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1. Đvod 

 

C²lem pŚedloģen® diplomov® pr§ce s n§zvem Aktivita celul§zy C1 a FP 

v komerļn²ch prepar§tech a jej² odezva  pŚi hydrolĨze vybranĨch druhŢ biomasy  

je stanoven² aktivity enzymu celul§zy v komerļn²ch, bŊģnŊ dostupnĨch, prepar§tech a 

jej² ¼ļinnost pŚi hydrolĨze vybranĨch typŢ biomasy. Enzym celul§za ġtŊp² polysacharid 

celul·zu, nejhojnŊji se vyskytuj²c² polysacharid na svŊtŊ, aģ na beta-D-gluk·zu, kter§ je 

vĨznamnou surovinou. Znalost aktivity enzymŢ je nutn§ z nŊkolika dŢvodŢ a to 

pŚedevġ²m pro sledov§n² vĨroby a izolace enzymŢ,  ke standardizaci a stanoven² 

vlastnost² obchodn²ch prepar§tŢ, a pŚedevġ²m ke stanoven² spr§vn®ho mnoģstv² enzymu 

jako pŚ²davku k urļit®mu technologick®mu procesu. 

VĨrobce obvykle stanovuje aktivitu enzymŢ metodami vesmŊs volenĨmi podle 

jeho potŚeb, zejm®na ke sledov§n² vĨroby a izolace enzymŢ,  ke standardizaci a 

stanoven² vlastnost² obchodn²ch prepar§tŢ, a nikoli z hlediska vhodnosti tŊchto metod 

k praktick®mu vyuģit². V t®to souvislosti je tŚeba uv®st, ģe enzymy vyr§b² mnoho firem, 

kter® spolu soutŊģ². Proto ļasto ud§vaj² aktivitu svĨch enzymovĨch prepar§tŢ v 

jednotk§ch, jeģ nejsou vġeobecnŊ zn§m® a mohou se v²ce nebo m®nŊ rŢznit. Obvykle 

pouģ²van® podm²nky stanoven² aktivity enzymu nerespektuj² podm²nky jeho provozn² 

aplikace. Uģivatel enzymu si tedy mus² s§m vybrat vhodnou vlastn² metodu jak ke 

srovn§v§n² prepar§tŢ rŢznĨch firem, tak i ke stanoven² ekonomick®ho d§vkov§n² 

enzymu v provozu. V t®to diplomov® pr§ci byla zjiġŠov§na aktivita dvou enzymovĨch 

prepar§tŢ, produktŢ mikroorganismu Trichoderma reesei (viride). Jedn²m prepar§tem 

byl japonskĨ vĨrobek nesouc² n§zev Onozuka R-10 vyr§bŊn§ firmou Merck4Pharma a 

druhĨm byla  celul§za 500 Ç ES/EINECS, vĨrobce Biobn, v.o.s. V prŢbŊhu pr§ce se 

japonsk§ celul§za uk§zala jako ne¼ļinn§, to znamen§, ģe nevykazovala ģ§dnou aktivitu 

a proto dalġ² stanoven² prob²hala pouze s celul§zou ļeskou. Moģn® pŚ²ļiny nulov® 

aktivity japonsk® celul§zy Onozuka R-10 jsou v pr§ci tak® rozeb²r§ny. 
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2. Liter§rn² pŚehled 

 

2.1. VĨvoj enzymologie  

Historie enzymologie je pomŊrnŊ mlad§. Ļasn§ historie enzymologie, vŊdy o 

enzymech, je spojena s poļ§tky biochemie. Tyto discipl²ny se vyv²jely spoleļnŊ od 19. 

stolet² sledov§n²m fermentace a tr§ven². 

Za zaļ§tek vĨzkumu fermentace je povaģov§no zjiġtŊn² Josepha Louise Gay-

Lussaca z roku 1810, ģe kvasinky rozkl§daj² cukr pŚev§ģnŊ na ethanol a CO2. Roku 

1835 ve sv® obecn® teorii o chemick® katalĨze uvedl Jacob Berzelius (in ĠPIĻKA, 

2004), ģe extrakt sladu zn§mĨ jako diastasa, katalyzuje hydrolĨzu ġkrobu ¼ļinnŊji neģ 

kyselina s²rov§. Nereprodukovatelnost vŊtġiny biochemickĨch reakc² v laboratoŚi 

veden® Luisem Pasteurem v polovinŊ 19. stolet² vedla k pŚedpokladu, ģe fermentace je 

v§z§na na ģiv® buŔky. Jak bylo v t® dobŊ obvykl®, Pasteur pŚedpokl§dal, ģe ģiv® 

syst®my jsou vybaveny Ăģivotn² silouñ (vis vitalis), kter§ jim dovoluje obch§zet 

pŚ²rodn² z§kony, Ś²d²c² neģivou hmotu. Na druh® stranŊ Justuj Liebik dokazoval, ģe 

pŚ²ļinou biologickĨch procesŢ je ļinnost chemickĨch slouļenin tehdy zn§mĨch jako 

Ăfermenty. A tak  n§zev Ăenzymñ (Śecky: enzyme-kvasinka), kterĨ navrhl Friedrich 

Wilhem  K¿hne, mŊl zdŢraznit, ģe ne kvasinky samy, ale nŊco v kvasink§ch katalyzuje 

reakce kvaġen² neboli fermentace. Teprve v roce 1897 Eduard Buchner z²skal 

bezbunŊļnĨ extrakt z kvasinek schopnĨ syntetizovat ethanol z glukosy. T²m bylo 

prok§z§no, ģe biochemick® procesy nemus² bĨt v§z§ny na existenci ģiv® buŔky 

(ĠPIĻKA, 2004).  

  Poznatky biochemie se uplatŔuj² v ŚadŊ praktickĨch oborŢ. K nejzn§mŊjġ²m 

patŚ² zemŊdŊlstv² nebo ekologie. Zde maj² enzymy velkĨ vĨznam (BĆLEĠ et al., 1987). 

Enzymy mohou bĨt vyuģity v mnoha prŢmyslovĨch odvŊtv²ch. Z§leģ² na jejich 

specifitŊ, stabilitŊ, aktivitŊ, dostupnosti a cenŊ. Ot§zka n§kladŢ na pouģit² enzymŢ v 

technologii nen² pŚ²mo prob²r§na, jsou vġak hodnoceny metody stanoven² enzymov® 

aktivity, jeģ pom§haj² k tomu, aby se pŚi prŢmyslov® aplikaci nepouģilo nadbyteļn® 

mnoģstv² enzymu. Pro prŢmyslov® procesy jsou obvykle poģadov§na relativnŊ mal§ 

mnoģstv² enzymŢ, protoģe jejich ¼ļinnost (tj. aktivita) je obrovsk§. Kaģd§ molekula 

enzymu katalyzuje za sekundu asi 100 aģ 1000 reakc². Je zn§mo, ģe enzymy zpŢsobuj² 
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tak velkĨ vzestup reakļn² rychlosti t²m, ģe sniģuj² aktivaļn² energii potŚebnou k tomu, 

aby molekula substr§tu mohla reagovat. Avġak zpŢsob, jakĨm toho dosahuj², nen² 

dosud zn§m ani u jedin®ho z nich. Tento probl®m je studov§n s nadŊj², ģe se snad 

ļasem podaŚ² pŚipravit chemick® katalyz§tory, jeģ budou m²t ģ§douc² vlastnosti 

enzymŢ, tj. jejich ¼ļinnost a specifitu, a pŚitom budou stabilnŊjġ² (WISEMAN, 1980). 

 

2.2.Funkce enzymŢ 

Chemick® reakce v ģivĨch organismech podl®haj² stejnĨm z§konŢm jako reakce 

v neģiv® pŚ²rodŊ. Aby probŊhla chemick§ reakce, pŚi n²ģ se l§tka A mŊn² na l§tku B, 

mus² bĨt molekul§m dod§na energie, kter§ postaļ² na pŚekon§n² energetick® bariery 

(tzv. aktivaļn² energie), kter§ br§n² jejich vz§jemn® interakci. Aktivaļn² energii si lze 

zjednoduġenŊ pŚedstavit jako kinetickou energii (energie tepeln®ho pohybu), potŚebnou 

pro jejich interakci. Za podm²nek, kter® existuj² v ģivĨch buŔk§ch, je kinetick§ energie 

molekul pŚ²liġ n²zk§ a biochemick® reakce proto nemohou prob²hat. Aby reakce 

probŊhla, mus² doj²t ke sn²ģen² zm²nŊn® kinetick® bariery. Tak funguj² katalyz§tory 

chemickĨch reakc². V ģivĨch buŔk§ch maj² funkci katalyz§torŢ specializovan® proteiny 

ï enzymy (ĠPIĻKA, 2004). V t®to oblasti doġlo v posledn² dobŊ k velk®mu pokroku a 

vĨvoji, vlivem molekul§rn²ho vĨzkumu, coģ pŚisl²bilo velkĨ vĨvoj a rozvoj 

prŢmyslovĨch enzymŢ (DECKER et. al., 2003). Kaģd§ biochemick§ reakce m§ nŊjakĨ 

svŢj, dosti ¼zce specializovanĨ, enzym. To je velmi dŢleģit® pro Ś²zen² metabolickĨch 

procesŢ v buŔk§ch. Prob²hat budou jen ty reakce, pro kter® bude pŚ²tomen aktivn² 

enzym (ĠPIĻKA, 2004). Enzymy jsou tedy biokatalyz§tory chemickĨch reakc² 

(BĆLEĠ et. al, 1987). 

 

2.3. Stavba enzymŢ - podle ĠPIĻKY (2004) 

Enzymy jsou b²lkovinn® makromolekuly. NŊkter® enzymy jsou jednoduch® 

proteiny, jin® obsahuj² jeġtŊ n²zkomolekul§rn² neb²lkovinnou sloģku (sloģen® enzymy-

holoenzymy). Tato neb²lkovinn§ sloģka mŢģe bĨt v aktivn²m m²stŊ enzymu v§z§na 

kovalentnŊ nebo slabĨmi interakcemi. Pro kovalentnŊ v§zanou neb²lkovinnou sloģku se 

uģ²v§ n§zev prostetick§ skupina, sloģka v§zan§ slabĨmi interakcemi je oznaļov§na jako 
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koenzym, spoleļn® oznaļen² neb²lkovinn® sloģky je kofaktor. Pro b²lkovinnou sloģku 

se uģ²v§ oznaļen² apoenzym 

 

a) B²lkovinn§ sloģka 

Pro funkci enzymu je rozhoduj²c² struktura jeho b²lkovinn® molekuly a pŚ²padn§ vazba 

na dalġ² bunŊļn® struktury. Z tohoto hlediska (bez ohledu na pŚ²tomnost nebo 

nepŚ²tomnost kofaktorŢ) mŢģeme definovat nŊkolik strukturn²ch stupŔŢ enzymŢ: 

 

Monomern² enzym nejjednoduġġ² typ enzymu. Skl§d§ se z jedin® proteinov® 

 jednotky. TakovĨch enzymŢ je pomŊrnŊ m§lo. 

 

Oligomern² enzym Skl§daj² se z v²ce stejnĨch proteinovĨch subjednotek.  

                                                V jedn® jednotce se tak vyskytuje v²ce katalytickĨch   

                                                center. 

 

Komplexn² enzym Skl§d§ se z v²ce subjednotek. Nejm®nŊ jedna obsahuje 

 katalytick® centrum. Ostatn² se pod²l² zejm®na na  

                                                regulaci aktivity enzymu. 

 

EnzymovĨ komplex Skl§d§ se z rŢznĨch subjednotek, kter® katalyzuj² odliġn® 

 reakce. Jde tedy o komplex rŢznĨch enzymŢ. Jednotliv® 

 subjednotky mohou bĨt spojeny slabĨmi interakcemi 

 (pyruv§tdehydrogenasa) nebo kovalentn²mi vazbami   

                                                (komplex  synthet§zy mastnĨch kyselin) 

 

Membr§novŊ v§zan®        Jde o sloģitĨ syst®m v²ce enzymŢ, kter® ke sv® funkci 

struktury vyģaduj² pŚesn® uspoŚ§d§n² v membr§nŊ. PatŚ² sem napŚ. 

 syst®m termin§ln² oxidace (ve vnitŚn² membr§nŊ

 mitochondrie )nebo syst®m svŊteln® f§ze fotosynt®zy (ve               

                                                vnitŚn² membr§nŊ chloroplastu) 
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b) Neb²lkovinn§ sloģka 

NŊkter® z biochemickĨch reakc² mohou enzymy katalyzovat pouze ve spojen² 

s dalġ²mi neb²lkovinnĨmi sloģkami ï kofaktory. Kofaktory mohou bĨt kovov® ionty 

(Mg
2+

 , Zn
2+

 , Fe
2+

 , Fe
3+

 é) nebo organick® molekuly.  

Kofaktor     Katalyzovan§ reakce 

ATP      vġeobecnĨ zdroj energie, pŚenos fosf§tu 

Biotin      karboxylace 

FAD      oxidoredukce 

FMN      oxidoredukce 

Koenzym A     pŚenos acylŢ 

Lypoov§ kyselina    oxidoredukce 

NAD+      oxidoredukce 

NADP+     oxidoredukce 

Pyridoxalfosf§t    pŚenos aminoskupin 

Tetrahydrolistov§ kyselina   pŚenos jednouhl²katĨch skupin 

Thiamindifosf§t    pŚenos aldehydŢ 

 

2.4. Mechanismus pŢsoben² enzymŢ  

V nejednoduġġ²m pŚ²padŊ lze enzymem katalyzovanou reakci zapsat 

n§sleduj²c²m sch®matem: 

 

   S + E    ă Ą        ES     Ą      P + E 

 

Reaguj²c² l§tka ï substr§t (S) se v§ģe na enzym (E) za vzniku enzym-

substr§tov®ho komplexu (ES), kterĨ se n§slednŊ rozpad§ na produkt (P) a enzym (E) se 

uvoln². Molekula enzymu je obvykle mnohon§sobnŊ vŊtġ² neģ substr§t. I v pŚ²padŊ 

velkĨch substr§tŢ (biopolymery- proteiny, polysacharidy) prob²h§ reakce jen 

v prostorovŊ silnŊ omezen®m ¼seku molekuly. Substr§t se proto v§ģe jen na malou, 

pŚesnŊ definovanou oblast enzymov® molekuly ï aktivn² m²sto enzymu. Aktivn² m²sto 

je tvoŚeno pŚesnŊ prostorovŊ uspoŚ§danĨmi zbytky aminokyselin (obecnŊ tŚ²) 

potŚebnĨch pro nav§z§n² substr§tu. 
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Mechanismus pŢsoben² enzymŢ se podle ĠPIĻKY (2004) poprv® pokusil 

vysvŊtlit Emil Fischer roku 1934 hypot®zou Ăz§mku a kl²ļeñ. Podle t®to pŚedstavy 

zapad§ molekula substr§tu do pevn®ho aktivn²ho m²sta enzymu jako kl²ļ do z§mku. 

