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ABSTRAKT

PredloZzena prace se zabyvala studiem moZnosti médrabprodukce proteolytickych
enzymi pouzivanych wad primyslovych aplikaci. K produkci mikrobialnich
proteolytickych enzyrin byla vyuzita pimyslova bakterieBacillus subtilis V prabéhu
kultivace byl studovanist biomasy a produkce proteolytickych enziymzavislosti na typu
substratu a aplikaci vybranych stresovych faktgosmotického Soku, peroxidu vodiku
a etanolu). NejvysSi produkce biomasy byla dosazer@ncentrovaném BM médiu ve
32. hodir kultivace. Vytzek pgedstavoval 1,1% 0,03 g/l. NejvySSi proteazova aktivita
(88,28+ 7,32 U/ml) byla stanovena ve stejném kuktivien médiu acase. Na zaklad
vyhodnoceni vysledkstresovych experimeintze konstatovat, Zefevazna ¥tSina pouzitych
stresovych faktdr pisobi na bakterialni kulturu toxicky jiz v nizkycbrcentracich.

ABSTRACT

Presented work was focused on study of microbiadiypction of proteolytic enzymes used
in many industrial applications. Bacteriuf@acillus subtilis was used for laboratory
production of microbial proteolytic enzymes. Duringltivation production of biomass and
proteolytic enzymes were studied influence of swalbsttype and stress factor application
(osmotic shock, hydrogen peroxide and etanol) watet too. The highest concentration of
biomass was measured in concentrated BM medium 32éours of cultivation. Biomass
yield was 1.1 0.03 g/l. The highest protease activity (88t2B.32 U/ml) was obtained in
the same cultivation medium and time of cultivatiohccording to results of stress
experiments it can be concluded that most of usedssfactors exhibited a toxic effects to
bacterial culture even at low concentrations.

KLi COVA SLOVA

Mikrobialni proteolytické enzymy, Bacillus subtiligroteolytick& aktivita

KEY WORDS

Microbial proteolytic enzymes, Bacillus subtilisppeolytic activity



PALA, M. Produkce proteolytickych enzymybranymi mikroorganismysrno: Vysoké deni
technické v Bra, Fakulta chemickd, 2011. 44 s. Vedouci bak#ld prace
doc. RNDr. lvana Marova, CSc.

PROHLASENI

ProhlaSuiji, Ze jsem bakatkou praci vypracoval samostata Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravna Uplre citoval. Bakaléska prace je z hlediska obsahu majetkem fakulty
chemické VUT v Br a miZe byt vyuzita ke koménim (&elim jen se souhlasem vedouciho
bakal&ské prace agkana FCH VUT.

podpis

PODEKOVANI

Timto bych chil podtkovat mé vedouci bakakké prace pani doc. RNDr. IvaMWarové,
CSc. za vSestrannou pomoc a rady a dale také tagistavu Obrtovi, PhD. za trplivost
a pomoc p praci v laboratti. PredloZzena prace byla finam: podpdena z prosedki
projektu CZ.1.05/2.1.00/01.0012/ERDF.



OBSAH

R U1V ] TR TRORTT TR 8
2 TEORETICKA CAST ..ottt 9
2.1 OBECNY POPIS ENZYMJ ..cttttieeeesaaiitttteeeeaeaesssaasisbbsseeessssasssssseeeesaesssaassnbsseeeaeaesesssnnnsrenes 9
2.2 S OZENI A MOLEKULARNI VLASTNOSTI ENZYMU ...coiiiiiiiee e 10
2.3 DEFINICE HYDROLAZ A PROTEAZ.....coi ittt 10
W I A\ Vo =Y g 1Y o 10 1=Y: VA AT 10
2.3.2 ROSHINNE PrOtEAZY .......ooceiiiieeieee ettt e e e e e e e e e e e e eneeneeeeeaeeeeeaannnes 11
2.3.3  MIKrobIAINT PIrOLEAZY .....ccoiiiiiiiiiiiee e 11
24 VLASTNOSTI MIKROBIALNICH ALKALICKYCH PROTEAZ .....cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiineienes 11
At R o] = 0 (= ] o] = PP 12
2.4.2 Efekt stabilizatof/aditiv a KOVOVYCH 10B.............cccoiiiiiiiiiiiiec e 12
2.4.3  SUDSITAIOVA SPECITILAL.....evivriiiiiiiiiitieeeieee e e e ee e e e e e e e e e e e e 12
2.4.4 KINEtiCKE PAramMEIrY ....cccoiiiiiii e s s s e s e e e e e s e eenne e nnnnnnnnannes 12
2.5 MIKROBIALNI PROTEOLYTICKE ENZYMY RODU BACILLUS ......uuiiiiiiiiaaaeaaee e 31
2.6 MECHANISMUS UCINKU SERINOVYCH PROTEAZ .....ccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
2.6.1 Tvorba tetraedralnino iINtErMEdIAtU ........... .o eeeeeriiiiiiiiiieee e 13
2.6.2 Tvorba intermediatu aCyl-ENZYM ..............commmeeeeeeeeeeeeeeeveeesseasreeerrreereeer e eeeees 14
2.6.3  Deacyl@ai KIOK.........coiuiiiiiiiiii et 14
2.7 MIKROBIALNI PRODUCENTI ALKALICKYCH PROTEAZ......cccoiiiiiiiiiiciiiiieeeeeee 15
2.7.1 Bakterie Bacillus SUDLIIIS ............uuiiiiiiieeee e 15
2.8 FRUMYSLOVE VYUZITI PROTEAZ ...ttt 16
2.8.1 Vyroba DIodetergerit...........ccooiiiiiiiiiiiiiie et 16
2.8.2 MIEKArenSKY [IMYS......cooooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et 2 22 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaes 17
2.8.3  KOZE@INY PIEMYSI...coiiiiiiiiieiiiiiee ettt e+ttt e et e e e e e e e e ammeeeea 17
2.8.4 PeKArensky pIMYS| ...t neas 18
2.8.5  PIVOVAISIVI .eciiiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e r e a e s 18
2.8.6 MASNY PUMYSL. ..o ettt aa e 18
3 PRAKTICKA CAST .ottt e et 19
3.1 FOUZITE CHEMIKALIE, MATERIAL A PRISTROUJE ....utttutitiiiiiitiiiiiiiiii s smeenneennne 19
3.1.1  BaKteriAlni KMENY ......oooiiiiiiiiiieei ettt e reeee e e e e e e e e e e e aa s 19
3.1.2 Chemikalie pro kultivaci mikroorganism...............coccueiioiiiiiie e 19
3.1.3  Ostatni ChemIKANE ...........uuiiiiieie e e ee e e e e e e e e annes 19
TNt I o 11 (o] [T 19
3.2 KULTIVACE BAKTERIE BACILLUS SUBTILIS. .vvvteetiutrrreesiittreeeessssrereesassssesasnnsesssnssnssssansnns 20
I 41V o - W Y=o |- YOO 20
3.3 STANOVENI KONCENTRACE BIOMASY V JEDNOTLIVYCH KULTIVACICH ....coooeiiiiiiiiiiiiie, 20



3.3.1  Stanoveni Kalibréni KAVKY ... 20

3.3.2 Stanoveni koncentrace biomasy............cocoeeeeeeiiiiiiiiiicrc e, 21
3.4 STANOVENI PROTEAZOVE AKTIVITY VYBRANYMI METODAMI ..cccvvviiiieiieieiieieeeeeneeneeenneennnees 21
3.4.1 Stanoveni proteazove aktivity pOmOCi 8ZOKaSEIMLuas .. .eviieiiiiiiieiiiiiiee e 21
3.4.2 Stanoveni protedzoveé aktivity v UV-VIS oblasti...........cccoevvveeiiiviiiiiiiiiniiiiiiiiieneee, 21
3.4.3 Stanoveni protedzoveé aktivity biuretovou metodOu.............uvvvvvivvviiviiiiiiiiiiiienninnns 22

3.5 S'UDIUM RUSTU BIOMASY A PROTEAZOVE AKTIVITY V ZAKLADNIM MEDIU .......uuvuuennnnnnnns 22
3.5.1 Rust biomasy v zakladnim médiu v ZAViSIOSHaEE ............ceeveeiiiiiiiieiie e 22
3.5.2 Proteazova aktivita v zakladnim médiu v zavislostase .............ccccvvveveiiieeiiiiiiiiee, 22

3.6 STUDIUM VLIVU SUBSTRATU NA RUST BIOMASY A PROTEAZOVOU AKTIVITU .....vvvvvieeennnnn. 22
3.6.1  VIiv SUDStratu NamSt DIOMASY ........vviiiiiiiiii e 22
3.6.2 Vliv substratu na protedzovou aktivitl ..........ceeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 23

3.7 STANOVENI RUSTOVE A PRODUKCNI KRIVKY VE DVOU KONCENTROVANYCH MEDIICH ..... 23
3.7.1  StanovenilSIOVE KIVKY .........coooiiiiiiiiiiiie ettt 23
3.7.2  Stanoveni produki KAVKY .........cooeeiiiiiii e 23

3.8 STUDIUM VLIVU STRESOVYCH FAKTORU NA RUST A PROTEAZOVOU AKTIVITU..........ceuueee. 23
3.8.1 Vliv etanolového stresu na@st a proteazovou aktivitu...........ceeeeericiieeeeeiiniiene e 23
3.8.2  Vliv osmotického stresu ndst a protedzovou aktivitu ..............ocueveeeeeiiiieeeenninnenn. 24
3.8.3 Vliv peroxidového stresu nast a proteazovou aktivitu.............cceeeeiveeeeeeieeeeeeee, 24

4 VYSLEDKY A DISKUZE .....cooiiiiiteiieeieeee et ee ettt eeeas st re e 25

4.1 KALIBRACE SPEKTROFOTOMETRICKEHO STANOVENI BIOMASY. ....ccceiiiuiiieeeeisiieeeesssseneanans 25

4.2 MNOZSTVi BIOMASY A PROTEAZOVA AKTIVITAV ZAKLADNIM MEDIU .....coooviiiiiiiiiiiiiinieenn, 26
4.2.1 Vysledky stanoveniistove Kivky v zakladnim mediu ...............uuvvenrmmmmmmeeevvvennnnnnnnns 26
4.2.2 Vysledky stanoveni proteazové aktivity v zaklatn@diu.................cccccevveeeeininnnnee. 1.2
4.2.3 Diskuze vysledkstanovenidstové Kivky a proteazové aktivity v zadkladnim médiu..... 28

4.3 WSLEDKY STANOVENI PROTEAZOVE AKTIVITY RUZNYMI METODAMI ..ccoevvviiiiiiiiiieeeaaeenn 29
4.3.1 Vysledek stanoveni protedzové aktivity pomoci @BOR@. ...............ccccuveeeeiiiiieeeeriiinn. 29
4.3.2 Vysledek stanoveni protedzové aktivity v UV-VIGSbhL............ccccooviiiiiiiiiiineenee, 29
4.3.3 Vysledek stanoveni protedzové aktivity biuretovetddou ..............ccccceeeeeeeeeiiieeiennenn. 30
4.3.4 Diskuze vysledkstanoveni proteazovych aktiviiznymi metodami...................c.coee.... 30

4.4 WSLEDKY STUDIA VLIVU SUBSTRATU NA RUST BIOMASY A PROTEAZOVOU AKTIVITU..... 31
4.4.1 Vysledky studia vlivu substratu ngst biomMasy ..............eeevvevviivvriniiiiiiiinien.. 31
4.4.2 Vysledky studia vlivu substratu na proteazovowdlti.........................ooeeeee 32

4.4.3 Diskuze vysledkstudia vlivu substratu naist a produkCi............cccceeeeiiiiieeessonnne 33

4.5 VYSLEDKY STANOVENI RUSTOVE A PRODUKINTI KRIVKY ...cccvuieiiiieeeeeiieeeeeeieeeeeeveeeeeaans 34
4.5.1 Vysledky stanoveniiStOVE KIVKY ..........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 34
4.5.2 Vysledky stanoveni prodiild KAVKY ..............oovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 35



