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ABSTRAKT

PredloZend price se zabyvala studiem moZnosti mikrobidlni produkce proteolytickych
enzymu pouzivanych v fadé pramyslovych aplikacii K produkci mikrobidlnich
proteolytickych enzymu byla vyuzita prumyslova bakterie Bacillus subtilis. V prabehu
kultivace byl studovan rast biomasy a produkce proteolytickych enzymi v zavislosti na typu
substratu a aplikaci vybranych stresovych faktori (osmotického Soku, peroxidu vodiku
a etanolu). NejvySs$i produkce biomasy byla dosaZzena v koncentrovaném BM médiu ve
32. hoding€ kultivace. Vyté€Zek piedstavoval 1,11 £0,03 g/l. Nejvyssi protedzovéd aktivita
(88,28 £ 7,32 U/ml) byla stanovena ve stejném kultivaénim médiu a Case. Na zdklade
vyhodnoceni vysledkl stresovych experimentt 1ze konstatovat, Ze pfevazna vétSina pouzitych

stresovych faktori pisobi na bakteridlni kulturu toxicky jiz v nizkych koncentracich.

ABSTRACT

Presented work was focused on study of microbial production of proteolytic enzymes used
in many industrial applications. Bacterium Bacillus subtilis was used for laboratory
production of microbial proteolytic enzymes. During cultivation production of biomass and
proteolytic enzymes were studied influence of substrate type and stress factor application
(osmotic shock, hydrogen peroxide and etanol) was tested too. The highest concentration of
biomass was measured in concentrated BM medium after 32 hours of cultivation. Biomass
yield was 1.11 £0.03 g/I. The highest protease activity (88.28 £ 7.32 U/ml) was obtained in
the same cultivation medium and time of cultivation. According to results of stress
experiments it can be concluded that most of used stress factors exhibited a toxic effects to
bacterial culture even at low concentrations.
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1 UVOD

Produkce enzyma je vlastni vSem Zivym organismam, tj. Zivo€ichum, rostlindm i vSem
mikroorganismiim. Zivot tak jak jej znime by bez enzym® nebyl moZny, enzymy jako
biokatalyzatory regulujici rychlost fyziologickych procesti maji ustfedni dlohu ve zdravi i
nemoci. Zatimco ve zdravém téle probihaji vSechny fyziologické procesy uspofddanym
regulovanym zpusobem, porucha aktivity i pouze jediného enzymu vede ke Skodlivym,
neziidka i smrtelnym genetickym poruchdm, coZz plati pro vSechny Zivé organismy. Pro
velkoobjemovou pramyslovou vyrobu enzymi jsou vyuzivany predev§im mikroorganismy.
Ruzné enzymy jsou produkovany predev§im bakteriemi, plisnémi nebo také kvasinkami. Co
se tyce proteolytickych enzymu produkovanych mikroorganismy, mezi nejvétsi pramyslové
producenty patii bakterie rodu Bacillus. Zkoumany byly také jiné bakterie, kvasinky ¢i plisné.

Mikrobidlni proteolytické enzymy jsou biotechnologicky ziskdvany jiz fadu let. Tyto
enzymy piedstavuji dileZitou skupinu latek vyuzitelnych v pramyslu. Mikrobialni
proteolytické enzymy predstavuji 40% vSech enzymu vyrobenych a pouZitych v raznych
odvétvich pramyslu. Jejich daleZitost znazornuje predevsim fakt, Ze v roce 2002 v Evropské
unii Cinila produkce a vyuZit{ téchto enzyma 900 tun Cistého enzymu, coz je v porovnani
s ostatnimi primyslové vyrabénymi enzymy nékolikandsobné vétsi mnozstvi. Pouziti téchto
enzymui v prumyslu zvysilo komfort a kvalitu naseho Zivota.

Nejveétsi uplatnéni maji mikrobidlni proteolytické enzymy v oblasti biodetergentu, coz jsou
praci a Cistici prostfedky, obsahujici vedle povrchové aktivnich latek také pravé proteolytické
ulpivajici na pradle peptidy, které se ndsledné odplavi. Myslenka pouZziti protedz v pracich
prostiedcich je pomérné stard, ale cesta k jejich dneSnimu pouZiti nebyla snadnd. Komercné
uplatnila ptidavek do namacecich praskti némecka firma jiz v roce 1913. Trypsin byl priddavan
ve formé& dehydrovaného hovéziho nebo veprového pankreatu. OvSem pouZivani naznacilo
spoustu problému, napf. nizka aktivita enzymu, nizkd stabilita pfi vys$§ich hodnotach pH praci
lazn€, inaktivace zvySenim teploty praci lazn€ atd. Ukdzalo se, Ze trypsin neni pro tyto tcely
vhodny, prestoZe je alkalickou protedzou. Tyto ndro¢né podminky spliiuji pouze mikrobidlni
protedzy. Prvni velké uspéchy byly dosaZeny v Sedesitych letech. PrestoZe doneddvna
ovladdaly trh pouze praSkové praci prostiedky, snahy o energeticky méné ndrocné vyroby
a omezeni pouzivanych fosfati vyvolaly obrat ke kapalnym detergentim. Aplikace enzymu
do pracich a Cisticich prostiedku je zatim bezkonkurenénim uspéchem praktické enzymologie.
Velky vyznam maji mikrobialni proteolytické enzymy také napt. v mlékarenském primyslu,
koZedélném ¢i pekarenském pramyslu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecny popis enzymu

U zivych organisml je piisun energie a stavebniho materidlu z okoli zajistovan slozitou
siti chemickych dé&ja. Na fizeni a koordinaci tohoto organisovaného souboru chemickych
reakci se podili pestra $kala biokatalyzatort. Jejich nejpoCetnéjsi a nejdilezitéjsi skupinu tvoii
bilkovinné makromolekuly s katalytickymi funkcemi. Pokud urychluji chemické pfemény,
nazyvame je enzymy [1].

Padesét let se predpoklddalo, Ze vSechny enzymy jsou bilkoviny. V posledni dob¢ se vSak
ukdzalo, Ze 1 molekuly RNA mohou byt vysoce aktivnimi enzymy. Enzymy nachdzime ve
vSech zZivych systémech a predpokldadd se, Ze i nejjednodussi buriky obsahuji ptes 3000
enzymu, které fidi rychlosti prakticky vSech reakci v nich probihajicich. ProtoZe enzymy,
stejné jako jiné kategorie bilkovin, jevi druhovou specifitu (kazdy biologicky druh ma své
vlastni enzymy), odhaduje se pocet existujicich enzymii na miliardy. Nebilkovinna Cast
enzymil povahy sloZzenych bilkovin se obecné nazyva kofaktor. Enzymy vykazuji znacnou
specifitu jak co do typu katalyzované reakce (reakcni nebo ucinkova specifita), tak co do
struktury preméniovanych substrati (substratova specifita). Pracuji vétSinou za mirnych
podminek (teplota 20-40 °C, tlak 0,1 MPa a pH vétSinou kolem 7). Nezanedbatelnou
prednosti enzymt pfi jejich pramyslovych aplikacich je i jejich netoxic¢nost, na rozdil od
umélych katalysatort, které jsou vétSinou toxické [2].

Historicky nejstar§Si objevené enzymy byly oznaCovany ndzvy, které souvisely s jejich
vyskytem a celkovou funkci v organismu. S rustem poctu definovanych enzymi bylo nutno
nazvoslovi "systematizovat", proto byl nazev fady enzymu vytvofen tak, Ze se ke kmeni
substratu, coz je molekula, na kterou enzym pusobi, pfipojilo zakonCeni —édza. Tato
nomenklatura nebyla vzdy praktickd, protoZe nevystihovala chemickou podstatu déje.
Z téchto davodi byla zavedena systematicka klasifikace enzymua. Podle mezinarodni
nomenklatury bylo vytvofeno i Ceské nazvoslovi enzymu. Snazi se o co nejvétsi podobnost
s ndzvoslovim mezindrodnim. Je zachovédna koncovka —4za a ndzvy se piSi (aZ na vyjimky)
jako jedno slovo. Zakladem jednotné klasifikace a nomenklatury enzymu je jejich rozdélen{
do Sesti hlavnich tfid, podle typu katalyzované reakce na:

1) Oxidoreduktdzy — katalyzuji intermolekulové oxidacné redukéni premény

2) Transferdzy - realizuji prenos skupin (-CHs, -NH,, zbytek glukosy apod.)
v aktivované formé z jejich donoru na akceptor

3) Hydrolazy — Stépi hydrolyticky vazby, které vznikly kondensaci, napf. peptidové
(ajiné amidové), glykosidové, esterové. Zde fadime protedzy.

4) Lyazy — katalyzuji nehydrolytické Stépeni a vznik (pokud neni energeticky ndrocny)
vazeb C-C, C-O, C-N.

5) Isomerazy — realizuji vnitromolekulé pfesuny atomu a jejich skupin, tedy vzajemné
premény isomerd.

6) Ligdzy — katalyzuji vznik energeticky ndrocnych vazeb za sou€asného rozkladu latky
uvolnujici energii, napt. ATP [3].



2.2 Slozeni a molekularni vlastnosti enzymu

Neékteré katalyticky aktivni enzymy jsou tvofeny jen peptidovymi fetézci, kdeZto jiné
obsahuji nebilkovinné soucasti (kofaktory) nazyvané koenzymy. Kofaktor je nebilkovinna
slozka enzymu. MuZe to byt kovovy ion nebo organickd molekula, popfipadé obé slozky
najednou. Kofaktory jsou obecné stdlé pti zahiivadni, kdeZto vétSina enzymovych bilkovin je
pii vysSich teplotich denaturovdna a ztraci svoji aktivitu. Katalyticky aktivni komplex enzym-
kofaktor je nazyvan holoenzym. Po oddé&leni kofaktoru je zbyvajici bilkovinna Cast, obvykle
enzymove¢ inaktivni, nazyvana apoenzym. Pro organicky kofaktor enzymu se uZivaji ndzvy

koenzym a prostetickd skupina [3].

2.3 Definice hydrolaz a proteaz

Protedzy jsou poCetna skupiny enzymu z tiidy hydrolaz. Hydroldzy katalyzuji hydrolytické
Stépeni substrdtl, tj. jejich Stépeni za tucasti vody. Mechanismus pusobeni hydroldz si
pfedstavme tak, Ze ¢ast hydrolyzovaného substritu (XY) je prendSena na molekulu vody:

XY+H-OH & H-X+Y-0OH

Ktera ze slozek hydrolyzovaného substritu (X nebo Y) se spoji s hydroxylovou skupinou
vody, je moZno zjistit pomoci vody znacené radionuklidem 0. v enzymové nomenklatufe
jsou hydrolédzy klasifikovdny do jednotlivych podtiid podle charakteru hydrolyzované vazby
(esterové, glyskosidové, etherové, peptidové atd.) [3].

