich soasti zajisuje
slozita sf chemickych dju. Na fizeni a koordinaci tohoto sytému se poditida
makromolekulami s katalytickymi funkcemi. Pokud cinjuji chemické fenmeny, nazyvame
je enzymy [9].
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Enzymy jako biokatalyzatory regulujici rychlost igtogickych proces a maji ustedni tlohu
ve zdravi i nemoci [10].

5.1 Celulolytické enzymy

Celuldza je $fpena komplexem celulolytickych enzyurkteré v pirodé rozkladaji odurfelé
rostliny [2].

Protoze makromolekuly nemohou byt transportovangs pbugcnou stnu, degradace je
mozna pouze pomoci extracelularnich enzyii].

Celulolytické enzymy jsou produkovany Sirokym mneas bakterii, plisni a hub, které
mohou byt aerobni, anaerobni, mesofilni nebo temdi2].

Celulolytické enzymy fedstavuji slozity enzymovy systém katalyzujici topdzu nativni
celulézy. Pati do enzymovéeho vybavenékterych mikroorganistim prvoki a vySSich hub.
Vzhledem k tomu, Ze kultivace prvibkiebyla dosud v gmyslovém ng&iitku zvladnuta, maji
pramyslovy vyznam pouze celulolytické enzymy mikrob@élarada mikroorganisinje vsak
vybavena jen nekompletnim celulazovym systémemioPpwo gipravu celulolytickych
preparéi je nutné vybrat takovy mikrobni kmen, djhjsou sloZzky celuldzového systému
VvV co nejvyhodgjSim pongru [13].

Celulolytické enzymy pét do hydrolytického enzymatického systému. Tentdrblyticky
systém produkuje enzymy hydrolazy, které jsou od@og za degradaci celulozy a
hemicelulozy [14].

Celulolytické enzymy tvid komplex ¢tyt enzymi slozeny z endo-1,8-D-glukanazy, exo-
1,44-D-glukanaz #-glukosidazy, kteréisobi synergicky [2].

5.1.1 Endoglukanaza

Endo-1,48-D-glukandza né&hodn hydrolyzuje vnitni p-(1—4)-D-glykosidové vazby
celulébzového fettzce. Timto &tpenim vznikaji glukooligosacharidy a celobidéza. Pro
stanoveni aktivity endoglukanaz se jako substratyZfvaji rozpustné celul6zoveé derivaty,
které maji vysoky stugepolymerace, p&t mezi & nag. karboxymethylcelul6za (CMC).
Endoglukanazy vyznangnsnizuji hydrolyzou viskozitu CMC a to diky intratekularnimu
Sttpeni vazeb. Aktivita endoglukanaz jetimna na zakladsnizeni viskozity substratu, nebo
na zaklad rastu pa@tu redukujicich skupin [2, 11, 15].

5.1.2 Exoglukanazy

Mezi exo-1,4B-D-glukanazy paf, jak ndzev napovida, dva exogenni enzymy:
Celobiohydrolaza 8pi volné konce molekul celul6zy. Degraduje vazpy1l—4) od
redukujiciho nebo neredukujiciho kone#zce. Timto rozkladem vznikaji oligosacharidy a
celobidéza (tri- a di-sacharidy). Avicel, neboli nitkbvana celul6za, je pouzivan proékeni
exoglukandzové aktivity. Enzymy vykazujici maloutiaku na rozpustnou CMC, ale
relativre vysokou aktivitu na Avicel, jsou identifikovanykja exoglukanazy [2, 11, 12, 15,
16].

Exoglukanaza neboli glukohydrolaza agtje glukézoveé jednotky z neredukujiciho konce
retézce [12].

5.1.3 P -Glukosidaza

B-D-glukosiddza neboli celobiaza o#$tije z parcidléd hydrolyzované celuldézy celobiozu.
WsSi oligosacharidy hydrolyzuje nB-D-glukozu. Rychlost hydrolyzy retelre klesa se
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zvysujicim se polymetaim stup®m substratu [2, 15].

Na stanoveni aktivity3-D-glukosidazy lze vyuzit velké mnozstvi jednodudhycitlivych
metod, které jsou zalozené na & zabarveni nebo vzniku fluoreskujicich produlkt
uvoliujicich se zp-nitrofenyl$-D-1,4-glukopyranosidup-naftyl- p -D-glukopyranosidu, 6-
bromo-2-naftyl-B-D-glukopyranosidu nebo 4-methylumbelliferyl-D-glukopyranosidu [11,
15].

6 PUVOD CELULOLYTICKYCH ENZYM U

Celulolytické enzymy jsou enzymy syntetizované I§ra spektrem mikroorganisin
zahrnujicim jak houby, tak bakterie, produkujidut@zy @i rustu na celul6zovém materialu.
Jako producenti celulolytickych enzymsou nejintenzivji studovany rodyClostridium
Cellulomonas Thermomonospotalrichoderma Humicola Penicillium Aspergillus Bacilli,
Pseudomonad#\ctinomucor Streptomycep3, 4].

6.1 Mikroorganismy produkujici celulolytické enzymy

Celulolytické mikroorganismy degraduji uhlovodikyejsou schopny pouZzivat proteiny nebo
lipidy jako energetické zdroje pro @vrist. Celulolytické mikroorganismy, zejména rody
Cellulomonasa Cytophaga a hlavé houby mohou vyuZivatadu dalSich uhlovodikkromg
celulézy. Zatimco anaerobni druhy maji omezenywidddovy rozsah, limitovany celul6zou
a jejimi hydrolytickymi produkty. Schopnost prodwib velké mnozstvi extracelularnich
proteini je charakteristicka pro &ité houby a tyto kmeny jsou nejvhagéi pro produkci
vysokého mnozZstvi extracelularnich enzyf8].

Jedna z nejvice studovanych hubTjgchoderma reeseiktera gevadi nativni, stefntak i
derivovanou, celul6zu na glukozu [3].

Zatimco fizné druhy hub mohou metabolizovat celulézu jakorgeatecky zdroj, pouze par
kmeni je schopnych vylgovat komplex celulolytickych enzyim ktery ma praktické vyuZiti
v enzymatické hydrolyze celulozy. Kr@nT. reeseitaké ostatni houby, jako rodjyumicolg
Penicillium a Aspergillus maji schopnost poskytovat vysoké mnoZstvi extuémich
enzymi. Mikroorganismy komein¢ vyuzivané pro ziskavani celulaz jsaeqgevsimr. reesei
Humicola insolensAspergillus nigeaBacillus sp [3].

V posledni dob se ukazalo, Ze i ostatni termofilni aerobni ho(&pyorotrichum thermophije
Thermoacus aurantiacus Chaetomium thermophie mesofilni anaerobni houby
(Neocallimastix frontale Piromonas communisSphaeromonas commupismesofilni a
termofilni aerobni bakterieCgllvibrio sp, Microbispora bisporg a mesofilni a termofilni
anaerobni bakterie A€etivibrio cellulolyticus Bacteroides cellulosolvensBacteroides
succinogens Ruminococcus albus Ruminococcus flavefaciens produkuji — aktivni
celulolytické enzymy. Z vySe uvedenych jsou zwvl&ajimavé celulolytické termofilni
mikroorganismy, protoze jsou schopny produkovantatabilni celuldzy, které jsou stabilni
pii nadstandardnich podminkéach, jako je kyselé nélsadité pH a teploty nad 9C. Jsou
schopny fermentace na Sirokém mnoZstvi sulistgaminimalni hrozbou kontaminace
patogeny [12].
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Obr. 3. Trichoderma viridg17]

7 VYZNAM A VYUZITi CELULOLYTICKYCH ENZYM U

Celuléza je neje#rejsi organicky polymer, coZipdstavuje asi 1,5-3btun celkové roni
produkce biomasy fotosyntézou, zejmeéna v trope¢h pavazovana za t&innevyterpatelny
zdroj surovin pro izné produkty. Je také nejhejgi a nejlépe obnovitelny biopolymer na
zemi a je dominujicim odpadnim materialem v ge¥tstvi. Slibna strategie pro efektivni
vyuZziti tohoto znovu obnovitelného zdroje je mikiahi hydrolyza lignocelul6zového
odpadu a fermentace vyslednych redukujicich icyko produkci poZzadovanych metabilit
nebo biopaliva [3].

Biotechnologické zpracovani d@egmeny celulolytické biomasy umaiiji objevovat nové bio-
procesy a produkty. Mikrobidlni celulolytické enzynse staly, diky jejich ifrozené
komplexnosti a Sirokému rozsahuipryslového vyuziti, kiovymi biokatalyzatory [4].
Celulazy maji Siroky rozsah vyuziti. Hlavni poteilgi aplikace jsou v potravitgkém
pramyslu, krmeni pro zvata, textilnim pitmyslu, palivu a chemickém fmyslu. Jiné oblasti
aplikace jsou papirensky tpmysl, odpadové hospoitdvi, farmacie, medicina a genetické
inZenyrstvi. Biotechnologie celulazézda v 80. letech minulého stoleti v oblasti krmevifat

a poté se dostala aZz do potravatai [19].