4.5.3 Diskuze vysledkstanovenidstovych a produfiich Kivek ............ccccooiiiiiiiiennnnn 36

4.6 VWYSLEDKY STUDIA VLIVU STRESOVYCH FAKTORJ NA RUST A PROTEAZOVOU AKTIVITU.. 37

4.6.1 Vysledky studia vlivu etanolového stresu gt biomasy...............ccccoeei, 37
4.6.2 Vysledky studia vlivu etanolového stresu na prate@da aktivitu................cccceeeeninneen. 37
4.6.3 Vysledky studia vlivu osmotického stresuds biomasy...................cccc 38
4.6.4 Vysledky studia vlivu osmotického stresu na prate@z aktivitu ...............ccccevvvvnnnnnnns 38
4.6.5 Vysledky studia vlivu peroxidového stresu digt Diomasy...........ccoveeeiiiiieeeniiiinenn. 38
4.6.6 Vysledky studia vlivu peroxidového stresu na prmagau aktivitu.............cccceeveveeeeenns 39
4.6.7 Diskuze vysledkvlivu stresovych faktdrna rist B.subtilis a produkci proteaz ........... 40
ZAVER ..ottt 41
SEZNAM POUZITE LITERATURY ...oooviiveiieeeeeee ettt ettt enenenee e 43



1 UVOD

Produkce enzyin je vlastni vS§em Zivym organigmn, tj. Zivadichum, rostlinam i vSem
mikroorganisnim. Zivot tak jak jej zname by bez enzymmebyl mozZny, enzymy jako
biokatalyzatory regulujici rychlost fyziologickygbrocest maji Ustedni dlohu ve zdravi i
nemoci. Zatimco ve zdravénglé probihaji vSechny fyziologické procesy usmanym
regulovanym zfisobem, porucha aktivity i pouze jediného enzymuevéd Skodlivym,
nezidka i smrtelnym genetickym porucham, coz plati pEechny Zivé organismy. Pro
velkoobjemovou pimyslovou vyrobu enzyinjsou vyuZzivany fedevsSim mikroorganismy.
Rizné enzymy jsou produkovanyeglevsim bakteriemi, plismi nebo také kvasinkami. Co
se ty¥e proteolytickych enzyi produkovanych mikroorganismy, mezi nggi pramyslové
producenty pdt bakterie rodBacillus.Zkoumany byly takeé jiné bakterie, kvasingyplisre.

Mikrobialni proteolytické enzymy jsou biotechnoloky ziskavany jiziadu let. Tyto
enzymy pedstavuji dlezitou skupinu latek vyuZitelnych v imyslu. Mikrobiélni
proteolytické enzymy iedstavuji 40% vSech enzwmvyrobenych a pouzitych wiznych
odwtvich pfimyslu. Jejich dlezitost znazatuje predevsim fakt, Ze v roce 2002 v Evropské
unii ¢inila produkce a vyuzitiéchto enzyni 900 tuncistého enzymu, coz je v porovnani
s ostatnimi prmyslow vyrakEnymi enzymy #kolikanasoba vétSi mnozstvi. Pouziticthto
enzymi v pramyslu zvysilo komfort a kvalitu naseho Zivota.

NejvetSi uplatrni maji mikrobialni proteolytické enzymy v oblabtodetergent, coZ jsou
praci acistici prostedky, obsahujici vedle povrchoaktivnich latek také pré&vroteolytické
enzymy. Givodem gidavani &chto latek je ten, Ze enzym degraduje denaturovaikavinu
ulpivajici na pradle peptidy, které se nasteddplavi. MySlenka pouZiti proteadz v pracich
prostedcich je porérné stard, ale cesta k jejich dneSnimu pouziti nebgdna. Komeéng
uplatnila gidavek do nam#ecich prask némecka firma jiz v roce 1913. Trypsin byligavan
ve formé dehydrovaného heriho nebo vefwvého pankreatu. OvSem pouzivani n&ioa
spoustu probléd nag. nizka aktivita enzymu, nizka stabilitd pySSich hodnotach pH praci
lazre, inaktivace zvySenim teploty praci l&zatd. Ukazalo se, Ze trypsin neni pro tytely
vhodny, estoze je alkalickou proteazou. Tyto ré® podminky smiuji pouze mikrobialni
protedzy. Prvni velké usphy byly dosazeny v Sedesatych letechieskbZze donedavna
ovladaly trh pouze praskové praci ptedky, snahy o energeticky nE€marane vyroby
a omezeni pouzivanych fosi&tyvolaly obrat ke kapalnym detergént. Aplikace enzym
do pracich &isticich prosiedka je zatim bezkonkurénim usgchem praktické enzymologie.
Velky vyznam maji mikrobialni proteolytické enzyngké nap. v mlékadrenském pmyslu,
kozZzedIném¢i pekarenském gmyslu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecny popis enzyni

U Zivych organism je prisun energie a stavebniho materidlu z okoli ¢&jidn sloZitou
siti chemickych &u. Na tizeni a koordinaci tohoto organisovaného soubormitkych
bilkovinné makromolekuly s katalytickymi funkcen®okud urychluji chemickéipmeny,
nazyvame je enzymy [1].

Padesat let sef@dpokladalo, Zze vSechny enzymy jsou bilkoviny. ¥lpdni dob se vSak
ukazalo, Ze i molekuly RNA mohou byt vysoce aktianienzymy. Enzymy nachazime ve
vSech Zivych systémech aepgpoklada se, Ze i nejjednodussSinkyu obsahuji pes 3000
enzymi, kteréfidi rychlosti prakticky vSech reakci v nich prohibizh. ProtoZze enzymy,
stejreé jako jiné kategorie bilkovin, jevi druhovou spéaif(kazdy biologicky druh ma své
vlastni enzymy), odhaduje se gab existujicich enzyi na miliardy. Nebilkovinn&ést
enzymi povahy sloZenych bilkovin se obé&cnazyva kofaktor. Enzymy vykazuji zitveou
specifitu jak co do typu katalyzované reakce (fedkebo dinkova specifita), tak co do
struktury gemenovanych substrat (substratova specifita). Pracujiét$inou za mirnych
podminek (teplota 20-40 °C, tlak 0,1 MPa a pEtSinou kolem 7). Nezanedbatelnou
piednosti enzyin pii jejich praimyslovych aplikacich je i jejich netakiost, na rozdil od
umelych katalysatat, které jsou ¥tSinou toxické [2].

Historicky nejstarSi objevené enzymy byly ozmeany nazvy, které souvisely s jejich
vyskytem a celkovou funkci v organismu.iStem pdtu definovanych enzytnbylo nutno
nazvoslovi "systematizovat”, proto byl nazeady enzynmi vytvoien tak, Ze se ke kmeni
substratu, coZz je molekula, na kterou enzyifsaobi, gipojilo zakorteni —aza. Tato
nomenklatura nebyla vzdy prakticka, protoZze newgstala chemickou podstatugje.

Z téchto divoda byla zavedena systematicka klasifikace enkyrRPodle mezinarodni
nomenklatury bylo vytviieno iceské nazvoslovi enzyim Snazi se o co nejisi podobnost
s nazvoslovim mezinarodnim. Je zachovana koncogka a nazvy se piSi (az na vyjimky)
jako jedno slovo. Zakladem jednotné klasifikaceoaanklatury enzyiin je jejich rozaleni
do Sesti hlavnichrid, podle typu katalyzované reakce na:

1) Oxidoreduktazy — katalyzuji intermolekulové oxidaredukeni premeny

2) Transferdzy — realizuji ipnos skupin (-Ckl -NH,, zbytek glukosy apod.)
v aktivované formi z jejich donoru na akceptor

3) Hydrolazy — &pi hydrolyticky vazby, které vznikly kondensaci,phapeptidové
(a jiné amidové), glykosidove, esterove. Zddime proteazy.

4) Lyazy — katalyzuji nehydrolytické &eni a vznik (pokud neni energeticky n#mp)
vazeb C-C, C-O, C-N.

5) Isomerazy — realizuji vnitromolekul&gsuny atora a jejich skupin, tedy vzajemné
pieneny isomet.

6) Ligazy — katalyzuji vznik energeticky n&mych vazeb za s¢asného rozkladu latky
uvolujici energii, nap ATP [3].



2.2 Slozeni a molekularni vlastnosti enzyni

Nekteré katalyticky aktivni enzymy jsou tkeny jen peptidovymiretézci, kdezto jiné
obsahuji nebilkovinné se¢asti (kofaktory) nazyvané koenzymy. Kofaktor je itlatvinna
slozka enzymu. NMZe to byt kovovy ion nebo organicka molekula, ijpac oke slozky
najednou. Kofaktory jsou obegrstalé pi zahrivani, kdezto $tSina enzymovych bilkovin je
pii vySSich teplotach denaturovana a ztraci svojveildt Katalyticky aktivni komplex enzym-
kofaktor je nazyvan holoenzym. Po &tihi kofaktoru je zbyvajici bilkovinn&st, obvykle
enzymov inaktivni, nazyvana apoenzym. Pro organicky kadalkinzymu se uZzivaji nazvy
koenzym a prosteticka skupina [3].

2.3 Definice hydrolaz a proteaz

Proteazy jsou pmtna skupiny enzytnz tfidy hydrolaz. Hydrolazy katalyzuji hydrolytické
Stpeni substraét tj. jejich SEpeni za dasti vody. Mechanismusupobeni hydrolaz si
piedstavme tak, Z&ast hydrolyzovaného substratu (XY) jeepasena na molekulu vody:

XY+H-OH « H-X+Y-0OH

Ktera ze slozek hydrolyzovaného substratu (X nepaerspoji s hydroxylovou skupinou
vody, je moZno zjistit pomoci vody zfené radionuklident®0. V enzymové nomenklate
jsou hydrolazy klasifikovany do jednotlivych peidt podle charakteru hydrolyzované vazby
(esterové, glyskosidové, etherové, peptidové §dl.)

Jak jiz bylo zmigno, proteazy jsou getna skupina enzyim kteréfadime do SirSi skupiny
hydrolaz. Spolenym rysem proteaz je schopnost hydrolyzovat pepéda@zby bilkovinnych
substral. Celatada z nich se liSitwodem, lokalizaci, fyzikak chemickymi vlastnostmi,
specifitou, mechanismemigobeni, fyziologickymi funkcemi i moznostmi jejigaktického
vyuziti. Podle fivodu clime proteadzy na zZividné, rostlinné a mikrobialni. Tato prace se
zabyva mikrobialnimi alkalickymi proteazami, kténédou dikladnsji popsany [1].

2.3.1Zivo&idné proteazy

Z zivecisnych proteaz maji nejtdi vyznam trypsin, chymotrypsin, pepsin a chymozin
Komerné se vyralji jeSt nag. elastaza a karboxypeptidaza A.

Trypsin S€pi specificky peptidové vazby, na nichz se podikgiboxylovou skupinou
basické aminokyseliny (lysin a arginin). Chymotrypsna optimalni pH zhruba ve stejné
oblasti jako trypsin. Mechanismus jeho aktivaceaaktivniho zymogenu je slogjsi nez
u trypsinu. Chymotrypsin nema tak vyhéaou specifitu. Pepsin gatmezi karboxylové
(kyselé) protézy. Izoluje se z V@yé nebo hodzi Zaludéni mukosy. Ma porrné Sirokou
specifitu. Chymozin je vyra@m extrakci ze Zaludksajicich telat. Jeho specifita je podobna
pepsinu [1].
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2.3.2Rostlinné proteazy

Z rostlinnych proteaz maji vyznam papain, ficin eorbelain. Jsou to sulfhydrylové
proteazy obdobnych vlastnosti i praktického poukigjvice je pouzivan papain.

Jako papainovy preparat je t&$€ji uzivan suSeny latex z nezralych papajovnikovych
plodi (Carica papaya Papain ma proteolytickou i mléko srdzZejici aktiv Ficinové
preparaty jsou analogicky susenym latexeriznych rostlin roddricus Ficin je pouzivan ke
stabilizaci piva, k zisk&ni i$bra z pouZzitych filli a k hydrolyze bilkovin. Bromelain je
ziskavan bd z ananasovéravy, nebo ze zbytk(stonki) po vyrol® ananasovych kompint
Na rozdil od papainu a ficinu je glykoproteinem.[1]

2.3.3 Mikrobialni proteazy

s

Nejdilezit¢jSi skupinou, co se & pouziti proteaz v praxi, je skupina mikrobialnich
proteolytickych enzyrin. Jejich velkou fednosti je snadnost velkoobjemové vyroby
a moznost volby vhodnych vlastnosti enzymwrou produkniho kmene [10].