Jak jiz bylo zminéno, protedzy jsou pocetna skupina enzymu, které fadime do Sir$i skupiny
hydroldz. Spolenym rysem protedz je schopnost hydrolyzovat peptidové vazby bilkovinnych
substratd. Celd fada z nich se li§i puvodem, lokalizaci, fyzikdln€é chemickymi vlastnostmi,
specifitou, mechanismem plsobent, fyziologickymi funkcemi i moznostmi jejich praktického
vyuziti. Podle pavodu dé€lime protedzy na zivoci$né, rostlinné a mikrobidlni. Tato prace se
zabyva mikrobidlnimi alkalickymi protedzami, které budou dukladnéji popsany [1].

2.3.1 Zivo&isné proteazy

Z 7zivoCiSnych protedz maji nejveétsi vyznam trypsin, chymotrypsin, pepsin a chymozin.
Komerc¢né se vyrabéji jesté napf. elastdza a karboxypeptiddza A.

Trypsin Stépi specificky peptidové vazby, na nichZz se podileji karboxylovou skupinou
basické aminokyseliny (lysin a arginin). Chymotrypsin méd optimalni pH zhruba ve stejné
u trypsinu. Chymotrypsin nemd tak vyhranénou specifitu. Pepsin patii mezi karboxylové
(kyselé) protézy. Izoluje se z vepfové nebo hovézi zaludecni mukosy. Ma pomérné Sirokou
specifitu. Chymozin je vyrdbén extrakci ze zaludkua sajicich telat. Jeho specifita je podobna
pepsinu [1].
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2.3.2 Rostlinné proteazy

Zrostlinnych protedz maji vyznam papain, ficin a bromelain. Jsou to sulfhydrylové
protedzy obdobnych vlastnosti i praktického pouZiti. Nejvice je pouZivan papain.

Jako papainovy prepardt je nejCastéji uZivan suSeny latex z nezralych papdjovnikovych
ploda (Carica papaya). Papain ma proteolytickou i mléko sraZejici aktivitu. Ficinové
preparaty jsou analogicky susenym latexem z riznych rostlin rodu Ficus. Ficin je pouzivan ke
stabilizaci piva, k ziskani stiibra z pouzitych filmi a k hydrolyze bilkovin. Bromelain je
ziskavan bud’ z ananasové §tavy, nebo ze zbytkl (stonki) po vyrobé ananasovych kompota.
Na rozdil od papainu a ficinu je glykoproteinem [1].

2.3.3 Mikrobialni proteazy

Nejdulezitejsi skupinou, co se tyCe pouZziti protedz v praxi, je skupina mikrobidlnich
proteolytickych enzymu. Jejich velkou pfednosti je snadnost velkoobjemové vyroby
a mozZnost volby vhodnych vlastnosti enzymu zménou produkéniho kmene [10].

Mikrobidlni protézy muzeme rozdé€lit do dvou velkych skupin, protedzy bakteridlni
a plisiiové. Bakteridlni protedzy dominuji co do objemu vyroby i poctu praktickych aplikaci.
Nejvétsi kvanta bakteridlnich protedz se spotiebuji pfi vyrobé biologicky aktivnich pracich
prostiedkt. Ddle jsou pouzivany k vyrob€ hydrolyzath pro krmivarské ucely, v kozeluzském
i mlékarenském prumyslu [1].

Hlavni oblasti aplikace plisfiovych protedaz je pekdrensky primysl, nebot piiznive
ovliviiuji vlastnosti tésta. Mirnd degradace glutenu zkracuje dobu potiebnou k hnétend,
zvySuje roztaznost tésta, ale nepoSkozuje jeho strukturu. Dal$i moZnosti aplikace nalezly
plisiiové protedzy v mlékarenském pramyslu a pfi odstraiovani masa z kosti [1].

Mikrobidlni protedzy jsou nejCastéji rozdélovany podle jejich pH optima na kyselé,
neutralni a alkalické protedazy. Z hlediska mechanismu pusobeni nejpouzivanéjsi alkalické
protedzy (s optimdlnim pH 6-12) patfi mezi serinové protedzy. Neutrdlni protedzy s optimem
pusobeni pfi 7-8 jsou vétSinou metalloenzymy, majici v aktivnim misté zinek. Jsou
bakteridlntho (rod Bacillus) a plisnového (rod Aspergillus) puvodu. Kyselé (aspartitové)
protedzy maji pH optimum mezi 3-5, jsou vesmés plisnového puvodu a pfipominaji svymi
vlastnostmi ZivocCiSny pepsin [4].

2.4 Vlastnosti mikrobialnich alkalickych proteaz

Vlastnosti mikrobidlnich alkalickych proteaz né€kolika mikroorganismi byly detailné
studovany a prehled nejdulezitéjsich vlastnosti, podle kterych jsou uzivany v pramyslu, jsou
niZe popsany. Mezi tyto vlastnosti fadime pH a teplotu, efekt stabilizatorti/aditiv a kovovych
iontl, substratovou specifitu a parametry kinetiky enzymové reakce (napf. maximalni rychlost

reakce vmax, Michaelisova konstanta K, nebo aktivacni energie E,) [5].
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2.4.1 pH a teplota

Obecné vSechny v sou€asné dob& uzivané protedzy v pracich a Cisticich prostredcich jsou
alkalické a termostabilni, maji Siroké pH optimum, mezi 8-12 a teplotni optimum je mezi
50-70°C. Dle soucasnych trendd ve vyrobé biodetergentl, je potieba takovych alkalickych
protedz, které jsou aktivni pfi prani jiz pfi nizkych teplotich napft. pti 10-20°C [5].

2.4.2 Efekt stabilizatoru/aditiv a kovovych iontu

Neékteré z hlavnich komercné uZivanych alkalickych protedz jsou aktivni pfi vysokych
teplotach. ZvySeni termostability mizeme docilit bud’ pfidanim urcitych stabilizatort (napf.
PEG - polyetylenglykol nebo Skrob) do reakéni smeési nebo zmeénou tercidlni struktury
enzymu pomoci proteinového inZenyrstvi [5].

Vipenaty kation Ca® hraje také velkou roli pii stabilizaci enzymd zvySovanim
termostability pfi vysSich teplotich. Podobnym efektem se vyznaCuje celd fada dalSich
kovovych iontd, jako ionty barnaté Ba®*, manganaté Mn?*, hofetnaté Mg”*, kobaltnaté Co**,
zelezité Fe’* a zineGnaté Zn*. Tyto kovové ionty chrani enzym vuci teplotni denaturaci
a hraji dalezitou roli pti udrzovani aktivni konformace enzymu pfi vysokych teplotach [5].

2.4.3 Substratova specifita

Alkalické proteazy jsou specifické vuci mnoha substratim a jsou aktivni jak vuci
ptirodnim bilkovinam, tak i vu¢i syntetickym substratim. Alkalické protedzy jsou aktivnéjsi
napf. vuci kaseinu neZ azokaseinu, hemoglobinu nebo hovézimu albuminu (BSA). Mezi tyto
specifické enzymy fadime napf. kolagendzu, elastdzu a keratinizu Stépici proteiny jako
kolagen, elastin Ci keratin. Alkalické protedzy jsou aktivni také vuci aromatickym nebo
hydrofobnim aminokyselindm jako tyrosin, fenylalanin nebo leucin [5].

2.4.4 Kinetické parametry

Kinetické parametry jako maximdlni rychlost enzymatické reakce Vma, Michealisova
konstanta K, nebo aktivacni energie E, jsou pro pochopeni vlastnosti daného enzymu velice
dalezité [13].

Pro alkalické protedzy produkujici Bacillus mojavensis klesd hodnota Michaelisovy
konstanty K,, pro substrdt kasein s rostouci maximalni rychlosti reakce Vmax, dojde-li ke
zvySeni teploty ze 45°C na 60°C. Jako protiklad 1ze zde uvést napfi. protedzy produkované
kmenem Rhizopus oryzae, kdy pii zvySeni teploty z 37°C na 70°C dochdzi ke zvySeni
hodnoty Michaelisovy konstanty K, i maximdlni rychlosti reakce Vyax [S].
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2.5 Mikrobialni proteolytické enzymy rodu Bacillus

Mezi enzymy produkované bakteridlnim rodem Bacillus fadime tzv. subtilisiny. Jedna se
o mikrobidlni alkalické protedzy serinového typu. Stabilni jsou v alkalickém prostiedi. Tyto
enzymy nachdzeji nejvétsi uplatnéni v tzv. biodetergentech, coZ jsou praci a Cistici prostiedky
[6].

Enzym subtilisin je jeden z nejlépe prostudovanych bakteridlnich enzymi. Tento enzym je
produkovdn na pocatku sporulace. VeétSinou je vyluCovian extracelularné za ucelem
vyplavovdni Zivin. Velky vyznam tohoto enzymu dokazuje fakt, Ze vroce 2002 bylo
v Evropské Unii vyprodukovano 900 tun Cistého enzymu [6].

2.6 Mechanismus Gc¢inku serinovych proteaz

Enzymy zndmé jako serinové protedzy byly pojmenovédny podle toho, Ze maji spolecny
mechanismus katalyzy, charakterizovany pfitomnosti vyjime¢né€ reaktivniho serinového
zbytku, ktery je podstatny pro enzymovou aktivitu [7].

Rozsdhla homologie aktivnich mist riznych serinovych proteaz dokazuje, Ze v§echny maji
stejny katalyticky mechanismus. Na zdkladé mnoha tdaji o chemickych a strukturnich
vlastnostech serinovych protedz shromazdénych v riznych laboratofich byl mechanismus
jejich ucinnosti formulovan. V dal$im textu je uveden mechanismus enzymového tc¢inku pro
chymotrypsin [7].

2.6.1 Tvorba tetraedralniho intermediatu

Jakmile chymotrypsin navédze substrat za vzniku Michaelisova komplexu (obr. 1), Ser-195
nukleofilné napadd Stépenou karbonylovou skupinu peptidu, ¢imZ vznikd tetraedralni
intermedidt (obr. 2). Ser-195 je idedln€¢ umistén, aby mohl uskutecCiiovat toto nukleofilni
napadeni. Tento proces podporuje polarizacni G€inek nesolvatovaného karboxyldtového iontu
Asp-102, jehoz vodikovy atom je véazdn na His-57. Tetraedrdlni intermedidt mad dobie
definovanou existenci. Vé&tSina katalytické sile chymotrypsinu pochdzi z jeho preferenéni
vazby tohoto ptfechodného stavu [7].