Hypot®za ovġem nevysvŊtlovala proļ n§slednŊ doch§z² k rozpadu substr§tu na produkt 

a nŊkter® dalġ² ot§zky. Novou hypot®zu vyslovil podle ĠPIĻKY (2004)  KOSHLAND 

(1959). Podle t®to, nyn² jiģ experiment§lnŊ potvrzen® teorie indukovan®ho pŚizpŢsoben² 

nejsou vazebn® skupiny aminokyselin v aktivn²m centru v optim§ln² poloze. Teprve po 

interakci se substr§tem doch§z² k pŚizpŢsoben² konformace enzymu a k vytvoŚen² 

enzym-substr§tov®ho komplexu. Snaha enzymu zaujmout pŢvodn² konformaci pak 

vede k rozpadu substr§tu. 

 

2.5. Specifita enzymŢ 

Term²n specifita enzymŢ znamen§, ģe enzymy katalyzuj²  pŚemŊnu omezen®ho 

poļtu slouļenin, tj. katalyzuj² konverzi urļitĨch substr§tŢ na produkty. Enzymy jsou 

obecnŊ velmi specifick® k substr§tŢm (WIESMAN, 1980) Tato jejich vlastnost je 

vyvol§na nutnost² velmi pŚesn® vazby substr§tu do aktivn²ho m²sta enzymu. Tato tzv. 

substr§tov§ specifita se vġak svĨm stupnŊm u jednotlivĨch enzymŢ znaļnŊ liġ². NŊkter® 

enzymy vykazuj² tzv. absolutn² substr§tovou specifitu, tj. nepŢsob² kromŊ molekuly 

substr§tu ani na velmi podobn® molekuly. Zn§mĨm pŚ²kladem je enzym ure§za, kter§ 

ġtŊp² pouze molekuly moļoviny. Jin® enzymy maj² specifitu ġirġ². Jsou schopny 

katalyzovat reakce nŊkolika podobnĨch substr§tŢ. NapŚ. enzym hexokin§za je schopen 

katalyzovat fosforylaci nŊkolika hex·z (gluk·za, frukt·za) na pŚ²sluġn® fosfoestery. 

Specifita enzymŢ, kter® katalyzuj² pŚemŊny biopolymerŢ (protein§zy, 

nukle§zy), se vztahuje vģdy jen k urļit® ļ§sti makromolekuly substr§tu. NŊkter® maj² 

vĨraznou specifitu. NapŚ. trypsin ġtŊp² peptidov® vazby zejm®na mezi aminokyselinami 

Arg-Lys, tzv. restrikļn² endonukle§zy ġtŊp² DNA ve velmi pŚesnŊ urļen®m m²stŊ 

dan®m urļitĨm sledem nukleotidŢ. U jinĨch je stupeŔ specifity znaļnŊ niģġ², napŚ. 

chymotripsin ġtŊp² peptidov® vazby v m²stech karboxylŢ aminokyselin Thr, Trp, Phe, 

Leu. ObecnŊ vġak vġechny tyto enzymy ġtŊp² rŢzn® b²lkoviny nebo nukleov® kyseliny a 

urļuj²c² je pouze struktura v m²stŊ reakce. VĨznamnou vlastnost² enzymŢ je jejich 

stereospecifita, dan§ prostorovĨm uspoŚ§d§n²m tŚ² vazebn²ch bodŢ v aktivn²m m²stŊ. 
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Enzymy tak katalyzuj² napŚ. pŚemŊnu D-glukosy, ale ne L-glukosy L-aminokyselin, ale 

ne D-aminokyselin. 

Enzymy jsou dosti ¼zce specializovan® i pokud se tĨļe druhu reakce. Obvykle 

katalyzuj² jen jednu z termodynamicky moģnĨch reakc² substr§tu, NapŚ. jedna 

aminokyselina mŢģe podl®hat dekarboxylaci nebo deaminaci. Pro kaģdou reakci t®ģe 

aminokyseliny vġak mus² bĨt k dispozici samostatnĨ enzym. Tomuto typu specifity se 

nŊkdy Ś²k§ specifita ¼ļinku (ĠPIĻKA, 2004). Tato charakteristick§ vlastnost enzymŢ je 

z§kladem pro jejich klasifikaci publikovanou jako ĂRecommendations of the 

lnternational Union of Pure and Applied Chemistry and the lnternational Union of 

Biochemistry on Enzyme Nomenclatureñ (WISEMAN, 1980).  

 

Z§kladem klasifikace enzymŢ jsou tŚi obecn® principy:  

1. pŚ²pona ï§za (nebo ïasa) znamen§ enzym,  

2. enzymy jsou tŚ²dŊny a pojmenov§ny podle reakce, kterou katalyzuj², protoģe to je          

    Charakteristick§ vlastnost, kterou se enzymy od sebe odliġuj² 

3. enzymy jsou rozdŊleny do skupin podle typu reakce, kterou katalyzuj² (BĆLEĠ et    

    al., 1987). 

 

Tento syst®m velmi dobŚe vyhovuje pro velkou vŊtġinu z 1770 ļiġtŊnĨch 

enzymŢ i pro nŊkter® prŢmyslovŊ dŢleģit® enzymy. Avġak mnoh® oznaļen² 

prŢmyslovĨch enzymŢ nenaznaļuje, jakĨ substr§t je pŚemŊŔov§n. N§zvy tŊchto 

enzymŢ dokonce ani nekonļ² koncovkou -§za (viz napŚ.chymotrypsin, papain, 

chymosin, lysozym). Tak® mnoh® prŢmyslov® enzymy nemohou bĨt podle mezin§rodn² 

klasifikace zaŚazov§ny, ponŊvadģ jde ļasto o smŊsi enzymŢ, obvykle s ġirokou a 

podobnou specifitou. NŊkdy n§zev enzymu znamen§ prostŊ skupinu b²lkovin se 

stejnĨmi katalytickĨmi vlastnostmi, a nikoli jeden enzym;  napŚ., n§zvem Ŭ-amylasa  se 

oznaļuj² enzymy ģivoļiġn®, rostlinn®, pl²sŔov® i bakteri§ln², kter® pŢsob² na ġkrob, 

glykogen a odvozen® polysacharidy a oligosacharidy a tvoŚ² glukosu, maltosu a dalġ² 

produkty (WISEMAN, 1980). 
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2.6. Vyuģit² enzymŢ 

VŊtġina pŚ²rodn²ch l§tek je biologicky odbourateln§ ¼ļinkem enzymŢ, 

vytv§ŚenĨch mikroorganismy pŚ²tomnĨmi v okoln²m prostŚed². KaģdĨ proces, pŚ² nŊmģ 

se zpracov§vaj² pŚ²rodn² l§tky, by tedy mohl bĨt v nŊkter®m smŊru zlepġen pŚ²davkem 

enzymŢ. PŚidan® enzymy by pak pŢsobily nav²c, vedle mnoha dalġ²ch enzymŢ 

pŚ²tomnĨch ve zpracov§van®m materi§lu. Pro prŢmyslovou aplikaci je velmi dŢleģit®, 

aby vlastnosti vybran®ho enzymu byly studov§ny pŚedevġ²m ve vztahu k pouģ²van® 

technologii nebo k poģadavkŢm kladenĨm na vĨrobek (KOTAL, 1989). V enzymologii 

se vyuģ²v§ poznatkŢ z chemie, biochemie, biologie a zvl§ġtŊ mikrobiologie a 

biochemick®ho inģenĨrstv², kter® tvoŚ² teoretickĨ z§klad enzymov® technologie 

(WISEMAN, 1980). Prob²hat budou jen ty reakce, pro kter® bude pŚ²tomen aktivn² 

enzym (ĠPIĻKA, 2004).  PŚi aplikaci enzymŢ je tŚeba zn§t strukturu substr§tu a 

mechanismus jeho pŢsoben² (chemie) na stabilitu a kinetiku enzymu (biochemie), 

vĨrobu enzymŢ (mikrobiologie nebo biologie a inģenĨrstv²) a enzymov® reaktory 

(inģenĨrstv²). V samotn® technologii nen² tŚeba zabĨvat se pŚ²liġ podrobnŊ klasickou 

enzymovou kinetikou. Na rozd²l od vĨzkumu a vĨvoje je zde kladen hlavn² dŢraz na 

z²sk§n² dostateļnŊ levn®ho enzymu pro poģadovanĨ ¼ļel, neobsahuj²c²ho neļistoty, 

kter® by vadily pŚi jeho dalġ²m pouģit² (WISEMAN, 1980).  

Od komerļn²ch enzymovĨch prepar§tŢ se poģaduje, aby jejich aktivita byla v 

urļit®m teplotn²m rozmez² st§l§, pŚedevġ²m v pŚ²tomnosti substr§tu. TepelnŊ stabiln² 

enzymy lze pouģ²t pŚi vhodnŊ vysok® teplotŊ, kdy rychle pŢsob², a pŚitom jeġtŊ 

neztr§cej² aktivitu. ĐspŊġnost aplikace enzymŢ z§vis² vģdy na pouģit² vhodn®ho pH a 

vhodn®ho mnoģstv² enzymov®ho prepar§tu (KOTAL, 1989). 

 V posledn² dobŊ bylo z²sk§no mnoho novĨch poznatkŢ o enzymech. Jenģe o 

tom, jak ovlivnit napŚ. stabilitu obchodn²ch enzymovĨch prepar§tŢ, zvl§ġtŊ jsou-li 

pouģ²v§ny ve sloģitŊjġ²ch smŊs²ch, nen² zn§mo t®mŊŚ nic. Ve skuteļnosti mnoh® 

vlastnosti enzymŢ, kter® enzymologov® povaģuj² za spolehliv®, jsou u obchodn²ch 

prepar§tŢ znaļnŊ pozmŊnŊny. Je samozŚejm®, ģe se pro kaģdĨ technologickĨ proces 

mus² vybrat enzym podle vhodn® substr§tov® specifity a pak se podle typu a rozsahu 

zamĨġlen® vĨroby zvol² prepar§t vhodn® ļistoty a ekonomicky pŚijateln® ceny. Pro 

hospod§rnou realizaci technologick®ho postupu je d§le nutn§ z§kladn² znalost veliļin 
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enzymov® kinetiky pŚi provozn²ch podm²nk§ch, jako je napŚ. optim§ln² pH, optim§ln² 

teplota, Km (Michaelisova konstanta), V (reakļn² rychlost) a rovnov§ģn§ konstanta 

reakce. PŚed zah§jen²m vĨroby by mŊla bĨt stanovena st§lost enzymu pŚi skladov§n² a 

st§lost pŚi pŢsoben² teploty, zjiġtŊn² pŚ²tomnosti inhibitorŢ nebo aktiv§torŢ enzymu ve 

zpracov§van®m materi§lu mŢģe bĨt zpoļ§tku dosti obt²ģn®. TŊģk® kovy jiģ v mal® 

koncentraci (10
-9

 mol * l
-1
) inhibuj² aktivitu mnoha enzymŢ. NŊkter® z nich, jako napŚ. 

mŊŅ nebo olovo, se mohou v tŊchto malĨch koncentrac²ch snadno vyskytnout (napŚ. v 

pouģ²van® vodŊ). Neģ se enzym pouģije v potravin§Śsk® vĨrobŊ nebo pŚid§ do vĨrobku, 

mus² bĨt zkouġen na toxicitu. Mus² se tak® uv§ģit, nem§-li ġkodliv® ¼ļinky na 

obsluhuj²c² person§l. TŊm lze zabr§nit peļlivou manipulac² nebo zmŊnou fyzik§ln² 

formy enzymu (vhodnou ¼pravou enzymov®ho prepar§tu). Enzymy se dŚ²ve vyr§bŊly 

jako jemn® pr§ġky, ale nyn² se d§v§ pŚednost granulovan® formŊ. Je moģno pouģ²t i 

techniku opouzdŚen² (enkapsulaci) enzymu (WISEMAN, 1980). Granulovan§ forma 

enzymŢ nach§z² ļ²m d§l vŊtġ² uplatnŊn² (STULĉK, 1991).  

PotŚebn® mnoģstv² enzymu lze nŊkdy stanovit podle aktivity deklarovan® 

vĨrobcem, ale zpravidla se potŚebn§ hodnota pH i mnoģstv² enzymu mus² teprve 

zjiġŠovat. Podm²nky vŊtġiny metod k tomu uģ²vanĨch vġak ļasto neodpov²daj² 

podm²nk§m aplikace enzymu. Je proto mnohem praktiļtŊjġ² studovat enzymovou 

kinetiku za provozn²ch podm²nek, i kdyģ jsou takto z²skan® vĨsledky obvykle bezcenn® 

pro vŊdeck® ¼ļely. V prŢmyslov®m mŊŚ²tku se enzymy zpravidla vyr§bŊj² fermentaļn² 

technikou za podm²nek, kdy vhodnĨ mikroorganismus produkuje poģadovanĨ 

exoenzym v nejvŊtġ²m vĨtŊģku. NŊkter® enzymy mus² bĨt dosud extrahov§ny z 

ģivoļiġnĨch tk§n² (chymosin, trypsin, chymotrypsin, pepsin) a z rostlin (papain, 

bromelain, ficin), ale nen² to vġak mnohdy nejvĨhodnŊjġ² (WIESEMAN, 1980). V 

mnoha pŚ²padech se uvaģuje o jejich n§hradŊ mikrobi§ln²mi enzymy. VĨbŊr 

mikroorganismŢ genetickĨmi metodami zlepġil vĨtŊģky enzymŢ a v nŊkterĨch 

pŚ²padech umoģnil i vĨrobu technologicky vhodnŊjġ²ho enzymu. Mnoģstv² enzymu 

produkovan®ho urļitĨm mikrobi§ln²m kmenem mŢģe bĨt ovġem zvĨġeno kultivaļn²mi 

podm²nkami a tak® indukc², napŚ. u malt§zy malt·zou (u kvasinek) nebo katabolickou 

repres² v pŚ²padŊ odstranŊn² gluk·zy z kultivaļn²ho m®dia. Potlaļen² represe enzymŢ 

z¼ļastnŊnĨch na biosynt®ze, napŚ. pŚi vĨrobŊ aminokyselin, lze dos§hnout 
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odstraŔov§n²m koneļn®ho produktu (aminokyseliny) z pŚ²sluġn® metabolick® cesty. 