Mikrobialni protézy niZzeme rozdiit do dvou velkych skupin, protedzy bakterialni
a plisiové. Bakterialni proteazy dominuji co do objemuobjr i paitu praktickych aplikaci.
NejvétSi kvanta bakterialnich protedz se gpbuiji @i vyrobé biologicky aktivnich pracich
prostedki. Dale jsou pouzivany k vyréthydrolyzati pro krmivdské &ely, v koZzeluzském
i mlékarenském gimyslu [1].

Hlavni oblasti aplikace plievych proteaz je pekarensky uptysl, nebd priznivé
ovliviuji vlastnosti &sta. Mirnd degradace glutenu zkracuje dobuigboiou k hgteni,
zvySuje roztaznostésta, ale neposSkozuje jeho strukturu. DalSi moznaglikace nalezly
plisiiové proteazy v mlékarenskéntiprysiu a pi odstraiovani masa z kosti [1].

Mikrobialni protedzy jsou né&gstji rozdélovany podle jejich pH optima na kyselé,
neutraini a alkalické proteazy. Z hlediska mechanig@isobeni nejpouzivasi alkalické
proteazy (s optimalnim pH 6-12) pamezi serinové proteazy. Neutralni proteazy snogmn
puasobeni B 7-8 jsou ¥tSinou metalloenzymy, majici v aktivnim mdiskzinek. Jsou
bakterialniho (rodBacillus) a plisiového (rodAspergillug pivodu. Kyselé (aspartatove)
protedzy maji pH optimum mezi 3-5, jsou veésnplisiového m@ivodu a pipominaji svymi
vlastnostmi zZiveisny pepsin [4].

2.4 Vlastnosti mikrobialnich alkalickych proteaz

Vlastnosti mikrobialnich alkalickych protedzekolika mikroorganismi byly detailrg
studovany a fehled nejdlezitéjSich vlastnosti, podle kterych jsou uzivany tmpyslu, jsou
nize popsany. Mezi tyto vlastnogéidime pH a teplotu, efekt stabilizattaditiv a kovovych
iontd, substratovou specifitu a parametry kinetiky enayéreakce (napmaximalni rychlost

reakcevmax Michaelisova konstanté,, nebo aktivani energiek,) [5].
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2.4.1pH a teplota

Obecr vSechny v satasné dob uzivané proteazy v pracichéeticich prostedcich jsou
alkalické a termostabilni, maji Siroké pH optimumezi 8-12 a teplotni optimum je mezi
50-70°C. Dle sotasnych trendl ve vyrol® biodetergent, je poteba takovych alkalickych
proteaz, které jsou aktivnfigrani jiz @i nizkych teplotach nappii 10-20°C [5].

2.4.2 Efekt stabilizatoru/aditiv a kovovych ionti

Nekteré z hlavnich komeéné uzivanych alkalickych proteaz jsou aktivnii pysokych
teplotach. ZvySeni termostabilityttheme docilit bd® pridanim utitych stabilizatod (nag.
PEG — polyetylenglykol nebo Skrob) do réak snesi nebo zmnou tercialni struktury
enzymu pomoci proteinového inzenyrstvi [5].

Véapenaty kation C& hraje také velkou roli ip stabilizaci enzymi zvySovanim
termostability pi vySSich teplotdch. Podobnym efektem se vymjea celafada dalSich
kovovych ionti, jako ionty barnaté B4 manganaté M#, haesnaté M@*, kobaltnaté CT,
Zelezité F& a zingnaté ZR'. Tyto kovové ionty chrani enzymaéi teplotni denaturaci
a hraji dilezitou roli gi udrzovani aktivni konformace enzymti pysokych teplotach [5].

2.4.3 Substratova specifita

Alkalické proteazy jsou specifickéudi mnoha substrétm a jsou aktivni jak &i
piirodnim bilkovinam, tak i &i syntetickym substram. Alkalické proteazy jsou akti¢si
nap. vacéi kaseinu nez azokaseinu, hemoglobinu nebatiow albuminu (BSA). Mezi tyto
specifické enzymyradime nap kolagenazu, elastazu a keratinazépi&i proteiny jako
kolagen, elastirci keratin. Alkalické protedzy jsou aktivni také&dv aromatickym nebo
hydrofobnim aminokyselinam jako tyrosin, fenylalaniebo leucin [5].

2.4.4Kinetické parametry

Kinetické parametry jako maximalni rychlost enzyickd reakceVma, Michealisova
konstantaK,, nebo aktivani energieE, jsou pro pochopeni vlastnosti daného enzymu velice
dulezité [13].

Pro alkalické proteazy produkujiBacillus mojavensisklesa hodnota Michaelisovy
konstantyK,, pro substrat kasein s rostouci maximalni rychlostikceVmay dojde-li ke
zvyseni teploty ze 45°C na 60°C. Jako protiklad2de uveést nap proteazy produkované
kmenem Rhizopus oryzgekdy @i zvySeni teploty z 37°C na 70°C dochazi ke zvySeni
hodnoty Michaelisovy konstant, i maximalni rychlosti reakC&qmax [5].
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2.5 Mikrobialni proteolytické enzymy rodu Bacillus

Mezi enzymy produkované bakterialnim rod&acillus fadime tzv. subtilisiny. Jedna se
o mikrobialni alkalické proteazy serinového typtat#ini jsou v alkalickém progtdi. Tyto
enzymy nachazeji nejtsi uplatrni v tzv. biodetergentech, coz jsou pracistici prostedky
[6].

Enzym subtilisin je jeden z nejlépe prostudovanlyakterialnich enzyf Tento enzym je
produkovan na p@tku sporulace. &Sinou je vyldovan extracelulagh za &elem
vyplavovani Zivin. Velky vyznam tohoto enzymu doupz fakt, Zze vroce 2002 bylo
v Evropské Unii vyprodukovéano 900 tdistého enzymu [6].

2.6 Mechanismus ®&inku serinovych proteaz

Enzymy znamé jako serinové proteazy byly pojmengvaodle toho, Ze maji spdiey
mechanismus katalyzy, charakterizovangitgmnosti vyjimeéné reaktivniho serinového
zbytku, ktery je podstatny pro enzymovou aktivifiL [

Rozsahla homologie aktivnich misznych serinovych protedz dokazuje, Ze vSechny maji
stejny katalyticky mechanismus. Na zaKlachnoha uaddj o chemickych a strukturnich
vlastnostech serinovych proteaz shronda¥dh v iznych laborattich byl mechanismus
jejich &innosti formulovan. V dalSim textu je uveden medbiaus enzymovehocinku pro
chymotrypsin [7].

2.6.1 Tvorba tetraedralniho intermediatu

Jakmile chymotrypsin navaze substrat za vzniku setisova komplexu (obr. 1), Ser-195
nukleofilné napada $&penou karbonylovou skupinu peptidd¢jmZz vznik4 tetraedrélni
intermediat (obr. 2). Ser-195 je ide&lamistn, aby mohl uskutgiovat toto nukleofilni
napadeni. Tento proces podporuje pol&nzacinek nesolvatovaného karboxylatového iontu
Asp-102, jehoz vodikovy atom je vazan na His-57traegralni intermediat ma diwb
definovanou existenci. &Sina katalytické sile chymotrypsinu pochazi z jgirefereni
vazby tohoto fechodného stavu [7].

A His .
20y = be &
57
L .0 CH &?y CH
H 2
I ST NG g
o---H 1 \\‘/ \z‘o_,—H"Nl X ny
N: CH 2
.:3 g \_N ( e CH,
HZ>"O  nuKleofilni H o
- R (o Sy L2
Michaelistiv komplex \ / g1 C
& e
. N H O
polypeptid tetraedralni
substritu ) intermediit

Obr. 1 Vznik Michaelisova komplexu [7] . 2 Vznik tetraedralniho intermediatu [7]
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2.6.2 Tvorba intermediétu acyl-enzym

Tetraedralni intermediat se rozklada na acyl-enzymmtermediat (obr. 3) vlivem
poskytnuti protonu z P His-57. OdStpovana aminoskupina (R"NHnova N-koncov&ast
Stpeného polypeptidovéhiettzce) se z enzymu uvalje a je nahrazena vodou z roztoku.
Nasledkem katalytickych vlastnosti enzymu je acyyenovy intermediét velice nestabilni
a snadno podléha hydrolytickemggni [7].

Asp His - Asp His
Q(IR/ AST 0/ =
' CH [
;0 A 2 . B 0 CH,
i T -
\"0-__H..-N] \ gg-y \b—___H"—Nl \ \185;/
\ e
g ] 3
N\ CHB , "_N CH
\ / R NH2 \’) / 2
H 0 5 5 0
B ‘ g dey-enzymony v
\IL ) » intermedidt T—> H\ ~ |/R
/ \ 0 ¢
¥ % e AR

Obr. 3 Tvorba intermediatu acyl-enzym [7]

2.6.3 Deacylani krok

Deacyl&ni krok probiha z velkéasti obracenimiedchoziho kroku, ijxéiemz se uvdiuje
karboxylatovy produkt (nova C-koncoust Sépeného peptidovéheetizce). Uvohovani
produktu je provazeno regeneraci enzymu. V tombegsu je atakujicim nukleofilem voda,
Ser-195 je odgpovanou skupinou (obr. 4) [7].

102 57 p /(js
s CH, \102/ 57
20N | CH
c- /.O 2
% \ Ser HoC <
0--- =N g?y (i N \ —
it o---H™ Q"(’y
I‘{ ) CH, \ -
H J N CHs
/
“‘\I R : H— (0]
v
b—— C novy C-konec » R
H/ v $té€peného /
0 polypeptidového 0—¢C
retézce / N
H 0

Obr. 4 Deacyl&ni krok [7]
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2.7 Mikrobialni producenti alkalickych proteaz

Produkce proteaz je vlastni vSem orgariism Mikroorganismy pedstavuji atraktivni
zdroj proteaz, mohou byt kultivovany ve velkém nsto? a za kratkou dobu pomoci
fermentace produkuji hojné a pravidelné mnozstvziagovaného produktu. Mimo jiné
vyhody maji mikrobidlni proteiny i delSi skladovatest a mohou byt uskladné za horSich
nez idealnich podminek bez vyrazné ztraty aktiwtjkrobialni proteazy jsou extracelularni
a jsou pimo vylwovany do fermentaiho média mikrobi&lnimi producenty [5].

Mikrobialnich producerit alkalickych proteaz je cel@ada, ovSem pouzeikolik z nich je
povazovano za vhodné producenty pro kamirkely. Tyto mikroorganismy jsou obegn
povazovany za bez{pee, netoxické a nepatogenni producenty. Mnoho rorganisni
paticich nap. mezi bakterie, houby nebo kvasinky produkuji @éaty znamé jako alkalické
proteazy serinového typu. Bakterie jsou dominasinipinou produceitalkalickych proteaz,
konkrétré bakterie roduBacillus (nag. Bacillus licheniformis Bacillus subtilis Bacillus
amyloliquifaciensaBacillus mojavens)s Jinym bakterialnim rodem znamym jako potencialni
producenti proteaz jsou bakterie rod@seudomonassp. Mezi aktinomycetami jsou
preferujicim zdrojem kmenystreptomyces Mezi houbami je dominujici skupinou rod
Aspergillus daleConidiobolussp. aRhizopussp. Z kvasinek byla do detaiktudovana jako
potencialni producent alkalickych prote@andidasp [5].

2.7.1 Bakterie Bacillus subtilis

Mezi nejroz&iergjSi bakterie rodBacillus pati Bacillus subtilis Je ténsit vSudygitomny,
casto je oznéovan jako "senny bacil". Druhovy nazev je uwo z lat. subtilis = Stihly,
jemny. Tato bakterie ma velmi rezistentni sporyjeeéné vroce 1871 F. J. Johnem,
némeckym botanikem a bakteriologem. Ten také jakoniprxa@adil bakterie v systému
organisnii do rostlinnériSe. Pra¥ s ohledem na tvorbu spor Racillus subtilisobdvanym
kontaminantem v potraviigkych provozovnach a vyrobnach. Twvopomgrné malé
peritrichni buiky (0,7 x 2 az 3um) a je producentem jakkolika polypeptidovych antibiotik,
tak serinovych proteaz jako je subtilisin [8]. Jgazre aerobni a proto roste v tekutych
pudach pevazri ve forme povrchové blanky. Pouziva se k testovanéinidosti
horkovzdusnych sterilizaton9].