As His
@5) 57 Asp };‘7‘“‘
HzC\ ~ S 1 CH2
= AN er H,C~. s
% NI 195 Q.- = it
O - N _g—N1 195
\_?N: CH o~ \__3
R NS Pa
H—-O nukleofilni H o
¢ 1
. R! g oo R | e
Michaelistiv komplex \ / \I\II —cC o
7S 4 ot
H & H ©
polypeptid tetraedralni
substritu ) intermediét

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

Tetraedrdlni intermedidt se rozklddd na acyl-enzymovy intermedidt (obr. 3) vlivem
poskytnuti protonu z N3y His-57. OdStépovand aminoskupina (R"NH,, nova N-koncova Cast
Stépeného polypeptidového fetézce) se z enzymu uvoliiuje a je nahrazena vodou z roztoku.
Nésledkem katalytickych vlastnosti enzymu je acyl-enzymovy intermedidt velice nestabilni
a snadno podléha hydrolytickému Stépeni [7].

Asp His - Asp His
&?2/ AST \122/ 57
' CH I
HgC\ /0 2 Hg C\ /."0 CHB
(i_"' \ : Ser C- Ser
b"‘—H-N] ng-y \'b—___H-—Nl \ ng’y
bee 2 \ 3
N CH, . o CH
s / R'NH, ‘”) P
H 2 : v 0
R ‘ acyl-enzymovy 4
\I!I | /" intermediat T H\ 5 |/R
0 g
/ \\O H:0 . / A 6?

Obr. 3 Tvorba intermediatu acyl-enzym [7]

2.6.3 Deacylacni krok

Deacylacni krok probihd z velké €asti obrdcenim pfedchoziho kroku, pfi¢emz se uvoliiuje
karboxyldtovy produkt (novd C-koncovd Céast St€peného peptidového fetézce). Uvolilovani
produktu je provdzeno regeneraci enzymu. V tomto procesu je atakujicim nukleofilem voda,
Ser-195 je odstépovanou skupinou (obr. 4) [7].
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\‘\ R -0
\ 4 +
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H/ ] t&peného /
0 polypeptidového 0—c¢
tetézce /N
H 0

Obr. 4 Deacylacni krok [7]
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2.7 Mikrobialni producenti alkalickych proteaz

Produkce proteaz je vlastni vSem organismim. Mikroorganismy predstavuji atraktivni
zdroj protedz, mohou byt kultivovdny ve velkém mnoZstvi a za kratkou dobu pomoci
fermentace produkuji hojné a pravidelné mnoZstvi pozadovaného produktu. Mimo jiné
vyhody maji mikrobidlni proteiny i delsi skladovatelnost a mohou byt uskladnéné za horSich
nez idedlnich podminek bez vyrazné ztraty aktivity. Mikrobidlni protedzy jsou extraceluldrni
a jsou piimo vylucovany do fermenta¢niho média mikrobidlnimi producenty [5].

Mikrobialnich producentt alkalickych protedz je celd fada, ov§em pouze nékolik z nich je
povazovano za vhodné producenty pro komercni ucely. Tyto mikroorganismy jsou obecné
povazovany za bezpecné, netoxické a nepatogenni producenty. Mnoho mikroorganismu
patficich napf. mezi bakterie, houby nebo kvasinky produkuji protedzy zndmé jako alkalické
protedzy serinového typu. Bakterie jsou dominantni skupinou producentt alkalickych protedz,
konkrétné¢ bakterie rodu Bacillus (napt. Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquifaciens a Bacillus mojavensis). Jinym bakteridlnim rodem zndmym jako potencidlni
producenti protedz jsou bakterie rodu Pseudomonas sp. Mezi aktinomycetami jsou
preferujicim zdrojem kmeny Streptomyces. Mezi houbami je dominujici skupinou rod
Aspergillus, dale Conidiobolus sp. a Rhizopus sp. Z kvasinek byla do detailt studovana jako
potencidlni producent alkalickych protedz Candida sp [5].

2.7.1 Bakterie Bacillus subtilis

NP4 Yev s

Mezi nejrozsiten€jsi bakterie rodu Bacillus patii Bacillus subtilis. Je témét vSudypiitomny,
Casto je oznaCovdn jako "senny bacil". Druhovy ndzev je utvofen z lat. subtilis = S§tihly,
jemny. Tato bakterie ma velmi rezistentni spory, objevené vroce 1871 F. J. Johnem,
némeckym botanikem a bakteriologem. Ten také jako prvni zafadil bakterie v systému
organismu do rostlinné fiSe. Pravé s ohledem na tvorbu spor je Bacillus subtilis obavanym
kontaminantem v potravindfskych provozovnidch a vyrobnich. Tvofi pomémé malé
peritrichni buniky (0,7 x 2 az 3 um) a je producentem jak nekolika polypeptidovych antibiotik,
tak serinovych protedz jako je subtilisin [8]. Je vyrazn€ aerobni a proto roste v tekutych
pudach prevazneé ve formé povrchové blanky. PouZzivd se ktestovani ucinnosti
horkovzdusnych sterilizatora [9].

Obr. 5 Bacillus subtilis (mikrofoto) [8] Obr. 6 Bacillus subtilis (nakres) [8]
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2.8 Prumyslové vyuziti proteaz

Proteolytické enzymy maji Siroké uplatnéni v mnoha odvétvich pramyslu. Je to zejména
vyuZiti pfi vyrobé pracich a Cisticich prostfedka neboli detergentd, v mlékarenském prumyslu,
kozedé€lném prumyslu, v pivovarnictvi, v masném pramyslu, pii vyrob€ krmnych smési, ve
farmacii a mediciné, pfi vyrobé bilkovinnych hydrolyzata a ve vyzkumu. V dalSich fadcich
budou detailn€ji zdavodnény vyhody aplikace predev§im mikrobidlnich proteolytickych
enzymu [13].

2.8.1 Vyroba biodetergentu

Jako biodetergenty jsou oznaCovany praci a Cistici prostfedky obsahujici vedle povrchové
aktivnich latek povahy detergenta jako uc¢inné slozky téZ enzymy. Duvod pfiddvani protedz
do pracich prostiedka lze vysvétlit nasledujici dvahou. Na pradle ulpivajici bilkoviny (potu,
moce, ale i krve) jsou denaturovdny, a proto je lze z povrchu pradla odstranit jen obtiZné.
Navic prekryvaji razné necistoty, které se pak odstranuji daleko hafe. Je-li v pracim
prostiedku pfitomna protedza, degraduje denaturovanou bilkovinu ulpivajici na pradle na
Stépy (peptidy), které se odplavi. Detergent se snadno dostane k zaSpinénym mistim na pradle
a Spinu odstrani [1].

Na podobném principu zvySuji praci dGc¢innost i nekteré dal$i enzymy, napt. amylasy
a lipasy. UvaZuje se ov§em i o pifidavku enzymu, odbourdvajicich jiné necCistoty na rozpustné
fragmenty, napf. enzymt degradujicich alkanové fetézce. Myslenka pouziti protedz v pracich
prostiedcich je pomérné stard, ale cesta k jejich dneSnimu pouZiti nebyla snadnd. Komercné
uplatnila ptidavek do namacecich praskti némecka firma jiz v roce 1913. Trypsin byl priddavan
ve formé& dehydrovaného hovéziho nebo veprového pankreatu. OvSem pouZivani naznacilo
spoustu problému, napf. nizka aktivita enzymu, nizkd stabilita pfi vys$§ich hodnotach pH praci
lazn€, inaktivace zvySenim teploty praci 1azné atd [1].

Ukazalo se, Ze trypsin neni pro tyto Gcely vhodny (pfestoZe je alkalickou protedzou). Tyto
ndroné podminky spliiuji pouze mikrobidlni protedzy. Prvni velké uspéchy byly dosazeny
v Sedesatych letech. Pivodné praskové enzymy byly pozd€ji nahrazeny enkapsulovanou
formou, kterd je téZ oznaCovana jako "prilovani". Prilovani (granulovani) enzymu pfineslo
jejich zvySenou stabilitu pii skladovdni a prakticky eliminovalo riziko vzniku alergii pfi
piimém styku s enzymem, které bylo pfi€inou urcité stagnace vyroby protedz na pocitku
sedmdesatych let [1].

Prestoze doneddvna ovlddaly trh pouze praSkové praci prostfedky, snahy o energeticky
méné naroné vyroby a omezeni pouzivanych fosfatd vyvolaly obrat ke kapalnym
detergentim. V souvislosti s timto patentovala fada firem rtizné typy tekutych enzymovych
pracich prostfedkt. Tyto zménéné pozadavky pfinesly sebou nové problémy se stabilizaci
enzymu pro obdobi mezi vyrobou a pouzitim. Zna¢ny vyznam v tomto sméru ma sloZeni
smeési detergentt. Dal$im vyznamnym trendem ve vyvoji biodetergentd je snaha hledat takové
mikrobidlni enzymy, které budou vykazovat vysokou enzymovou aktivitu pfi nizkych
teplotach (napt. v Japonsku se pere pradlo bézné& pfi niz$ich teplotdch nez v Evropé€) [1].

Kromé enzymovych pracich prostfedk se rozsifuje i sortiment enzymovych cCisticich
prostiedkti, u nichZ mohou byt pouzivany mnohem vyssi enzymové aktivity zaruCujici vySsi
Cistici efekt. Existuji vyrazné rozdily ve schopnostech jednotlivych enzymu likvidovat
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neCistotu na bavlng€, polyakrylamidu a jinych typech tkanin (pfiprava k odstranéni
jednotlivych typu $piny z urcitého typu tkaniny) [1].

Zajimavosti také je, Ze 1 rostlinnou protedzu papain, u kterého probéhla chemickd
modifikace pouzitim anhydridu kyseliny jantarové, je moZné také pouZit k vyrobé
biodetergentd. Takto upraveny papain muZe slouZzit jako levna alternativa mikrobidlnich
alkalickych protedz [11].

Aplikace enzymu do pracich a Cisticich prostfedkia je zatim bezkonkurencnim uspéchem
praktické enzymologie [1].

2.8.2 Mlékarensky prumysl

Syfidlové enzymy zaujimaji vyznamné postaveni v celosveétové produkci technickych
enzymi. Idedlnim syfidlovym enzymem stdle zlstava chymozin, vyrabény ze ctvrtého
zaludku sajicich telat [1].

Rostlinné protedzy, i kdyZ vykazuji koagulacni aktivitu, se pro vyrobu syru nehodi, protoze
pii proteolyze mlécnych bilkovin vznikaji hotké peptidy [1].