Selekce mikrobi§ln²ch kmenŢ vġak mŢģe bĨt vedena i tak, aby poģadovan® enzymy 

byly konstitutivn², a nebyly tedy repres² ovlivnŊny.  

VelkĨ vĨznam m§ nŊkdy ļiġtŊn² enzymŢ. Ale vŊtġina obchodnŊ vyr§bŊnĨch 

enzymŢ jsou prepar§ty velmi surov®, posuzujeme-li je z hlediska vĨskytu 

kontaminuj²c²ch aktivit jinĨch enzymŢ. Je tŚeba si uvŊdomit, ģe provozn² aplikace 

enzymŢ pŚin§ġej² mnoho technickĨch probl®mŢ. V ned§vn® dobŊ byl soustŚedŊn z§jem 

na pŚ²pravu a aplikaci imobilizovanĨch forem enzymŢ. (WIESEMAN, 1980). Pouģit² 

enzymŢ m§ mnoh® vĨhody a pŚednosti, pomoc² enzymovĨch prepar§tŢ vhodn® ļistoty 

lze v pŚ²zniv®m pŚ²padŊ dos§hnout chemick® pŚemŊny bez souļasn®ho vzniku 

ġkodlivĨch vedlejġ²ch produktŢ. Tato chemick§ pŚemŊna mŢģe bĨt zpravidla 

realizov§na pŚi vyhovuj²c² reakļn² rychlosti za m²rnĨch teplot a pŚi hodnot§ch pH 

bl²zkĨch 7. VġeobecnŊ se uv§d², ģe celul§zy vykazuj² optim§ln² aktivitu pŚi pH 5-6 

(SCHINNER et al., 1990). PŚi n²zk® hodnotŊ pH doch§z² sniģov§n² enzymov® aktivity a 

hydrolĨzy (JING et al., 2007). 

  Pouģit² enzymŢ pŚi pH kolem 7 je z praktick®ho hlediska velmi vĨhodn®. 

NŊkter® enzymy vġak mohou pŢsobit i za extr®mn²ch podm²nek, coģ bĨv§ v nŊkterĨch 

pŚ²padech nevĨhodn® a mŢģe komplikovat technologii (napŚ. v potravin§Śsk®m 

prŢmyslu, zejm®na konzerv§rensk®m a mraz²rensk®m). VŊtġinou vġak lze ļinnost 

enzymŢ zastavit zvĨġen²m teploty nebo ¼pravou pH (KOTAL, 1989)..  

Jelikoģ enzymy jsou pŚirozenou souļ§st² potravin, mohou mŊnit jejich sloģen². 

B²lkoviny, cukry, tuky a celulosa obsaģen§ v potravin§ch jsou substr§ty pro pŚ²tomn® 

prote§zy, glykosid§zy, lip§zy a celul§zy. Enzymy se mohou pouģ²t jako potravinov§ 

aditiva, zvl§ġtŊ pokud jsou souļ§st² zpracov§vanĨch rostlinnĨch a ģivoļiġnĨch extraktŢ 

a jinĨch potravin. PŚedpisy upravuj²c² moģnosti aplikace enzymovĨch prepar§tŢ a 

vġeobecn§ praxe se v rŢznĨch ļ§stech svŊta velmi rŢzn² (WISEMAN, 1980).  

 

 

2.7. Enzymov§ aktivita 

  U reakc² katalyzovanĨch enzymy je jejich rychlost urļena pŚedevġ²m souļinem 

mnoģstv² enzymu a Ă¼ļinnost²ñ jednotliv® enzymov® molekuly. Rychlost, kterou 
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takov§ reakce prob²h§ za definovanĨch podm²nek se nazĨv§ aktivita enzymu (ĠPIĻKA, 

2004). Metody pro stanoven² aktivit enzymŢ jsou vĨznamnou souļ§st² vĨzkumn® 

problematiky (VĐPP, 1978). Enzymov§ aktivita jako fyzik§ln² veliļina m§ v soustavŊ 

SI jednotku katal (kat) (WISEMAN, 1980). Enzym m§ aktivitu jednoho katalu, jestliģe 

pŚemŊn² jeden mol substr§tu za jednu sekundu. RozmŊr katalu je tedy mol.s
-1

. Katal je 

jednotka velmi velk§, a proto se vŊtġinou uplatŔuj² jen jej² zlomky (Õkat, nkat) 

(ĠPIĻKA, 2004). 

V nŊkterĨch pŚ²padech je uģiteļn® uv§dŊt tzv. specifickou aktivitu, coģ je 

aktivita vztaģen§ na mnoģstv² b²lkoviny. Pokud m§me ļistĨ enzym, lze aktivitu 

vzt§hnout i na mol enzymu (mol§rn² aktivita). Ļasto je vġak k dispozici pouze 

enzymovĨ prepar§t (extrakt tk§nŊ nebo tŊln² tekutina). V takov®m pŚ²padŊ se aktivita 

vztahuje napŚ. na ml enzymov®ho prepar§tu (ĠPIĻKA, 2004). 

Aktivita enzymu tedy z§vis² pŚedevġ²m na jeho koncentraci, na koncentraci a 

dostupnosti substr§tu, na koncentraci kofaktorŢ, na allosterickĨch efektorech, na 

pŚ²tomnosti, koncentraci a typu inhibitorŢ, na iontov® s²le, na pH prostŚed² a na dobŊ 

reakce. JakĨm zpŢsobem jednotliv® z uvedenĨch parametrŢ ovlivŔuj² aktivitu enzymu, 

je pŚedmŊtem studia enzymov® kinetiky (WISEMAN, 1980) V n§sleduj²c²ch bodech 

bude uk§z§n vĨznam tŊchto parametrŢ pro prŢmyslovou enzymologii, neboŠ metodiky 

pro stanoven² aktivity technickĨch enzymŢ jsou dŢleģit® a z§kladn²m probl®mem pŚi 

standardizaci metod jsou substr§ty, metody vĨpoļtu a nakonec i samotn® vyjadŚov§n² 

enzymov® aktivity (VĐPP, 1978). V zahraniļ² byl tak® studov§n vliv teploty a pŚ²davku 

miner§lŢ na celul§zovou aktivitu. Podle SEMENOVA et al. (1995) byla zjiġtŊna 

nejniģġ² aktivita pŚi 25ÜC, zvĨġen² teploty 38 ÜC mŊlo za n§sledek zvĨġen² celul§zov® 

aktivity. D§le byly studov§ny pŚ²davky miner§ln²ch l§tek do roztoku (N, P, K, S, Cu, 

Zn). PŚi pŚ²davku 50, 250 a 100mgN*kg
-1 
a optim§ln² teplotŊ 38ÜC se uk§zalo, ģe 

maxim§ln² aktivita byla ve vġech pŚ²padech stejn§. PŚid§n² Cu a Zn vyvolalo lehkĨ 

stimulaļn² efekt. V tomto pŚ²padŊ doġlo ke zvĨġen² celul§zov® aktivity 1,5x 

v porovn§n² s kontrolou (SEMENOV et al., 1995). 
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2.7.1. Vliv koncentrace enzymu a substr§tu  

Vliv tŊchto dvou faktorŢ je vyj§dŚen rovnic² Michaelise a Mentenov®. PŚestoģe 

reakļn² rychlost v dos§hne poloviny maxim§ln² rychlosti (V/2), kdyģ koncentrace 

substr§tu dos§hne hodnoty Michaelisovy konstanty Km, je tŚeba k dosaģen² maxim§ln² 

rychlosti (pŚesnŊji k pŚibl²ģeni se maxim§ln² rychlosti) mnohem vŊtġ²ch koncentrac² 

substr§tu (WISEMAN, 1980).  

Rovnice Michaelise a Mentenov® vyhovuje pro vŊtġinu enzymŢ. To vġak 

neznamen§, ģe vġechny pŚedpoklady, z nichģ se pŚi jej²m odvozov§n² vych§zelo, jsou 

spr§vn® (WISEMAN, 1980). 

 

Obr§zek 1: Teoretick§ Michaelisova z§vislost 

 

 

Kmééééé. Michaelisova konstanta 

VééééReakļn² rychlost 

Séééé.Koncentrace substr§tu 

 

 

 

 

 

 

 Zdroj: WISEMAN, A. PŚ²ruļka enzymov® technologie. 1980 

 

 

            

Teoretick§ Michaelisova z§vislost (v , S) je uk§z§na na obr. 1. Z praktick®ho 

hlediska jsou zŚejmŊ dŢleģit® dva ¼daje:  

1. koncentrace substr§tu, pŚi n²ģ se dos§hne poloviny maxim§ln² rychlosti, je rovna Km,  

2. maxim§ln² rychlosti je dosaģeno, kdyģ je enzym substr§tem nasycen.  

Lze se j² prakticky jen pŚibl²ģit pŚi velmi velk® koncentraci substr§tu (vzhledem 

ke Km), napŚ. 90 % V pŚi [S] = 9Km a 99 % V pŚi [S] = 99Km. M§-li bĨt enzym co 

nejefektivnŊji vyuģit, je tedy nutn§ velk§ koncentrace substr§tu. VŊtġina vĨrobcŢ 
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enzymŢ neuv§d² dokonce ani pŚibliģn® hodnoty Km. Nyn² se ļasto hovoŚ² o moģnosti 

pouģ²t enzymy pŚi ļiġtŊn² odpadn²ch vod, ale nemŊlo by se pŚehl²ģet, ģe koncentrace 

mnoha l§tek v odpadn²ch vod§ch jsou velmi mal®, takģe proces nebude pŚ²liġ ¼ļinnĨ, 

pokud hodnoty Km pouģitĨch enzymŢ nebudou rovnŊģ velmi mal® (WISEMAN, 1980). 

StejnŊ tak z rovnice Michaelise-Mentenov® vyplĨv§, ģe reakļn² rychlost je pŚ²mo 

¼mŊrn§ koncentraci enzymu. To je velmi vĨznamn® zejm®na pro stanoven² aktivity 

enzymŢ. Aktivitu enzymu lze zjednoduġenŊ vysvŊtlit jako veliļinu, kter§ je m²rou 

mnoģstv² aktivn²ho enzymu v urļit®m prepar§tu (KODĉĻEK, 2007). A plyne z toho 

tak®, ģe pokud se pŚid§ pouze polovina stejnŊ aktivn²ho enzymu, bude reakce trvat 

dvakr§t tak dlouho. Je na uģivateli enzymu, aby spr§vnŊ volil mezi mnoģstv²m 

pouģit®ho enzymu (tj. n§kladem na nŊj vynaloģenĨm) a dobou reakce. PŚi tomto 

rozhodov§n² mus² uv§ģit stabilitu enzymu a moģn® vlivy malĨch mnoģstv² inhibitorŢ 

inaktivuj²c²ch irreverzibilnŊ pouģitĨ enzym. DŢleģitost rovnice Michaelise-Mentenov® 

pro prŢmyslovou enzymologii by se nemŊla pŚeceŔovat. Ale stejnŊ nespr§vn® je 

ignorovat jej² vĨznam, jak se to ļasto st§v§ (WISEMAN, 1980). 

Aktivita enzymŢ se v bŊģn® praxi vyjadŚuje nejrŢznŊjġ²mi jednotkami, jak byly 

odvozeny pro rŢzn® enzymy podle potŚeb praxe a pouģ²van® metody. Jedn²m ze 

zpŢsobŢ, kterĨ umoģŔuje porovnat aktivitu enzymu s aktivitou jinĨch enzymŢ (tj. 

srovnat rychlost pŚemŊny substr§tu), je ļ²slo pŚemŊny (turnover number, T. N.). Ļ²slo 

pŚemŊny je definov§no jako poļet molŢ substr§tu pŚemŊnŊnĨch pomoc² 1 mol enzymu 

za minutu. Podle doporuļen² Mezin§rodn² komise pro enzymy, schv§len®ho 

Mezin§rodn² uni² pro ļistou a aplikovanou chemii (IUPAC) a Mezin§rodn² 

biochemickou uni² (z roku 1972) se vġak podle WISEMANA (1980) uzn§v§ jako 

jedin§ vhodn§ jednotka enzymov® aktivity katal, zkratka kat. Jeden katal je definov§n 

jako mnoģstv² enzymov® aktivity, kter§ pŚemŊn² jeden mol substr§tu za sekundu. Tato 

jednotka je pŚ²liġ velik§ a prakticky sotva pouģiteln§. Proto se aktivita vŊtġinou 

vyjadŚuje v mikrokatalech (Õkat), nanokatalech (nkat) nebo pikokatalech (pkat), jeģ 

odpov²daj² takovĨm reakļn²m rychlostem, pŚi nichģ dojde k pŚemŊnŊ urļit®ho mnoģstv² 

substr§tu, vyj§dŚen®ho v mikromolech, nanomolech nebo pikomolech za sekundu. 

PodobnŊ popisuje aktivitu enzymu i KODĉĻEK (2007) - enzymovĨ prepar§t m§ 

katalytickou aktivitu jednoho katalu, jestliģe je schopen pŚi nasycen² substr§tem za 

http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/substrat.html
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definovanĨch podm²nek (teplota, pH, sloģen² a koncentrace pufru) za pŚ²tomnosti 

aktiv§torŢ a nepŚ²tomnosti inhibitorŢ pŚemŊnit 1 mol substr§tu za sekundu. Katal je 

pomŊrnŊ velik§ jednotka; ļasto se uģ²vaj² jeho dekadick® zlomky jako ɛkat 

(mikrokatal), nkat (nanokatal) a pkat (pikokatal). V obou definic²ch se pŚedpokl§d§, ģe 

reakce prob²h§ za standardn²ch podm²nek (WISEMAN, 1980, KODĉĻEK, 2007). 

 

2.7.2. Stanoven² aktivity enzymŢ  

Znalost aktivity enzymŢ je nutn§ z tŊchto dŢvodŢ:  

a) pro sledov§n² vĨroby a izolace enzymŢ 

b) ke standardizaci a stanoven² vlastnost² obchodn²ch prepar§tŢ 

c) ke stanoven² spr§vn®ho mnoģstv² enzymu jako pŚ²davku k urļit®mu 

technologick®mu procesu 

Z dŢvodŢ uvedenĨch v bodech a) a b) obvykle stanovuje aktivitu enzymŢ jejich 

vĨrobce, a to metodami vesmŊs volenĨmi podle jeho potŚeb, a nikoli z hlediska 

vhodnosti tŊchto metod k ¼ļelu uveden®mu v bodŊ c). PŚesn§ stanoven² trvaj² dlouhou 

dobu. K rozŚeġen² mohou pomoci automatick® pŚ²stroje na stanoven² aktivity enzymŢ. 