Obr. 5 Bacillus subtilis(mikrofoto) [8] Obr. 6 Bacillus subtilis(ndkres) [8]
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2.8 Pramyslové vyuziti proteaz

Proteolytické enzymy maji Siroké uplatm v mnoha odgtvich pfimyslu. Je to zejména
vyuZziti pii vyrobé pracich &isticich prostedki neboli detergerit v mlékarenském pmysiu,
koZedIném pamyslu, v pivovarnictvi, v masném tpnyslu, @i vyrobé¢ krmnych snisi, ve
farmacii a medici& pri vyrobé bilkovinnych hydrolyzat a ve vyzkumu. V dalSickadcich
budou detailsji zduvodrnény vyhody aplikace igdevSim mikrobialnich proteolytickych
enzymi [13].

2.8.1Vyroba biodetergenti

Jako biodetergenty jsou oztwwany praci aistici prostedky obsahujici vedle povrchov
aktivnich latek povahy detergénfako Einné slozky téZz enzymy. {iod pidavani proteaz
do pracich progedki I1ze vyswétlit nasledujici vahou. Na pradle ulpivajici bitkoy (potu,
moce, ale i krve) jsou denaturovany, a proto je |lzmwrchu pradla odstranit jen obtén
Navic pekryvaji 1izné neistoty, které se pak odsingi daleko life. Je-li v pracim
prostedku @itomna protedza, degraduje denaturovanou bilkovipivajici na pradle na
Stpy (peptidy), které se odplavi. Detergent se snalirstane k zaSpinym misttm na pradle
a Spinu odstrani [1].

Na podobném principu zvysSuji practiinost i rekteré dalSi enzymy, népamylasy
a lipasy. UvaZzuje se ovSem i tigavku enzym, odbouravajicich jiné gestoty na rozpustné
fragmenty, nap enzymii degradujicich alkanovi&tzce. Myslenka pouziti proteaz v pracich
prostedcich je porérné stard, ale cesta k jejich dneSnimu pouziti nebgdna. Komeéng
uplatnila gidavek do nam#ecich prask némecka firma jiz v roce 1913. Trypsin byligavan
ve formé dehydrovaného heriho nebo vefwvého pankreatu. OvSem pouzivani n&ioa
spoustu probléd nag. nizka aktivita enzymu, nizka stabilitd pySSich hodnotach pH praci
lazns, inaktivace zvysenim teploty praci l&zatd [1].

Ukazalo se, Ze trypsin neni pro tyteely vhodny (festoze je alkalickou proteazou). Tyto
narainé podminky spiuji pouze mikrobidlni protedzy. Prvni velké ésipy byly dosazeny
v Sedesatych letech.a¥dre praskové enzymy byly pozi nahrazeny enkapsulovanou
formou, ktera je téZ oztavana jako "prilovani". Prilovani (granulovani) gn# piineslo
jejich zvySenou stabilitu ip skladovani a prakticky eliminovalo riziko vznikalergii i
piimém styku s enzymem, které byldignou ukité stagnace vyroby proteaz nacgtku
sedmdesatych let [1].

PrestoZze donedavna ovladaly trh pouze praskové mrasitedky, snahy o energeticky
meére nara@né vyroby a omezeni pouzivanych fosfatyvolaly obrat ke kapalnym
detergenim. V souvislosti s timto patentovatada firem @zné typy tekutych enzymovych
pracich prosedki. Tyto znménéné pozadavky ifinesly sebou nové problémy se stabilizaci
enzymi pro obdobi mezi vyrobou a pouzitim. £ng vyznam v tomto s#mu ma slozeni
smesi detergenit. DalSim vyznamnym trendem ve vyvoji biodeterggrtsnaha hledat takove
mikrobialni enzymy, které budou vykazovat vysokomzygmovou aktivitu fi nizkych
teplotach (nap v Japonsku se pere pradkzhe pii nizSich teplotach nez v Evrép[1].

Kromé enzymovych pracich prdastki se roz&uje i sortiment enzymovychRisticich
prostedki, u nichz mohou byt pouzivany mnohem vyssSi enzymakigity zarujici vyssi
Cistici efekt. Existuji vyrazné rozdily ve schopma$t jednotlivych enzyi likvidovat
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netistotu na bavly, polyakrylamidu a jinych typech tkanin f{prava k odstrami
jednotlivych tym Spiny z utitého typu tkaniny) [1].

Zajimavosti také je, Ze i rostlinnou proteazu papai kterého pradhla chemicka
modifikace pouzitim anhydridu kyseliny jantarovée jmozné také pouzit Kk vyréb
biodetergent. Takto upraveny papain the slouzit jako levna alternativa mikrobialnich
alkalickych proteaz [11].

Aplikace enzyni do pracich &isticich prostedki je zatim bezkonkurénim Usgchem
praktické enzymologie [1].

2.8.2 MIékarensky pramysl

Syfidlové enzymy zaujimaji vyznamné postaveni v celtusié produkci technickych
enzymi. ldealnim siidlovym enzymem stale tistava chymozin, vyramy ze ¢tvrtého
Zaludku sajicich telat [1].

Rostlinné proteazy, i kdyz vykazuji koagtna aktivitu, se pro vyrobu syru nehodi, protoze
pii proteolyze mlénych bilkovin vznikaji htké peptidy [1].

Vhodnou alternativou zivasnych syidel jsou syidla mikrobialni. Hlavnimi producenty
mikrobnich syidel jsouMucor mihej Mucor rouxii, Mucor pusillusa Endothia parasitica.
Vzhledem k nizkym cenam a propracovanymsagiim pouZiti @i vyrob¢ urcitych typa sym
se staly mikrobialni proteazy trvalou polozkou rrutsyidlovych enzyni a jejich podil stale
vzrasta. Zname jsourpdevsSim preparaty "Fromase” a "Rennilaskluzor mihei[1].

2.8.3KozedéIny pramysl

Protedzy jsou v kozethém phamyslu pouzivany pro dv odliSné operace. Prvni je
odstraiovani chlug a druhowinéni kazi [1].

Prva operace se provakidou postufp s enzymy i bez nich. PouZiti alkalickych proteaz
umoziuje aplikaci enzyr s vapennym roztokem v jediné operaci. Takindge dopordit
postup vyuzivajici k odchlupeniiki 1,5-10 ndsobnou hmotnost roztoku obsahujiciiéos0,
protedzy a 8% vapna. Odchlupeni ptmie i 20-30°C za 18-24 hod. Aplikace enziyrje
vyhodn& z hlediska ekologického i technologickéBdkiZze se zérowe odstrani nezadouci
pigmenty, z¥tSi se jeji povrch az o 6% a usnadni se nasledipieiva [1].

DalSi operaci Upravyii je ¢inéni, jehoz delem je @init kizi mékkou a pruznou. Bve
byly pro tyto &ely pouzivany bakterialni enzymy piao trusu nebo psich vyKal pozd;ji
pankreatické enzymy. V stasné dob se uZivaji bakteridlni proteazy Bacillus
licheniformis Bacillus amyloliquefaciens Aspergillus oryzae nebo jejich srési
s pankreatickymi enzymy. Jako ingredience jstidgvany dewné piliny. Aplikace enzyrin
v koZedlném paimyslu je podmidna jejich nizkou cenou [1].
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2.8.4 Pekéarensky pnimysi

V pekarenském fimyslu se proteazy pouzivaji ke zkraceni doby kyautiechanického
hnéteni, pouzivaji se plt®vé protedzy, imdevsim Aspergillus oryzaeUginek plisiovych
proteaz Ize zvysitiidavkem nasycenych monoacylglycérfi].

2.8.5 Pivovarstvi

K prevenci chladovych zakalse jiz od roku 1911 pouzivaji preparaty obsahygépain,
ficin, bromelain, pipadré i pepsin. Bakterialni enzymy nebyly ke stabilizgiva uzity,
I kdyz byly zkouSeny [1].

2.8.6 Masny pramysi

V masném prmyslu jsou protedzy pouzivanyegaevSim k tenderizaci masa. Je zaloZzena na
casténé hydrolyze bilkovin pojivové tk&npapainem (fipadré bromelinem nebo ficinem).
Mikrobialni enzymy nebyly dosud k tenderizaci masauZzity, nebé jejich aktivita \aci
pojivové tkani je vesws nizka [1].
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité chemikdlie, material a fistroje

3.1.1 Bakterialni kmeny

V praci byla pouzita bakterialni kultuBacillus subtilisCCM 2793, ktera byla ziskana
z Ceské sbirky mikroorganisimiasarykovy univerzity v Bré

3.1.2 Chemikélie pro kultivaci mikroorganismu

Agar Powder, Himedia (India)

Beef Extract, Difco laboratories (USA)
Peptone, Himedia (India)

MnSQ,, Labner CR)

3.1.3 Ostatni chemikalie

Azocasein, azoalbumin, Sigma-Aldrich&iNecko)
Casein, Fluka (Bmecko)
Bovine serum albumin, Sigma-Aldrich §necko)

VSechny ostatni chemikalie bydystoty p.a.

3.1.4 P¥istroje

Spektrofotometer VIS, Heliag Unicam (Velka Britanie)
Spektrofotometer UV-VIS, Helios, Unicam (Velka Britanie)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugeng(ihecko)

Analytické vahy, Boeco (&mecko)

Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. @hecko)
Termostatovan&epatka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.6R)
Termostat, LS-35(R)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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3.2 Kultivace bakterie Bacillus subtilis

3.2.1Zivna média

Pro uchovani i kultivaci bakterialni kultury byl@gzito médium Bacillus Medium (BM)
dle Ceské sbirky mikroorganisima to v giipadt pevného média stjolavkem agaru, vifpack
tekutého bez agaru. BM médiunglm nasledujici slozeni:

Pepton 59
Beef extract 30
MnSOy[H20 0,01g
Agar 209
Destilovana voda 1000 ml
pH 7

Pri nékterych experimentech bylo pouzito tekuté médiumilBess Medium dleCeské
sbirky mikroorganisrin 0 dvojnasobné koncentraci o slozZeni:

Pepton 10 g
Beef extract 69
MnSO,[H20 0,02 g
Destilovana voda 1000 ml
pH 7

Po oziveni lyofilizované sbirkové kultury byla k& uchovivana nétyrech Petriho
miskach obsahujici pevné BM médium v lednici. Inaku bylo vzdy gipraveno tak, Zze do
Erlenmayerovych bak o objemu 250 ml bylo fiiddno 50 ml kultivéniho média. Poté se
nechalo sterilovat 25 minut vi{g a po sterilizaci bylo inokulum z&wmvano tikrat
bakteriologickou klikou z agarové plotny. Nakonec bylo médium s kultukultivovano
24 hodin pi 30°C na rotani trepace @i 170 rpm.

3.3 Stanoveni koncentrace biomasy v jednotlivych kultiacich

3.3.1 Stanoveni kalibraéni k¥ivky

Béhem jednotlivych kultivaci byla biomasa stanovovdmmanoci spektrofotometrického
stanoveni zakalu. Bteni bylo provadno gi vinové délceh = 630 nm proti destilované véd
jako blanku. Pepaet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomesirgiené
kalibratni primky.

Kalibracni piimka byla sestrojenaedénim suspenze bgk destilovanou vodou. Pro
stanoveni suSiny bylo odebrano 10 ml roztokuébné suspenze. Roztok biomasy bylésto
(6000 oté&ek, 10 minut). Roztok nad biomasou byl slit a bismayla rozsuspendovana
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v 1 ml destilované vody. ipraveny roztok biomasy byl kvantitati¥rpirenesen do ijipdem
zvazenych a vysuSenych hlinikovych misek, kteréy masleds susSeny fit = 105°C do
konstantni hmotnosti. Po vyjmuti a ochlazeni vigsiru byly znovu zvéazeny. Rozdil
hmotnosti vazenek udaval hmotnost biomasy v 10Nmkonec byla zji®ha koncentrace
pievedena na jednotku glRedsnim kultury o zndmé koncentraci biomasy byla st
kalibratni piimka Aszonm = f(Chiomasd. Kalibradni kiivka se skladala z 10 hodnot, kdy bylo
postupr piidavano 30Qul kultury a doplgno na 3 ml destilovanou vodou.

3.3.2 Stanoveni koncentrace biomasy

Koncentrace biomasy pomoci spektrofotometrickékteni zakalu byla stanovovana vzdy
v urgitych ¢asovych intervalech od &iku kultivace. Bylo odebrano zhruba 5 ml
z kultivatniho média a roztok byl &en nengedny, nebo v fipac potreby po n&edni pri
vinové délce L = 630 nm proti destilované védako blanku. Bepaiet na suchou hmotnost
biomasy byl proveden pomoci sestrojené katibrgimky.