Vhodnou alternativou ZivociSnych syfidel jsou syfidla mikrobidlni. Hlavnimi producenty
mikrobnich syfidel jsou Mucor mihei, Mucor rouxii, Mucor pusillus a Endothia parasitica..
Vzhledem k nizkym cendm a propracovanym zpusobum pouZiti pfi vyrobé urcitych typa syra
se staly mikrobidlni protedzy trvalou polozkou na trhu syfidlovych enzymu a jejich podil stle
vzrusta. Znamé jsou predevsim preparaty "Fromase" a "Rennilase” z Mucor mihei [1].

2.8.3 Kozedélny prumysl

Protedzy jsou v kozed€lném prumyslu pouZivany pro dvé odlisné operace. Prvni je
odstrafiovani chlupt a druhou Cinéni kazi [1].

Prva operace se provadi fadou postupt s enzymy i bez nich. PouZiti alkalickych protedz
umoziuje aplikaci enzyml s vapennym roztokem v jediné operaci. Tak napft. lze doporudit
postup vyuzivajici k odchlupeni kazi 1,5-10 nasobnou hmotnost roztoku obsahujiciho 0,1%
protedzy a 8% vapna. Odchlupeni probéhne pii 20-30°C za 18-24 hod. Aplikace enzymu je
vyhodnd z hlediska ekologického i technologického. Z kize se zaroven odstrani nezadouci
pigmenty, zvétsi se jeji povrch aZ o 6% a usnadni se nasledujici dprava [1].

Dalsi operaci tpravy kizi je Cinéni, jehoz tucelem je ucinit kiizi mékkou a pruznou. Drive
byly pro tyto ucely pouzivany bakteridlni enzymy ptaciho trusu nebo psich vykalt, pozdéji
pankreatické enzymy. V souCasné dobé se wuZivaji bakteridlni protedzy z Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Aspergillus oryzae nebo jejich smeési
s pankreatickymi enzymy. Jako ingredience jsou pfidavany dfevéné piliny. Aplikace enzymu
v kozed€lném primyslu je podminéna jejich nizkou cenou [1].
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2.8.4 Pekarensky prumysl

V pekdrenském prumyslu se protedzy pouzivaji ke zkraceni doby kynuti a mechanického
hnéteni, pouZivaji se plistiové protedzy, predeviim z Aspergillus oryzae. Uinek plisiiovych
protedz lze zvysit piidavkem nasycenych monoacylglycerolu [1].

2.8.5 Pivovarstvi

K prevenci chladovych zdkala se jiz od roku 1911 pouZivaji preparaty obsahujici papain,
ficin, bromelain, pfipadné i pepsin. Bakteridlni enzymy nebyly ke stabilizaci piva uZity,
1 kdyz byly zkouSeny [1].

2.8.6 Masny prumysl

V masném prumyslu jsou protedzy pouzivany predevsim k tenderizaci masa. Je zaloZena na
Castecné hydrolyze bilkovin pojivové tkdn€ papainem (pfipadné bromelinem nebo ficinem).
Mikrobidlni enzymy nebyly dosud k tenderizaci masa pouZity, nebot jejich aktivita vuci
pojivové tkdni je vesmé&s nizka [1].
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

3.1.1 Bakterialni kmeny

V préci byla pouzita bakteridlni kultura Bacillus subtilis CCM 2793, kterd byla ziskdna
z Ceské sbirky mikroorganismé Masarykovy univerzity v Brné.

3.1.2 Chemikalie pro kultivaci mikroorganismu

Agar Powder, Himedia (India)

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

MnSO,, Labner (CR)

3.1.3 Ostatni chemikalie

Azocasein, azoalbumin, Sigma-Aldrich (Némecko)
Casein, Fluka (Némecko)
Bovine serum albumin, Sigma-Aldrich (Némecko)

Vsechny ostatni chemikdlie byly Cistoty p.a.

3.1.4 Pristroje

Spektrofotometer VIS, Helios 9, Unicam (Velk4 Britanie)
Spektrofotometer UV-VIS, Helios a, Unicam (Velké Britdnie)
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Némecko)

Termostatovand tiepacka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.0. (CR)
Termostat, LS-35 (CR)

Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni
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3.2 Kultivace bakterie Bacillus subtilis

3.2.1 Zivna média

Pro uchovani i kultivaci bakteridlni kultury bylo pouZito médium Bacillus Medium (BM)
dle Ceské sbirky mikroorganismd, a to v piipadé pevného média s ptidavkem agaru, v piipadé
tekutého bez agaru. BM médium meélo ndsledujici sloZeni:

Pepton S5g
Beef extract 3g
MnSO4-H20 0,01 g
Agar 20g
Destilovand voda | 1000 ml
pH 7

Pii nékterych experimentech bylo pouZito tekuté médium Bacillus Medium dle Ceské
sbirky mikroorganismi o dvojndasobné koncentraci o sloZeni:

Pepton 10g
Beef extract 6g
MnSO4-H20 0,02 g
Destilovana voda | 1000 ml
pH 7

Po oziveni lyofilizované sbirkové kultury byla kultura uchovdvdna na Ctyfech Petriho
miskach obsahujici pevné BM médium v lednici. Inokulum bylo vZdy pfipraveno tak, Ze do
Erlenmayerovych ban€k o objemu 250 ml bylo pfiddno 50 ml kultivaéniho média. Poté se
nechalo sterilovat 25 minut v pafe a po sterilizaci bylo inokulum zaoCkovéno trikrat
bakteriologickou klickou z agarové plotny. Nakonec bylo médium s kulturou kultivovdno
24 hodin pfi 30°C na rotacni tfepacce pti 170 rpm.

3.3 Stanoveni koncentrace biomasy v jednotlivych kultivacich

3.3.1 Stanoveni kalibrac¢ni krivky

Béhem jednotlivych kultivaci byla biomasa stanovovdna pomoci spektrofotometrického
stanoveni zdkalu. Méfeni bylo provadéno pfi vinové délce A = 630 nm proti destilované vode
jako blanku. Pfepocet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomoci sestrojené
kalibracni pfimky.

Kalibracni pfimka byla sestrojena fedénim suspenze bunek destilovanou vodou. Pro
stanoveni suSiny bylo odebrdano 10 ml roztoku bun&cné suspenze. Roztok biomasy byl stocen
(6000 otacek, 10 minut). Roztok nad biomasou byl slit a biomasa byla rozsuspendovand
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v 1 ml destilované vody. Pfipraveny roztok biomasy byl kvantitativné pienesen do predem
zvazenych a vysuSenych hlinikovych misek, které byly ndsledné suSeny ptfit = 105°C do
konstantni hmotnosti. Po vyjmuti a ochlazeni v exsikdtoru byly znovu zviZeny. Rozdil
hmotnosti vdzenek uddval hmotnost biomasy v 10 ml. Nakonec byla zjiSténd koncentrace
prevedend na jednotku g/l. Redénim kultury o zndmé koncentraci biomasy byla sestrojena
kalibracni pfimka Agzonm = f(Chiomasa)- Kalibracni kfivka se sklddala z 10 hodnot, kdy bylo
postupné piiddvano 300 pl kultury a doplné€no na 3 ml destilovanou vodou.

3.3.2 Stanoveni koncentrace biomasy

Koncentrace biomasy pomoci spektrofotometrického méteni zakalu byla stanovovana vzdy
v urCitych cCasovych intervalech od =zaciatku kultivace. Bylo odebrdno zhruba 5 ml
z kultivacniho média a roztok byl méfen nenatredény, nebo v piipadé€ potieby po naredéni pfi
vinové délce A = 630 nm proti destilované vode jako blanku. Prepocet na suchou hmotnost
biomasy byl proveden pomoci sestrojené kalibracni ptimky.

3.4 Stanoveni proteazové aktivity vybranymi metodami

3.4.1 Stanoveni proteazové aktivity pomoci azokaseinu

Principem stanoveni protedzové aktivity je enzymové Sté€peni azokaseinu na
azooligopeptidy rozpustné v kyselin€ trichloroctové. Azokasein je bilkovina, jejiZ nékteré
aminokyseliny jsou substituovdny vhodnym azobarvivem. Princip testu spoc¢ivad ve vysrdZzeni
azokaseinu pusobenim trichloroctové. Vznikld sraZenina ptechdzi pii centifugaci do
sraZzeniny, zatimco azopeptidy vzniklé enzymovou hydrolyzou azokaseinu zlstavaji
v supernatantu. Rozdil absorbance supernatantu (A =440 nm) a blanku uddvd po prepoctu
enzymovou aktivitu pfitomnych protedz. Z takto ziskané absorbance byla vypoctena aktivita
enzymu. Jednotka vtomto ptipadé je U/ml, coZ je mnoZstvi enzymu, které katalyzuje
pfeménu substratu doprovazenou vzristem absorbance o 0,001 za 1 minutu pfi podminkach
testu [12].

3.4.2 Stanoveni proteazové aktivity v UV-VIS oblasti

Protedzovd aktivita touto metodou je zaloZena na stejném principu jako stanoveni
protedzové aktivity pomoci azokaseinu, jen jsou v tomto piipadé spektorofometricky
detekovany aromatické aminokyseliny pfi vinové délce 280 nm. Byl pouZit komercné
(alkaldza) dostupny enzym, ktery byl pfididn ke kaseinu a albuminu, kdy vzorky byly 10x,
100x a 1000x nafedény. Nakonec byla prométena absorbance v UV-VIS oblasti. Jednotku
v tomto piipad€ predstavuje mnoZstvi enzymu, které uvolni 1 pmol tyrosinu za 1 minutu za
podminek testu.

Byla sestrojena také kalibracni kfivka tyrosinu. Byly proméfeny hodnoty 10 koncentraci
tyrosinu vrozmezi 0,1 — 1 mmol/l. Zkalibracni kiivky bylo poté vypocteno mnoZstvi
uvolnéného tyrosinu.
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3.4.3 Stanoveni proteazové aktivity biuretovou metodou

Biuretovd metoda je zaloZena na tvorbé fialové zbarvenych cheldtd médi s bilkovinou.
Ruzné bilkoviny davaji tuto reakci se stejnou intenzitou. Touto metodou byla pouzita
bilkovina kasein a albumin, které byly 10-, 100- a 1000-krit nafedény. Do zkumavky byl
odmeéten 1 ml vzorku bilkoviny a bylo doplnéno fyziologickym roztokem na 3 ml. Poté bylo
pfiddno 0,3 ml biuretového Cinidla. Vzorky byly ddny do termostatu a byly inkubovany po
dobu 30 minut. Aktivita v tomto piipadé byla vypoctena jako ubytek peptidovych vazeb
z rozdilu absorbance pted a po inkubaci [8].