Mnoh® zaj²mav® metody stanoven² aktivity enzymŢ jsou uvedeny v ļl§nku 

ROODYNA (1969, in WISEMAN, 1980). ZabĨvaj² se stanoven²m aktivity enzymŢ, 

kter® se obvykle nevyr§bŊj² pro ġirġ² aplikaci. Podobn® postupy by se vġak mohly bez 

pot²ģ² pouģ²t i ke studiu obchodn²ch prepar§tŢ enzymŢ.  

V t®to souvislosti je tŚeba uv®st, ģe enzymy vyr§b² mnoho firem, kter® spolu 

soutŊģ². Proto ļasto ud§vaj² aktivitu svĨch enzymovĨch prepar§tŢ v jednotk§ch, jeģ 

nejsou vġeobecnŊ zn§m® a mohou se v²ce nebo m®nŊ rŢznit. Obvykle pouģ²van® 

podm²nky stanoven² aktivity enzymu nerespektuj² podm²nky jeho provozn² aplikace. 

Uģivatel enzymu si tedy mus² vybrat vhodnou vlastn² metodu jak ke srovn§v§n² 

prepar§tŢ rŢznĨch firem, tak i ke stanoven² ekonomick®ho d§vkov§n² enzymu 

v provozu (KOTAL, 1989). PŚi hodnocen² je vhodn® pouģ²t pŚirozenĨ substr§t v 

podobn® koncentraci jako pŚi prŢmyslov® aplikaci. Tak® hodnota pH, teplota i doba 

reakce by mŊly bĨt stejn® jako pŚi pouģit² enzymu v praxi. Nedodrģ²-li se pak zvolen§ 

hodnota pH reakļn²ho prostŚed², doch§z² pochopitelnŊ ke zmŊnŊ aktivity enzymu 

(WISEMAN, 1980). Vģdy by mŊly bĨt pŚ²tomny stabilizuj²c² ionty. PodobnŊ regulace 

http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/aktivatory_enzymu.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/inhibitor.html
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teploty nen² v prŢmyslov®m mŊŚ²tku tak dokonal§ jako pŚi laboratorn²m pokusu. PŚi 

volbŊ reakļn² doby by se mŊlo pŚedevġ²m pŚihl²ģet ke stabilitŊ enzymu. Jestliģe byla 

vybr§na vhodn§ metoda, potom mŢģe bĨt pouģita ke stanoven² spr§vn®ho pŚ²davku 

enzymu pro kaģdou vĨrobn² ġarģi. Takov§ metoda je mnohem vhodnŊjġ² neģ metoda 

vyvinut§ vĨrobcem enzymŢ pro jeho vlastn² ¼ļely a mŢģe t®ģ pŚispŊt ke zmenġen² ztr§t 

aktivity enzymu bŊhem skladov§n² (WISEMAN, 1980). 

 

2.8. Zdroje enzymŢ 

PŚed lety byl vysloven n§zor, ģe rostlinn® a ģivoļiġn® enzymy sice dosud naġly 

vŊtġ² uplatnŊn² neģ mikrobi§ln² enzymy, ale ģe z technickĨch i ekonomickĨch dŢvodŢ 

lze oļek§vat, ģe vĨznam mikrobi§ln²ch enzymŢ bude vzrŢstat (WISEMAN, 1980). 

Ekonomick® dŢvody jsou zŚejm® - moģnost prŢmyslov® vĨroby, jednoduch§ izolace, 

zaruļenĨ vĨtŊģek i enzymov§ aktivita. Nen² pochyb o tom, ģe ekonomick® moģnosti 

vĨroby rostlinnĨch a ģivoļiġnĨch enzymŢ jsou mnohem omezenŊjġ². Technick® dŢvody 

jsou pak jeġtŊ mnohem pŚesvŊdļivŊjġ². Neobvykle rychlĨ vzrŢst vĨroby enzymŢ pro 

biodetergenty zvĨraznil tuto vĨvojovou tendenci, avġak nen² to pŚ²klad jedinĨ. Lze 

pouk§zat na zŚetelnĨ z§jem vyuģ²vat enzymy z mikrobi§ln²ch zdrojŢ vġude, kde jsou 

vhodn®, napŚ. pŚi ¼pravŊ mouky, vĨrobŊ sladiny, ¼pravŊ konzistence masa, degradaci 

ġkrobu, odstraŔov§n² ġkrobu z textiln²ch vl§ken a ¼pravŊ ġlichtovĨch vod, ļinŊn² kŢģ² a 

vĨrobŊ l®kŢ umoģŔuj²c²ch lepġ² tr§ven². 

N§kladnost zaŚ²zen² potŚebnĨch ke kultivaci mikroorganismŢ a izolaci enzymŢ, 

stejnŊ jako potŚeba rozs§hlĨch vĨzkumnĨch a vĨvojovĨch programŢ ukazuje, ģe mal® 

vĨrobn² jednotky nebudou ģivotaschopn® a budou se muset zapojit do velkĨch 

vĨrobn²ch celkŢ. Tento trend je nyn² zŚejmĨ a bude bezpochyby st§le intenzivnŊjġ² 

(KOTAL, 1989).  

Z technick®ho hlediska se budou na pŚ²pravu mikroorganismŢ k vĨrobŊ enzymŢ 

kl§st velmi podobn® poģadavky jako pŚi vĨrobŊ antibiotik: bude poģadov§na vysok§ 

¼ļinnost sterilaļn²ho a aeraļn²ho syst®mu. VĨroba antibiotik umoģnila rychlejġ² 

pŚechod na vĨrobu enzymŢ v prŢmyslov®m mŊŚ²tku, o ļemģ svŊdļ² i fakt, ģe nŊkter® 

velk® firmy vyr§bŊj²c² antibiotika se pŚeorientovaly na vĨrobu enzymŢ (napŚ. Pfizer, 

Galaxo). Sterilita pŚi vĨrobŊ enzymŢ je jeġtŊ dŢleģitŊjġ², neboŠ ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ se jiģ 
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neuplatn² antimikrobn² ¼ļinek antibiotik. Provozn² probl®my jsou proto obecnŊ velmi 

podobn® tŊm, s nimiģ se setk§v§me pŚi vĨrobŊ antibiotik (WISEMAN, 1980). 

 

Enzymy lze pŚipravit tŚemi z§kladn²mi fermentaļn²mi postupy ï podle 

WISEMANA (1980):  

a) na polotuhĨch pŢd§ch,  

b) submerzn² vs§dkovou (batch) kultivac²,  

c) jednostupŔovou nebo v²cestupŔovou kontinu§ln² submerzn² kultivac².  

Pro vĨrobu enzymŢ jsou dŢleģit® tyto faktory: 

a) druh mikroorganismu a jeho metabolismus,  

b) rychlost rŢstu,  

c) sloģen² m®dia,  

d) kultivaļn² podm²nky: teplota, pH, aerace, pŚ²davek povrchovŊ aktivn²ch l§tek aj.,  

e) rŢstov§ f§ze,  

f) regulaļn² mechanismy: indukce, zpŊtn§ vazba (feed-back inhibition), katabolick§ 

represe, genov§ regulace.   

Pro prŢmyslovou vĨrobu vŊtġiny mikrobi§ln²ch enzymŢ se doposud nejv²ce vyuģ²vaj² 

extracelul§rn² enzymy, i kdyģ jejich izolace je spojena s Śadou technickĨch pot²ģ² 

souvisej²c²ch pŚedevġ²m s koncentrov§n²m enzymu a odstraŔov§n²m l§tek obsaģenĨch v 

m®diu. BuŅ se mus²me spokojit s horġ² ļistotou enzymov®ho prepar§tu, nebo vynaloģit 

zvl§ġtn² n§klady na jeho pŚeļiġtŊn² (WISEMAN, 1980). 

NejvŊtġ²m probl®mem je vĨbŊr mikroorganizmŢ,kter® by produkovaly velk® 

mnoģstv² enzymu na jednoduchĨch a levnĨch m®di²ch. Prvn²m pŚedpokladem je, aby 

mikroorganismus produkoval stabilnŊ enzym s vysokou a zaruļenou vĨtŊģnosti a 

souļasnŊ vyhovoval hygienickĨm poģadavkŢm (tzn. nesm² produkovat nevhodn® 

vedlejġ² metabolity, napŚ. aflatoxiny, a nesm² bĨt ani podm²nŊnŊ patogenn²). Provozn² 

metoda mus² bĨt i krit®riem pŚi zpŢsobu vĨbŊru mikroorganismŢ (screening). VĨbŊr 

mikroorganismŢ mus² prov§dŊt z co nejvŊtġ²ho souboru mikroorganizmŢ za podm²nek 

charakteristickĨch pro povrchov® kultivace. Proto t®mŊŚ vġichni vĨrobci enzymŢ maj² k 

dispozici sv® vlastn² sb²rky produkļn²ch mikroorganismŢ. Ve velk®m poļtu pŚ²padŢ jde 

jiģ o mutanty, vykazuj²c² nŊkolikan§sobn® zvĨġen² vĨtŊģku enzymu proti pŢvodn²m 
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mikroorganismŢm. U mnoha mikroorganismŢ lze vyvolat tvorbu enzymŢ pomoc² 

pŚid§vanĨch specifickĨch l§tek zvanĨch Ăinduktoryñ. Podle dŚ²vŊjġ²ch modelŢ se 

pŚedpokl§dalo, ģe jde o substr§t reakce nebo o modifikovanĨ substr§t. PozdŊji vġak 

bylo prok§z§no, ģe tak® produkty (a modifikovan® produkty) enzymovĨch reakc² 

mohou pŢsobit jako Ăinduktoryñ. V pŚ²padŊ ġtŊpen² polymern²ch l§tek se tento substr§t 

vyznaļuje neschopnost² vstoupit do buŔky 

 Urļit® pot²ģe pŚi studiu nŊkterĨch induktorŢ zpŢsobila katabolick§ 

represe. Represe v pŚ²padŊ polyglykosid§z se uskuteļn² pŚi relativnŊ malĨch 

koncentrac²ch disacharidŢ (kter® jsou induktory polyglykosid§z). Tak napŚ. v 0,5% 

roztoku celobi·zy se produkuje jen velmi m§lo celul§zy. Kontinu§ln² pŚ²tok celobi·zy, 

jej²ģ koncentrace je mnohem menġ² (pod 0,05 mg*l
-1
) zvĨġ² podstatnŊ vĨtŊģky celul§zy 

(SUZUKI, 1969). Indukļn² vlastnosti polymeru jako substr§tu se uplatn² aģ po jeho 

hydrolĨze na niģġ² sloģky, tj. v naġem pŚ²padŊ na disacharid. Ten se prakticky pŚi 

regulovan®m procesu neakumuluje v takov®m mnoģstv², aby doch§zelo ke katabolick® 

represi, protoģe je mikroorganismem spotŚebov§v§n takovou rychlosti, jakou se tvoŚ². 

Kaģd§ metoda, kter§ umoģn² pomalou a plynulou dod§vku induktoru k rostouc²mu 

mikroorganismu, mŢģe katabolickou represi omezit, coģ se projev² zvĨġenou synt®zou 

enzymu (WISEMAN, 1980). 

 

.2.9. Enzym celul§za 

2.9.1. Zdroje celul§zy 

Celul§zy je skupina hydrolytickĨch enzymŢ schopnĨch ġtŊpit celul·zu na menġ² 

jednotky. Tyto enzymy jsou produkov§ny bakteriemi nebo houbami (POTHIRAJ, 

2006). 

Podle KIRANA  (2008) je nejlepġ²m zdrojem pro vĨrobu celul§zy pro praktick® 

aplikace kmen Trichoderma reesei (viride). Technick® celul§zy, kter® se dnes vyskytuj² 

na trhu, jsou nejļastŊji produktem dvou mikroorganismŢ, a to Aspergillus niger a 

Trichoderma reesei (viride). Celul§za z kmene Aspergillus niger se popisuje jako 

neprav§, protoģe j² chyb² aktivita C1. Celul§za pŢvodu Trichoderma reesei (viride) je 

nazĨv§na pravou celul§zou. M§ asi 10x vyġġ² aktivitu neģ pŚedchoz² celul§za. Je 

vhodn§ zejm®na pro ġtŊpen² lignocelul·z. Technick§ celul§za se vyr§b² z mutantŢ 
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divok®ho kmene Trichoderma viride. Tento kmen je v souļasnosti hojnŊ zkoum§n a 

vyuģ²v§n (VERMA et al., 2007). 

Z tohoto kmene byl Reesem izolov§n uģitkovĨ typ, kterĨ byl po nŊm na jeho 

poļest pojmenov§n Trichoderma reesei. Tento kmen je st§le zlepġov§n mutaļn²mi 

programy jednotlivĨch zem², a to nejen pokud jde o aktivitu, ale tak® pokud jde o jeho 

¼ļinnost, zejm®na na lignocelul·zov® materi§ly (KOTAL, 1989). VĨroba gluk·zy z 

celul·zovĨch odpadŢ je moģn§ pomoc² celul§zy z Trichoderma reesei (viride) nebo 

tak® z Aspergillus niger. Enzymov§ produkce u tohoto mikroorganismu, mŊŚen§ 

pomoc² karbokymetylcelul·zy jako substr§tu,  byla pozorov§na pŚi hodnot§ch pH 3,5 - 

4,5 (KIRAN, 2008). Potencion§ln²m producentem celul§zy mŢģe bĨt tak® Penicillinum 

echinulatum (VODRĆĢKA, 2007), jej²ģ aktivitu sledoval MARTINS et al. (2008) a 

zjistil, ģe tato celul§za m§ stejnou celkovou aktivitu jako celul§za produkovan§ 

Trichoderma reesei Cellulast 1,5 FG, Novoenzymes. Moģnost z²sk§v§n² celul§zy z 

Penicillinum echinulatum uv§d² tak® CAMASSOLA et al. (2007). Dalġ²m zdrojem 

mŢģe bĨt i Stachybotrytys arta (PICKART et al., 2008). 