7.1 Celulazy v potravinaiské biotechnologii

Celulazy maji v potraviridkém pamyslu velmi Siroky rozsah aplikaci. Vipnyslové vyrols
pomahajiresit fizné problémy, hlawhs vyrobou ovocnych napojMacer&ni enzymy jsou
pouzivany pi extrakci acefeni ovocnych a zeleninovyclidy a olefi ze seminek. Enzymy
nejen zlepSuji stabilitu a texturu, ale také vyznarsnizuji viskozitu napoje. Déale jsou
vyuzivany v pekéském od¥tvi pro zlepSeni kvalityésta, péiva, suSenek, daita dalSich
vyrobki. Maji také vliv na manipulaci gstem, objem pava, texturu a stabilitu pekskych
produkti. Celuldzy se také mohou pouzivat pro zvySeni ¢nitrkvality fermentovanych
vyrobki. Dale se vyuZivaji pro ziskavani oligosachariglukézy a ostatnich rozpustnych
cukni z celulézového odpadu, pro odstfah burééné sény, coz usnadni uvodmi chuti,
enzymi, polysacharid a proteiri, nebo také kizolaci proteiri ze sojovych fazoli nebo
kokosovych gechi [3, 4, 19].

Uvedené enzymy se také pouZivaii yyrobé olivového oleje. Jejich pouzitim se zvySuje
kvalita oleje, snizuje jeho flikost a roste mnoZstvi vitaminu E a antioxidantextra
panenském olivovém oleji. Koma® se pouziva Olivex, pektindzovyipravek s celulazami
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a hemicelulazami Aspergillus aculeatusOlivex byla prvni enzymova sf® pouzivana pro
zlepSeni extrakce olivového oleje [4, 19].

Celuldzy jsou také vyuzivanyiipextrakci karotenoid, které se dale pouZivaji jako
potravin&ska barviva [3].

7.2 Celulazy v pivni a vinarské biotechnologii

Oboji, vaeni piva i giprava vina, zahrnuji kroky fermentace, enzymatigdahnologie tedy
hraji v obou pipadech vyznamnou roli. Enzymy maji vliv na kvalitu vy€znost i
fermentaci [19].

V pivovarském a vinakém pémyslu jsou enzymy pouzivany pro hydroly@ed,3 ap-1,4-
glukani piitomnych v j€meni a pomahajiipfiltraci piva. Dale se pouZzivaji také pro zlepgen
vinného aroma [12].

Technologie vEeni piva je zaloZena naugobeni enzymu dhem sladovani a kvaSeni.
Mikrobialni B-glukanézy, které &pi B-glukan a snizuji viskozitu sladiny, jsodtigdvany do
primarni faze fermentace. Obvykle se pouzifaglukanazy z kultuPenicillium emersonii,
Aspergillus niger, Bacillus subtiliaTrichoderma reesd#, 19].

Pri produkci vina pat mezi ¥ nejvice pouzivané exogenni enzymy pektinfizglukanazy a
hemicelulazy. Mezi hlavni vyhody pouzivanichito enzymi pati: 1) lepSi povrchova
macerace a lepSi barva extraktu. 2) sygdireni a filtrace. 3) zvySeni kvality a stability
vina [19].

7.3 Celulazy v papirenském paimyslu

V poslednim desetileti vyznamnroste vyuziti celulaz vtomto odtvi. Celulazy a
hemiceluldzy se vyuZivajiip biomechanickych procesech, kdy dochazi k rozvd&#éni
a mleti surovéhordva na ¢en s malymicasticemi [3, 4].

Celulazy jsou také pouzivany, pro jeji lepSi bidmaizelnost, pi vyrobé lepenky. Jejich dalSi
uplatreni je @i vyrobé jemného papiru, jako jsou hygienické kap&syinebo sanitarni papir
[3].

Celulazy samotné nebo v kombinaci s xylandzami@&ipaji pro odbarvovani papirového
odpadu. Celulazy a hemicelulazy usali inkoust =z povrchu vlaken ¢asté&né
hydrolyzovanych uhlovodikovych molekul. Hlavni vyho enzymatického odbarvovani je
eliminace pouZzivani alkalickych latek zlepSujicie&ivost barev na papd. PouZzivani
enzymi v kyselém prosedi [ odstraiovani tiskdéského inkoustu z papirnavic brani
alkalickému Zloutnuti papir zjednoduSuje cely proces a sniZuje ¢@téni Zivotniho
prostedi [4].

Zarovei je nutné vyvarovat se nadmému pouzivani enzyim a to z dvodia nadn&rné
hydrolyzy a tedy sniZeni vazebnosti vidkeiiedfo pouzivani enzyimve vyrok® celkow
zvysilo vykonnost papiren [4].

7.4 Celulazy v textilnim pramyslu

Celulazy se stalyieti nejwtSi skupinou enzyin pouzivanych v textilnim gmyslu jiz po

deseti letech od jejich zavedeni do praxe. Jejialnii vyuZziti je ve vyrob latek pro dZzinové
odkvy. Pouzivaji se ke z&¢n¢ vzhledu povrchu dzinoviny a nahrazuji pemzu, kjeratomto

pramyslu tradéné¢ vyuZzivana. Odstralji vlakna vgnivajici z povrchu latek a celkév
zjermuji jejich povrch. Jejich dalSi vyhodou je, Ze n@gm&gativni vliv na Zivotni prosedi

[3].
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WuZivaji se takeé ip obnow vldken a barev vemych odvia poskozenych opakovanym
pouzivanim a pranim. fildavaji se do pracich praéetki pro efektivigjSi odstraovani
necistot zachycenych mezi vlakny [4].

7.5 Celulazy pfi vyrobé bioetanolu

Enzymatické zcuieni lignocelulézovych materiél jako je vylisovana cukrovaitina,
kukuricné a ryzoveé klasy, rakos nebo zbytksevh, celulazami na biopalivo je v posledni
dokg velmi intenzivié prozkoumavéano geseno [4].

Biokonverze lignocelul6zovych materiiaha produkty dale pouzitelné zahrnuje vicekrokovy
proces. Do tohoto procesu fiapiredlEzné Upravy (mohou byt mechanické, chemické nebo
biologickeé), hydrolyza polymérk vyprodukovani rychle metabolizovatelnych molefnag.
hex6z nebo pentdz culr biokonverze &chto mensich molekul k podf# mikrobialniho
rastu a produkci chemickych latek a nakonec sepaaggoerifikace pozadovanych produkt
[4].

Naklady @i pouzivani hydrolaz jsou nizSi nez vigadt kyselé nebo alkalické hydrolyzy,
protoZe enzymatickd hydrolyzadie byt provadna za mirnych podminek (pH 4 — 6, teplota
45 - 50 °C) [4].

Aktualr¢ jsou dostupné technologie pro vSechny kroky biokore lignocelul6zy. AvSak
nekteré z &chto proces musi byt jest vylepSeny, aby produkovaly biopaliva a vedlejSi
produkty v cenach, které mohou konkurovat vice leotrim vyrobnim systédm [4].

7.6 Celulazy v zenédélstvi

Mnohé enzymovéfipravky obsahujicitizné kombinace celulaz, hemicelulaz a pektinaz maji
Siroké vyuziti v zerddélstvi pro zlepSenitstu plodin a pro odstii@vani chorob rostlin.
Celuladzy a pibuzné enzymy ziskané ziych plisni jsou totiz schopny rozkladat ktnou
sttnu patoget. Tuto schopnost maji néglad plisiové s-glukanazy4].

Celulolytickeé plis® rodi Trichoderma sp Geocladium sp Chaetomium spaPenicillium sp
hraji v zengdélstvi klicovou roli. Usnaduji kliceni semen, zvySujiistovou rychlost rostlin,
jejich pisobenim rostliny ive kvetou, maji pozitivni vliv na Kenovy systém rostlin a
zvySuji vygznost gstovanych plodin. VSechny tyto plismaji pimy (podpora istu) a
ne@imy (regulace onemoéni a patogei) vliv na rostliny. Dotd’ ale neni pesré jasné, jak
tyto plisré usnaduji zlepSeniistového vykonu [4].

8 IMOBILIZOVANE ENZYMY

Imobilizované enzymy jsou definovany jako enzymyikalné uchycené nebo umésté
V urtité casti prostoru tak, aby si zachovaly katalytickodivatki a aby byly opakovana
kontinualre pouzitelné [20].
Od poloviny minulého stoleti byloémovano velké Usili na prozkoumavani nerozpustnych
imobilizovanych enzyr a jejich aplikaci. Postupendasu se z@mlo ukazovat, Ze je
vyhodrgjsi pouzivat imobilizované enzymy nez enzymy v ietpé fornd. Prikladem jsou
opakovas pouzivané heterogenni biokatalyzatory s cilemitsnékladnost procesu efektivni
recyklaci, nebo selektivni absorbenty vyuzZivanéiswni proteiri a enzyni [21].
Imobilizace jecasto kltem k optimalizaci vykonu enzyimv pramyslovych procesech [5].
Metody pro imobilizaci enzyinjsou rozdleny do ti hlavnich kategorii:

a) enzymy vazané na nosi

b) enzymy zachycené v organické nebo anorganické
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polymerni matici

c) zesini molekul enzymu navzajem
Vazba mezi enzymem akterou formou nose mize byt fyzikalni (jako jsou hydrofobni
anebo van der Waalsovy interakce), iontova neboaleowni. AvSak van der Waalsovy
interakce jsou filiS slabé na to, aby udrZzely enzym navazany nachaa reaknich
podminek s vysokou koncentraci reakliainprodukti a velkou iontovou silou. lontova vazba
je obecw pevrEjSi. Kovalentni vazba je nejsilj$i a zabrauje vyplaveni enzymu z povrchu. |
to ale nize mit nevyhodu. Enzymime byt vazbou na ndasdeaktivovan a enzym i n@sse
uZ nedaji znovu pouzit [5].
Nosik muze byt syntetickd pryskice, biopolymer nebo anorganicky polymer, jako je
nagiklad porézni oxid femkity nebo zeolit [5]
Pro pouziti enzyrmn v imobilizované form§ existuje fada divodi. Krom¢ pohodlrgjsi
manipulace s enzymem je to také srg&lnoddleni enzymu z produktu a zabgam jeho
kontaminaci. Imobilizace také umiafe kontinudlni a afiovné pouZziti enzymu. DalSim
vyznamnym dvodem je stabilita enzymu. To vSe vede k cetkaySSi &innosti enzymu [5].