3.5 Studium rastu biomasy a proteazové aktivity v zakladnim médiu

3.5.1 Rust biomasy v zakladnim médiu v zavislosti na ¢ase

Byly pfipraveny kultiva¢ni média tvofené zdkladnim BM médiem o objemu 30 ml, které
byly posléze sterilovdny a poté zaoCkovany 1 ml inokula. Kultivace probihala 34 hodin, kdy
jednotlivé odbéry byly provedeny po 4, 8, 12, 26, 30 a 34 hodinich. Ptfi kazdém odbé&ru bylo
odebrdno 5 ml kultury v o¢kovacim boxu a byla proméfena absorbance pii vinové délce A =
630 nm proti destilované vod¢ jako blanku. V piipadé potieby byl roztok zfedén. Byla ziskdna
zakladni rustova kfivka bakterie Bacillus subtilis.

3.5.2 Proteazova aktivita v zakladnim médiu v zavislosti na ¢ase

Pfi jednotlivych odbérech (4, 8, 12, 26, 30, 34 hodin) bylo odebrdano 5 ml vzorku, ze
kterého bylo odpipetovano 1,5 ml do mikrozkumavek typu Eppendorf. Roztoky byly stoCeny
v mikrocentrifuze (10000 rpm., 8 minut). Ciry roztok byl pielit do novych mikrozkumavek
typu Eppendorf , byla v ném stanovena protedzova aktivita s vyuZitim azokaseinu a byl uréen
Cas, pii kterém byla protedzov4 aktivita nejvyssi.

3.6 Studium vlivu substratu na rust biomasy a proteazovou aktivitu

3.6.1 Vliv substratu na rust biomasy

Bylo pfipraveno 7 kultivaénich médii obsahujici zdkladni komponenty pro piipravu
kultivacniho BM média. Barika ¢. 1 obsahovala toto zakladni médium, barika ¢. 2 obsahovala
zakladni médium o dvojndsobné koncentraci vSech sloZek, do dal§ich ban€k byly pridany
k zdkladnimu médiu cukry sacharéza (banka €. 3), glukéza (C. 4), laktéza (€. 5) a xyldéza
(€. 6), do banky ¢. 7 byla pfidina mlécna bilkovina kasein o koncentraci 8 g/l. Byly
pfipraveny kultivacni média o objemu 30 ml do Erlenmayerovych ban¢k o objemu 100 ml.
Takto byly pfipraveny dv€ sady kultivaCnich médii, kterd byla posléze sterilovdny
a zaockovéany 1 ml inokula pipetou. Kultura byla kultivovana 32 hodin pfti 30 °C na rotacni
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trepacce pii 170 rpm. Po 32 hodindch bylo z kazdé barky odebrano zhruba 5 ml kultury
a byla proméfena absorbance pfti vlnové délce A = 630 nm proti destilované vod¢ jako blanku.
Prepocet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomoci sestrojené kalibrani piimky
a hodnoty byly porovnény.

3.6.2 Vliv substratu na proteazovou aktivitu

Po 32 hodinich kultivace bylo odebrdno zhruba 5 ml kultury a do mikrozkumavek typu
Eppendorf bylo odpipetovano 1,5ml této kultury, centrifugovdno v mikrocentrifuze
(10000 rpm., 8 minut). Stoceny roztok obsahujici enzym byl ptelit do novych mikrozkumavek
typu Eppendorf a byla stanovena protedzovd aktivita metodou pomoci azokaseinu u vSech
kultur a hodnoty byly porovnany.

3.7 Stanoveni rustové a produkc¢ni krivky ve dvou koncentrovanych médiich

3.7.1 Stanoveni rustové krivky

Byly pfipraveny 2 kultivacni média, prvni bylo tvofeno zdkladnim BM médiem a druhé
bylo tvofeno stejnym médiem obsahujici dvojndsobné koncentrace danych slozek. Takto byly
pfipraveny kultivaéni média o objemu 30 ml, které byly posléze sterilovany a poté
zaockovany 1 ml inokula pipetou. Kultivace probihala 48 hodin, kdy jednotlivé odbéry byly
provedeny po 4, 8, 20, 24, 28, 32, 44 a 48 hodinich. Pfi kazdém odbéru bylo odebrdno 5 ml
kultury v o¢kovacim boxu a byla proméfena absorbance pii vinové délce A = 630 nm proti
destilované vodé¢ jako blanku. V piipadé€ potieby byl roztok zfeden.

3.7.2 Stanoveni produk¢ni kiivky

Pti jednotlivych odbérech (4, 8, 20,24, 28, 32, 44 a 48 hodin) bylo odebrdno 5 ml vzorku,
ze kterého bylo odpipetovdno 1,5 ml do mikrozkumavek typu Eppendorf, centrifugovano
v mikrocentrifuze (10000 rpm., 8 minut). Ciry roztok byl pielit do novych mikrozkumavek
typu Eppendorf a byla stanovena protedzova aktivita metodou pomoci azokaseinu a byl uréen
Cas, pii kterém byla protedzov4 aktivita nejvyssi.

3.8 Studium vlivu stresovych faktoru na rust a proteazovou aktivitu

3.8.1 Vliv etanolového stresu na rust a proteazovou aktivitu

V Erlenmayerovych barfikdch o objemu 100 ml byla kultivovédna bakterie Bacillus subtilis
v 30 ml kultivaéniho BM média o dvojndsobné koncentraci vSech slozek. Kultura byla po
zaockovani kultivovdna 32 hodin pii 30°C na rotacni tfepacce pii 170 rpm. Aplikace
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etanolového stresu byla provedena ve dvacété hodiné, kdy byl pfiddn do jedné banky 1%
etanol a do druhé 3% etanol. Bylo provedeno paralelni stanoveni a také byla zaroven
kultivovéna kontrola.

Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofotometricky a protedzovd aktivita
metodou pomoci azokaseinu.

3.8.2 Vliv osmotického stresu na rust a proteazovou aktivitu

V Erlenmayerovych barfikdch o objemu 250 ml byla kultivovédna bakterie Bacillus subtilis
v 30 ml kultivaéniho BM média o dvojndsobné koncentraci vSech slozek. Kultura byla po
zaoCkovani kultivovdna 32 hodin pfi 30°C na rotacni tfepacce pii 170 rpm. Aplikace chloridu
sodného byla provedena ve dvacéaté hodin€, kdy byl pfiddn do jedné baiiky 1% NaCl a do
druhé 3% NaCl. Bylo provedeno paralelni stanoveni a také byla zdroven kultivovana kontrola.
Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofotometricky a protedzova aktivita metodou
pomoci azokaseinu.

3.8.3 Vliv peroxidového stresu na rust a proteazovou aktivitu

V Erlenmayerovych barfikdch o objemu 250 ml byla kultivovédna bakterie Bacillus subtilis
v 30 ml kultivaéniho BM média o dvojndsobné koncentraci vSech slozek. Kultura byla po
zaoCkovani kultivovdna 32 hodin pii 30°C na rotacni tfepacce pii 170 rpm. Aplikace
peroxidového stresu byla provedena ve dvacdté hodin€, kdy byl pfiddn do jedné baiky
0,5 mmol H,O;, a do druhé 3 mmol H,O,. Bylo provedeno paralelni stanoveni a také byla
zaroven kultivovana kontrola.

Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofotometricky a protedzovd aktivita
metodou pomoci azokaseinu.

24



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibrace spektrofotometrického stanoveni biomasy

Kalibracni zdvislost mnozZstvi suché biomasy a zdkalu byla stanovena z hodnot
spektrofotometrického méfeni zdkalu suspenze bunék pfi vinové délce A = 630 nm, kterd byla
pfipravena presnym fedénim kultury, jejiZ po€atecni suchd hmotnost biomasy byla stanovena
ve dvou paralelnich meéfenich. Ziskand koncentrace byla ziskdna v g/10ml a nakonec
pfevedena na g/l.

Tab. 1: Stanoveni koncentrace biomasy

Hmotnost prazdné Hmotnost vaZenky Hmotnost Koncentrace

vazenky [g] s biomasou [g] biomasy [g] biomasy [g/1]
16,4494 16,4527 0,0033 0,330
16,0418 16,0454 0,0036 0,360
Pramér 0,345

Tab. 2: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni koncentrace

Objem kultury [ml] | Objem vody [ml] | A (630 nm) Eﬁ‘;f: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: Kalibra¢ni zdvislost zdkalu stanoveného pii 630 nm na suché hmotnosti biomasy

Z grafické zavislosti zdkalu na hmotnosti biomasy byla stanovena kalibra¢ni zdvislost y =
4,1772 x, kterd byla ddle pouZivdna pro stanoveni koncentrace biomasy pfi vSech kultivacich,
regresni koeficient byl stanoven na R”=0,9813.

4.2 Mnozstvi biomasy a proteazova aktivita v zakladnim médiu

4.2.1 Vysledky stanoveni rustové krivky v zakladnim médiu

Pro zékladni médium byly nameéreny hodnoty absorbanci (vzdy trikrdt a poté stanoven
pramér) pro jednotlivé odbéry, pii 4, 8, 12, 26, 30 a 34 hodinach. Z praméru jednotlivych
absorbanci byla vypoctena koncentrace biomasy v jednotlivych vzorcich pomoci kalibracni
zavislosti y = 4,1772 x. V ptipad¢ potieby bylo nutné roztok ztedit. Z takto ziskanych hodnot
koncentraci byla vytvofena rastova kfivka. Hodnoty absorbanci jsou v tabulce uvedeny po
vyndsobeni koeficientem zredéni.

Tab. 3: Zavislost koncentrace biomasy na Case kultivace

Casodbéru[h] | A; | Ay | As | As | As | As¢ | Aprim ¢ [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: Rustova kiivka bakterie Bacillus subtilis v zdkladnim kultivaénim médiu

Ze spektrofotometricky naméfenych hodnot byly vypocteny hodnoty koncentraci a byla
sestrojena rastova ktivka Bacillus subtilis v zékladnim médiu.

4.2.2 Vysledky stanoveni proteazové aktivity v zakladnim médiu

Pro zadkladni médium byly metodou pomoci azokaseinu ziskdny hodnoty absorbanci pfi
jednotlivych odbérech, ze kterych byla vypoltena protedzova aktivita podle vzorce:

A-1000
a =

Z vyslednych hodnot aktivity byla sestrojena zdvislost na Case.

Tab. 4: Zavislost protedzové aktivity na Case kultivace

Casodbéru[h]l | A; | A; | Az | As |Apim| al[Uml]
4 0,004 | 0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,002 | 044+0,11
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 | 45,44 322

-10, kde A je absorbance a 45 je pocet minut inkubace v termostatu.
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Graf 3: Zavislost protedzové aktivity na Case kultivace pro zdkladni médium

Ze spektrofotometricky naméfenych hodnot byly vypoCteny hodnoty protedzovych aktivit
metodou pomoci azokaseinu a byla sestrojena zdvislost protedzové aktivity na Case pro
zékladni médium.