3.4 Stanoveni protedzové aktivity vybranymi metodami

3.4.1 Stanoveni protedzové aktivity pomoci azokaseinu

Principem stanoveni proteazové aktivity je enzymog&peni azokaseinu na
azooligopeptidy rozpustné v kysdliririchloroctové. Azokasein je bilkovina, jejiZkteré
aminokyseliny jsou substituovany vhodnym azobamiv@rincip testu sgidva ve vysrazeni
azokaseinu 1{msobenim trichloroctové. Vznikla srazeninaeghazi p centifugaci do
srazeniny, zatimco azopeptidy vzniklé enzymovou rblydou azokaseinu tustavaji
v supernatantu. Rozdil absorbance supernatantu440 nm) a blanku udava pdepaitu
enzymovou aktivitu fitomnych proteaz. Z takto ziskané absorbance bypatena aktivita
enzymu. Jednotka vtomtotipad je U/ml, coZ je mnoZstvi enzymu, které katalyzuje
piemenu substratu doprovazenou fgtem absorbance o 0,001 za 1 minutuppdminkach
testu [12].

3.4.2 Stanoveni proteadzoveé aktivity v UV-VIS oblasti

Proteazova aktivita touto metodou je zaloZzena r@ném principu jako stanoveni
protedzové aktivity pomoci azokaseinu, jen jsouomtb pgipad spektorofometricky
detekovany aromatické aminokyselinyi vlnové délce 280 nm. Byl pouZit konteg
(alkaldza) dostupny enzym, ktery byligan ke kaseinu a albuminu, kdy vzorky byly 10x,
100x a 1000x nadny. Nakonec byla pro#siena absorbance v UV-VIS oblasti. Jednotku
v tomto @ipadt predstavuje mnoZzstvi enzymu, které uvolniriol tyrosinu za 1 minutu za
podminek testu.

Byla sestrojena také kalilifai kiivka tyrosinu. Byly promteny hodnoty 10 koncentraci
tyrosinu vrozmezi 0,1 — 1 mmol/l. Z kalidrd kiivky bylo poté vypéteno mnoZzZstvi
uvolnéného tyrosinu.
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3.4.3 Stanoveni protedzové aktivity biuretovou metodou

Biuretova metoda je zaloZena na twofilmlové zbarvenych chelatmeédi s bilkovinou.
Razné bilkoviny davaji tuto reakci se stejnou intémzi Touto metodou byla pouzita
bilkovina kasein a albumin, které byly 10-, 1001@00-krat ngediny. Do zkumavky byl
odmeten 1 ml vzorku bilkoviny a bylo dopino fyziologickym roztokem na 3 ml. Poté bylo
piidano 0,3 ml biuretovéheinidla. Vzorky byly dany do termostatu a byly inkasany po
dobu 30 minut. Aktivita v tomto ifpad byla vypdtena jako Ubytek peptidovych vazeb
z rozdilu absorbancegd a po inkubaci [8].

3.5 Studium ristu biomasy a proteazové aktivity v zakladnim médiu

3.5.1 Riist biomasy v zakladnim médiu v zavislosti n&ase

Byly pripraveny kultiv&ni média tvéené zakladnim BM médiem o objemu 30 ml, které
byly posléze sterilovany a poté zhovany 1 ml inokula. Kultivace probihala 34 hodkdy
jednotlivé odisry byly provedeny po 4, 8, 12, 26, 30 a 34 hodin&hkazdém odbru bylo
odebrano 5 ml kultury vidkovacim boxu a byla pro¥fena absorbanceipvinové délcel =
630 nm proti destilované veégako blanku. V pipadt potreby byl roztok zedén. Byla ziskana
z&kladni tistova Kivka bakterieBacillus subtilis

3.5.2 Proteazova aktivita v zakladnim médiu v zavislostha ¢ase

Pti jednotlivych odlrech (4, 8, 12, 26, 30, 34 hodin) bylo odebranol5/norku, ze
kterého bylo odpipetovano 1,5 ml do mikrozkumawgkut Eppendorf. Roztoky byly steny
v mikrocentrifuze (10000 rpm., 8 minuiry roztok byl gelit do novych mikrozkumavek
typu Eppendorf , byla vém stanovena proteazova aktivita s vyuZzitim azokasaibyl uéen
cas, i kterém byla proteazova aktivita nejvyssi.

3.6 Studium vlivu substratu na rist biomasy a protedzovou aktivitu

3.6.1 Vliv substratu na rist biomasy

Bylo pripraveno 7 kultivanich médii obsahujici zakladni komponenty piidgpravu
kultivacniho BM média. Baka ¢. 1 obsahovala toto zékladni médiumikzac¢. 2 obsahovala
zakladni médium o dvojnasobné koncentraci vSecheklodo dalSich ba&h byly pridany
k zdkladnimu médiu cukry sacharézafkac. 3), glukdza §. 4), laktéza {. 5) a xyl6za
(¢. 6), do baky ¢. 7 byla gidana mléna bilkovina kasein o koncentraci 8 g/l. Byly
piipraveny kultiv&ni média o objemu 30 ml do Erlenmayerovychdkaa objemu 100 ml.
Takto byly pgipraveny d¢ sady kultiv&nich médii, ktera byla posléze sterilovany
a zagkovany 1 ml inokula pipetou. Kultura byla kultivawé 32 hodin j 30 °C na rotani
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trepace @ 170 rpm. Po 32 hodinach bylo z kazdé&ika odebrano zhruba 5 ml kultury
a byla prongiena absorbanceip/inoveé délcél = 630 nm proti destilované végako blanku.
Prepaiet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomestrgjené kalibréni primky
a hodnoty byly porovnany.

3.6.2 Vliv substratu na proteazovou aktivitu

Po 32 hodinach kultivace bylo odebrano zhruba SKuitury a do mikrozkumavek typu
Eppendorf bylo odpipetovano 1,5 ml této kultury,nttéugovano v mikrocentrifuze
(10000 rpm., 8 minut). Steny roztok obsahujici enzym byighit do novych mikrozkumavek
typu Eppendorf a byla stanovena proteazova aktiviedodou pomoci azokaseinu u vSech
kultur a hodnoty byly porovnény.

3.7 Stanoveni istové a produkeni kirivky ve dvou koncentrovanych médiich

3.7.1 Stanoveni nistové krivky

Byly ptipraveny 2 kultivéni média, prvni bylo t@no zékladnim BM médiem a druhé
bylo tvareno stejnym meédiem obsahujici dvojnasobné konaanttanych slozek. Takto byly
piipraveny kultiv&ni média o objemu 30 ml, které byly posléze stedity a poté
zaatkovany 1 ml inokula pipetou. Kultivace probihala A&din, kdy jednotlivé odisy byly
provedeny po 4, 8, 20, 24, 28, 32, 44 a 48 hodingictkazdém odbru bylo odebrano 5 ml
kultury v ackovacim boxu a byla proffena absorbanceripvinové délceh = 630 nm proti
destilované vo#ljako blanku. V pipact poteby byl roztok Fedin.

3.7.2 Stanoveni produkéni krivky

Pti jednotlivych odigrech (4, 8, 20,24, 28, 32, 44 a 48 hodin) bylo odleb 5 ml vzorku,
ze kterého bylo odpipetovano 1,5 ml do mikrozkunkatypu Eppendorf, centrifugovano
v mikrocentrifuze (10000 rpm., 8 minutiry roztok byl gelit do novych mikrozkumavek
typu Eppendorf a byla stanovena protedzovéa aktimggodou pomoci azokaseinu a bylarr
cas, fii kterém byla proteazova aktivita nejvyssi.

3.8 Studium vlivu stresovych faktora na rist a protedzovou aktivitu

3.8.1 Vliv etanolového stresu na tist a protedzovou aktivitu

V Erlenmayerovych hi&ach o objemu 100 ml byla kultivovana bakteBacillus subtilis
v 30 ml kultiva&gtniho BM média o dvojnasobné koncentraci vSech KloKeltura byla po
zaakovani kultivovana 32 hodin ip 30°C na rotani trepace @i 170 rpm. Aplikace
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etanolového stresu byla provedena ve dvacéaté &olidy byl gidan do jedné heky 1%
etanol a do druhé 3% etanol. Bylo provedeno paralstanoveni a také byla zarave
kultivovana kontrola.

Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofatyicky a protedzova aktivita
metodou pomoci azokaseinu.

3.8.2 Vliv osmotického stresu na fist a proteazovou aktivitu

V Erlenmayerovych hi&ach o objemu 250 ml byla kultivovana bakteBacillus subtilis
v 30 ml kultiva&gtniho BM média o dvojnasobné koncentraci vSech KloKeltura byla po
zaakovani kultivovana 32 hodinip30°C na rotani trepasce @i 170 rpm. Aplikace chloridu
sodného byla provedena ve dvacaté hidikdy byl gidan do jedné hiky 1% NaCl a do
druhé 3% NaCl. Bylo provedeno paralelni stanoveaakéa byla zarovekultivovana kontrola.
Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofatyicky a proteazova aktivita metodou
pomoci azokaseinu.

3.8.3Vliv peroxidového stresu na st a proteazovou aktivitu

V Erlenmayerovych hi&ach o objemu 250 ml byla kultivovana bakteBiacillus subtilis
v 30 ml kultiva&gniho BM meédia o dvojnasobné koncentraci vSech KloKeltura byla po
zaakovani kultivovana 32 hodin ip 30°C na rotani trepace @i 170 rpm. Aplikace
peroxidoveho stresu byla provedena ve dvacaté body byl pidan do jedné hiky
0,5 mmol HO, a do druhé 3 mmol #,. Bylo provedeno paralelni stanoveni a také byla
zarove kultivovana kontrola.

Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofatyicky a protedzova aktivita
metodou pomoci azokaseinu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibrace spektrofotometrického stanoveni biomasy

Kalibragni zavislost mnozstvi suché biomasy a zakalu byanovena z hodnot
spektrofotometrického éiileni zakalu suspenze hknpii vinove délcel = 630 nm, ktera byla
pfipravena pesnymiredénim kultury, jejiz pdateini sucha hmotnost biomasy byla stanovena
ve dvou paralelnich #&ienich. Ziskana koncentrace byla ziskana v g/10nmakonec
prevedena na g/l.

Tab. 1: Stanoveni koncentrace biomasy

Hmotnost prazdné Hmotnost vazenky Hmotnost Koncentrace
vazenky [g] s biomasou [g] biomasy [g] biomasy [g/l]
16,4494 16,4527 0,0033 0,330
16,0418 16,0454 0,0036 0,360
Pramér 0,345

Tab. 2: Kalibraéni kiivka pro stanoveni koncentrace

. . Koncentrace

Objem kultury [ml] | Objem vody [ml] | A (630 nm) biomasy [g/]
0,30 2,70 0,158 0,0345
0,60 2,40 0,321 0,0690
0,90 2,10 0,469 0,1035
1,20 1,80 0,663 0,1380
1,50 1,50 0,788 0,1725
1,80 1,20 0,916 0,2070
2,10 0,90 1,032 0,2415
2,40 0,60 1,126 0,2760
2,70 0,30 1,273 0,3105
3,00 0 1,350 0,3450
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Graf 1: Kalibraéni zavislost zadkalu stanoveného §30 nm na suché hmotnosti biomasy

Z grafické zavislosti zakalu na hmotnosti biomaglatstanovena kalibtai zavislosty =
4,1772x, ktera byla dale pouzivana pro stanoveni konceatotgomasy p vSech kultivacich,
regresni koeficient byl stanoven na=R0,9813.

4.2 Mnozstvi biomasy a proteadzova aktivita v zakladnimmédiu

4.2.1Vysledky stanoveni fistové krivky v zakladnim médiu

Pro zakladni médium byly natifeny hodnoty absorbanci (vZdiiktat a poté stanoven
pramér) pro jednotlivé odéry, pii 4, 8, 12, 26, 30 a 34 hodinach. Ziperu jednotlivych
absorbanci byla vygtena koncentrace biomasy v jednotlivych vzorcicmeoi kalibr&ni
zavislostiy = 4,1772x. V pripact potreby bylo nutné roztokiedit. Z takto ziskanych hodnot
koncentraci byla vyty@na fistova Kivka. Hodnoty absorbanci jsou v tabulce uvedeny po
vynasobeni koeficiententexkni.