Imobilizace je obvykle nutna pro optimalizaci vykon bezvodém prostdi [5].

8.1 Zpusoby imobilizace

Existuje pongrné velké mnoZstvi zjsohi imobilizace, nej¥tSi pozornost je vSakémovana
dvéma zakladnim metodam imobilizace: kovalentni a gusd [20].

[IMOBILIZACE ENZYMO]

L 3 v
[ VAZBA NA NOSIC ] [ ZACHYCENI ]
I I
v ¥ ¥ ¥
[ ADSORPCE ] [KOVALENT.VAZEIAJ [ ZESITENI ] [ ¥ MATRICI ]
: | ¥ 3
™ o L
Ry . [ DUTA YLAKNA J[ OPOUZDRENI ]
S
/

Obr. 4. Techniky pouZzivané pro imobilizaci enzyf22]

8.1.1 Imobilizace zaloZena na adsorpci

Imobilizace enzym zaloZzena na procesu adsorpce je nejstarSi a ppiisiob provedeni
imobilizace. Prvni imobilizovany enzym byipraveny adsorpci v roce 1916, kdy se ukazalo,
Ze invertaza fyzikakhadsorbovana na uhli je stéle katalyticky aktiaii][

V dalSich desetiletich imobilizace enzynadsorpci byla intenzivn studovana zidzoda
podstatnych vyhod, jaké imobilizované enzymy migiézi vyhody pati nejen reverzibilita,
ktera umo#uje ¢isteni proteiri nebo obnoveni nasi a enzynd, ale také jednoduchost, ktera
dovoluje imobilizaci enzymu za mirnych podminektdéaké porarné ekonomicky vyhodny
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zpasob pro pimyslové vyuziti [20, 21].
enzym vazany na fazovém rozhrani nekovalentninbaz. Vazby, kterymi je enzym vazan
z mobilni vodni faze na tuhou stacionarni faziilagcod slabych van der Waalsovyclieg
hydrofobni po silty iontové. Specifinost vazby se pohybuje od vSeobecnych dipolovych
interakci pes solné rasstky a interakce mezi proteiny po vysoce selektivaizané, zahrnujici
afinitu mezi déma biochemickymi povrchy [20].
Jak jiz bylo zmigno, adsorpce enzymu z roztoku na povrch je tinedefpdusSim Zisobem
imobilizace. WzZaduje pouze prosté promichani enzysmosiem. Imobilizace enzyin
adsorpci ¥tSinou nevyzaduje zvlastni Upravu ri@sivhodnd je &Sina kometné dostupnych
materiati pro adsorpni a iontovou chromatografii, tedyippdni a syntetické polymery. Za
téchto okolnosti jde o nespecifickou adsorpci [20].
Pod pojmem adsorpce jsou chapany dva typy vazebrenna nosi:

1. dusledek interakce nabitych molekul (iont-iont, soin§stek)

2. vodikové vazby [20].
Rychlost adsorpce enzymu na rgsifizena povrchovym nabojem a molekulovou hmotnosti
enzymu a na vysledné vazee podili i vodikové istky [20].
Dulezitymi faktory ovliviiujicimi pribéh imobilizace enzymu jsou: plocha povrchuimér
pon noste a piimér molekul enzymu a substratu [20].
Katalytickou &innost je mozné kontrolovat nejlépe tehdy, kdypseeZije nosi s minimalni
Sitkou p6fi, umoziujici minimalré tzkou distribuci pdr [20].
Je rozliSena specificka a nespecificka adsorpcenainz Typickym gikladem specifické
adsorpce jsou hydrofobni interakce [20].
Krome obvyklého vsadkového apobu adsorpce enzymu na rgsou znamé i elektrodové a
kolonové zpisoby. Pro technologické pouZiti je perspektivnit@kovy zpisob, i kterém
protéka fluét, obsahujici enzym, kolonou n&plvu nostem [20].

8.1.2 Kovalentni imobilizace

Kovalentni zjisob imobilizace vede k vytveni kovalentni vazby mezi enzymem a tesi.
Jeho velkou vyhodou je stalost vazby. Imobilidapostupy jsou kombinaci znamych reakci
z chemie bilkovin a makromolekularnich steain [20].

Kovalentni navazani enzymu na riog jednim ze zfsohi chemické modifikace enzymu.
Pri volbé¢ zpisobu chemické modifikace enzymu se vychazi z p&anat reaktivit,
frekvenci, vyskytu a fistupnosti aminokyselinovych zbyikkteré svoji reaktivitou ifichazeji

v Gvahu misto vazby [20].

Zvlastni pozornost je piba ¥novat aminokyselinovym zbyikn v aktivnim mist enzymu.
Tyto aminokyselinové zbytky projevuji odlisné fyalki a chemické vlastnosti. Ne vzdy
dochazi k imobilizaci fes zbytky v aktivnim mist Divodem niize byt sniZzena dostupnost
téchto skupin [20].

Nekdy pri kovalentni imobilizaci klesne aktivita enzymu fistedku chemické modifikace
aminokyselinového zbytku v aktivnim mig20].
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Obr. 5. Kovalentni imobilizace [22]

8.1.3 Imobilizace stovanim (Cross-linking)

DalSim zmgisobem imobilizace vyuzivajicim kovalentni vazbunbilizace sfovanim. Bi
tomto zmsobu, na rozdil od kovalentni imobilizace, se ennygwaze na nerozpustny nosi
Pfi  imobilizaci se vytvéi intermolekulové vazby mezi fudkimi skupinami
aminokyselinoych zbyik proteinu a polyfunénimi sitovacimi ¢inidly. Na stovani se
negastji pouziva Glutardialdehyd, Diazobenzidin nebo lgakaty a Izothiokyanaty [20].
Stejre jako @i kovalentni imobilizaci mze i zde dochazet k modifikacim esencialnich skupin
aktivniho mista, coz se projevi ztratami aktivityobilizovaného enzymu. \é¢hto @ipadech

je nevyhnutelna ochrana aktivniho mista reverzibithemickou reakci nebofiganim
substratu fipadré kompetitivniho inhibitoru fed imobilizaci [20].

8.1.4 Imobilizace uzawenim enzymu do gelu nebo mikrokapsli

Tyto metody jsou zaloZené na uganwvi enzymu v polymerni nerozpustné matrici nebo
v polopropustné membrém nedochazi v tomtaipadc k chemické modifikaci enzymu [20].
Kdyz se k uzakeni pouziva chemicka polymerizd reakce, mize dojit kéast&né denaturaci
enzymu a tim k poklesu jeho aktivity [20].

A) Imobilizace uzakenim do gelu:
Tento zfmsob je zaloZeny na uz@ni enzymu do vniku st'ované, ve vod nerozpustné,
matrice [20].
Na imobilizaci mohou byt pouZit&zné syntetické (nd&p polyakrylamid, polyvinylalkohol)
nebo @irodni (nap. Skrob, dextrany) polymery [20].
Z polymernich syntetickych materniée nejastji pouziva polyakrylamidovy gel [20].

B) Imobilizace uzakenim do mikrokapsili:
Metoda je zaloZena na uzawi enzymu v mikrokaplich z polopropustné membi26y.
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Pramérny rozmér mikrokapsli se pohybuje mezi 1 az 306 [20].
Podle ziisobu uzakeni v mikrokapslich rozliSujeme:
polymerizace na rozhrani fazi
odpdeni organického rozpoustia z disperze
fazova separace [20].
Polymerizace na rozhrani fazi:
Polopropustna membrana, ktera ohtaj@ enzym, vznika na zaklagolymerizace
hydrofobniho a hydrofilniho monomeru na fazovémhrani voda — organické
rozpoustdlo. Polymerizani reakci vznika kapsle obsahujici roztok enzymwod
[20].
Odpaeni organického rozpoustia z disperze:
Uzaweni v kapslich je ikledkem dispergovani vodného roztoku enzymu
v organickém rozpou&tle, ve kterém je rozpustny polymer [20].
Tato snés se dale disperguje ve wod organické rozpouXktlo se odpé. Polymer je
rozpusény v organickém rozpouitle, které se nemisi s vodou a ma nizsi teplotu var
nez voda. Vodny roztok enzymu se emulguje v ordga@ni@zi. Tato emulze se dale
disperguje ve vodné fazi obsahujici emulgatory, ojae Zelatina nebo
polyvinylalkohol. Za stalého michani se organiob#poustdio odpdi ve vakuu [20].
Fazova separace:
Uzaweni v kapslich umailije reprecipitace polymeru rozpustného v organickém
rozpoustdle s emulgovanym roztokem enzymu druhym, s nim it@igm,
rozpoustdlem, ve kterém je polymer nerozpustny [20].