 

2.9.2. Vyuģit² celul§zy 

Mikrobi§ln² degradace (ġtŊpen²) celul·zy patŚ² k vĨznamnĨm pŚ²rodn²m 

procesŢm, kter® se pod²lej² na likvidaci rostlinnĨch zbytkŢ. Enzym celul§za patŚ² mezi 

hydrolytick® enzymy (CAMBILLAU  et al., 1993) a m§ vĨznam pŚi ġtŊpen² celul·zy. 

Celul·za je nejhojnŊji se vyskytuj²c²m polysacharidem ve svŊtŊ, kterĨ je nav²c 

nevyļerpatelnĨ a kaģdĨ rok se neust§le obnovuje (KOTAL, 1989) neboŠ je obvyklĨm 

struktur§ln²m polysacharidem ve stŊn§ch rostlinnĨch bunŊk (SCHINNER et al, 1990). 

Po chemick® str§nce je celul·za line§rn²m polymerem D-gluk·zy s ɓ(1-4) 

glykosidickĨmi vazbami (SCHINNER et al, 1990). 

Poļ§tky vĨzkumu a pozdŊji i vĨroby celul§zy spadaj² do 40. let minul®ho 

stolet². PodnŊt k tomu daly ztr§ty vznikaj²c² na celul·zovĨch a zejm®na 

lignocelul·zovĨch materi§lech povŊtrnostn²mi vlivy. řeġen² problematiky bylo svŊŚeno 

vĨzkumn® laboratoŚi v Natick v USA, kter§ aģ doposud zauj²m§ ve vĨzkumu celul§z 

vedouc² postaven². PŢvodn² z§mŊr laboratoŚe byl omezit celulolytickou ļinnost. Po 20 

letech byl program laboratoŚe zmŊnŊn na vyuģit² celulolytick® ļinnosti ve prospŊch 
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lidstva. PodstatnĨ vliv na zamŊŚen² laboratoŚe mŊl st§le se prohlubuj²c² svŊtovĨ rozpor 

mezi vĨrobou a spotŚebou potravin a moģnostmi jeho Śeġen² (KOTAL, 1989).  

  Celul§za je tedy enzym, kterĨ katalyzuje hydrolytick® ġtŊpen² celul·zy a 1,4 

glukanŢ na rozpustn® stŚednŊ velk® polymery aģ na ɓ-D-gluk·zu. Nen² to enzym 

jedinĨ, nĨbrģ jde to komplex 3 enzymŢ, kter® pracuj² synergickĨm ¼ļinkem, tj. ve 

vz§jemn® souļinnosti. Jsou to 1,4 ɓ-D-glukanglukanohydrol§za /endoglukan§za/, 1,4 ɓ-

D-glukangcelobiohydrol§za /exoglukan§za/ a ɓ-glukosid§za /celobi§za/ (KOTAL, 

1989). Obsahuj² kysel® katalytick® skupiny, jejichģ pozice a pŚ²stupnost se vĨznamnŊ 

liġ² (CAMBILLAU  et al., 1993). Exocelul§zy se v§ģ² ke krystalick® celul·ze a ġtŊp² 

celulooligosacharidy od  neredukovan®ho konce celul·zov® molekuly. Endocelul§zy 

ġtŊp² glykosidick® vazby mezi nekrystalickĨmi ļ§stmi celul·zy, ɓ-glukosid§za 

odġtŊpuje gluk·zu z celulooligosacharidŢ a aryl-ɓ-glukosidŢ. Citlivost celul·zy k 

enzymatick®mu ataku je d§na stupnŊm jej² krystalizace, charakterem nav§zanĨch l§tek 

a velikost² povrchu (SCHINNER et al, 1990). 

Za optim§ln²ch podm²nek se ve vodn²m prostŚed² celul·za ġtŊp² na celobi·zu, 

kter§ se ¼ļinkem dalġ²ho enzymu celobi§zy d§le ġtŊp² aģ na koneļnĨ produkt gluk·zu 

(KOTAL, 1989), ļehoģ se vyuģ²v§ pŚi enzymatick®m ġtŊpen² biomasy. Podle ĠTŉRBY 

(2008) vġak tento z§sadn² a sloģitĨ krok pŚi enzymatick® hydrolĨze pŚin§ġ² vysok® 

n§klady na pŚ²sluġn® enzymy a t²m sniģuje efektivnost vyuģ²v§n² biopaliv. 

Zaj²mav® vyuģit² celul§zy uv§d² ve sv® pr§ci GOSWAMI et al. (2008), kterĨ 

vyuģ²v§ celul§zu k lepġ² deformovatelnost dŚevŊnĨch dĨh, a tedy k zabr§nŊn² prask§n² a 

t²m i ztr§t§m na kvalitŊ a produkci. Po enzymovĨch ¼prav§ch pomoc² celul§zy 

Onozuka R-10 z Trichoderma viride doġlo ke zmŊnŊ mechanickĨch vlastnost² bunŊļn® 

stŊny a byla rozġ²Śena deformabilita u dvou z deseti modifikovanĨch dĨh. 

 Enzym celul§za je vysoce stabiln² a nen² snadno inhibov§n neļistotami 

doprov§zej²c²mi substr§t v pŚirozen®m materi§lu (KOTAL, 1989). Takto lze vyr§bŊt 

gluk·zu z pilin nebo dokonce z mlet®ho novinov®ho pap²ru, obvykle za pouģit² 

celul§zy imobilizovan® na ultrafiltraļn² membr§ny (GHOSE, 1970) uv§d² ļtrn§ct 

aplikaci celul§z, vļetnŊ z²sk§v§n² agar-agaru po rozruġen² rostlinn®ho pletiva chaluh, 

¼pravy pivovarskĨch a jinĨch surovin, umoģŔuj²c² jejich ztekucen², a odstranŊn² slupky 

ze s·jovĨch bobŢ. Podle KOVACSE et al (2008) jsou celul§zy produkovan® rodem 
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Trichoderma velmi vhodn® k hydrolĨze celul·zy. Dalġ² moģnosti se naskĨtaj² pŚi 

zpracov§v§ni ļesneku a zmŊkļov§ni hub, d§le pak lze celul§zy vyuģ²t k mŊkļ² 

konzistenci a zlepġen² senzorickĨch vlastnost² zeleniny (GHOSE, 1970). NŊkter® 

celul§zy by mohly bĨt vhodnĨm doplŔkem krmnĨch smŊs², zvl§ġtŊ pro drŢbeģ a 

prasata, coģ je tak® zaj²mavĨ vyuģit² celul§z (WISEMAN, 1980). Komerļn² celul§zy 

z Trichoderma reesei jsou tak® rozġ²ŚenŊ pouģ²v§ny k hydrolĨze lignocelul·zovĨch 

biomasovĨch krmiv (ROSGAARD, 2007). Pro lepġ² pŢsoben² enzymu je vġak tŚeba 

zajistit optim§ln² pŚ²stup celul·zy k buŔk§m biomasy (JEOH, 2007). 

 

 Dalġ² a velmi neobvykl® vyuģit² celul§zy uv§d² ve sv® pr§ci OKA et al. (2008), 

kterĨ zjistil, ģe komerļn² celul§zy z Trichoderma reesei silnŊ napadaj² Pepper mild 

motle virus, coģ je vĨznamnĨ patogen papriky (Capsicinum annuum L.) na svŊtŊ. Byl-li 

izolovanĨ virus sm²ch§n s celul§zou, byla znaļnŊ sn²ģena jeho schopnost vytv§Śet 

poġkozen² na listech. Tento ¼ļinek byl vyġġ² neģ pŚi oġetŚen² dosud zn§mĨmi virovĨmi 

inhibitory. Mechanismus inhibice zŢst§v§ doposud nezn§mĨ (OKA et al., 2008). 

 

2.9.3. VĨroba celul§zy 

Do ģivn® pŢdy se naoļkuje kmen mikroorganismu, aby se namnoģil v 

oļkovac²m fermentoru. RozmnoģenĨ kmen se pŚevede do produkļn²ho fermentoru, kde 

kmen po nŊkolik dn² na ģivn® pŢdŊ d§le roste a do sv®ho okol² vyluļuje celul§zu a v 

menġ²m mnoģstv² i dalġ² enzymy, aby si opatŚil ģiviny pro svŢj rŢst. VĨslednĨm 

produktem kultivace je celulolyticky aktivn² kapalina s mikroorganismem (myceliem). 

Na separ§toru se oddŊluje mycelium a z²sk§v§ se ļir§ celulolyticky aktivn² kapalina. 

N§sleduj²c² ¼prava kapaliny z§vis² na poģadavc²ch spotŚebitele. Kapalina kromŊ 

celulolytickĨch enzymŢ obsahuje i dalġ² enzymy, a proto se oznaļuje jako technick§ 

celul§za. Dalġ²mi postupy se z n² pŚipravuje ļist§ celul§za.NejļastŊji se technick§ 

celul§za zahuġŠuje na ultrafiltrech na vyġġ² koncentraci C1 aktivity.  

Stability aktivity se dosahuje u tekutĨch forem pŚid§n²m stabiliz§torŢ (napŚ. 

glycer²nu) nebo suġen²m. Pro potravin§Śsk® ¼ļely se celul§za izoluje sr§ģen²m a 

lyofilizac² (KOTAL, 1989). Podle ZANDONA (2006) lze k pŚ²pravŊ komerļn² celul§zy 
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pouģ²t tak® rychl® kapaln® proteinov® chromatografie (fast protein liquid 

chromatography ï FPLC). 

 

2.9.4. Aktivita celul§zy 

  Aktivitou (¼ļinnost²) celul§zy Trichoderma reesei (viride) se rozum² rychlost 

pŚemŊny celuol·zy na reakļn² produkt, j²mģ je v dan®m pŚ²padŊ gluk·za. NejļastŊji se 

vyjadŚuje v jednotk§ch  FP a nŊkteŚ² vĨrobci ¼daje doplŔuj² i jednotkami aktivity C1 

(KOTAL, 1989). Stanoven² celul§zov® aktivity pŚi pouģit² nerozpustnĨch substr§tŢ 

vyģaduje dlouhĨ inkubaļn² ļas a pomŊrnŊ znaļn® mnoģstv² enzymu. Z§kladn² metodu 

pro stanoven² aktivity celul§zy vypracoval podle KOTALA  (1989) NELSON (1944). 

Dalġ²ch vhodnĨch metod je vyvinuta cel§ Śada, zjiġŠov§n²m aktivity celul§zy se zabĨv§ 

Śada odborn²kŢ, napŚ²klad NORDMARK (2007). Nov§ metoda, vyuģ²vaj²c² disodium 

2,2-bicinchoniante byla vyvinuta ke zmŊŚen² produkce uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek 

bŊhem celul§zov® hydrolĨzy. I podle JOHNSTONA (1997) lze tuto metodu vyuģ²t pŚi 

stanoven² enzymov® aktivity celul§zy. Ģ§dn§ metoda vġak nebyla dosud mezin§rodnŊ 

unifikov§na, a proto hodnoty uv§dŊn® jednotlivĨmi vĨrobci se obvykle nedaj² 

porovn§vat, jak jiģ bylo vĨġe zmiŔov§no. 

 

2.9.4.1. Typy celul§zov® aktivity 

Aktivita C1 

   Aktivitou C1 se rozum² mnoģstv² redukuj²c²ch l§tek (RL) uvolnŊnĨch 

pŢsoben²m celul§zy na karboxymetylcelul·zu (CMC). Jedna jednotka C1 aktivity je 

mnoģstv² celul§zy, kter® za 30 minut reakce pŚi pH 5,5 a teplotŊ 40 ÁC uvoln² z CMC 1 

mg RL (vyj§dŚenĨch jako miligramy bezvod® gluk·zy). Kdyģ vĨrobce napŚ. uv§d², ģe 

pr§ġkovĨ prepar§t obsahuje 1000 C1 jednotek na 1 g, znamen§ to, ģe 1g prepar§tu lze z 

CMC uvolnit za podm²nek metody za 30 minut. Podobnou metodu vyuģ²v§ tak® 

KONIG et al. (2002). Jeho metoda je jednoduch§, pŚesn§ s vysokou vypov²daj²c² 

schopnost². Tak® vyuģ²v§ pŢsoben² enzymu na karboxymetylcelul·zu, stejnŊ jako 

podobn§ metoda podle ZOROVA et al. (1997). Jeho metoda pro zjiġtŊn² celul§zov® 

aktivity je citliv§ a rychl§. Metoda vyuģ²v§ ELISA destiļek, zahrnuje hydrolĨzu CMC 
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karboxymetylcelul·zov®ho roztoku s celul§zou a n§sledn® stanoven² sn²ģen® 

koncentrace sacharidŢ ve stŊn§ch destiļky. V porovn§n² se Somogyi ï Nelsonovou 

metodou je tato rychlejġ² a vyģaduje m®nŊ reakļn²ch ļinidel pro s®riovou analĨzu 

(ZOROV et al., 1997). 

 

Aktivita FP (filter paper) 

Aktivita FP nebo tak®  FPA (filter paper) je obdobou aktivity C1, ale m²sto 

CMC se pŚi stanoven² pouģ²v§ prouģek filtraļn²ho pap²ru Whatmann ļ.41. V porovn§n² 

s C1 aktivitou vykazuje FP aktivita podstatnŊ niģn² poļet jednotek. KromŊ klasickĨch 

metody byly vyvinuty i nov® metody na mŊŚen² FP celul§zov® aktivity, neboŠ 

v zahraniļ² bŊģnŊ pouģ²van§ metoda podle mezin§rodn² unie ĂUnie of pure and applied 

chemists standardsñ na mŊŚen² celul§zov® aktivity je sice provediteln§ ve vŊtġinŊ 

laboratoŚ², ale je vġak citliv§ na chybu pracovn²kŢ (DECKER et al., 2003). Byly tedy 

navrģeny automatick® metody mŊŚen² celul§zov® FP aktivity. Metoda vyvinut§ 

DECKEREM et al. (2003) je zaloģena na automatick®m pŚ²stroji Cyberlabs C400, kterĨ 

umoģŔuje rychl® vyhodnocen² pŢsoben² enzymu celul§zy na celul·zu. Aktivitou 

celul§zy Trichoderma reesei (viride) se rozum² rychlost pŚemŊny celul·zy na reakļn² 

produkt, j²mģ je v dan®m pŚ²padŊ gluk·za (KOTAL, 1989). Jedn§ se o modern², 

pŚesnou metodu, kter§ umoģŔuje automatick® vyhodnocen² aģ 84 vzorkŢ dennŊ 

(DECKER et al., 2003). 