Tab. 3: Zavislost koncentrace biomasy ¢wse kultivace

Cas odEru [h] A1 Ao Az Ay As Ag Aprﬁm C [g/']
4 0,178 0,181 0,185]| 0,207| 0,213| 0,203| 0,195] 0,047+ 0,003
8 0,652| 0,665| 0,679 0,735] 0,754| 0,760| 0,708 0,169+ 0,010
12 1,016| 1,035| 1,043| 1,137| 1,128 1,123| 1,080| 0,259+ 0,012
26 1,881 1,887 1,827| 2,007| 2,034| 1,806| 1,907 | 0,457+ 0,010
30 1,914/ 1,878|1,971| 1,914| 1,884| 1,947| 1,918| 0,459+ 0,001
34 1,650] 1,623 1,614 1,638 1,632| 1,614| 1,629 0,390+ 0,000
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Graf 2: Rastova kivka bakterieBacillus subtilisv zakladnim kultivanim médiu

Ze spektrofotometricky nagenych hodnot byly vypsieny hodnoty koncentraci a byla
sestrojenaiistova Kivka Bacillus subtilisv zakladnim médiu.

4.2.2 Vysledky stanoveni proteadzoveé aktivity v zakladninmédiu

Pro zakladni médium byly metodou pomoci azokaseiskany hodnoty absorbandii p
jednotlivych odBrech, ze kterych byla vygtena proteazova aktivita podle vzorce:
a= A[1000

45
Z vyslednych hodnot aktivity byla sestrojena zassihacase.

(10, kde A je absorbance a 45 je g@ minut inkubace v termostatu.

Tab. 4: Zavislost proteazové aktivity riase kultivace

Casodidru[h] | Ar | Ao | As | As | Apam| a[uU/mi]
4 0,004| 0,001| 0,002| 0,001| 0,002| 0,44%x0,11
8 0,008 0,009| 0,012 0,007| 0,009 2,00+0,11
12 0,082 0,078| 0,104| 0,087| 0,088| 19,50+ 1,72
26 0,304/ 0,298| 0,286| 0,274| 0,291| 64,56+ 2,33
30 0,385| 0,366| 0,298| 0,303| 0,338| 75,11+ 8,33
34 0,268 0,276 0,234| 0,245| 0,256| 56,83+ 3,61
50 0,226| 0,212| 0,184 0,196| 0,205| 45,44+ 3,22
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Graf 3: Zavislost protedzové aktivity ase kultivace pro zakladni médium

Ze spektrofotometricky nagfenych hodnot byly vyptieny hodnoty protedzovych aktivit
metodou pomoci azokaseinu a byla sestrojena zaviglmtedzové aktivity ng&ase pro
z&kladni médium.

4.2.3 Diskuze vysledki stanoveni iistove kivky a protedzové aktivity v zakladnim
médiu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, v jaké¥ase kultivace bakteriBacillus subtilis
v zakladnim kultivanim BM médiu dochazi k maximu koncentrace biomapii pkémcase
kultivace je nejvysSi proteazova aktivita. Pro Kwdlsrovnani byl vzdy pouzit stejny vzorek
ve dvou paralelnich stanovenich.

Pi stanoveni koncentrace biomasy spektrofotomettick@todou réeni zakalu nedoslo
k n¢jakym WwtSim nepesnostem ip stanoveni. Maximum koncentrace biomasy bylo
stanoveno ¥ase 30 hodin. Stanovend koncentrace biomasy b4&9®,0,001 g/l. Nejvyssi
protedzova aktivita byla stanovena takécase 30 hodin. Stanovena aktivita byla
75,11+ 8,33 U/ml. Sestrojenadustova Kivka ma pedpokladany mibeh, kdy nejdive
dochéazelo k exponencialnimustu biomasy, kdy maxima dosahlaase 34 hodin, a poté
zataly buiky hynout v disledku v¢erpani substratu a tvorby prodaitkhetabolisni.

ProtoZe nejvysSi proteazova aktivita korelovalaagimem fistu a byla pozorovana ve
30. hodig kultivace, v nasledujicim experimentu byly stamdveproteazové aktivity
provedeny pra¥v tomtocase kultivace.
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4.3 Vysledky stanoveni proteazoveé aktivity iznymi metodami

4.3.1Vysledek stanoveni proteazové aktivity pomoci azokainu

Byly ziskdny hodnoty absorbanci 10-, 100- a 10@-k&ednych vzorki. Proteazova
aktivita byla vypd@itana jako v pedchozich fipadech (kap 3.4.1.).

Tab. 5: Namgtené a vypoitané hodnoty pro stanoveni pomoci azokaseinu

Vzorek A Az | Apram a [U/ml]

Kasein+¥edkno 10x | 0,643| 0,6570,650| 144,44+ 1,56

Kasein—100x 0,666 0,6420,654| 145,33+ 2,67

Kasein—1000x 0,774 0,7060,740| 164,44+ 7,56

Albumin-10x 0,483| 0,4920,488| 108,33+ 1,00

Albumin—100x 0,488 0,4890,489| 108,56+0,11

Albumin—1000x 0,583] 0,5240,554| 123,00+ 6,56

4.3.2 Vysledek stanoveni proteazové aktivity v UV-VIS olalsti

Byly ziskany hodnoty absorbanci 10-, 100- a 10@-kdedinych vzorki a hodnota
absorbance pro blank. Z kalibra kiivky tyrosinu bylo vypéteno mnozstvi uvokméeho
tyrosinu (kap 3.4.2.).

Tab. 6: Namgiené a vypditané hodnoty pro stanoveni aktivity v UV-VIS

Vzorek A1 A2 | Aprim | Apram-blank [mnfol/l] n [mmol] [pmozli/min]
Kasein¥edno 10x| 1,820| 1,844| 1,832 1,202 1,09 6,680* 0,015
Kasein—100x 0,7910,708| 0,750| 0,120 0,11 6,640° 0,001
Kasein—1000x 0,5710,537| 0,554 - - - -
Kasein—blank - - 0,630 - - - -
Albumin—10x 2,750 2,894| 2,822| 1,543 1,40 8,580 0,019
Albumin—-100x 1,706 1,656| 1,681| 0,402 0,37 2,240* 0,005
Albumin—1000x | 1,491 1,440| 1,466| 0,187 0,169 1,030* 0,002
Albumin—blank - - 1,279 - - - -
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Graf 4: Kalibraeni kiivka tyrosinu

Byla stanovena kalibtai zavislosty = 1,101%, ktera byla dale pouZita pro stanoveni
koncentrace uvolmého tyrosinu, regresni koeficient byl stanovefRha 0,9982.

4.3.3Vysledek stanoveni protedzové aktivity biuretovou mtodou

Byly ziskany hodnoty absorbanci 10-, 100- a 10@-kdedinych vzorki pred a po
inkubaci. Protedzova aktivita byla vyftena jako Ubytek peptidovych vazeb z rozdil
absorbanciied a po inkubaci (kap. 3.4.3.).

Tab. 7: Namgiené a vypoitané hodnoty

vzorek A1 Ao As | Apram | rozdil | %

Albumin pred | 0,230{ 0,255| 0,250| 0,245 0,033| 13,5

Albumin po | 0,220 0,202| 0,214]| 0,212

Kasein ped | 0,183 0,184| 0,180| 0,182

0,024 | 13,2

Kaseinpo | 0,165%0,162| 0,148| 0,158

4.3.4 Diskuze vysledli stanoveni proteazovych aktivit iznymi metodami

Cilem bylo stanovit protedazovou aktivitu enzynizmymi metodami. Jako hlavni metoda
pro stanoveni protedzové aktivity byla pouzivanaosee pomoci azokaseinu, jednotlivé
vysledky jsou uvedeny vzdy viigluSnéc¢ésti ve vysledcich a diskuzi. Vripad redni
vzorku dochazelo k natteni vysSich hodnot proteadzové aktivity.

Dale byla vyuzita metoda stanoveni proteazové iktikdy byla detekce provéda
v UV-VIS oblasti. Aktivita byla vyjatena jako mnoZzstvi uvoiného tyrosinu, jehoz
mnozstvi bylo vypgitdno ze sestrojené Kkalikird zavislost tyrosinu. Jako substrat byl
zkouman kasein a albumin. Vysledky ukazuji, Ze esdlici koncentraci substratu klesalo
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i mnozstvi uvolgného tyrosinu, tedy protedzova aktivitaét¥f protedzova aktivita byla
nantiena u albuminu, u 10-krédného vzorku byla hodnota uveélmeho tyrosinu 8,580

* mmol. Hodnota uvokného tyrosinu u kaseinu byla 6[86* mmol. S klesajici koncentraci
aktivita klesala.

Jako druhd metoda byla pouZita biuretova metoda gp@ooveni protedzové aktivity.
Aktivita v tomto gipadt byla vyjadena jako ubytek peptidovych vazeb v¥pemy z rozdilu
absorbanci f&d a po inkubaci. Z vysledkmereni vyplyva, Ze v fipact albuminu doSlo
k ubytku 13,5% peptidovych vazeb, Wigadc kaseinu byl Ubytek 13,2%. Stanoveni
protedzové aktivity touto metodou netiilig presné a slouzi pouze jako origfitahodnota.

4.4 Vysledky studia vlivu substratu na nist biomasy a proteazovou aktivitu

4.4.1 Vysledky studia vlivu substratu na nist biomasy

Byly naméteny hodnoty absorbanci pro #znych kultiv&nich médii (vZdyitikrat a poté
stanoven pimmer) v case 32 hodin od Zatku kultivace. Prvni médium obsahovalo zakladni
BM médium, druhé médium stejné sloZzeni danych latdikojnasobné koncentraci, dettho
média byla fidana sachar6za, divrtého glukdza, do patého laktéza, do Sestéharkasdo
posledniho xyl6za, vSe v mnoZstvi 8 gl/l.

Z praméru jednotlivych absorbanci byla vyftena koncentrace biomasy v jednotlivych
vzorcich pomoci kalibgani zavislosty = 4,177%. V pripac potreby bylo nutné roztokiedit.
Hodnoty koncentraci jsou uvedeniepledr® v tabulce. Z takto ziskanych hodnot koncentraci
bylo ziskdno kultivéni médium, ve kterém se bakteBiacillus subtilis d&ilo nejvice.
Hodnoty absorbanci jsou v tabulce uvedeny po vymgsickoeficientemizdini.

Tab. 8: Vliv substratu natrst biomasy

Médium Aq Ay As A, As Ag Aprﬁm C [g/|]
Zakladni BM 1578 1,722 1986 1,914 1980 2,010 63,8 0,447+ 0,025
Konc. BM 3,628 3,660] 3,644 3,128 2,592 2,60 3,212769+ 0,031
BM+sachar6za] 0,471 0,381 0,354 0,364 0,285 0,p583510; 0,084+ 0,011
BM+glukéza 0,309 0,294 0,248 0,357 0,366 0,345 9,310,076+ 0,004
BM+lakt6za 2,385| 2,280 2,184 2,028 2,115 2,133 &,18,524+ 0,015
BM+kasein 2,256 2,271 2,24y 1,785 1,8Y5 1,863 2,050491+ 0,006
BM+xyl6za 2532 2,583 2,694 2610 2649 2,601 2,612625+0,011

Poznamka: BM — Bacillus Medium
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Graf 5: Koncentrace biomasy po 32 hodinach wiznych kultiva&nich médiich

Ze spektrofotometricky nathenych hodnot byly vypteny hodnoty koncentraci a byl
sestrojen graf udavaijici vliv substratu fatmiomasy.

4.4.2 Vysledky studia vlivu substratu na protedzovou aktiitu

Pro 7 kultiv&nich médii byly metodou pomoci kaseinu ziskany bogabsorbanci vase
32 hodin od zé&tku kultivace, ze kterych byla vygtena protedzova aktivita podle vzorce:
A[1000
o,
45
kde A je absorbance a 45 je ga minut inkubace v termostatu. Z vyslednych hodnot
aktivity byl sestrojen graf udavajici vliv substrata proteazovou aktivitu.