8.2 Druhy nosi¢a pro imobilizaci enzymu

Zpusoby imobilizace jsou ovliovany vlastnostmi enzymu i ngsi Jsou to chemickeé,
biochemické, kinetické a mechanické vlastnosti. iblasiize byt synteticky organicky
polymer, biopolymer nebo anorganicka pevna latka [5

8.2.1 Syntetické organické polymery jako nodie

Velmi ¢asto jsou jako no$ pouzivany akrylové pryskige, jako je EuperdfiC, co? je
makroporézni kopolymer simérem c¢astic 170pum a pamérem pofi 25 nm. Je velmi
hydrofilni a stabilni, a to jak chemicky, tak menltky, v rozsahu pH od 0 do 14. Imobilizace
prostednictvim kovalentni vazby na Eupefgit byla v pimyslu mnohokrat Gsgn
provedena u velkého mnoZstvi enZyfa].

Déale se jako no&e hojre vyuzivaji Amberlity, coZz je obchodni nazev pro ceelfadu
ionexovych pryskkic. Zde se upldiuje spiSe adsorpce nez kovalentni vazligkldlem je
Siroce pouzivany enzym lipaza, ktery je kodémérdostupny v imobilizované forénpod
nazvem Novozym 435. Nevyhodou této imobilizace&@kdyz enzym neni kovalertmazan
na nost, maze dojit k jeho vyplaveni ve vodném ptesti [5].

8.2.2 Biopolymery jako nosike

Jako nosie enzyni je pouzivano velké mnoZstvi biopolymeikladem jsou: celuldza,
Skrob, agardza a bilkoviny, jako je Zelatina nelbomin [5].

Jedna z prvnich aplikacifed vice neZtyiiceti lety, byla imobilizace enzymu aminoacylazy,
ziskaného z kulturpaspergillus oryzagiontovou adsorpci na DEAE-Sephadex [5].
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8.2.3 Hydrogely jako nosie

V bezvodém progedi nize byt enzym imobilizovan naipodni nebo syntetické hydrogely a
kryogely (makroporézni gely s polymeradfast&né zmrzlém stavu, kdy krystalky ledu o
mezi sebou pory) [5, 23].

Napriklad kryogely vytvéené z polyvinylalkoholu jsou Siroce vyuzivany praobilizaci
celych bugk [5].

Tyto noste vykazuji dobrou mechanickou stabilitu a odolnagi rozkladu [5].

Avsak volné enzymy, diky své malé velikosti, moloyt ve vodném prosedi vyplaveny ven
z gelové struktury. Zabranit tomu Ize, tigad zesfovanim enzymu do&Sich struktur nebo
vytvoieni komplexu s polyelektrolytem (vysokomolekulalaika, kterd obsahuje postranni
skupiny schopné elektrolytické disociace) [5, 24].

8.2.4 Anorganické noske

Pro imobilizaci enzymh miuZe byt pouZzita takdada anorganickych latek, jako jsou oxid
hlinity, oxid kiemkity, zeolity a silikaty [5].

Jeden z nejjednodussSich a nejigsith zmisohi je kiemenna granulace. Ta se pouZiva
napiklad pi zachycovani enzytnv pracich prascich, které uwiaji enzym postuphbéhem
prani[5].

Ve vodném prosedi musi byt enzym kovalerrvazdn na temenny nosi aby nedoSlo

k vyplaveni enzymu [5].

9 VLASTNOSTI VOLNYCH A IMOBILIZOVANYCH ENZYM U

Vlastnosti imobilizovanych enzyinse vlivem vazby na nasv porovnani s volnymi enzymy
mohou n&nit. Zménu &chto vlastnosti ovlikuji predevsim dva faktory. Prvnim faktorem je
vliv fyzikalnich a chemickych vlastnosti nésia druhym konformai zména enzymu vlivem
reakce. Pozorované 2my jsou vysledkemisobeni &chto faktofi [25].

DuleZité vlastnosti pro aplikaci volnych i imobilizarych enzyna jsou pH optimum, teplotni
optimum, pH stabilita a tepelna stabilita. Vlivermabilizace také dochazi ke #ng
specifické aktivity enzymu [25].

V experimentalni studii bylaipteplotach 37 — 60 °C zkoumana hydrolyticka ak#iwiolného
celulolytického enzymu a enzymu imobilizovanéhokiiemikové destky o plose 1 crh
Jako substrat bylaiptomto experimentu pouzita dispergovana celulozsejayssi aktivita
enzymu byla pozorovandipgeplot 60 °C [26].

DalSi experimenty byly provédy s komplexem celulolytickych enzym zahrnujiciho
endoglukanazu, exoglukanazu a celobiazu, produldh@askomycetoMectria catalinensis
Pozorovan byl hlavhvliv teploty a pH na tento komplex [27].

Optimalni podminky pro aktivitu tohoto komplexu ptanoveny na 50 — 55 °C a pH 4,2 —
5,8. Pro 72 hodinovou inkubaci tohoto enzymatick&mplexu bylo stanoveno optimalni
teplotni rozmezi 23 — 37 °C a zarav@i pH 4,8 vykazoval komplex nejlepsi stabilitu [27].
Celuldzy produkované dma kmeny roduBacillus (CH43 a RH68), které byly izolovany
z termalnich pramein byly pieciStény a podrobeny analyze [28].

NejvysSi aktivita &chto enzyni byla pozorovana v rozmezi pH 5 — 6,5tatpplot 65 a 70
°C. Stabilita enzymu ziskaného z kmene CH43 byjeyssi @i pH 6 — 10 a 50 °C a enzymu
izolovaného z kmene RH6&ipH 6 — 8. U obou enzyinbyla kthem inkubace ip 50 °C po
dobu 24 hodin zachovanaywdni aktivita [28].

V ¢inské studii byla experiment&nstudovana produkce extracelularnich celulolytitkyc
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enzymi now izolovanou termoacidofilni plisrAspergillus terreusM11, kultivovanou na
lignocelulézovych materialech. Vysledky experimenkezuji, Ze nejtsi aktivita enzym
byla pi 45 °C a pH 3. Dale endoglukanaz@-&lukosidaza vykazovaly nejtsi aktivitu i

pH 2 — 3 a 70 °C a obe&mnejstabilijSi byly v rozmezi pH 2 — 5 [29].

Z vysledki téchto experimentalnich studii vyplyva, Zétdina volnych i imobilizovanych
enzymi ma teplotni optimum v rozmezi 50 — 65 °Gkiré enzymy i okolo 45 nebo 70 °C.
Teplotni optima se tedy pohybuji spiSe ve vysSéghotach, nez je teplota laboratorni. Proto
je pi experimentech nutné prouddkultivace za optimalnich teplot adeni takovychto
zakladnich charakteristik daného volného nebo itreavianého enzymu by &o predchazet
kazdé praci s enzymem.

Velmi podobné je to i u pH optima.&8ina enzym totiz pisobi katalyticky jen v wité
oblasti pH. Tato vlastnost souvisi s dis@oian stavem kyselych a bazickych skupin
aktivniho centra. pH optimumétsiny enzyni se pohybuje v neutralnii slabs kyselém
prostedi, jak také ukazuji vysledky uvedenych experielgtSina studovanych enzym
ma pH optimum v rozmezi pH 4 — 6,5, plati to i preymy imobilizované.

10 EXPERIMENTALNI CAST
10.1 Seznam pouzitych @istroja a chemikalii

10.1.1 Pouzité pristroje

= spektrofotometr UV/VIS Helios Delta
= vodni lazé, HUBER A1l

= pH metr, Merci

= vortex, Heidolh — Reax Top

» Kkuchyisky vdi¢, ETA

= chladici box

= vahy, Scaltec, SAS 50

= centrifuga, EPPENDORF

» trepaka, KS 130 B-IKA

10.1.2 Pouzité chemikalie

= octan sodny - CECOONa

= Kkyselina octova - CBCOOH, Lachema, a.s
= kyselina citronova - gHgO;

» fosfore&nan sodny - Na&PO,.12H,0

= C4H4sOsKNa-4H,0O

= NaHCQ;

* NaCO;

» NaSQ,, bezvody
= CuSQ

*  (NH3)2M07024 . 4 O
= NaHAsO,.7 HO
= H,SO,, koncentrovana
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10.1.3 Pouzity substrat
= karboxymethyl celul6za (CMC)

10.1.4 Pouzity nosk
= Sorsilen — polyethylentereftalat

10.1.5 Pouzity enzym

Celluclast 1.5 L je kapalny celuldzovy preparatdakovany submerzni fermentaci vybraného
kmene houbylrichoderma reeseiEnzym katalyzuje rozklad celulézy na glukézuobébzu

a vySSi polymery glukozy. Je to du@ kapalina o hustetpriblizné 1,2 g/ml. Ma vyznamny
vliv na snizZeni viskozity rozpustnych celulézovygibstrat.