4.2.3 Diskuze vysledku stanoveni rustové krivky a proteazové aktivity v zakladnim
médiu

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, v jakém Case kultivace bakterie Bacillus subtilis
v zdkladnim kultivaénim BM médiu dochdzi k maximu koncentrace biomasy a pfi jakém Case
kultivace je nejvyssi protedzova aktivita. Pro kvalitni srovnani byl vZdy pouZzit stejny vzorek
ve dvou paralelnich stanovenich.

Pfi stanoveni koncentrace biomasy spektrofotometrickou metodou méfeni zdkalu nedoslo
k ngjakym vetSim nepresnostem pii stanoveni. Maximum koncentrace biomasy bylo
stanoveno v Case 30 hodin. Stanovend koncentrace biomasy byla 0,459 £ 0,001 g/l. Nejvyssi
protedzova aktivita byla stanovena také v Case 30 hodin. Stanovend aktivita byla
75,11 £ 8,33 U/ml. Sestrojend rustova kiivka ma predpoklddany prubéh, kdy nejdiive
dochazelo k exponencidlnimu rastu biomasy, kdy maxima dosdhla v ¢ase 34 hodin, a poté
zacCaly bunky hynout v disledku vycCerpani substratu a tvorby produktti metabolismi.

ProtoZe nejvyssi proteazova aktivita korelovala s maximem rastu a byla pozorovana ve
30. hodiné¢ kultivace, v nasledujicim experimentu byly stanoveni protedzové aktivity
provedeny pravé v tomto Case kultivace.
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4.3

4.3.1 Vysledek stanoveni proteazové aktivity pomoci azokaseinu

Vysledky stanoveni proteazové aktivity raznymi metodami

Byly ziskdny hodnoty absorbanci 10-, 100- a 1000-krat nafedénych vzorkl. Protedzova
aktivita byla vypocitana jako v pfedchozich ptipadech (kap 3.4.1.).

Tab. 5: Naméfené a vypocitané hodnoty pro stanoveni pomoci azokaseinu

Vzorek Aq Az | Aprim a [U/ml]
Kasein—fedéno 10x | 0,643 | 0,657 | 0,650 144,44 + 1,56
Kasein—100x 0,666 | 0,642 | 0,654 145,33 £ 2,67
Kasein—1000x 0,774 | 0,706 | 0,740 164,44 £ 7,56
Albumin—10x 0,483 | 0,492 | 0,488 108,33 £ 1,00
Albumin—100x 0,488 | 0,489 | 0,489 108,56 £ 0,11
Albumin—1000x 0,583 | 0,524 | 0,554 123,00 £ 6,56

4.3.2 Vysledek stanoveni proteazové aktivity v UV-VIS oblasti

Byly ziskany hodnoty absorbanci 10-, 100- a 1000-krat nafedénych vzorkii a hodnota
absorbance pro blank. Z kalibracni kfivky tyrosinu bylo vypocteno mnoZstvi uvolnéného

tyrosinu (kap 3.4.2.).

Tab. 6: Namétené a vypocitané hodnoty pro stanoveni aktivity v UV-VIS

Vzorek A | As | Aprim | Aprimeblank [mnfom] n [mmol] [umo’i‘/min]
Kasein—fedéno 10x | 1,820 [ 1,844 | 1,832 | 1,202 1,09 | 66610° 0,015
Kasein—100x | 0,791 | 0,708 | 0,750 | 0,120 0,11 | 662107 0,001
Kasein—1000x | 0,571 | 0,537 | 0,554 i i i i
Kasein—blank - - 0,630 - - - -
Albumin-10x | 2,750 | 2,894 [ 2,822 | 1,543 140 | 85510° 0,019
Albumin-100x | 1,706 | 1,656 | 1,681 | 0,402 037 | 22210" 0,005
Albumin-1000x | 1,491 | 1440 [ 1466 | 0187 | 0,169 | 1,03-10" 0,002
Albumin-blank - - 1,279 - - - -
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Graf 4: Kalibracni kfivka tyrosinu

Byla stanovena kalibracni zdvislost y = 1,1012x, kterd byla dale pouZita pro stanoveni
koncentrace uvolnéného tyrosinu, regresni koeficient byl stanoven na R” =0,9982.

4.3.3 Vysledek stanoveni proteazové aktivity biuretovou metodou

Byly ziskdany hodnoty absorbanci 10-, 100- a 1000-krat nafedénych vzorkii pfed a po
inkubaci. Protedzova aktivita byla vypoctena jako ubytek peptidovych vazeb z rozdilu
absorbanci pred a po inkubaci (kap. 3.4.3.).

Tab. 7: Namétené a vypocitané hodnoty

vzorek Ay Ay A3z | Aprim | TOzdil | %

Albumin pfed | 0,230 | 0,255 | 0,250 | 0,245

1
Albumin po | 0,220 | 0,202 | 0,214 | 0,212 0033 | 13,5

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

0,024 | 13,2

Kasein po 0,165 | 0,162 | 0,148 | 0,158

4.3.4 Diskuze vysledku stanoveni proteazovych aktivit ruznymi metodami

Cilem bylo stanovit protedzovou aktivitu enzymu riznymi metodami. Jako hlavni metoda
pro stanoveni protedzové aktivity byla pouZivdna metoda pomoci azokaseinu, jednotlivé
vysledky jsou uvedeny vzdy v pfislusné Casti ve vysledcich a diskuzi. V piipadé fedéni
vzorku dochézelo k namé&feni vyssich hodnot protedzové aktivity.

Déle byla vyuZita metoda stanoveni protedzové aktivity, kdy byla detekce provadéna
v UV-VIS oblasti. Aktivita byla vyjddfena jako mnoZstvi uvolnéného tyrosinu, jehoz
mnozZstvi bylo vypocitdno ze sestrojené kalibracni zavislost tyrosinu. Jako substrdat byl
zkoumdn kasein a albumin. Vysledky ukazuji, Ze s klesajici koncentraci substratu klesalo
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i mnoZstvi uvolnéného tyrosinu, tedy protedzovd aktivita. VEtSi protedzova aktivita byla
nameétena u albuminu, u 10-krit fedéného vzorku byla hodnota uvolnéného tyrosinu 8,55-10°
* mmol. Hodnota uvoln&ného tyrosinu u kaseinu byla 6,66-10* mmol. S klesajici koncentraci
aktivita klesala.

Jako druhd metoda byla pouZita biuretovd metoda pro stanoveni protedzové aktivity.
Aktivita v tomto pfipad€ byla vyjidiena jako ubytek peptidovych vazeb vypocteny z rozdilu
absorbanci pred a po inkubaci. Z vysledki méfeni vyplyvd, Ze v piipadé€ albuminu doslo
k ubytku 13,5% peptidovych vazeb, v piipadé kaseinu byl ubytek 13,2%. Stanoveni
protedzové aktivity touto metodou neni piili§ pfesné a slouzi pouze jako orientacni hodnota.

4.4 Vysledky studia vlivu substratu na rust biomasy a proteazovou aktivitu

4.4.1 Vysledky studia vlivu substratu na rust biomasy

Byly nameéfeny hodnoty absorbanci pro 7 riznych kultiva¢nich médii (vzdy trikrat a poté
stanoven priameér) v Case 32 hodin od zacatku kultivace. Prvni médium obsahovalo zakladn{
BM médium, druhé médium stejné slozeni danych latek o dvojndsobné koncentraci, do ttetiho
média byla pfiddna sacharéza, do Ctvrtého glukéza, do patého laktéza, do Sestého kasein a do
posledniho xyl6za, v§e v mnoZstvi 8 g/l.

Z praméru jednotlivych absorbanci byla vypoctena koncentrace biomasy v jednotlivych
vzorcich pomoci kalibra¢ni zavislosti y = 4,1772x. V piipadé potieby bylo nutné roztok ztedit.
Hodnoty koncentraci jsou uvedeny prehledné v tabulce. Z takto ziskanych hodnot koncentraci
bylo ziskdno kultivatni médium, ve kterém se bakterii Bacillus subtilis dafilo nejvice.
Hodnoty absorbanci jsou v tabulce uvedeny po vyndsobeni koeficientem zfedéni.

Tab. 8: Vliv substratu na rust biomasy

Médium A1 A2 A3 A4 A5 A6 Aprﬁm C [g/l]
Zakladni BM 1,578 | 1,722 | 1,986 | 1,914 | 1,980 | 2,010 | 1,865 | 0,447 £0,025
Konc. BM 3,628 | 3,660 | 3,644 | 3,128 | 2,592 | 2,620 | 3,212 | 0,769 £0,031
BM+sacharéza | 0,471 | 0,381 | 0,354 | 0,354 | 0,285 | 0,258 | 0,351 | 0,084 £0,011
BM-+glukdza 0,309 | 0,294 | 0,243 | 0,357 | 0,366 | 0,345 | 0,319 | 0,076 0,004
BM-+laktéza 2,385 | 2,280 | 2,184 | 2,028 | 2,115 | 2,133 | 2,188 | 0,524 +£0,015
BM-+kasein 2,256 | 2,271 | 2,247 | 1,785 | 1,875 | 1,863 | 2,050 | 0,491 £ 0,006
BM+xyléza 2,532 | 2,583 | 2,694 | 2,610 | 2,649 | 2,601 | 2,612 | 0,625£0,011

Poznamka: BM — Bacillus Medium
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Graf 5: Koncentrace biomasy po 32 hodindch v 7 riznych kultivacnich médiich

Ze spektrofotometricky naméfenych hodnot byly vypocteny hodnoty koncentraci a byl
sestrojen graf udavajici vliv substratu na rast biomasy.

4.4.2 Vysledky studia vlivu substratu na proteazovou aktivitu

Pro 7 kultiva¢nich médii byly metodou pomoci kaseinu ziskdny hodnoty absorbanci v Case
32 hodin od zacétku kultivace, ze kterych byla vypoctena protedzova aktivita podle vzorce:
A-1000
a= -10,
45
kde A je absorbance a 45 je poCet minut inkubace v termostatu. Z vyslednych hodnot
aktivity byl sestrojen graf uddvajici vliv substritu na protedzovou aktivitu.