Tab. 9: Vliv substratu na produkci proteéz

Médium A1 Ao As Ay Aprﬁm a [U/ml]
Zakladni BM 0,434, 0,509 0,392 0,4Y3,452 | 100,44 8,67
Konc. BM 0,437| 0,381 0,37% 0,4170,403 | 89,44544

BM+sachar6za] 0,191 0,158 0,175 0,168,173 | 38,44 2,22

BM+glukéza 0,174/ 0,169 0,159 0,1590,165| 36,72-0,28

T

BM+laktoza 0,325 0,361 0,390 0,4130,372| 82,72 3,28

BM-+kasein 0,247 0,252 0,280 0,2910,269 | 59,72 0,61

OO0

BM+xyldza 0,347 0,469 0,363 0,3720,388| 86,14 7,28
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Graf 6: Proteazova aktivita po 32 hodinach v 7 kukivieh médiich

Ze spektrofotometricky nagenych hodnot byly vypgieny hodnoty protedzovych aktivit
a byl sestrojen graf udavajici vliv substratu natgdizovou aktivitu.

4.4.3 Diskuze vysledH studia vlivu substratu na nist a produkci

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda-li netéezi vlivem pidaného substratu
k zakladnimu kultivénimu meédiuBacillus subtilisk rychlejSimuci vétSimu istu biomasy,
nez tomu bylo v fipact zakladniho BM média. Pro kvalitni srovnani byl yzmbuzit stejny
vzorek ve dvou paralelnich stanovenich. Kazda \ade byla povedena paraléla kazdy
sledovany parametr byl pak také paralednalyzovan.

Pfi stanoveni koncentrace biomasy spektrofotomettickmetodou maeni zakalu
nedochézelo kdakym WwtSim nepesnostem id stanoveni. Paralelni stanoveni se trochu
liSila, jednotlivé kultivace vykazovaly rozptyl hodt maximal@ o 20%. Vzorky byly
odebirany po 32 hodinach kultivace odcé@iku, a to vzhledem ktomu Ze v prvnim
experimentu byla koncentrace nejvyssi prair 32 hodinach. Nejvyssi koncentrace biomasy
byla stanovena v kultié@im médiu obsahujicim dvojnasobné koncentrace lsIBE& média,
nez udav&eska sbirka mikroorganignpro optimalni kultivani médium pro bakterie rodu
Bacillus Tato koncentrace byla stanovena na 0,#68031 g/l. Pro srovnani koncentrace
v zakladnim médiu byla stanovena na 0,44%025 g/I.

NejmenSi narst biomasy byl pozorovan v kultisim médiu obsahujicim mimo
zakladnich slozek monosacharid glukozu a disactssmotharozu. Koncentrace biomasy byla
stanovena na 0,060,004 g/l resp. 0,084 0,011 g/l. Fidavkem xyl6zy, laktézy a kaseinu
doSlo také k w®tSimu nafistu biomasy nez tomu bylo u zakladniho meédia, htydno
koncentractinily 0,625+ 0,011 g/l, 0,52% 0,015 g/l resp. 0,494 0,011 g/I.
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NejvysSi protedzova aktivita metodou pomoci kasdigla stanovena v zakladnim BM
médiu na 100,44 8,67 U/ml. Proteazova aktivita v kultié@@m médiu o dvojnasobném
sloZzeni danych komponent byla stanovena na 89,844 U/ml, tedy jako druha nejvyssi.
NejnizSi hodnoty proteazovych aktivit byly né&feny u kultiv&nich médii s fidavkem
glukdzy a sachardzy.

Tyto vysledky slouzily k dalSimu experimentu. V&ah experimentu byly detaij
studovany a porovnanyistové charakteristiky a proteazova aktivita v zdklen médiu
a mediu o dvojnasobné koncentraci.

4.5 Vysledky stanoveni fistové a produkéni kiivky

4.5.1 Vysledky stanoveni fistové kivky

Byly namgieny hodnoty absorbanci pro zakladni BM médium a BhMdium
o dvojnasobné koncentraci jednotlivych slozek (viktlrat a poté stanoven jymér) pro
jednotlivée odiry, pii 4, 8, 20, 24, 28, 32, 44 a 48 hodinach. @npiru jednotlivych
absorbanci byla vygtena koncentrace biomasy v jednotlivych vzorcicmeoi kalibr&ni
zavislostiy = 4,177%. V pripact potreby bylo nutné roztokiedit. Z takto ziskanych hodnot
koncentraci byla vyty@na fistova Kivka pro srovnéni pro zakladni médium a pro médium
o dvojnasobné koncentraci.

Tab. 10: Koncentrace biomasyigednotlivych odigrech v zakladnim médiu

Cas odkEru [h] A, Ao As Ay Asg Ag Aprﬁm C [g/']
4 0,359 0,379 0,371 0,352]| 0,376| 0,370| 0,368 0,088+ 0,000
8 0,906| 0,964 0,932| 0,956| 0,954| 0,963| 0,946| 0,226+ 0,003
20 2,610 2,592| 2,595| 0,354| 2,871| 2,799| 2,696 0,645+ 0,023
24 2,592 2,646| 2,640| 2,745| 2,757| 2,721| 2,684| 0,642+ 0,014
28 2,181] 2,262| 2,292| 2,289| 2,322| 2,289 2,273 0,544+ 0,007
32 1,962 1,842| 1,905| 2,130| 2,091 2,106| 2,006 0,480+ 0,025
44 1,509 1,524|1,578| 1,341| 1,485| 1,398 1,473 0,353+ 0,015
48 1,254/ 1,323| 1,311 1,296| 1,248 1,338| 1,295| 0,310+ 0,000

Tab. 11: Koncentrace biomasy ve dvojnasélkoncentrovaném médiu

Casodru[n] | Ar | A2 | As | Ay | As | As | Apim c [g/1]
4 0,394 0,391 0,392| 0,370 0,376/| 0,370| 0,382 0,092+ 0,002
8 1,452| 1,395| 1,422| 1,455| 1,404| 1,398 1,421 0,340+ 0,000
20 4,320 4,435| 4,310| 4,170| 4,225| 4,335| 4,299 1,029+ 0,013
24 3,900 3,840( 3,925| 3,770| 3,790| 3,835| 3,843 0,920+ 0,011
28 4,464| 4,434| 4,350| 4,356| 4,440\ 4,448| 4,422 1,059+ 0,001
32 5,226| 4,530 4,614| 4,596| 4,488| 4,440/ 4,469 1,113+ 0,034
44 4,170| 4,188 3,984| 4,734 4,824 3,630| 4,255 1,019+ 0,034
48 3,630| 3,606| 3,624| 3,990| 4,164| 3,810| 3,804 0,911+ 0,044
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Graf 7: Porovnaniistovych Kivek bakterie v zakladnim a dvojnasobném kutthien médiu

Ze spektrofotometricky nagtenych hodnot byly vyptieny hodnoty koncentraci a byla
sestrojenatistova Kivka bakterieBacillus subtilisjak pro zakladni médium, tak pro zakladni
médium o dvojnasobné koncentraci.

4.5.2 Vysledky stanoveni produkni krivky

Byly ziskany hodnoty absorbanci metodou pomoci ageku pro zékladni kultigai
médium Bacillus Medium dl€eské sbirky mikroorganisina pro toto zékladni médium
o dvojnasobné koncentradii pdbérech vease 4, 8, 20, 24, 28, 32, 44 a 48 hodin adtka
kultivace. Z vyslednych hodnot aktivity byl sesewjgraf porovnavajici protedzové aktivity
v obou médiich n&ase.

Tab. 12: Protedzova aktivitaipjednotlivych odirech v zakladnim médiu

Casodidru[h] | A1 | As | As | As | Apim a [U/ml]
4 0,044| 0,048| 0,010/ 0,008| 0,028| 6,11+4,13
8 0,195| 0,193| 0,168| 0,145| 0,175| 38,94+ 4,54
20 0,185| 0,199| 0,163| 0,205| 0,188| 41,78+ 3,59
24 0,263 0,210( 0,260/ 0,237| 0,243| 53,89+ 4,73
28 0,297, 0,269 0,370| 0,380| 0,329| 73,11+ 10,49
32 0,306| 0,299| 0,286| 0,318| 0,302 67,17+ 2,57
44 0,365| 0,364| 0,298| 0,276| 0,286| 72,39+ 8,78
48 0,301 0,288 0,278| 0,276| 0,286| 63,50+ 2,20
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Tab. 13: Protedzova aktivita ve dvojnasa@koncentrovaném médiu

Casodidru[h] | A1 | As | As | As | Apim a [U/ml]

4 0,075/ 0,085| 0,163| 0,141| 0,116| 25,78+ 8,22
8 0,195/ 0,182 0,122| 0,158| 0,164 36,50+ 6,17
20 0,264 0,242 0,277| 0,265| 0,262| 58,22+ 2,81
24 0,227, 0,312| 0,244 0,333| 0,279| 62,00+ 9,90
28 0,351| 0,401| 0,343| 0,346| 0,360| 80,06+ 5,27
32 0,364 0,387 0,386| 0,452| 0,397| 88,28+ 7,32
44 0,405| 0,412| 0,374| 0,365| 0,389| 86,44+ 4,42
48 0,352/ 0,354 0,368/ 0,364| 0,360 79,89+ 1,49
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Graf 8: Porovnani proteazovych aktivit v zdkladnim a daspbi koncentrovaném médiu

Ze spektrofotometricky nagfenych hodnot byly vyptieny hodnoty protedzovych aktivit
metodou pomoci kaseinu a byla sestrojena zavigiageazovych aktivit n&ase bakterie
Bacillus subtilis jak pro z&kladni médium, tak pro zakladni meédiumdwojnasobné
koncentraci.

4.5.3 Diskuze vysledii stanoveni ristovych a produkénich kiivek

Cilem tohoto experimentu bylo porovndistové Kivky a hodnoty proteazovych aktivit
v jednotlivych odbrech bakterieBacillus subtilis Odkery byly provaény v ¢asech 4, 8, 20,
24, 28, 32, 44 a 48 hodin. Pro kvalitni srovnani \&dy pouZit stejny vzorek ve dvou
paralelnich stanovenich.

P stanoveni istové Kivky pro zakladni médium spektrofotometrickou metodrereni
zakalu nedochazelo Kjakym WwtSim nepesnostem i stanoveni. Paralelni stanoveni se
trochu liSila, kdy jednotlivé kultivace se [iSi mamélné o 20%. Maximalniho tstu
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v zakladnim meédiu bylo dosaZentekvapiw jiz v case 20 a 24 hodin od &ku kultivace,
poté koncentrace biomasy klesala. Maximalnitsiu ve dvojnasolinkoncentrovaném mediu
doséahla bakteriBacillus subtilisv ¢ase 32 hodin, konkré&irnl, 113+ 0,013 g/l, coz odpovida
piedchozim experimeiitn. Hodnoty koncentraci biomasy ve dvojnasokoncentrovaném
médiu jsou oproti koncentracim biomasy v zakladmiédiu zhruba dvakratétsi. Nejvyssi
protedzova aktivita v zakladnim médiu byla g&ena véase 28 hodin od Zatku kultivace
(73,11+ 10,49 U/ml). Pro porovnani, nejvySSi protedzovétivalh ve dvojnasob®
koncentrovaném médiu byla nafena véase 32 hodin (88,287,32 U/ml), kdy byla také
stanovena nejvysSi koncentrace biomasy. Hodnote@zovych aktivit jsou ve dvojnasabn
koncentrovaném médiu @eo vySSi nez v zakladnim médiu.

Vysledkem tohoto experimentu tedy je, Ze ve dvabés koncentrovaném médiu, neZli je
piedepsana koncentrace BM média dochazét&mu a rychlejSimuistu biomasy a take
hodnoty proteazovych aktivit jsou vysSi. Tyto vgilg slouzily k dalSimu experimentu.
V dalSim experimentu bylo pouZito jiz dvojnasélkoncentrované médium a byl zkouman
vliv stresovych faktar v tomto kultiv&nim médiu.

4.6 Vysledky studia vlivu stresovych faktori na rast a proteazovou aktivitu

4.6.1 Vysledky studia vlivu etanolového stresu nairst biomasy

Koncentrace biomasy byla stanovena spektrofotookgim metenim zakalu vzorku, ktery
byl odebran ve 32. hodirod paatku kultivace, kdy ve 20. hodirdoslo k aplikaci 1% a 3%
etanolu do dvojnasobrkoncentrovaného kultivmiho BM média. Hodnoty absorbanci jsou
v tabulce udany jiz po vynasobetiédovacim koeficientem.