Vyrobce: NOVOZYMES A/S, Dansko

Dovozce: EKOZYM s.r.o.

Datum vyroby: 01. 05.

Cislo 3arze:CCN 03083

Enzymovy protein (10-40%)

Celulaza 232-734-4

10.2 Priprava roztoku

10.2.1 P¥iprava 0,2 M roztoku octanu sodného

0,2 M roztok octanu sodného bigraven rozpugnim 2,72 g GH3;O,Na.3HO ve 100 ml
destilované vody.

10.2.2 Priprava substratu CMC

1% roztok CMC v octanovém pufru o pH 4,8 byippaven rozpughim 1 g CMC v 50 ml
destilované vody. Po rozpégt bylo gidano 30 ml zakladniho roztoku octanu sodného a pH
bylo upraveno pkapavanim kyseliny octové na 4,8. Roztok byl padtfplnin destilovanou
vodou do 100 ml.

Obdobnym zpsobem byly gipraveny roztoky CMC v octanovém pufru o pH: 3,5;4,5;
5,0; 5,5; 6,0; 6,5.

10.2.3 Priprava citran — fosforeénanovych pufri

17,9 g fosforénanu sodného (NEIPO,.12H,0) bylo rozpudino v 200 ml destilované vody

a poté doplano na objem 250 ml. 1 1Zice kyseliny citronové bydapustna ve 30 ml vody.
PodleTab. 1. byl smichavan roztok fosfafeanu sodného a destilované vody, poté byla na
magnetické michae gikapavana kyselina citrénova do pozadovaného phakomec byl
pufr doplren do objemu 100 ml. Bylyifpraveny pufry o pH: 3,5; 4,0; 4,5; 4,8; 5,0; 5650;

6,5; 7,0.
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Tab. 1. Priprava citran — fosforénanového pufru

X y pH
34,9 15,1 3,5
30,7 19,3 4,0
27,2 22,8 4,5
25,2 24,8 4.8
24,3 25,7 5,0
21,6 28,4 5,5
17,9 32,1 6,0
14,5 35,5 6,5
6,4 43,6 7,0

x ml G + y ml Kiedit na 100 ml
G — destilovana voda
K — fosforg&nan sodny

10.2.4 Pouzity enzym
Pro experimentéalnidely byl kometni preparatecin 1:10 000.

10.2.5 Priprava Somogyiho¢inidel

Somogyi-Nelson I: 12 g f£,0sKNa - 4 H,0O, 16 g NaHC®@a 18 g NaCO; bylo rozpu&tno
v 200 ml destilované vody. Poté bylo za staléhdhidni€ a zativani rozpudino 144 g NaSO,

v 600 ml destilované vody. Nasledhyly oba gipravené roztoky smichany.
Somogyi-Nelson II: 4 g CuSO 5 H20 a 36 g NSO, bylo rozpustno v 200 ml destilovane
vody.

Somogyi-Nelson IlI: 25 g (NkJsM07024- 4 HO bylo rozpustno v 450 ml destilované vody.
Poté bylo pozvolna fiddno 21 ml koncentrované ,80,. 3 g NaHAsO, - 7H,O byly
rozpusény v 25 ml destilované vody. Oba roztoky byly ndstesmichany. Vysledny roztok
byl poté umistn na 48 hodin do termostatti peplot 37 °C

10.3 Stanoveni redukujicich latek podle Somogyiho a Nalsa

Podstatou vSech &feni je stanovovani aktivity enzymu za zvolenychrpowk — teploty a
pH a zakladnim principem je sledovarirfistku redukujicich cukr metodou Somogyiho
Nelsona. V plib¢hu enzymové degradace substratu vznika barevnynidgnemo-menaty

komplex.

10.4 Charakteristiky volného enzymu

10.4.1 Stanoveni kalibraéni kiivky

Pro sestrojeni kalibtai kiivky glukosy Graf 1.) byl pouzit zakladni roztok glukosy
o koncentraci 0,2 g/l. Z tohoto roztoku bykdppavena kalibréni fada 0,175; 0,15; 0,125; 0,1;
0,075 a 0,05 mmol/l. Do kazdé zkumavky bylo potamdgno po 1 ml Somogyihéinidla (I

+ Il v pongru 4:1). Zkumavky byly 10 minut po¥eny a ochlazeny na laboratorni teplotu.
Pak byl gidan 1 ml Nelsonova&inidla - ¢inidlo Ill. Obsah zkumavek byliedn 7 ml
destilované vody, promichan a naslédhyla zneiena absorbanceips30 nm proti blanku
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(blank obsahoval misto vzorku 1 ml destilované yody
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Graf 1. Kalibracni kfivka glukdzy

10.4.2 Vypocet aktivity enzymu

Aktivita enzymu se stanovi za vyuziti kalibré kiivky glukozy podle vztahu:
A - ASSO Df
tle,
kde A ... aktivita stanovovaného enzynum@l/min.ml E),
A530 ... absorbance n&iena po dvacetiminutové inkubaci enzymu,
f ... prepaitavaci faktor koncentrace redukujicich skupin giosorbanci rovnou Jugnol/ml)
urceny z regresniiimky kalibrani kiivky glukozy,
t...c¢as (20 min),
Ce ... koncentrace enzymu v réak snesi.
Urceni gepatitavaciho faktoru f z regresniipky:
y=ax+b, x=f
y =0,8627f —0,0041

proy = 1:
1=0,8627f —0,0041
f =116

10.4.3 Stanoveni pH optima volného enzymu

Postup:
1. Do zkumavky s 1 ml CMC (CMC o jednotlivych pH viajx 10.2.2.) byl fidan 1 mi
enzymu a sis byla inkubovanaip50 °C na vodni lazni.
2. Po 20 minutach bylo 0,5 ml z reak smesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il (snés | a Il v pongru 4:1) a tato ss byla 10 minut
povaena.
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3. Po ochlazeni bylofjano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowaidla Il a 3,5 ml destilované
vody.

4. Smes byla promichana na vortexu i@filtrovana es filtraini papir.

5. Na spektrofotometru byla ztfena absorbanceai®b30 nm proti blanku (0,5 ml sfsi
Somogyi-Nelsonovainidla | a I, 0,25 ml enzymu, 0,25 ml CMC o pH 4@5 ml
Somogyi-Nelsonovainidla 11l a 3,5 ml destilované vody). Natiené hodnoty jsou
uvedeny vlab. 5.

Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitdlel0.4.2.
Urc¢eni koncentrace enzymg:c zredéni 1:10 000, do reakce 0,25 ml.
c. = 025010* ml/ml

10.4.4 Stanoveni teplotniho optima volného enzymu
Postup:

1.
2.

3.

o

Jednotlivé zkumavky s 1 ml CMC byly temperovéatiytpplotach 25-70 °C.

Do vytemperované zkumavky s CMC byligan 1 ml enzymu a reéki snts byla
inkubovéana 20 minut.

Po 20 minutach bylo 0,5 ml z reai smési odebrano do zkumavky s 0,5 ml Somogyi-
Nelsonovainidla l a Il (sngs | a Il v pongru 4:1) a tato s&s byla 10 minut povana.
Po ochlazeni bylofjdano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowanidla Il a 3,5 ml destilované
vody.

Smes byla promichana na vortexu ifiltrovana ges filtratni papir.

Na spektrofotometru byla zZtifena absorbanceip30 nm proti blanku (0,5 ml sigi
Somogyi-Nelsonovdinidla | a I, 0,25 ml enzymu, 0,25 ml CMC o pH 4@5 ml
Somogyi-Nelsonovainidla 11l a 3,5 ml destilované vody). Natiené hodnoty jsou
uvedeny Vlab. 6.

Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapit6le.0.4.2.
Urc¢eni koncentrace enzymg:c zredéni 1:10 000, do reakce 0,25 ml.
ce = 025010* ml/ml

10.4.5 Stanoveni tepelné stability volného enzymu
Postup:

1.

ok

Do zkumavek s 1 ml CMC vytemperovanych na 50 °C gnsdtupg piidavan 1 ml
enzymu, ktery byl po dobu 30 minut temperovan ndnvdazni (i teplotach 25-70
°C.

Po 20 minutach inkubace bylo 0,5 ml z ré&a@ksnesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovdinidla | a Il (sngs | a Il v pongru 4:1) a tato s&s byla 10 minut
povaena.

Po ochlazeni byloifdano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowénidla Il a 3,5 ml destilované
vody.

Smes byla promich&na na vortexu ifiltrovana ges filtratni papir.

Na spektrofotometru byla ziftena absorbanceip30 nm proti blanku (0,5 ml stsi
Somogyi-Nelsonovédinidla | a 1l, 0,25 ml enzymu o tepto5 °C, 0,25 ml CMC o
pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonownidla 11l a 3,5 ml destilované vody). Naitené
hodnoty jsou uvedeny Tab. 7.
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Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitdlel0.4.2.
Urceni koncentrace enzymg:c zredéni 1:10 000, do reakce 0,25 ml.
¢ = 025010* ml/ml

10.4.6 Stanoveni pH stability volného enzymu
Postup:

1.

2.

o

Podle navodu bylyifpraveny citran-fosfor@anové pufry o jednotlivych pH (viz kap.
10.2.3) a do putrbyl pridan 1 ml enzymu.