. 

2.9.4.2. Stabilita celul§zov® aktivity  

Stabilitou se rozum² schopnost celul§zovĨch molekul udrģet si enzymovou 

aktivitu za zmŊnŊnĨch podm²nek, coģ prakticky znamen§ zachovat aktivitu prepar§tu 

pŚi skladov§n² i bŊhem provozn²ho pouģit². PŚ²ļinou ztr§ty aktivity je sn²ģen§ odolnost 

celul§zy proti vnŊjġ²m podm²nk§m (WISEMAN, 1980). Stabilitu prepar§tu obvykle 

hodnot²me tzv. poloļasem, coģ je doba, za kterou aktivita prepar§tu poklesla na 

polovinu pŢvodn² hodnoty. Nestabiln² enzymy jsou provoznŊ nepouģiteln®. Optim§ln² 

podm²nky pro stabilitu enzymŢ se zajiġŠuj² optimalizac² vnŊjġ²ch podm²nek - volbou 

vhodn®ho pH, teploty, formy prepar§tu atd. (KOTAL, 1989). ZvĨġen²m stability 
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celul§zov® aktivity se zabĨval NORDMARK et al. (2007), kterĨ pŚid§n²m KCl a 

hovŊz²ho s®rov®ho albuminu prodlouģil reakļn² dobu enzymu a zvĨġil jeho stabilitu pŚi 

pouģit² bŊģnŊ dostupn®ho enzymov®ho prepar§tu. 

Podle VODRĆĢKY (2007) existuje cel§ Śada moģnost², jak enzymy 

stabilizovat. Jde napŚ²klad o pŚid§n² n²zko- nebo vysokomolekul§rn² l§tky do prostŚed² 

(anorganick® ionty a Śada organickĨch l§tek), chemickou modifikaci (zmŊna n§boje 

urļitĨch skupin, oxidace postrann²ch ŚetŊzcŢ molekuly, vytvoŚen² pŚ²ļnĨch vazeb 

v molekule enzymu (molekuly s fixovanou konformac² jsou odolnŊjġ² vŢļi 

denaturuj²c²m vlivŢm), metoda rozvinut² a opŊtovn®ho svinut² pŚi zachov§n² enzymov® 

aktivity a d§le pak tak® vazbou na polymern² nosiļ molekula tak® fixov§nu konformaci 

a je odolnŊjġ² vŢļi denaturuj²c²m vlivŢm prostŚed². 

 V Japonsku byla vyvinuta metoda, kter§ vyuģ²v§ fixace enzymŢ na povrchu 

vl§knit®ho m®dia. Pro tyto ¼ļely bylo vyvinuto speci§ln² vinylov® vl§kno o prŢmŊru 

0,1 ï 0,01 mikronu. K fixaci enzymŢ se mohou pouģ²t jak tkan®, tak netkan® textilie 

z tohoto vl§kna. Dosahuje se pŚitom t®mŊŚ 100% efektivn² aktivity enzymu v porovn§n² 

s hodnotou 70-75% u enzymŢ fixovanĨch jinak (ĠTULĉK, 1991). 

2.9.4.2.1. Optimalizace pH  

Optim§ln² pH pro kmen Trichoderma reesei ļ. 138 se stanovilo na z§kladŊ 

hydrolytick®ho ġtŊpen² amorfn² a mikrokrystalick® celul·zy. Optim§ln² pH je bl²zk® 

hodnotŊ 4,5. PŚi zvĨġen² pH aktivita dosti strmŊ kles§. Po dosaģen² pH 6 ļ, ļin² aktivita 

jen 50 % maxim§ln² hodnoty a pŚi pH 7 je jiģ jen 25-30 % (WISEMAN, 1980). 

Zaj²mavĨ a protikladnĨ je vġak n§zor  PICKARTA et al. (2008), kterĨm byla izolov§na 

celul§za produkovan§ Stachybotrytys atra. Tato celul§za je termostabilnŊjġ² a l®pe 

odol§v§ poklesŢm pH, kdy vrchol aktivity byl zjiġtŊn pŚi pH 5 a druhĨ pŚi pH 8, coģ 

jsou hodnoty vĨraznŊ vzd§len® od hodnot uv§dŊnĨch WISEMANEM (1980). Celul§zy 

vyroben® t²mto zpŢsobem jsou aktivn² a stabiln² i pŚi vysok® teplotŊ a n²zk®m pH a 

proto jsou vhodn® pro biochemick® aplikace (PIKART et al., 2008). VġeobecnŊ se 

uv§d², ģe celul§zy vykazuj² optim§ln² aktivitu pŚi pH 5-6 (SCHINNER et al., 1990). PŚi 

n²zk® hodnotŊ pH doch§z² sniģov§n² enzymov® aktivity a hydrolĨzy (JING et al., 

2007). 
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2.9.4.2.2. Optimalizace teploty  

Teplotn² optimum uv§d² WISEMAN (1975) 60 ÁC, pŚiļemģ kŚivka teplotn² 

z§vislosti je strm§. Odchylka od teplotn²ho optima znamen§ obvykle vĨraznĨ pokles 

aktivity. PŚitom je nutno zdŢraznit, ģe optim§ln² teplota m§ relativn² vĨznam a vztahuje 

se vģdy k podm²nk§m, za kterĨch byla urļena. Pro opakovan® pouģit² celul§zy by tato 

teplota nebyla optim§ln², protoģe v rozsahu teplot 60 ÁC vznikaj² vysok® ztr§ty na 

aktivitŊ.U urļitĨch celul·z, pŚedevġ²m izolovanĨch z Stachybotrytys atra je za 

optim§ln² teplotu povaģov§no 70ÁC (PIKART et al., 2008). ObecnŊ je tŚeba za 

optim§ln² povaģovat teplotu 40 - 50 ÁC (SCHINNER et al., 1990). 

 

2.9.5. Formy celulolytickĨch prepar§tŢ 

Forma celulolytickĨch prepar§tŢ je obvykle such§ (pr§ġkov§) nebo tekut§. 

Pr§ġkov® formy celulolytickĨch prepar§tŢ bĨvaj² podle pouģit®ho nosiļe buŅ rozpustn® 

(kuchyŔsk§ sŢl, ml®ko a jin®), nebo nerozpustn® (jetelov® ¼suġky, sl§ma) (KOTAL, 

1989). 

 

2.10. HydrolĨza biomasy 

Snaha o vyuģit² biomasy alternativn²mi zpŢsoby znamen§ rozvoj biotechnologi². 

Biotechnologie ĂhĨbou svŊtemñ (NOVĆK, 1991). Biomasu lze vyuģ²vat mnoha 

zpŢsoby, ne kaģdĨ je vġak efektivn² a vhodnĨ (ĠTŉRBA, 2008). Mikrobi§ln² degradace 

celul·zy patŚ² k vĨznamnĨm pŚ²rodn²m procesŢm, kter® se pod²lej² na likvidaci 

rostlinnĨch zbytkŢ (HORĆKOVĆ, NŉMEC, 2003). K ġtŊpen² celul·zy doch§z² tak® 

v bioplynovĨch stanic²ch. Jedn²m z hlavn²ch energetickĨch vstupŢ bioplynovĨch stanic 

jsou polysacharidy, pŚedevġ²m pak vl§knina. K jej²mu vyuģit² je zapotŚeb² enzymatick® 

hydrolĨzy (tj. ġtŊpen²) na jednoduch® a pŚedevġ²m rozpustn® sacharidy. Pouze pot® je 

moģn® z t®to sloģky biomasy z²skat cennou obnovitelnou energii. Efektivita 

enzymatick® hydrolĨzy polysacharidŢ je dŢleģitĨm kl²ļem k efektivitŊ cel®ho procesu 

tvorby bioplynu (ĠTAMBASKħ, 2008) 
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Ve smŊrnici EU k produkci biopaliv se uv§d² jako alternativa k biopalivŢm 

z potravinovĨch zdrojŢ vĨroba biopaliv druh® generace z celul·zovĨch surovin. 

Technologie druh® generace jsou v souļasn® dobŊ ve vĨvoji . V t®to oblasti se znalost 

aktivity celul§zy v celul§zovĨch prepar§tech zajist® uplatn², stejnŊ tak jako metodika 

jej²ho zjiġŠov§n². 

VĨhody produkce biopaliv 2. generace jsou podle ĠTŉRBY (2008) v tom, ģe je 

moģn® vyuģ²t okrajovĨch pozemkŢ neprodukuj²c²ch potraviny, je moģn® vyuģ²t 

nŊkolikalet® rychle rostouc² traviny s menġ²m n§rokem na hnojiva, lze vyuģ²vat ġirġ²ho 

spektra biomasy nekonkuruj²c² potravinovĨm plodin§m a je moģnost zpracov§n² 

celul·zovĨch odpadŢ zemŊdŊlskĨch i prŢmyslovĨch: - zbytky rostlin po sklizn²ch, 

lodyhy, st®bla, listy, odpad pŚi zpracov§n² dŚeva - kŢra, vŊtve piliny, organickĨ odpad 

z dom§cnost². Na druh® stranŊ jsou i probl®my produkce biopaliv 2. generace, kdy 

odborn²ci varuj², ģe nemŢģe bĨt odŔata veġker§ biomasa z pol² k produkci etanolu, aby 

nebyla sniģov§na ¼rodnost a biodiverzita pŢdy (STACH, 2000). Rozmanitost vstupn²ho 

celul·zov®ho materi§lu vyģaduje rozmanit® zpŢsoby zpracov§n². Aby mohly bĨt 

dodrģeny rŢzn® technologick® podm²nky, mus² bĨt materi§l pŚedem tŚ²dŊnĨ a upravenĨ 

RoztŚ²dŊnĨ materi§l mus² bĨt naŚez§n a drcen na poģadovanou velikost a suġen na 

poģadovanou vlhkost. Oproti 1.generaci prob²h§ obt²ģnĨ pŚedzpracovac² proces, ve 

kter®m se ġtŊp² lignocelul·za na cukr. Hlavn²mi komponentami rostlin je celul·za 

a lignin, kterĨ spojuje molekuly celul·zy a umoģŔuje tak vzpŚ²menĨ rŢst a pŚ²stup 

slunce. Proces produkce oproti prvn² generaci, kter§ spoļ²vala ve vĨrobŊ pŚedevġ²m 

z cukru nebo ġkrobu,  prob²h§ nyn² proces ve dvou kroc²ch:  

1. ġtŊpen² celul·zy na jednoduġġ² ġkrob a cukry.  

2. fermentace ġkrobu, cukrŢ a destilace s vĨstupem etanolu a CO2.  

DruhĨ krok je vġeobecnŊ zn§mĨ proces, kterĨ se pouģ²val uģ ve 14. stolet² a s 

vyuģit²m dneġn²ch technickĨch prostŚedkŢ se pouģ²v§ dodnes. VĨsledkem cel®ho 

produkļn²ho cyklu vġak je, ģe pŚi produkci se spotŚebuje v²ce energie neģ je obsaģena 

ve vyroben®m etanolu. Z hlediska technologick®ho je proces zvl§dnutĨ, z hlediska 
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ekonomick®ho je neefektivn², mus² bĨt dotov§n, z hlediska ekologick®ho m§ 

nepŚ²znivĨ dopad na ģivotn² prostŚed² (ĠTŉRBA, 2008).  

Prvn² krok je ale tvrdġ²m oŚ²ġkem, na kter®m v§zne produkce biolihu druh® 

generace. D²ky ligninu se rostlinnĨ materi§l tŊģko rozkl§d§. Proti celulolytick®mu 

ġtŊpen² je celul·za znaļnŊ odoln§. To souvis² s t²m, ģe ŚetŊzce molekul celul·zy jsou 

mezi sebou spojeny pomoc² vod²kovĨch vazeb ve formŊ mikrofibril, kter® vytv§Śej² 

svazky. Tato seskupen² tvoŚ² vysoce nerozpustnou krystalickou celul·zu s malĨmi 

mezifibriln²mi a mezimolekul§rn²mi prostory, do nichģ nemŢģe vniknout voda, natoģ 

mnohon§sobn® vŊtġ² molekula celul§zy. L®pe pŚ²stupn® oblasti pro celul§zu jsou ļ§sti 

rostlinnĨch pletiv s amorfn² celul·zou.  Dalġ²m ļinitelem, kterĨ brzd² celulolytick® 

ġtŊpen², je pŚ²tomnost ligninu u rostlin, kterĨ obvykle celul·zu doprov§z². Lignin 

zpravidla obaluje a stmeluje mikrofibrily a vytv§Ś² takzvanĨ lignocelul·zovĨ komplex, 

kterĨ je pro enzym nepropustnou bari®rou. ĐspŊġn§ ġtŊpen² rostlinnĨch materi§lŢ 

enzymovou cestou nezbytnŊ vyģaduj² sn²ģen² stupnŊ krystalinity celul·zy a odstranŊn² 

ligninov® bari®ry. Z toho vyplĨv§, ģe celulolytick®mu ġtŊpen² mus² pŚedch§zet ¼prava 

rostlinn®ho materi§lu. PodstatnŊ l®pe se ġtŊp² ġŠavnat® materi§ly, neģ materi§ly such®. 

NejļastŊji se k pŚed¼pravŊ pouģ²vaj² mechanick® a chemick® postupy, popŚ²padŊ 

kombinace obou (ĠTŉRBA, 2008). Jsou zn§m® i pokusy s enzymovou degradac² 

ligninu (KOTAL, 1989). 

ĠtŊpen² lignocelul·zy na cukry se v podstatŊ prov§d² dvŊma zpŢsoby:  

1. HydrolĨzou pŢsoben²m vysok®ho tlaku za vysok® teploty v autokavu. 

2. K oddŊlen² ligninu od celul·zy se tepelnŊ zpracov§v§ a pŚid§n²m enzymŢ se rozloģ² 

na fermentovateln® cukry.  