Tab. 9: Vliv substratu na produkci protedz

Médium Ay A, Aj A4 | Aprim a [U/ml]
Zikladni BM 0,434 | 0,509 | 0,392 | 0473 | 0,452 | 100,44 £ 8,67
Konc. BM 0,437 | 0,381 | 0,375 | 0417 | 0,403 | 89,44 +5,44

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

BM-+glukdza 0,174 | 0,169 | 0,159 | 0,159 | 0,165 | 36,72 £0,28

BM-+laktéza 0,325 | 0,361 | 0,390 | 0413 | 0,372 | 82,72 +3,28

BM-kasein 0,247 | 0,252 | 0,285 0,291 | 0,269 | 59,72 +0,61

BM-+xyléza 0,347 | 0,469 | 0,363 | 0,372 | 0,388 | 86,17 +7,28

32



120 -

100

80 -
60 -
40
0 ‘

Zékladni Dvojnisobnd Sacharéza  Glukdza Laktéza Kasein Xyl6za
kultivaéni  koncentrace
médium

Aktivita [U/ml]

Piidana latka

Graf 6: Protedzov4 aktivita po 32 hodindch v 7 kultivaénich médiich

Ze spektrofotometricky naméfenych hodnot byly vypoCteny hodnoty protedzovych aktivit
a byl sestrojen graf udédvajici vliv substratu na protedzovou aktivitu.

4.4.3 Diskuze vysledku studia vlivu substratu na rust a produkci

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda-li nedochdzi vlivem pfidaného substratu
k zdkladnimu kultivacnimu médiu Bacillus subtilis k rychlejSimu ¢i vétSimu rastu biomasy,
neZ tomu bylo v pfipadé¢ zdkladniho BM média. Pro kvalitni srovndni byl vzdy pouZit stejny
vzorek ve dvou paralelnich stanovenich. Kazd4 kultivace byla povedena paralelné a kazdy
sledovany parametr byl pak také paraleln€ analyzovan.

Pfi stanoveni koncentrace biomasy spektrofotometrickou metodou meéfeni zdkalu
nedochdzelo k néjakym vétSim nepfesnostem pii stanoveni. Paralelni stanoveni se trochu
lifila, jednotlivé kultivace vykazovaly rozptyl hodnot maximdlné o 20%. Vzorky byly
odebirdny po 32 hodindch kultivace od pocéitku, a to vzhledem ktomu Ze v prvnim
experimentu byla koncentrace nejvyssi prave pii 32 hodindch. Nejvyssi koncentrace biomasy
byla stanovena v kultivaénim médiu obsahujicim dvojndsobné koncentrace sloZzek BM média,
nez udava Ceskd sbirka mikroorganismd pro optimalni kultivaéni médium pro bakterie rodu
Bacillus. Tato koncentrace byla stanovena na 0,768 + 0,031 g/l. Pro srovndni koncentrace
v zdkladnim médiu byla stanovena na 0,447 £ 0,025 g/1.

Nejmensi nartst biomasy byl pozorovan v kultivaénim médiu obsahujicim mimo
zékladnich slozek monosacharid glukézu a disacharid sachar6zu. Koncentrace biomasy byla
stanovena na 0,076 £ 0,004 g/I resp. 0,084 = 0,011 g/l. Pfidavkem xylézy, laktzy a kaseinu
doSlo také k vétsimu ndartstu biomasy neZ tomu bylo u zakladniho média, hodnoty
koncentraci ¢inily 0,625 £ 0,011 g/1, 0,527 £ 0,015 g/ resp. 0,491 £ 0,011 g/1.
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Nejvyssi protedzovd aktivita metodou pomoci kaseinu byla stanovena v zdkladnim BM
médiu na 100,44 = 8,67 U/ml. Protedzovd aktivita v kultivaénim médiu o dvojndsobném
sloZeni danych komponent byla stanovena na 89,44 + 8,44 U/ml, tedy jako druhd nejvyssi.
Nejnizsi hodnoty protedzovych aktivit byly nameétfeny u kultivacnich médii s piidavkem
glukézy a sachardzy.

Tyto vysledky slouZzily k dal§imu experimentu. V dal§Sim experimentu byly detailné&ji
studovany a porovnany rustové charakteristiky a protedzova aktivita v zdkladnim médiu
a médiu o dvojndsobné koncentraci.

4.5 Vysledky stanoveni rustové a produkcni kiivky

4.5.1 Vysledky stanoveni rustové krivky

Byly nameéfeny hodnoty absorbanci pro zdkladni BM médium a BM médium
o dvojndsobné koncentraci jednotlivych slozek (vZdy tiikrat a poté stanoven prameér) pro
jednotlivé odbéry, pii 4, 8, 20, 24, 28, 32, 44 a 48 hodinich. Z pruméru jednotlivych
absorbanci byla vypoctena koncentrace biomasy v jednotlivych vzorcich pomoci kalibracni
zavislosti y = 4,1772x. V ptipadé potieby bylo nutné roztok zfedit. Z takto ziskanych hodnot
koncentraci byla vytvofena rustova kiivka pro srovnani pro zdkladni médium a pro médium
o dvojnédsobné koncentraci.

Tab. 10: Koncentrace biomasy pfi jednotlivych odbérech v zdkladnim médiu

Casodbéru[hl | A; | Ay | As | Ay | As | A¢ | Aprim ¢ [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 dvojndsobné€ koncentrovaném médiu

Casodbéru[hl | A; | A, | As | Ay | As | A | Aprim ¢ [g/]
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 | 4299 | 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 | 4434 | 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: Porovnani ristovych kiivek bakterie v zakladnim a dvojndsobném kultivacnim médiu

Ze spektrofotometricky naméfenych hodnot byly vypocteny hodnoty koncentraci a byla
sestrojena rustova kfivka bakterie Bacillus subtilis jak pro zakladni médium, tak pro zakladn{
médium o dvojndsobné koncentraci.

4.5.2 Vysledky stanoveni produkéni kiivky

Byly ziskdny hodnoty absorbanci metodou pomoci azokaseinu pro zdkladni kultivacni
médium Bacillus Medium dle Ceské sbirky mikroorganisméi a pro toto zdkladni médium
o dvojndsobné koncentraci pti odb&rech v Case 4, 8, 20, 24, 28, 32, 44 a 48 hodin od zacétku
kultivace. Z vyslednych hodnot aktivity byl sestrojen graf porovndvajici protedzové aktivity
v obou médiich na Case.

Tab. 12: Protedzov4 aktivita pfi jednotlivych odbérech v zdkladnim médiu

Casodbéru[hl | A; | A; | Az | As | Aprim 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: Protedzov4 aktivita ve dvojndsobné koncentrovaném médiu

Casodbéru[hl | A; | A; | Az | As | Aprim a [U/ml]
4 0,075 | 0,085 | 0,163 | 0,141 | 0,116 | 25,78 +822
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 +2.381
24 0,227 | 0,312 0,244 | 0,333 | 0279 | 62,00 +9,90
28 0,351 | 0,401 | 0,343 | 0,346 | 0,360 | 80,06 + 527
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
100 -
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Graf 8: Porovnéni protedzovych aktivit v zakladnim a dvojndsobné koncentrovaném médiu

Ze spektrofotometricky naméfenych hodnot byly vypoCteny hodnoty protedzovych aktivit
metodou pomoci kaseinu a byla sestrojena zdvislost protedzovych aktivit na Case bakterie
Bacillus subtilis jak pro zdkladni médium, tak pro zdkladni médium o dvojndsobné
koncentraci.

4.5.3 Diskuze vysledku stanoveni rustovych a produkc¢nich krivek

Cilem tohoto experimentu bylo porovnat rustové kfivky a hodnoty protedzovych aktivit
v jednotlivych odbérech bakterie Bacillus subtilis. Odbéry byly provddény v Casech 4, 8, 20,
24, 28, 32, 44 a 48 hodin. Pro kvalitni srovndni byl vZdy pouZzit stejny vzorek ve dvou
paralelnich stanovenich.

Pii stanoveni rastové kiivky pro zakladni médium spektrofotometrickou metodou meéfeni
zdkalu nedochézelo k néjakym vétSim nepresnostem pii stanoveni. Paralelni stanoveni se
trochu lisila, kdy jednotlivé kultivace se liSi maximédlné o 20%. Maximalniho rlstu
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v zdkladnim médiu bylo dosaZeno piekvapivé jiz v Case 20 a 24 hodin od zacédtku kultivace,
poté koncentrace biomasy klesala. Maximdlniho rustu ve dvojnasobné koncentrovaném médiu
dosdhla bakterie Bacillus subtilis v Case 32 hodin, konkrétn¢ 1,113 + 0,013 g/l, coZ odpovida
predchozim experimentim. Hodnoty koncentraci biomasy ve dvojnasobné koncentrovaném
médiu jsou oproti koncentracim biomasy v zdkladnim médiu zhruba dvakrit vétsi. Nejvyssi
protedzova aktivita v zdkladnim médiu byla nameétena v Case 28 hodin od zacatku kultivace
(73,11 £10,49 U/ml). Pro porovnini, nejvyS§i protedzovd aktivita ve dvojndsobné
koncentrovaném médiu byla naméfena v ¢ase 32 hodin (88,28 £ 7,32 U/ml), kdy byla také
stanovena nejvyssi koncentrace biomasy. Hodnoty protedzovych aktivit jsou ve dvojnasobné
koncentrovaném médiu o néco vyssi nez v zdkladnim médiu.

Vysledkem tohoto experimentu tedy je, Ze ve dvojndsobné koncentrovaném médiu, neZzli je
predepsana koncentrace BM média dochazi k vétSimu a rychlej§imu rastu biomasy a také
hodnoty protedzovych aktivit jsou vys§i. Tyto vysledky slouZily k dalSimu experimentu.
V dal$im experimentu bylo pouZito jiZ dvojndsobné koncentrované médium a byl zkouman
vliv stresovych faktorti v tomto kultivacnim médiu.

4.6 Vysledky studia vlivu stresovych faktora na rust a proteazovou aktivitu

4.6.1 Vysledky studia vlivu etanolového stresu na rust biomasy

Koncentrace biomasy byla stanovena spektrofotometrickym méfenim zdkalu vzorku, ktery
byl odebran ve 32. hodin€ od pocétku kultivace, kdy ve 20. hodin¢ doslo k aplikaci 1% a 3%
etanolu do dvojnasobné koncentrovaného kultivaéniho BM média. Hodnoty absorbanci jsou
v tabulce udany jiZ po vyndsobeni zfed'ovacim koeficientem.

Tab. 14: Koncentrace biomasy po aplikaci etanolového stresu

Ay A, A3 A4 As A6 | Aprim c [gN]

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 proteazovou aktivitu

A-1000
45
kde A je absorbance a 45 je pocet minut inkubace v termostatu. Vzorky byly odebrany
v ¢ase 32 hodin od zaCatku kultivace, kdy v ¢ase 20 hodin byl pfiddn 1% a 3% etanol do
dvojndasobné koncentrovaného kultivaéniho BM média.