Do zkumavek s 1 ml CMC vytemperovanych na 50 °C gmdtup® pridavan 1 ml
enzymu v pufru.

Po 20 minutach inkubace bylo 0,5 ml z ré&a@ksnesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovdéinidla | a Il (sngés | a Il v pongru 4:1) a tato s&s byla 10 minut
povaena.

Po ochlazeni byloifdano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowénidla Il a 3,5 ml destilované
vody.

Smes byla promich&na na vortexu i@filtrovana ges filtratni papir.

Na spektrofotometru byla zifena absorbanceip30 nm proti blanku (0,5 ml s¥si
Somogyi-Nelsonovdinidla | a 1l, 0,25 ml enzymu o tepke5 °C, 0,25 ml CMC o
pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonowaidla Il a 3,5 ml destilované vody). Naiiené
hodnoty jsou uvedeny Tab. 8.

Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitdlel0.4.2.
Urceni koncentrace enzymg:c zredéni 1:10 000, do reakce 0,25 ml.
c. = 02500* ml/ml

10.5 Imobilizace komeréniho celuldzoveho preparatu

Postup:
1. Do ¢tyi barek bylo odvazeno 0,5 gramu nésia gidano 20 ml octanového pufru o
pH 4,8.
2. Do bargk bylo po 10 minutachi¢pani naitpace gidano 10, 50, 100 a 25l
koncentrovaného enzymu.
3. Poté byla sris trepana dalSi 4 hodiny.

10.5.1 Stanoveni aktivity volného enzymu ve filtratu
Postup:

1.

2.

Poctyiech hodinachrepani byla sis odfiltrovana na frit a ve filtratu byla stanovena
aktivita volného enzymu.

Filtra¢ni kol& byl promyt 250 ml vody a v ziskaném filtratu bydaét stanovena
aktivita volného enzymu.

Filtra¢ni kol& byl promyt dalSimi 50 ml vody a ve filtratu byla@vu stanovena
aktivita volného enzymu.

Do zkumavek s 1 ml CMC vytemperovanych na 50 °C godtupg pridavan 1 ml
filtrata, které byly ziskanyigdchozim postupem.

Po 20 minutach inkubace bylo 0,5 ml z r&@ksnesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il (snés | a Il v pongru 4:1) a tato s¥s byla 10 minut
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povaena.

6. Po ochlazeni bylofidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonovnidla Il a 3,5 ml destilované

vody.

Smes byla promich&na na vortexu filtrovana ges filtratni papir.

8. Na spektrofotometru byla zffena absorbancei®b30 nm proti blanku (0,5 ml sfsi
Somogyi-Nelsonovainidla | a Il, 0,25 ml filtratu o teplét25 °C, 0,25 ml CMC o pH
4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonowvénidla Il a 3,5 ml destilované vody). Natiené
hodnoty jsou uvedeny Tab. 2.

™~

Kalkulace:
Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitdlel0.4.2.
Urc¢eni koncentrace enzyme:c cc = 025ml/ml

10.5.2 Stanoveni aktivity imobilizovaného enzymu

Postup:

1. Do zkumavky s1 ml CMC byl fdn 1 ml imobilizovaného enzymu (u
imobilizovaného enzymu, ktery byfkipraveny imobilizaci 25Ql enzymu na Sorsilen
bylo zZtedéni dvakrat ¥tSi) a smis byla inkubovanaip50 °C na vodni lazni.

2. Po 20 minutach bylo 0,5 ml z reak smési odebrano do zkumavky s 0,5 ml Somogyi-
Nelsonovaiinidla I a Il (snes | a Il v pongru 4:1) a tato s&s byla 10 minut povana.

3. Po ochlazeni byloifdano 0,5 ml Somogyi-Nelsonovnidla 11l a 3,5 ml destilované

vody.
Smes byla promich&na na vortexu i@filtrovana ges filtratni papir.
Na spektrofotometru byla zffena absorbanceip30 nm proti blanku (0,5 ml stsi
Somogyi-Nelsonovainidla | a I, 0,25 ml imobilizovaného enzymu, 0,28 CMC o
pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonownidla 11l a 3,5 ml destilované vody). Natiené
hodnoty jsou uvedeny Tab. 3.
Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitdlel0.4.2.

Urceni koncentrace enzymg:c

ok

0254g......... Aml
Do reakni snesi bylo vzato 0,5 ml:

0’0259+ 05mI CMC= 0,0125gv 1 ml

Bylo vzato 0,5 mk= ¢, .« = 0,00625g

10.5.3 Stanoveni aktivity enzymu uchovavaného ¢ dni v pufru

Postup:
1. Do zkumavky s1 ml CMC byl jfdan 1 ml pufru o pH 4,8, ve kterém byl
imobilizovany enzym (1Qul, 50 pl, 200 ul a 250pl) pét dni inkubovan, a tato re&ki
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smeés byla inkubovanaip50 °C na vodni lazni.

2. Po 20 minutach bylo 0,5 ml z reak smesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il (snés | a Il v pongru 4:1) a tato ss byla 10 minut
povaena.

3. Po ochlazeni byloijano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowaidla Il a 3,5 ml destilované

vody.

Smeés byla promichana na vortexu @fitrovana ges filtratni papir.

Na spektrofotometru byla zZtifena absorbanceipb30 nm proti blanku (0,5 ml s¥ui

Somogyi-Nelsonovdinidla | a Il, 0,25 ml imobilizovaného enzymu (100, 0,25 ml

CMC o pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonovaidla Ill a 3,5 ml destilované vody).

Nametené hodnoty jsou uvedenyTab. 4.

Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitélel0.4.2.
Uréeni koncentrace enzymy:c cc = 025 ml/ml

ok

10.6 Stanoveni optimalnich podminek gsobeni imobilizovaného enzymu

10.6.1 Stanoveni pH optima imobilizovaného enzymu

Postup:
1. Do zkumavky s 1 ml CMC (CMC o jednotlivych pH viagk 10.2.2.) byl fidan 1 ml
imobilizovaného enzymu (10d) a snes byla inkubovanaip50 °C na vodni lazni.
2. Po 10 minutach bylo 0,5 ml z rea smési odebrano do zkumavky s 0,5 ml Somogyi-
Nelsonov&inidla l a Il (sngs | a Il v pongru 4:1) a tato sks byla 10 minut povana.
3. Po ochlazeni bylofjlano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowanidla 11l a 3,5 ml destilované
vody.

Smes byla promichana na vortexu i@filtrovana ges filtratni papir.

5. Na spektrofotometru byla ztifena absorbancei®b30 nm proti blanku (0,5 ml stai
Somogyi-Nelsonovdinidla | a Il, 0,25 ml imobilizovaného enzymu, 0,28 CMC o
pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonownidla 11l a 3,5 ml destilované vody). Naiiené
hodnoty jsou uvedeny Tab. 9.

B

Kalkulace:
Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitélel0.4.2.
Uréeni koncentrace enzymy:c Crnnost = 0,006259

10.6.2 Stanoveni teplotniho optima imobilizovaného enzymu

Postup:

1. Jednotlivé zkumavky s 1 ml CMC byly temperovatiytpplotach 25 — 70 °C.

2. Do vytemperované zkumavky s CMC byligan 1 ml imobilizovaného enzymu
(200 pl) a reakni snes byla inkubovana 10 minut.

3. Po 10 minutach bylo 0,5 ml z real smesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il (sneés | a Il v pongru 4:1) a tato s&s byla 10
minut povaena.

4. Po ochlazeni bylo fjano 0,5 ml Somogyi-Nelsonovéinidla Ill a 3,5 ml
destilované vody.

5. Smes byla promichana na vortexu ifiltrovana ges filtratni papir.
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6. Na spektrofotometru byla zffena absorbancefip530 nm proti blanku (0,5 ml
smési Somogyi-Nelsonovdinidla | a Il, 0,25 ml imobilizovaného enzymu, 0,25
ml CMC o pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsono¥aidla Ill a 3,5 ml destilované
vody). Nangiené hodnoty jsou uvedenymab. 10.

Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitdlel0.4.2.
Ur¢eni koncentrace enzymu:c =0,00625g

Cim.nos'E

10.6.3 Stanoveni tepelné stability imobilizovaného enzymu
Postup:

1.

ok

Do zkumavek s 1 ml CMC vytemperovanych na 50 °C gmdtup® pridavan 1 ml
imobilizovaného enzymu (10@), ktery byl po dobu 30 minut temperovan na vodni
lazni @i teplotach 25 — 70 °C.

Po 20 minutach inkubace bylo 0,5 ml z r&aksnesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il (snés | a Il v pongru 4:1) a tato ss byla 10 minut
povaena.

Po ochlazeni bylofano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowaidla 11l a 3,5 ml destilované
vody.

Smeés byla promichana na vortexu @fitrovana ges filtratni papir.

Na spektrofotometru byla zZtfena absorbanceipb30 nm proti blanku (0,5 ml s¥ui
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il, 0,25 ml imobilizovaného enzymu o ke 25 °C,
0,25 ml CMC o pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonasaidla Il a 3,5 ml destilované
vody). Nangiené hodnoty jsou uvedenyrab. 11.