2.10.1. TepelnŊ tlakov§ hydrolĨza  

 UvedenĨ zpŢsob vĨroby bioetanolu byl vyŚeġen ve VĨzkumn®m ¼stavu 

rostlinn® vĨroby v Praze-RuzynŊ v r§mci vĨzkumn®ho projektu NAZV na z§kladŊ 

grantu MZE 00022700601. Byl vyvinut poloprovozn² syst®m tepelnŊ tlakov® 

hydrolĨzy, kterĨ umoģŔuje zpracov§vat organickĨ odpad, pap²r z dom§c²ho sbŊru 
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i pŊstovanou biomasu. Re§ln® vyuģit² technologie zpracov§n² lignocelul·zovĨch 

a celul·zovĨch odpadŢ na bioethanol a dalġ² produkty z§vis² na ekonomick® 

efektivnosti zpracovatelsk®ho z§vodu (ĠTŉRBA, 2008) 

2.10.2. Enzymatick® ġtŊpen² lignocelul·zovĨch materi§lŢ 

 Zde ġtŊpen² lignocelul·zy prob²h§ pomoci enzymŢ. Probl®m je v tom, ģe 

enzymy netoleruj² kysel® prostŚed² (JING et al., 2007), vysokou koncentraci etanolu 

a teplotu (WISEMAN, 1975), takģe proces mus² prob²hat nŊkolika stupŔovŊ ve velkĨch 

k§d²ch ve velk®m zŚedŊn². Ne kaģdĨ druh enzymu je vhodnĨ pro rŢzn® druhy 

lignocelul·zy (KOTAL, 1989). Kdyģ uģ se podaŚ² celul·zu rozġtŊpit, tak vznikl® cukry 

je obt²ģn® podrobit fermentaci (ĠTŉRBA, 2008). UvnitŚ fermentoru bioplynov® stanice 

jsou nerozpustn® polysacharidy hydrolyticky ġtŊpeny pomoc² enzymŢ, tj. biologickĨch 

katalyz§torŢ, kter® urychluj² biochemick® reakce, aniģ by samy do reakce vstoupily. 

T²mto ġtŊpen²m vznikaj² rozpustn® mono- a oligosacharidy, kter® jsou okamģitŊ k 

dispozici pŚ²tomnĨm mikroorganismŢm pro fermentaci. Tento kl²ļovĨ hydrolytickĨ 

krok je ovġem velice pomalĨ, a t²m jednoznaļnŊ limituje vyuģit² polysacharidŢ. 

DŢvodem je skuteļnost, ģe k t®to hydrolytick® reakci doch§z² pouze na povrchu 

bakteri§ln² stŊny pŚ²sluġnĨch mikroorganismŢ. Jejich biologick§ aktivita se tak st§v§ 

urļuj²c²m parametrem a limituj²c²m faktorem cel® hydrolĨzy. 

  LogickĨm Śeġen²m tohoto probl®mu je pŚ²davek externŊ produkovanĨch 

enzymŢ, a t²m pŚenesen² hydrolĨzy do cel®ho objemu fermentoru. T²m z²sk§v§me 

moģnost znovu plnŊ urļovat stupeŔ vyuģit² polysacharidŢ v procesu tvorby bioplynu 

(ĠTAMBASKħ, 2008). VĨvojem vhodnĨch kmenŢ kvasinek ļi speci§ln²ch bakteri² se 

podaŚilo zdvojn§sobit aģ ztrojn§sobit jejich produkļn² aktivitu. T²m se podaŚilo zkr§tit 

dobu kvaġen² na polovinu aģ tŚetinu a z§roveŔ se podaŚilo zvĨġit odolnost 

mikroorganismŢ vŢļi etanolu aģ do koncentrace 25%. To opŊt vede k lepġ²mu vyuģit² 

kapacity vĨrobn²ch zaŚ²zen² a podstatn®mu sn²ģen² energetickĨch n§rokŢ. jako suroviny 

pro vĨrobu etanolu se pouģ²vaj² obilniny, brambory, cukrov§ tŚtina atd. (ĠTULĉK, 

1991). 

   Produkce etanolu z celul·zy nen² jeġtŊ dostateļnŊ prozkouman§ a vĨzkum je 
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zat²m na zaļ§tku. Zaj²mav® jsou ale moģnosti zpracov§n² celul·zovĨch odpadŢ 

zemŊdŊlskĨch i prŢmyslovĨch - zbytky rostlin po sklizn²ch, lodyhy, st®bla, listy, odpad 

pŚi zpracov§n² dŚeva - kŢra, vŊtve piliny, organickĨ odpad z dom§cnost². Zde je tŚeba 

spatŚovat nejvŊtġ² vĨhodu produkce biopaliv 2. generace, kdy nedoch§z² k pŚ²m® 

konkurenci pŚi produkci potravin a biomasy urļen® pro vĨrobu biopaliv (ĠTŉRBA, 

2008). 
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3. Materi§l a metodika 

 

C²lem t®to diplomov® pr§ce s n§zvem Aktivita celul§zy C1 a FP (FPA) 

v komerļn²ch prepar§tech a jej² odezva  pŚi hydrolĨze vybranĨch druhŢ biomasy  je 

naj²t a ovŊŚit vhodnou metodiku pro stanoven² C1 a FP celul§zov® aktivity a n§slednŊ 

stanovit aktivitu enzymu celul§zy v komerļn²ch, bŊģnŊ dostupnĨch, prepar§tech a jej² 

¼ļinnost pŚi hydrolĨze vybranĨch typŢ biomasy. 

 Kvalitu nab²zen®ho enzymov®ho prepar§tu lze obecnŊ zjiġŠovat dvŊma 

zpŢsoby. Prvn²m zpŢsobem je praktick§ aplikace enzymu pŚi hydrolĨze, a pot® 

srovn§n² jednotlivĨch enzymovĨch prepar§tŢ na z§kladŊ vĨsledkŢ probŊhl® hydrolĨzy 

u jednotlivĨch vzorkŢ v praxi. DruhĨm zpŢsobem, kterĨ byl vybr§n vedouc²m 

diplomov® pr§ce jako vhodnŊjġ², je zjiġŠov§n² a porovn§n² kvality enzymovĨch 

prepar§tŢ pŚ²mo, pomoc² stanoven² C1 a FP aktivity dan®ho enzymov®ho prepar§tu. 

Zn§t aktivitu enzymu je dŢleģit®, neboŠ enzymy vyr§b² mnoho firem, kter® spolu 

soutŊģ². Proto, jak jiģ bylo uvedeno, ļasto ud§vaj² aktivitu svĨch enzymovĨch prepar§tŢ 

v jednotk§ch, jeģ nejsou vġeobecnŊ zn§m® a mohou se v²ce nebo m®nŊ rŢznit. Obvykle 

pouģ²van® podm²nky stanoven² aktivity enzymu nerespektuj² podm²nky jeho provozn² 

aplikace. Uģivatel enzymu si tedy mus² vybrat vhodnou vlastn² metodu jak ke 

srovn§v§n² prepar§tŢ rŢznĨch firem, tak i ke stanoven² ekonomick®ho d§vkov§n² 

enzymu v provozu (KOTAL, 1989). 

Enzym celul§za ġtŊp² polysacharid celul·zu, nejhojnŊji se vyskytuj²c² 

polysacharid na svŊtŊ, aģ na beta-D-gluk·zu, kter§ je vĨznamnou surovinou, kterou lze 

vyuģ²t jako vĨznamnou sloģku pŚi fermentaci, kdy vĨslednĨm produktem je etanol 

a CO2. Produkce etanolu z celul·zy nen² jeġtŊ dostateļnŊ prozkouman§ a vĨzkum je 

zat²m na zaļ§tku. 

Ve sv® pr§ci jsem zjiġŠoval jak jiģ zmiŔovanou aktivitu C1, tak tak® aktivitu FP. 

Aktivitou C1 se rozum² mnoģstv² redukuj²c²ch l§tek (RL) uvolnŊnĨch pŢsoben²m 

enzymu celul§zy na karboxymetylcelul·zu (CMC) a aktivita FP (filter paper) je 

obdobou aktivity C1, ale m²sto karboxymetylcelul·zy (CMC) se pouģ²v§ prouģek 

filtraļn²ho pap²ru Whatmann 41. V porovn§n² s C1 aktivitou vykazuje FP aktivita 

podstatnŊ niģn² poļet jednotek (KOTAL, 1989). 
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 Po dohodŊ s vedouc²m diplomov® pr§ce bylo provedeno pouze jedno vzorov® 

stanoven² C1 aktivity, neboŠ tyto hodnoty C1 aktivity nejsou jsou pro prob²haj²c² 

vĨzkum na katedŚe agroekologie vĨznamn® a potŚebn®. Dalġ² pr§ce byla tedy zamŊŚena 

pouze na stanoven² FP celul§zov® aktivity. FP celul§zov§ aktivita je totiģ pomŊrn§ m²ra 

celkov® schopnosti enzymatickĨch prepar§tŢ k hydrolĨze (URBĆNSZKY et al., 2000) 

a vĨsledky FP aktivity maj² tedy dostateļnou vypov²daj²c² schopnost a jsou d§le 

vyuģiteln® pro dalġ² vĨzkum prob²haj²c² na katedŚe agroekologie. 

 

Jako biomasa, kter§ byla podrobena enzymatick® hydrolĨze, byl opŊt po 

konzultaci s vedouc²m diplomov® pr§ce zvolen jetel luļn² (Trifolium pratense L.), kterĨ 

byl vybr§n v souvislosti s dlouhodobĨm zamŊŚen²m katedry na vĨzkum v t®to oblasti. 

Jetel luļn² je v²celetou p²cninou, jej²ģ pŊstov§n² m§ z hlediska pŊstitele i ochrany 

zemŊdŊlsk® krajiny mnoho vĨhod. Jetel luļn² se uplatŔuje v zemŊdŊlsk® praxi jako 

pŚeruġovaļ sledu obilovin, jeho zastoupen² v osevn²m postupu m§ pozitivn² vliv na 

¼rodnost pŢdy vlivem fixace vzduġn®ho dus²ku symbiotickĨmi bakteriemi (rod 

Rhizobium), jetel je tak® povaģov§n za plodinu maj²c² vliv na sn²ģen² eroze ï jednak 

t²m, ģe jde o v²celetou p²cninu, zapojenĨ porost jetele luļn²ho m§ vysokou pokryvnost a 

d§le je jetel luļn² hlubokokoŚen²c² rostlina, ļ²mģ doch§z² zlepġen² vlastnost² mnohdy 

velmi silnŊ utuģen® pŢdy a t²m zvĨġen² infiltrace vody. To m§ vliv na zlepġen² vodn²ho 

reģimu krajiny, kles§ mnoģstv² pŚ²m®ho povrchov®ho odtoku. Jetel luļn² se uplatŔuje 

jako vĨborn® krmivo pro hospod§Śsk§ zv²Śata, jeho uplatnŊn² lze ale rozġ²Śit i na jin® 

oblasti, jako je napŚ²klad jiģ zmiŔovan§ vĨroba biolihu. Jetel luļn², pouģitĨ pro 

hydrolĨzu, nebyl nijak speci§lnŊ upravov§n. Byl usuġenĨ na vzduchu a pot® rozemletĨ 

na mlĨnku Fritch pulverissete 14. 

 

 

3.1. Metoda stanoven² FP celul§zov® aktivity  

 
Metodika stanoven² FPA celul§zov® aktivity nen² doslovnŊ citov§na z literatury, 

ale je popisov§na tak, jak byla na katedŚe agroekologie upravena. Kaģdou metodiku je 

totiģ potŚeba v²ce ļi m®nŊ upravit na z§kladŊ podm²nek dan®ho pokusu. Takto upraven§ 

metodika byla doporuļena vedouc²m diplomov® pr§ce jako metodika nejvhodnŊjġ².  
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Tato metoda je jednak pŚesn§, pŚi peļliv® pr§ci nen² citliv§ na chyby pracovn²kŢ 

prov§dŊj²c²ch stanoven², potŚebn® chemik§lie jsou dobŚe dostupn® a v neposledn² ŚadŊ 

nen² to metoda finanļnŊ n§roļn§. 

 

3.1.1. Chemik§lie a pomŢcky 

 

Pap²r Whatmann ļ. 41 

Celul§zovĨ prepar§t 

Destilovan§ voda 

OdmŊrn§ baŔka 100ml 

Pipeta 

Erlenmeyerova baŔka 250 ml 

Zkumavky podle poļtu opakov§n²  

Acet§tovĨ pufr pH 4,7 

Vodn² l§zeŔ 

TeplomŊr 

MlĨnek Fritch pulverissete 14 

 

3.1.2. Postup stanoven² 

 

1) PŚipravit si filtraļn²  pap²r Whatmann ļ. 41 o hmotnosti pŚesnŊ 200 mg (pruh  

    pŚibliģnŊ 2x12 cm)  

2) Pap²r stoļit a vloģit do zkumavky 

3) PŚidat 4 ml acet§tov®ho pufru pH 4,7 

4) Temperovat 10 minut ve vodn² l§zni od teplotŊ pŚesnŊ 50ÜC. 

5) Rozpustit 0,2g celul§zy v 50-80 ml destilovan® vody v odmŊrn® baŔce a pot® doplnit    

    destilovanou vodou pŚesnŊ na objem 100ml 

6) Do zkumavky z bodu ļ. 4 pŚidat  pŚesnŊ 4ml roztoku, kterĨ jsme si pŚipravili v bodŊ     

     ļ. 5  

7) ProtŚepat zkumavku 

8) Zkumavku vloģit pŚesnŊ! na 30 minut do l§znŊ 50ÜC tepl® 

9) Po uplynut² doby se pipetou z protŚepan® zkumavky se svitkem pap²ru odebere 1ml    
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    hydrolyz§tu a pŚevede do 250 ml Erlenmeyerovy baŔky pro stanoven² obsahu    

    redukuj²c²ch l§tek 

10) D§le se postupuje dle upraven® metody stanoven² redukuj²c²ch l§tek 

11) Pro pŚ²pravu Ăslep®ho vzorkuñ se celĨ postup zopakuje, ale pap²r Whatmann ļ. 41    

     se jiģ ned§v§. 

 

3.2. Metoda stanoven² C1 celul§zov® aktivity  

 

Metodika na stanoven² C1 celul§zov® aktivity v komerļn²ch prepar§tech se 

v podstatŊ neliġ² od metodiky pouģit® pro mŊŚen® FP aktivity, jen s t²m rozd²lem, ģe 

v bodŊ 1 metodiky se m²sto pap²ru Whatmann ļ.41 pouģije karboxymetylcelul·za 

(CMC). 

 

3.3. Metody stanoven² redukuj²c²ch l§tek 

 

Stanoven² mnoģstv² redukuj²c²ch l§tek je druhĨm krokem, kterĨ bezprostŚednŊ 

navazuje na pŚedeġlou metodiku. Je potŚeba prov®st stanoven² mnoģstv² uvolnŊnĨch 

redukuj²c²ch l§tek (monosacharidŢ - gluk·zy), kter® se bŊhem enzymatick®ho pŢsoben² 

uvolnily do roztoku. Plat², ģe ļ²m v²ce uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek bude obsaģeno 

v roztoku, t²m je vyġġ² enzymatick§ aktivita dan®ho enzymov®ho prepar§tu. 