Protedzové aktivita byla vypoctena podle vzorce: a = -10,
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Tab. 15: Protedzov4 aktivita po aplikaci etanolového stresu

A1 A2 A3 A4 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 na rust biomasy

Koncentrace biomasy byla vypocitina spektrofotometrickym meéfenim zdkalu vzorku,
ktery byl odebrdn ve 32. hodin€ od pocatku kultivace, kdy ve 20. hodiné€ doslo k aplikaci 1%
a 3% NaCl do dvojndasobné& koncentrovaného BM média. Hodnoty absorbanci jsou v tabulce
udany jiz po vynésobeni zied'ovacim koeficientem.

Tab. 16: Koncentrace biomasy po aplikaci osmotického stresu

Ay A, A3 A4 As A6 | Aprim c [gN]

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

NaCl3% | 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 proteazovou aktivitu

A-1000

45
kde A je absorbance a 45 je pocet minut inkubace v termostatu. Vzorky byly odebrany
v ¢ase 32 hodin od zacédtku kultivace, kdy v €ase 20 hodin byl pfiddn 1% a 3% NaCl do
dvojndasobné koncentrovaného kultivaéniho BM média.

Protedzové aktivita byla vypoctena podle vzorce: a = -10,

Tab. 17: Protedzov4 aktivita po aplikaci osmotického stresu

A1 A2 A3 A4 Aprﬁm 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 na rust biomasy

Koncentrace biomasy byla vypocitdna spektrofotometrickym méfenim zdkalu vzorku,
ktery byl odebran ve 32. hodiné od pocitku kultivace, kdy ve 20. hodin€ doslo k aplikaci
0,5 mmol a 3 mmol H,O; do dvojnédsobné koncentrovaného kultivaéniho BM média. Hodnoty
absorbanci jsou v tabulce udény jiZ po vyndsobeni zfed' ovacim koeficientem.
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Tab. 18: Koncentrace biomasy po aplikaci peroxidového stresu

Ay A, Aj Ay As A6 | Aprim c [gN]

H>0, 0,5 mmol | 3,638 | 3,714 | 3,732 | 4,248 | 4,572 | 4,464 | 4,063 | 0,973 £ 0,020

H,O0, 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 proteazovou aktivitu

A-1000
45
kde A je absorbance a 45 je poCet minut inkubace v termostatu. Vzorky byly odebrdny

v €ase 32 hodin od zacatku kultivace, kdy v €ase 20 hodin byl ptiddn 0,5 mmol a 3 mmol

H,0; do dvojndsobné koncentrovaného kultivaéniho BM média

Protedzové aktivita byla vypoctena podle vzorce: a = 10,

Tab. 19: Protedzov4 aktivita po aplikaci peroxidového stresu

Aq A, Az Ay Aprﬁm a [U/ml]

H>0, 0,5 mmol | 0,214 | 0,346 | 0,311 | 0,266 | 0,284 | 63,17 £ 11,00

H,0, 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

14

1,2

c[gN]

NaCll1% NaCl3% EtOH1% EtOH3% H2020,5 H202 3 Kontrola
mmol mmol

Piidan4 latka

1,0 -

08

06

04 -

02 - .

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Graf 9: Porovnani koncentrace biomasy B.subtilis po aplikaci stresovych faktort
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Graf 10: Porovnani protedzovych aktivit po aplikaci stresovych faktort

4.6.7 Diskuze vysledku vlivu stresovych faktoru na rast B.subtilis a produkci proteaz

Provedenou studii bylo zjis$téno, Ze pridavkem jakéhokoliv stresu ve 20. hodin€ dochézi jak
ke zménam v ristu biomasy, tak ke zménam u proteolytické aktivity. Z danych vysledka lze
usoudit, Ze aplikace etanolového, peroxidového a osmotického stresu md negativni vliv jak na
rast biomasy, tak na protedazovou aktivitu. Vyjimkou je zvySeni proteazové aktivity po
aplikaci peroxidového stresu, konkrétné 0,5 mmol H,O,, kdy doslo k nartstu proteolytické
aktivity v porovndni s kontrolou.

Po aplikaci etanolového stresu doSlo ke sniZeni produkce biomasy, a to jak po aplikaci 1%
1 3% etanolu oproti kontrole. Po aplikaci 1% etanolu doSlo ke sniZeni produkce biomasy
zhruba o 43%. Po aplikaci 3% etanolu doSlo ke sniZzeni produkce o vice nez 73%. Je tedy
ziejmé, 7Ze etanol je pro bakteridlni kultury toxicky jiz v téchto relativné nizkych
koncentracich. Po aplikaci osmotického stresu doSlo po aplikaci 1% NaCl ke zvySeni
produkce biomasy o 12,5%. Po aplikaci 3% NaCl doslo jiz ke sniZeni produkce o vice nez
25%. 1 v tomto ptfipad€ lze konstatovat, Ze siln€jSi osmoticky stres mé€l vyrazny inhibicni
ucinek na rust biomasy. V piipadé peroxidového stresu doslo po aplikaci 0,5 mmol H,O, ke
sniZzeni produkce o 15%, v ptipad€ aplikace 3 mmol H,O, nedoslo k prakticky k zddné zmené
u produkce biomasy.

Co se tyCe hodnot proteolytickych aktivit, dochdzelo vzdy ke sniZeni proteolytické
aktivity, az na jednu vyjimku, kdy po aplikaci 0,5 mmol H»O; doSlo ke zvySeni hodnoty
proteolytické aktivity. U kontroly byla hodnota zjiSténa 54,67 = 3,01 U/ml, po aplikaci
0,5 mol H,O; byla hodnota proteolytické aktivity stanovena na 63,17 = 11,00 U/ml. Narozdil
od studie [9], kdy vystavenim bakteridlni kultury osmotickému Soku dochdzelo k navySeni
produkce proteolytickych enzymu, jsme v naSem piipadé€ navySeni produkce téchto enzymu
nepozorovali.
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5 ZAVER

Vramci predlozené price byly studovdny moZnosti produkce mikrobidlnich
proteolytickych enzymu. K produkci téchto enzymu byla vyuZzita bakterie Bacillus subtilis,
coz je bakterie vyuZivdna k primyslové vyrobé téchto enzymd. V prabéhu kultivaci byl
studovan rust biomasy a produkce proteolytickych enzymua v zdvislosti na typu substratu
a aplikaci vybranych stresovych faktora (chloridu sodného, peroxidu vodiku a etanolu).

V teoretické Casti byly shrnuty zdkladni informace zabyvajici se popisem, vlastnostmi,
mechanismem plisobeni a mikrobidlnimi producenty proteolytickych enzyma. Cést teoretické
price je také vénovdna pramyslovému vyuziti proteolytickych enzymu, predev§im
mikrobidlnich proteolytickych enzymi. Nejvétsi vyuziti téchto enzymu je v tzv. detergentech,
denaturovanou bilkovinu ulpivajici na pradle na peptidy, které se nasledné odplavi.

V prvnim experimentu praktické cCasti byla stanovena ristovd a produkéni kiivka
v zdkladnim BM médiu. Maximdlni koncentrace (0,459 0,011 g/l) bylo dosaZeno
v 30. hodin€¢ kultivace. NejvysSi protedzova aktivita byla naméfena ve stejné hodiné
kultivace. Hodnota protedzové aktivity Cinila 75,11 £8,11 U/ml. Koncentrace biomasy
v kazdém odbéru byla stanovena spektrofotometrickym méfenim zdkalu pii vinové délce A =
630 nm. PrepocCet na koncentraci biomasy byl proveden pomoci sestrojené kalibracni piimky.
Protedzové aktivita byla ve vSech ptipadech stanovovdna metodou pomoci azokaseinu.

V dal§im experimentu byla pro porovnani stanovena protedzova aktivita riznymi
metodami. Jako hlavni metoda pro stanoveni protedzovych aktivit byla pouZivina metoda
pomoci azokaseinu. Jako druhd byla pouZita metoda stanoveni protedzové aktivity v UV-VIS
oblasti, jejiz provedeni od prvni 1i§i pouze tim, Ze k detekci uvoln€nych aromatickych
aminokyselin dochdzi v UV-VIS oblasti. Jako posledni byla pouZita metoda stanoveni
protedzové aktivity biuretovou metodou, kterd je zaloZena na tvorbé fialové zbarvenych
chelati médi s bilkovinou. Tato metoda nenf piili§ pfesna a slouzi pouze jako orientacni.

V dalSim experimentu byl studovan vliv substratu na rust a protedzovou aktivitu. Bylo zde
pouzito zdkladni kultivatni BM médium o dvojndsobné koncentraci, dile BM médium
s pfidavkem dalSich latek, coz byla sacharéza, glukéza, laktéza, xyléza a kasein. Nejvétsiho
narastu biomasy v 32. hodiné kultivace bylo dosazeno v zdkladnim kultivaénim médiu
o dvojndsobné koncentraci. Nejvétsi protedzovd aktivita byla naméfena v zdkladnim
kultivatnim médiu, ve dvojndsobné koncentrovaném médiu byla aktivita naméfena o néco
niz§i. Naopak silnymi inhibitory ristu biomasy a protedzové aktivity byly sachardza
a glukoza.

Vzhledem k vysledkiim predchoziho experimentu byly v dal$im experimentu stanoveny a
porovnany rastové a produkéni kiivky v zdkladnim kultivatnim BM médiu ve stejném
kultivaénim médiu o dvojndsobné koncentraci. Hodnoty koncentraci biomasy i hodnoty
protedzovych aktivit byly ve dvojndsobné koncentrovaném médiu zhruba dvakrat vyssi.

Ve stresovych experimentech byl studovan vliv vybranych stresovych faktor na rast
biomasy a protedzovou aktivitu. Jako stresové faktory byly pouZity etanol (1% a 3%), NaCl
(1% a 3%) a H,O, (0,5 a 3 mmol). Z vysledka je patrné, Ze aplikace téchto stresi md spiSe
toxicky ucinek jak na rast biomasy, tak na protedzovou aktivitu. Vyjimkou je zvySeni
protedzové aktivity po aplikaci peroxidového stresu, (0,5 mmol H»0;) kdy doslo
k nepatrnému nartstu proteolytické aktivity v porovnani s kontrolou. Na rozdil od jinych
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autort, ktefi prokazali zvySeni produkce protedz vystavenim bakteridlni kultury osmotickému
Soku, v naSem piipadé takové navySeni pozorovidno nebylo. Aplikace pouZitych stresovych
faktort tedy nevedla ke zvySeni vytézku jak biomasy, tak proteolytickych enzymi.

Vyuziti mikrobidlnich proteolytickych enzymi ma v primyslu své misto a v soucasné dobe
je provadéno mnoho studii vedouci k vylepSeni vlastnosti téchto latek a zefektivnéni jejich
biotechnologické produkce.
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