Kalkulace:

Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapitélel0.4.2.
Uréeni koncentrace enzymy:c Crnnost = 0,006259

10.6.4 Stanoveni pH stability imobilizovaného enzymu
Postup:

1.
2.

3.

Byly pripraveny citran-fosfor@anové pufry otrznych pH (viz kap. 10.2.3).

Do zkumavek byl odpipetovan 1 ml imobilizovanéhozynu a 1 ml citran-
fosfore&cnanového pufru.

Zkumavky byly gikryty parafilmem a ponechany do druhého dne. Inmdiany
enzym se fes noc usadil na dno zkumavky.

Ze zkumavek bylo odpipetovdno 1,5 ml pufru nad esamu tak, aby usazenina
nebyla zviena a pidano 1,5 ml destilované vody.

Do zkumavek s 1 ml CMC vytemperovanych na 50 °C gndtupg pridavan 1 ml
imobilizovaného enzymu ve véaiskany v pedchozim kroku.

Po 20 minutach inkubace bylo 0,5 ml z r&@ksnesi odebrano do zkumavky s 0,5 ml
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il (snés | a Il v pongru 4:1) a tato sis byla 10 minut
povaena.

Po ochlazeni bylofdano 0,5 ml Somogyi-Nelsonowanidla 11l a 3,5 ml destilované
vody.

Smeés byla promichana na vortexu @fitrovana ges filtratni papir.
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9. Na spektrofotometru byla zffena absorbancei®b30 nm proti blanku (0,5 ml sfsi
Somogyi-Nelsonovéinidla | a Il, 0,25 ml imobilizovaného enzymu o ket 25 °C,
0,25 ml CMC o pH 4,8, 0,5 ml Somogyi-Nelsonaaidla Il a 3,5 ml destilované
vody). Nangiené hodnoty jsou uvedenymhab. 12.

Kalkulace:
Aktivita enzymu byla vypéitana postupem uvedenym v kapit®élel0.4.2.
Urc¢eni koncentrace enzyme:c Cinnosi = 0,006259

11 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentélni prace bylo stanovit zakladharekteristiky volného komeémiho
enzymového preparatu Celluclast 1.5 L, jako je jpiinoum, teplotni optimum, pH stabilita a
teplena stabilita. Néslednprovést imobilizaci enzymu na Sorsilen a takeé & stanovit
zakladni charakteristiky a poté je porovnat s dktarsstikami volného preparatu. VSechny
ziskané hodnoty jsou zpracované ve férgrafu v textu anebo jsou uvedené v tabulkach
v kapitole Rilohy.

11.1 Charakteristiky volného enzymu

Optimélni podminky fisobeni volného enzymu byly stanoveny na CMC jakbssat.
Parametr jako je pH optimum byl sledovan v mgzpH 3,5 — 6 v octanovém tlumivém
roztoku.Graf ¢. 2. Z vysledki je patrné, Ze hodnota 4,8 je hodnota optimalnidadpného
enzymu.
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3,5 4 4,5 5 55 6
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Graf 2. pH optimum volného kom&iho enzymu

Teplotni optimum komeniho enzymového preparatu bylo stanoveno na zalkddvity,
kterd byla mtena v ptibéhu dvaceti minutové inkubace reak snmeési pi raznych teplotach
od 25 °C do 70 °CGraf ¢. 3. Z vysledki je patrné, Ze teplota 65 °C je teplotnim optimem
daného enzymu.

34



100
90 -
80 -
70
60 -
50
40 +
30
20
10 -

a (%)

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

t (°C)

Graf 3. Teplotni optimum volného kondetho enzymu

Dale byla sledovana tepelna stabilita kotnémo enzymového preparatu pomoci stanoveni
aktivity v praibéhu dvaceti minutové inkubace substratu s enzymenpeéeovanym naizné
teploty v rozmezi 25 az 70 °Graf ¢ 4. Z vysledki je patrné, Ze s rostouci teplotou stabilita
enzymu klesa. iPteplot 55 °C a vyse byla aktivita enzymu jiz velmi nizka.

100 4
90 +
80 -
70 ~
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10

a (%)

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

t (°C)

Graf 4. Tepelna stabilita volného kondeiho enzymu

V ptipadt stanoveni pH stability kom&riho celuldzového preparatu bylatiena aktivita

v pribéhu dvaceti minutové inkubace substratu s enzymeitran-fosforénanovém pufru o
pH 3,5 — 7.Graf ¢ 5. Z vysledki je patrné, Ze dany enzym je ve zkoumaném rozmezi p
ponrné stabilni a hodnoty aktivit jen nepatrkolisaji.
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Graf 5. pH stabilita volného komeéniho enzymu

11.2 Imobilizace komeréniho celuldzového preparatu

Na imobilizaci byl pouzit komeéné dostupny celulazovy preparat Celluclast 1.5 Lkoja
nosi polyethylentereftalat neboli Sorsilen. Jedna seetmxicky material, ktery ma vysokou
swtelnou, tepelnou a chemickou stabilitu a je renistewvici pasobeni mikroorganistna
diky tomu je vhodny proffpravu imobilizovanych enzyiuréenych pro praktickou aplikaci.
Polyethylentereftalat je polymer na bazi kyselieyeftalové a ethylenglykolu. Imobilizace
byla provedena na zakla@dsorpce. Pro tento igob imobilizace byl vypracovan optimalni
postup a charakterizovany zakladni vlastnosti itmdianého enzymu. Imobilizace se
uskute&nila za laboratorni teploty n&epace inkubaci 0,5 g nas suspendovaného ve 20 ml
octanoveho tlumivého roztoku o pH 4,8, které je ggifimem enzymu. Tim se do n&jsi
miry sniZila moznost inaktivace enzymuwhbm imobilizace vlivem prosdi. Sorpni
kapacita enzymu se zjdvala v sériictyi pokusi, ve kterych se inkuboval n@spostupr

s 10, 50, 100 a 250 enzymového preparatu. $mbyla naitepace inkubovana po dobityt
hodin a poté byla zfiltrovanalab. 2. Se zvySujicim se mnoZstvim enzymu pouzitého na
imobilizaci se zvySovalo i mnozstvi volného enzywaufiltratu. Pouze vifjpact imobilizace

10 pl enzymu na 0,5 g nage nebyla ve filtrdtu detekovana Zadna aktivita. iBlos
s imobilizovanym enzymem byl nasledpromyt 250 ml vody, fi¢emZ znovu byla stanovena
aktivita volného enzymu ve filtratu. Pouze igact imobilizace 250l enzymu byla

v promyvaci vod jeSt zjiSttna aktivita volného enzymu. Po nasledném promytyerni
dalSimi 50 ml vody nebyla jiz ani v jednorfimad zaznamenana aktivita volného enzymu ve
filtratu.
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Tab. 2. Nan¥rené hodnoty aktivity volného enzymu ve filtratu

MnoZstvi .
imobilizované Mnozstvi A
vody na | A (530 nm) .
ho enzymu . (umol/min.ml)
promyti (ml)
(1)
10 0 0 0,00
250 0 0,00
50 0 0,00
50 0 0 0,00
250 0,0203 0,00
50 0 0,00
100 0 0,025 0,01
250 0 0,00
50 0 0,00
250 0 0,119 0,03
250 0,133 0,03
50 0 0,00

Aktivita imobilizovaného enzymu byla u vSech pregar zn&né sniZzend v porovnani
s volnym enzymem a byla zavisla na mnozstvi vazaredizymu. Jak je vid z Tab. 3.,
obsahuijici hodnoty aktivity preparatutgmym mnozstvim adsorbovaného enzymu, aktivita
se zvySujicim se potrem enzymu K no8i vzrasta.

Tab. 3. Nan¥rené a vypditané hodnoty aktivity imobilizovaného enzymu

Mnozstvi A
imobilizovaného A (530 nm) _
enzymu [il) (umol/min.g)
10 0,061 057
50 0,212 1.97
100 0,579 5.37
250 0,965 8,96

U imobilizované celulazy byla sledovana stabilitdhém uchovavani preparatu v tlumivém
roztoku a pevnost zakotveni enzymu na &osnobilizovany enzym byl uchovavaretpdni
pii laboratorni tepldt v octanovém pufru o pH 4,8ab. 4. Z vysledki vyplyva, Ze v pibéhu
uchovavani preparatu ve vySe uvedenych podminkéadbamazelo k uvabvani enzymu do
prostedi. Pouze vifpad preparatu s 2501 enzymu imobilizovaného na 0,5 g nissibyla
detekovana v uchovavacim roztoku aktivita Qu@iol/min.ml.
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Tab. 4. Nan¥rené a vypditané hodnoty aktivity enzymu uchovavanétialpi v pufru

Mnozstvi A
imobilizovaného A (530 nm) .
(umol/min.ml)
enzymu ()
10 0,000 0,00
50 0,000 0,00
100 0,000 0,00
250 0,044 0,01

Pro dalsi mieni byl pouZit imobilizovany preparattipraveny sorpci 10Qul volného
komekniho enzymu na 0,5 g Sorsilenu.