Tab. 14: Koncentrace biomasy po aplikaci etanolového stresu

Aq As As Ay As Ag Aprﬁm C [g/']

EtOH 1%| 2,610| 2,442| 2,310| 3,390| 2,832| 2,748| 2,722| 0,652+ 0,049

EtOH 3%| 0,702| 0,594| 0,684| 1,524|1,572| 1,644| 1,120| 0,268+ 0,012

Kontrola | 4,590 4,560| 4,632| 4,926| 4,830| 4,872| 4,735| 1,134+ 0,008

4.6.2 Vysledky studia vlivu etanolového stresu na prote@ou aktivitu

A[1000

Proteazova aktivita byla vyptena podle vzorcea = 10,

kde A je absorbance a 45 je g minut inkubace v termostatu. Vzorky byly odelyran
v ¢ase 32 hodin od #atku kultivace, kdy ¥ase 20 hodin byl ijdan 1% a 3% etanol do
dvojnasobi koncentrovaného kultivaiho BM média.
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Tab. 15: Protedzova aktivita po aplikaci etanolového stresu

Aq Ao As Ay Aprﬁm A [U/ml]

EtOH 1%] 0,012| 0,103 0,042| 0,039| 0,049| 10,89+ 7,40

EtOH 3% 0,123| 0,173 0,045| 0,063| 0,101| 22,44+ 11,25

Kontrola | 0,254 0,231 0,235] 0,264| 0,246| 54,67+ 3,01

4.6.3 Vysledky studia vlivu osmotického stresu naist biomasy

Koncentrace biomasy byla vyithna spektrofotometrickym &fenim zakalu vzorku,
ktery byl odebran ve 32. hodirod pa@atku kultivace, kdy ve 20. hodirdoslo k aplikaci 1%
a 3% NacCl do dvojnasobrkoncentrovaného BM média. Hodnoty absorbanci jstabulce
udany jiz po vynasobental’ovacim koeficientem.

Tab. 16: Koncentrace biomasy po aplikaci osmotického stresu

Aq Ao As A, As Ag Aprﬁm C [g/']

NaCl 1%| 5,460| 5,718| 5,778| 5,016| 4,938 5,076| 5,331| 1,276+ 0,023

NaCl 3%| 3,744| 3,618| 3,672| 3,270| 4,110| 3,270| 3,614 | 0,865+ 0,054

Kontrola | 4,590 4,560| 4,632| 4,926| 4,830| 4,872| 4,735| 1,134+ 0,008

4.6.4 Vysledky studia vlivu osmotického stresu na protedawou aktivitu

A[1000

Protedzova aktivita byla vyptena podle vzorcea = 10,

kde A je absorbance a 45 je g minut inkubace v termostatu. Vzorky byly odelyran
v ¢ase 32 hodin od #atku kultivace, kdy wase 20 hodin byl fjidan 1% a 3% NaCl do
dvojnasobi koncentrovaného kultivaiho BM média.

Tab. 17: Proteazova aktivita po aplikaci osmotického stresu

Ay A, As Az | Apram | a[U/ml]

EtOH 1% 0,232| 0,235| 0,198| 0,202| 0,217| 48,17+ 3,74

EtOH 3%| 0,182| 0,094| 0,153| 0,163| 0,148| 32,89+ 7,30

Kontrola | 0,254] 0,231 0,235] 0,264| 0,246| 54,67+ 3,01

4.6.5 Vysledky studia vlivu peroxidového stresu naiist biomasy

Koncentrace biomasy byla vygithna spektrofotometrickym &enim zakalu vzorku,
ktery byl odebran ve 32. hodirod paatku kultivace, kdy ve 20. hodindosSlo k aplikaci
0,5 mmol a 3 mmol KD, do dvojnasob&ikoncentrovaného kulti¢aiho BM média. Hodnoty
absorbanci jsou v tabulce udany jiz po vynasobiediavacim koeficientem.
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Tab. 18: Koncentrace biomasy po aplikaci peroxidového stres

Aq A, As Ay As Asg Aprﬁm C [g/l]
H,0, 0,5 mmol| 3,638| 3,714 3,732| 4,248| 4,572| 4,464| 4,063 | 0,973+ 0,020
H,O, 3 mmol | 4,566 4,272| 4,464| 5,076| 5,046| 5,064| 4,748| 1,137+ 0,016
Kontrola 4,590 4,560| 4,632| 4,926| 4,830| 4,872| 4,735| 1,134+ 0,008

4.6.6 Vysledky studia vlivu peroxidového stresu na protezovou aktivitu

Proteazova aktivita byla vyptena podle vzorcea =

A[]'OOOELO,

kdeA je absorbance a 45 jedm minut inkubace v termostatu. VVzorky byly odelyran

v ¢ase 32 hodin od Zatku kultivace, kdy ¥ase 20 hodin bylijdan 0,5 mmol a 3 mmol

H,0O, do dvojnasobtikoncentrovaného kultivaiho BM média

Tab. 19: Prote4dzova aktivita po aplikaci peroxidového stres

A]_ A2 A3 A4 Aprﬁm a [U/ml]
H.0, 0,5 mmol| 0,214 0,346| 0,311| 0,266| 0,284| 63,17+ 11,00
H>O, 3 mmol | 0,190 0,174 0,120{ 0,123| 0,152| 33,72+ 6,84
Kontrola 0,254 0,231 0,235] 0,264 0,246| 54,67+ 3,01
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Graf 9: Porovnani koncentrace bioma3ysubtilispo aplikaci stresovych faktibr
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Graf 10: Porovnani proteazovych aktivit po aplikaci stregdvfaktof

4.6.7 Diskuze vysledh vlivu stresovych faktoni na rast B.subtilis a produkci proteaz

Provedenou studii bylo zj&to, Ze pidavkem jakéhokoliv stresu ve 20. hatldochazi jak
ke znEnam v Gstu biomasy, tak ke z¥knam u proteolytické aktivity. Z danych vyslédize
usoudit, Ze aplikace etanolového, peroxidovehanaotiskeho stresu ma negativni vliv jak na
rast biomasy, tak na protedzovou aktivitu. Vyjimkoal ZvySeni proteazové aktivity po
aplikaci peroxidového stresu, konkrét@,5 mmol HO,, kdy doslo k nérstu proteolytické
aktivity v porovnani s kontrolou.

Po aplikaci etanolového stresu doSlo ke snizerdykwe biomasy, a to jak po aplikaci 1%
i 3% etanolu oproti kontrole. Po aplikaci 1% etandoSlo ke sniZeni produkce biomasy
zhruba o 43%. Po aplikaci 3% etanolu doSlo ke siipeodukce o vice nez 73%. Je tedy
ziejmé, Ze etanol je pro bakteridlni kultury toxicki v téchto relativé nizkych
koncentracich. Po aplikaci osmotického stresu dgiloaplikaci 1% NaCl ke zvysSeni
produkce biomasy o 12,5%. Po aplikaci 3% NaCl dg&ldke sniZzeni produkce o vice nez
25%. | vtomto pipact Ize konstatovat, Ze s#j$i osmoticky stres th vyrazny inhib&ni
Ucinek na fist biomasy. V fipac peroxidového stresu doslo po aplikaci 0,5 mmgDHke
snizeni produkce o 15%, vipact aplikace 3 mmol kD, nedoslo k prakticky k Zzadné zn¢
u produkce biomasy.

Co se tge hodnot proteolytickych aktivit, dochazelo vzdy kaiZzeni proteolytické
aktivity, az na jednu vyjimku, kdy po aplikaci Oyimol HO, doslo ke zvySeni hodnoty
proteolytické aktivity. U kontroly byla hodnota Zfina 54,67+ 3,01 U/ml, po aplikaci
0,5 mol HO, byla hodnota proteolytické aktivity stanovena nal83 11,00 U/ml. Narozdil
od studie [9], kdy vystavenim bakterialni kulturgnmotickému Soku dochazelo k navyseni
produkce proteolytickych enzyimjsme v naSemifpadt navyseni produkcethto enzyni
nepozorovali.
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5 ZAVER

Vramci pedlozené prace byly studovany moznosti produkce rahifinich
proteolytickych enzyrin. K produkci tchto enzymi byla vyuZzita bakteridBacillus subtilis,
coz je bakterie vyuzivana kipnyslové vyrolks téchto enzymi. V pribéhu kultivaci byl
studovan iist biomasy a produkce proteolytickych enzymzavislosti na typu substratu
a aplikaci vybranych stresovych fakigchloridu sodného, peroxidu vodiku a etanolu).

V teoretické ¢asti byly shrnuty zakladni informace zabyvajici gpisem, vlastnostmi,
mechanismem{sobeni a mikrobialnimi producenty proteolytickyeizymi. Cést teoretické
prace je také d&novana pimyslovému vyuZiti proteolytickych enzym predevsim
mikrobialnich proteolytickych enzyim NejwtSi vyuziti €chto enzyni je v tzv. detergentech,
COZ jsou praci aistici prostedky. Divodem gidavani &chto latek je ten, Zze enzym degraduje
denaturovanou bilkovinu ulpivajici na pradle natjolgp které se nasledrodplavi.

V prvnim experimentu praktickg&asti byla stanovenaustova a produini kiivka
v zakladnim BM médiu. Maximalni koncentrace (0,4590,011 g/l) bylo dosazeno
v 30. hodir kultivace. Nejvy3SSi protedzova aktivita byla r@ema ve stejné hodin
kultivace. Hodnota proteazové aktivit§inila 75,11+ 8,11 U/ml. Koncentrace biomasy
v kazdém odéru byla stanovena spektrofotometrickyndiamim zakalu $ vinové délce =
630 nm. Pepaiet na koncentraci biomasy byl proveden pomoci gesté kalibrani piimky.
Proteazova aktivita byla ve vSechigadech stanovovana metodou pomoci azokaseinu.

V dalSim experimentu byla pro porovnani stanovematepzova aktivita taznymi
metodami. Jako hlavni metoda pro stanoveni protg@hoaktivit byla pouzivana metoda
pomoci azokaseinu. Jako druha byla pouZzita mettathegeni protedzové aktivity v UV-VIS
oblasti, jejiz provedeni od prvni liSi pouze time k detekci uvoknych aromatickych
aminokyselin dochazi v UV-VIS oblasti. Jako posiediyla pouzita metoda stanoveni
proteazové aktivity biuretovou metodou, ktera jéozena na tvord fialové zbarvenych
chelati médi s bilkovinou. Tato metoda nenilE piesna a slouzi pouze jako orieinta

V dalSim experimentu byl studovan vliv substratuist a protedzovou aktivitu. Bylo zde
pouzito zakladni kultivéni BM médium o dvojnasobné koncentraci, dale BM imed
s piidavkem dalSich latek, coz byla sachar6za, glukigdadza, xyl6za a kasein. N&pgiho
naristu biomasy v 32. hodin kultivace bylo dosazeno v zakladnim kultimédn médiu
o dvojnasobné koncentraci. N&jSi protedzova aktivita byla na&bena v zakladnim
kultivacnim meédiu, ve dvojnasobrkoncentrovaném meédiu byla aktivita n&ena o &co
nizSi. Naopak silnymi inhibitory tstu biomasy a proteazové aktivity byly sachardza
a glukoza.

Vzhledem k vysledkm piredchoziho experimentu byly v dalSim experimentastany a
porovnany #istové a produdni kiivky v zékladnim kultivénim BM médiu ve stejném
kultivatnim médiu o dvojnasobné koncentraci. Hodnoty kotraen biomasy i hodnoty
proteazovych aktivit byly ve dvojnasabkoncentrovaném médiu zhruba dvakrat vyssi.

Ve stresovych experimentech byl studovan vliv vpgch stresovych faktérna st
biomasy a proteazovou aktivitu. Jako stresove fakibgly pouzity etanol (1% a 3%), NaCl
(1% a 3%) a kO, (0,5 a 3 mmol). Z vysledkje patrné, Ze aplikac&dhto stre8 ma spiSe
toxicky inek jak na #st biomasy, tak na protedzovou aktivitu. Vyjimkoa ZvySeni
protedzové aktivity po aplikaci peroxidového stresi®,5 mmol HO,) kdy doslo
k nepatrnému néstu proteolytické aktivity v porovnani s kontrolodMa rozdil od jinych
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auton, kteri prokazali zvySeni produkce proteédz vystavenimdyakni kultury osmotickému
Soku, v naSemifpact takové navySeni pozorovano nebylo. Aplikace pguhitstresovych
faktori tedy nevedla ke zvySeni ¥yka jak biomasy, tak proteolytickych enzym

Vyuziti mikrobialnich proteolytickych enzyimma v ptimyslu své misto a v séasné dob
je provaégno mnoho studii vedouci k vylepSeni vlastno&thto latek a zefektivmi jejich
biotechnologické produkce.
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