11.3 Stanoveni optimalnich podminek gisobeni imobilizovaného enzymu

Déle byly u imobilizatu fipraveného sorpci 100ul volného enzymu na ndasi
charakterizovany optimalni podminkyigobeni jako je pH optimum, teplotni optimum, pH
stabilita a tepelna stabilita. Prvni parametr bgtlevan v rozgti pH 3,5 — 6,0 v octanovém
tlumivém roztoku Bhem deseti minutové inkubace reéak snesi pii 50 °C. Graf ¢. 6. Z
vysledki je patrné, Ze volny i imobilizovany preparat n&jodné pH optimum, a to o pH 4,8.

a (%)

—e—\olny enzym
—a— imobilizovany enzym

pH

Graf 6. pH optimum

Teplotni optimum imobilizovaného enzymu bylo stagow, obdob# jako u enzymu volného,
na zaklad aktivity, ktera byla mirena v piibéhu deseti minutové inkubace réak snesi pri
raznych teplotach od 25 °C do 70 °Graf ¢ 7. Z vysledki je patrné, Ze teplotni optimum
imobilizovaného enzymu se vlivem imobilizace smwizd 65 °C rozpustného enzymu na 55

°C.

38



a (%)

—e—\olny enzym
—a— imobilizovany enzym

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
t (°C)

Graf 7. Teplotni optimum

Stejre jako u enzymu volného i u imobilizovaného enzynylalsledovana tepelna stabilita
pomoci néfeni aktivity Ehem dvaceti minutové inkubace substratu s imobibnym
enzymem pedtemperovanym po dobtideti minut na teploty v rozmezi 25 az 70 @&af ¢.

8. Z vysledki je patrné, Ze imobilizovany enzym vykazuje legfieinou stabilitu nez enzym
rozpustny. Aktivita imobilizovaného enzymuchaa rapide klesat pi 40 °C, zatimco aktivita
volného enzymu jizip 30 °C.

100
90
80 -
70
60 -
50 A
40 -
30
20
10

0 ‘ ‘ ‘ ‘ \ T T T \
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

t (°C)

a (%)

—e—\olny enzym
—a— imobilizovany enzym

Graf 8. Tepelna stabilita

Pri sledovani posledniho parametru, tedy pH stabilitgbilizovaného preparatu, byla &p
meiena aktivita v pibéhu dvaceti minutoveé inkubace substratu s enzyméeny byl po dobu
24 hodin inkubovan v citran-fosfaheanovych pufrech o pH 3,5 — 7@raf ¢&. 9. Z vysledki
je patrné Ze stabilita imobilizovaného enzymu sawsim pH neustale migrklesa, zatimco
stabilita volného enzymu v daném rozmezi pH kolisa.
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12 ZAVER

Cilem experimentalnfasti prace bylo provést charakteristiky volnéhoyemz Celluclast 1.5
L a jeho imobilizaci na polymerni n@siSORSILEN. Nasledh pak stanovit optimalni
podminky fisobeni ziskaného imobilizovaného preparatu.

Vysledky této prace jsou formulovany do nasledafiddodi:

1)

2)

3)

U volného komemiho enzymového preparatu bylo experimerté&tanoveno pH
optimum na hodnotu pH 4,8 a teplotni optimum néoteps5 °C.

Z vysledki zkoumani tepelné stability volného enzymu vyply&& s rostouci teplotou
stabilita enzymu klesa aripteplo 55 °C a vySSi je uz velmi mala. Naopak enzym
vykazuje dobrou stabilitu v rozmezi pH 3,5 az 7.

\Volny enzym byl vettyfech fiznych mnoZzstvich (10, 50, 100 a 25 imobilizovan
na Sorsilen.

Méeienim aktivity bylo zji&no, Ze se zvySujicim se mnozstvim enzymu pouZiteho
imobilizaci se zvySuje i mnozstvi volného enzymuiiteatu.

Nameétena aktivita imobilizovaného enzymu je u vSé€tyt preparatu znmé snizena
V porovnani s volnym enzymem a je zavisla na mnostizaného enzymu.

Také u imobilizovaného preparatu byly stanovenyno@ini podminky. pH optimum
je shodné s volnym enzymem, tedy pH 4,8. Teploptintum v3ak bylo stanoveno na
teplotu 55 °C, tedy nizSi nez u volného enzymu.

Z experimeni také plyne, Ze imobilizovany enzym vykazoval lefggielnou stabilitu
nez enzym volny. V rozmezi hodnot pH 3,5 az 7 #aiumobilizovaného enzymu
s rostoucim pH mirhklesala.
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14 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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16 PRILOHY

Tab. 5. Nan¥rené a vypditané hodnoty pro stanoveni pH optima volného enzym

A relativni aktivita
pH (CMC) A (530 nm) (Umol/min.ml) a (%)

3,5 0,008 18,56 1,1

4,0 0,462 1071,84 60,6
4,5 0,609 1412,88 79,8
4,8 0,763 1770,16 100,0
5,0 0,754 1749,28 98,8
5,5 0,610 1415,20 79,9
6,0 0,521 1208,72 68,3

Tab. 6. Nan¥rené a vypditané hodnoty pro stanoveni teplotniho optima vodnénzymu

t (CMC A relativni aktivita

((°C) ) A (530 nm) (Umol/min.ml) a (%)
25 0,116 269,12 13,6
30 0,125 290,00 14,7
35 0,266 617,12 31,3
40 0,300 696,00 35,3
45 0,385 893,20 45,2
50 0,521 1208,72 61,2
55 0,531 1231,90 62,4
60 0,621 1440,72 72,9
65 0,851 1974,32 100,0
70 0,558 1294,56 65,6

Tab. 7. Nan¥rené a vypditané hodnoty pro stanoveni tepelné stability visnénzymu

t (Enzym A relativni aktivita

((°C;/ ) A (530 nm) (umol/min.ml) a (%)
25 0,723 1677,36 100,0
30 0,678 1572,96 93,8
35 0,545 1264,40 75,4
40 0,518 1201,76 71,6
45 0,483 1120,56 66,8
50 0,379 879,28 52,4
55 0,164 380,48 22,7
60 0,114 264,48 15,8
65 0,113 262,16 15,6
70 0,111 257,52 15,4
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Tab. 8. Nan¥rené a vypditané hodnoty pro stanoveni pH stability volnéhpyamu

pH (pufr) A (530 nm) (umo /?n - relatl\;n(lcy?;nvna

3,5 1,022 2371,04 94,2
4,0 0,991 2299,12 91,3
4,5 0,997 2313,04 91,9
4,8 1,016 2357,12 93,6

5,0 1,061 2461,52 97,8
55 1,085 2517,20 100,0
6,0 1,044 2422,08 96,2
6,5 1,072 2487,04 98,8
7,0 1,005 2331,60 92,6

Tab. 9. Nan¥rené a vypdtané hodnoty pro stanoveni pH optima imobilizovené

enzymu
pH (CMC) A (530 nm) (pmoﬁ\min,g) relatl\;n(lo/il)ktlvna
3.5 0 0,00 0,0
4,0 0,137 2,54 44 5
4,5 0,205 3,80 66,5
4,8 0,308 5,72 100,0
5,0 0,257 4,77 83,4
5.5 0,226 4,19 73,3
6,0 0,23 4,27 74,6
6,5 0,251 4,66 81,4

Tab. 10. Nanvrené a vypditané hodnoty pro stanoveni

imobilizovaného enzymu

t (CMC A relativni aktivita

((°C) ) A (530 nm) (umol/min.g) a (%)
25 0,123 2,28 30,8
30 0,184 3,42 46,1
35 0,244 453 61,1
40 0,274 5,09 68,6
45 0,295 5,48 73,9
50 0,344 6,38 86,2
55 0,399 7,41 100,0
60 0,297 5,51 74,4
65 0,227 4,21 56,9
70 0,196 3,64 49,1

teplotniho optima
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Tab. 11. Namerené a vypditané hodnoty pro stanoveni tepelné stability inmtwvaného

enzymu

t (Enzym A relativni aktivita

((°C;/ ) A (530 nm) (Umol/min.g) a (%)
25 0,396 3,67 100,0
30 0,377 3,50 95,3
35 0,369 3,42 93,3
40 0,362 3,36 91,5
45 0,328 3,04 82,9
50 0,265 2,46 67,0
55 0,183 1,70 46,3
60 0,113 1,05 28,6
65 0,045 0,42 11,4
70 0,011 0,10 2,8

Tab. 12. Nan¥rené a vypdtané hodnoty pro stanoveni pH stability imobilaogho

enzymu
pH (pufr) A (530 nm) (umol'?min.g) relatl\;n(lcy?;nvna
3,5 0,421 3,91 100,0
4,0 0,395 3,67 93,7
45 0,387 3,59 91,9
4.8 0,379 3,52 90,0
5,0 0,375 3,48 89,0
55 0,363 3,37 86,2
6,0 0,357 3,31 84,7
6,5 0,341 3,16 80,9
7,0 0,338 3,14 80,2
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Obr. 7. Vodni lazeé s temperujicimi se zkumavkami CMC
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Obr. 8. Zkumavky po povani, které obsahuji 0,5 ml re&d snesi (CMC a volny enzym) a
0,5 ml srdsi Somogyi-Nelsonowvanidla | a Il

Obr. 9. Zkumavky po povani a ochlazeni, které obsahuji 0,5 ml @alsnesi (CMC a volny
enzym), 0,5 ml séai Somogyi-Nelsonowvanidla | a Il, 0,5 ml Somogyi-Nelsonovaidla 11l
a 3,5 ml destilované vody
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