 

3.3.1. Obecn® metody stanoven² redukuj²c²ch l§tek  

V literatuŚe jsou uv§dŊny rŢzn® metody stanoven² redukuj²c²ch l§tek. napŚ²klad 

principem metody uv§dŊn® v metodice VĐPP (1978) je, ģe redukuj²c² cukry 

s karbonylalkoholovou skupinou vyluļuj² z alkalickĨch mŊŅnatĨch roztokŢ oxid 

mŊŅnĨ. Mnoģstv² vylouļen®ho CuO nen² ale v line§rn²m vztahu k mnoģstv² cukru, 

hodnoty se urļ² podle tabulek.   

řada dalġ²ch metod je zaloģena na tom, ģe redukuj²c² l§tky redukuj² 

manganistany na sŢl manganatou, jodiļnany na jodid a pŚebytek oxidaļn²ho ļinidla 
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(manganistanu ļi jodiļnanu) je stanov² jodomericky v kysel®m prostŚed² pŚevodem KJ 

na jod, kterĨ se titruje sirnatanem.  

Metoda ĐKZĐZ spoļ²v§ v tom, ģe redukuj²c² l§tky redukuj² ferrikyanid na 

ferrokyanid. Titruje se jodometricky pŚebytek ferrikyanidu, kterĨ s jodidem d§v§ jod a 

ferrokyanid. Chybou t®to metody, na n²ģ upozornil konzultant t®to diplomov® pr§ce je, 

ģe autoŚi ļeŚ² vzorek ferrikianidem a ZnSO4  v kysel®m roztoku, do kter®ho souļasnŊ 

d§vaj² KJ. Zde vġak doch§z² k reakci  

 

 2 [ Fe(CN)6 ] 
III

 + 2J 
I
             J2 + 2 [ Fe(CN)6 ] 

IIII
       

 

 

UvolnŊnĨ jod pak mŢģe oxidovat redukuj²c² l§tky, ale tak® nemus², protoģe je 

zde velkĨ pŚebytek zinku. Sraģeninou je ġpatnŊ pochopen§ sraģenina CARREZ I  (30% 

ZnSO4) a CARREZ II je kyanoģeleznatan, nikoli kyanoģelezitan draselnĨ. ĻeŚen² se 

nav²c zd§ bĨt zcela zbyteļn®, v kaġovit® sraģeninŊ je bod ekvivalence obt²ģnŊ urļitelnĨ 

a b²lkoviny naġe roztoky stejnŊ nemaj². Proto byla tato metoda upravena tak, aby byla 

vhodn§ pro naġe mŊŚen² a aby byla pŚesnŊjġ². Obecn® lze Ś²ci, ģe metody s Cu
+2  

jsou 

metodami arbitr§ģn²mi a tedy by mŊly bĨt metodami nejspolehlivŊjġ²mi. 

 

3.3.2. Upraven§ metoda stanoven² redukuj²c²ch l§tek  

 

3.3.2.1. Princip 

 Redukuj²c² l§tky pŚi varu v alkalick®m prostŚed² redukuj² mŊdnatou sŢl na 

Cu2O. NezreagovanĨ pŚebytek Cu ï soli se stanov² jodometricky 

 

           2 Cu
2+

  +  4 J
-  
­  2 CuJ  +  J2 

 

UvolnŊnĨ j·d se titruje sirnatanem 

 

           J2 +  2 S2O3
2-

  ­  2 J
-  
+

    
S4O6

2-
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3.3.2.2. Chemik§lie a pomŢcky 

1. z§sobn² mŊdnatĨ roztok A:388 g krystalick®ho (nebo 143 g bezvod®ho)     

Na2CO3  se rozpust² ve 300 ï 400 ml destilovan® vody, pŚevede se do 1000 ml 

odmŊrky, pŚid§ se roztok 50 g kyseliny citr·nov® rozpuġtŊn® v mal®m mnoģstv² 

vody a d§le 25 g krystalick®ho s²ranu mŊdnat®ho rozpuġtŊn®ho ve 100 ml vody. 

Dopln² se do 1 l. (roztok se rozpouġt² velmi pomalu ï do druh®ho dne) 

2. 30 % roztok KJ: do 200 ml k§dinky se odv§ģ² 60 g KJ + destilovan§  voda  +  

kapka  10 % NaOH 

3. 10 % NaOH : 10 g NaOH do 100 ml  

4. 25 % H2SO4 : do 1000 ml odmŊrky s destilovanou vodou se pŚid§ 250 ml konc. 

H2SO4 

5. 0,05 M  Na2S2O3 . 5 H2O: 25 g sirnatanu do 2 l, (titr se stanov² na 0,02-0,03g 

KIO3 +  1-2 g KJ v 50 ml 0,1 M HCl ï na titr§toru DL 50, metoda J-titr) 

6. 0,1 M HCl : 8,8 ml konc. HCl v 1 l destilovan® vody 

7.    titr§tor DL-50  

      8.  topn§ deska 

      9.   Erlenmeyerova baŔka, pipeta 

 

3.3.2.3. Postup stanoven²  

K 1 ml hydrolyz§tu (nebo jin®ho roztoku s red. l§tkami)  ve 250 ml 

ErlenmeyerovŊ baŔce se pŚid§ 24 ml destilovan® vody, 10 ml z§sobn²ho mŊdnat®ho 

roztoku A vaŚ² se na topn® desce pŚesnŊ 10 minut. 

BaŔka se pak rychle ochlad² a do studen®ho roztoku se pŚid§ 5 ml 30% roztoku 

KJ a  d§le pŚid§v§me velmi pomalu 4,5 ml 25 % H2SO4  (opatrnŊ ï pŊn²!) aģ do poklesu 

pH pod 2.  

PŚi pouģit² bezvod®ho Na2CO3 v mŊdnat®m roztoku staļ² pŚidat jen 2,5 ml 

H2SO4. Mus² se zmŊnit barva na ģlutohnŊdou.  

Pak se titruje sirnatanem do b²l®ho zbarven², nejl®pe na titr§toru DL ï50.. StejnŊ 

se provede analĨza slep®ho pokusu, m²sto hydrolyz§tu se pouģije destilovan§  voda. 
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Mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek se vypoļte jako rozd²l  spotŚeby 

sirnatanu pŚi  titraci  roztoku s hydrolyz§tem a roztoku s destilovanou vodou  v ml, 

vyn§sobeno koeficientem  1,745 podle vzorce: 

. 

Gluk·za (mg) = (H ï S) x 1, 745  

 

SpotŚeba sirnatanu pŚi titraci roztoku s hydrolyz§teméééééééééééé....H 

SpotŚeba sirnatanu pŚi titraci roztoku s destilovanou vodou (slepĨ vzorek)é.ééé.S 

Koeficient pŚepoļtuéééééééééééééééééééééééé..1, 745 

 

VĨsledkem tohoto vĨpoļtu budou miligramy uvolnŊn® gluk·zy. Tato hodnota bude 

pouģita pŚi dalġ²ch vĨpoļtech enzymatick® aktivity. 

Uk§zka vĨstupu z titr§totu DL-50 je uvedena v pŚ²loze.  

 

3.3.2.4. Praktick® pozn§mky 

1) V literatuŚe se uv§d² jako ide§ln² pH pro titraci sirnatanem jen slabŊ kysel® 

prostŚed², pH 3-4, ale v pokusu byly i pŚi pH kolem jedn® namŊŚeny stejn® 

vĨsledky. DŢleģit§ je zmŊna barvy na ģlutohnŊdou, kter§ nast§v§ aģ pod pH 4, 

jinak reakce neprobŊhne, vzorek je st§le naļervenalĨ (slepĨ vzorek modrĨ) a 

barva se nezmŊn² ani po velk®m pŚ²davku sirnatanu. Vzhledem k titraļn² kŚivce 

je nejl®pe pŚid§vat 4,5 ml kyseliny s²rov®, kdy nast§v§ pH = 1,8 ï 2,3 u vzorku 

a reakce se zmŊnou barvy prob²h§ velmi vĨraznŊ. 

2) DŢleģitĨ z hlediska pŚesnosti vĨsledku je zvolenĨ postup titrace. Titrace jde na 

titr§toru DL ï50 perfektnŊ, vych§zej² odpov²daj²c² titraļn² kŚivky s jednoznaļnŊ 

urļitelnĨm bodem zlomu. PŚi ruļn² titraci je pŚechod velmi pozvolnĨ, ani 

ġkrobovĨ maz kvŢli ģlutohnŊd®mu zbarven² roztoku nepomŢģe a ruļn² titrace je 

tedy mnohem m®nŊ pŚesn§ a nelze ji pro pŚesn® stanoven² doporuļit 

 

3) PŚi pouģ²v§n² kapaln® celul§zy vzorek pŊn² (pŚi pŚ²davku H2SO4) jeġtŊ v²ce neģ 

norm§lnŊ, mus² se pŚid§vat velmi pomalu a vyļk§vat aģ pŊna opadne 
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3.3.2.5. OvŊŚen² metody a zkouġka   

OvŊŚen² metody a zkouġku jsme provedli pomoc² 1% roztoku gluk·zy. 

 

Tabulka ļ.1 

ml 1 % gluk·zy obsah gluk·zy 

ve vzorku v 

mg 

spotŚeba 

sirnatanu v ml 

rozd²l spotŚeb * 1,745 = 

mg gluk·zy 

0 0 19 0 0 

0,5 5 15,8 3,2 5,58 

1 10 12,2 6,8 11,87 

2 20 6,6 12,4 21,64 

 

Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ lze metodu povaģovat za spolehlivou. 

 

Mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek se tedy vypoļte jako rozd²l  spotŚeby 

sirnatanu pŚi  titraci  roztoku s hydrolyz§tem a roztoku s destilovanou vodou  v ml, 

vyn§sobeno koeficientem  1,745. VĨsledkem tohoto vĨpoļtu budou miligramy 

uvolnŊn® gluk·zy. Po zjiġtŊn² mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek (gluk·zy) pot® 

dojde k pŚepoļtu uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek (gluk·zy) na enzymovou aktivitu. 

Plat², ģe hodnota FP aktivity je d§na poļtem miligramŢ uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek 

v pŚepoļtu na 1g filtraļn²ho pap²ru Whatmann ļ.41 za 30 minut. 

 

A2 =  

 

A2éé...aktivita enzymu 

a1éé....mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek (nesm² se zapomenou odeļ²st ¼daj     

               slep®ho pokusu od ¼daje vlastn²ho hydrolytick®ho experimentu) 

8/4éé..faktor ŚedŊn² enzymov®ho roztoku pŚi hydrolĨze 

5ééé.koeficient pŚepoļtu z 0,2g filtraļn²ho pap²ru Whatmann ļ.41 na 1g  

bééé.koncentrace enzymu v 1 ml pouģit®m k hydrolĨze, 0,2/100 = 0,002g 

 

a1 .5 . 8 
 

 
 

        b . 4 
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VĨslednou aktivitu A2 je moģn® uv§dŊt jako bezrozmŊrnou veliļinu, neboŠ jiģ 

z definice FP aktivity je zŚejm®, ģe jde o hodnotu, kter§ je vyj§dŚena poļtem miligramŢ 

uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek v pŚepoļtu na 1g filtraļn²ho pap²ru Whatmann ļ.41 za 

30 minut. 

StejnĨm zpŢsobem je pak moģn® pŚepoļ²tat mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch 

l§tek z²skanĨch pŢsoben²m enzymu na karboxymetylcelul·zu (CMC) ï C1 aktivita. 

 

Pozn§mka:  

V pŚ²padŊ, ģe by FP a C1 aktivita celul§zy byla n²zk§, byla by velmi n²zk§ tak® 

hodnota a1 (mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek) a t²m by byla pŚ²liġ vysok§ chyba 

stanoven². V tomto pŚ²padŊ je nutn® pŚi stanoven² mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch 

l§tek odebrat m²sto 1ml hydrolyz§tu  v bodŊ  3.3.2.3. dvojn§sobn® mnoģstv² a to 2 ml 

hydrolyz§tu a vypoļtenĨ vĨsledek A2 (aktivita enzymu) po vĨpoļtu vydŊlit 2.
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 4. VĨsledky a diskuse 

 

V souladu se zad§n²m bodu ļ. 1 diplomov® pr§ce na t®ma Aktivita celul§zy C1 a 

FP v komerļn²ch prepar§tech a jej² odezva  pŚi hydrolĨze vybranĨch typŢ biomasy  

byla v laboratorn²ch podm²nk§ch stanovena C1 a FP aktivita enzymov®ho prepar§tu 

Onozuka R-10 vyr§bŊn®ho firmou Merck4Pharma. Tato celul§za patŚ² u n§s i 

celosvŊtovŊ mezi  nejvyuģ²vanŊjġ² celul§zov® prepar§ty s dlouholetou tradic². Podle 

postupu, kterĨ byl pops§n v kapitole Materi§l a metodika je pro vĨpoļet celul§zov® 

aktivity nejprve potŚeba zn§t mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek (jednoduchĨch 

cukrŢ ï gluk·zy) pŚi hydrolytick®m ġtŊpen² celul·zy (jetel, filtraļn² pap²r Whatmann ļ. 

41 nebo karboxymetylcelul·za). Toto mnoģstv² hydrolĨzou uvolnŊnĨch redukuj²c²ch 

l§tek se vypoļte jako rozd²l  spotŚeby sirnatanu pŚi  titraci  roztoku s hydrolyz§tem a 

roztoku s destilovanou vodou  v ml, vyn§sobeno koeficientem  1,745. VĨsledkem 

tohoto vĨpoļtu budou miligramy uvolnŊn® gluk·zy. Po zjiġtŊn² mnoģstv² uvolnŊnĨch 

redukuj²c²ch l§tek (gluk·zy) pot® dojde k pŚepoļtu uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek 

(gluk·zy) na enzymovou aktivitu. 

 

V naġem pŚ²padŊ vġak rozd²l spotŚeby sirnatanu pŚi titraci roztoku 

s hydrolyz§tem a roztoku s destilovanou vodou  vych§zel ve vġech pokusech nulovĨ, 

nebo statisticky zanedbatelnĨ (viz. Tabulka ļ. 2) , a proto jiģ s t²mto prepar§tem nebylo 

d§le pracov§no. Po vĨpoļtu hodnot  FP a C1 aktivity.z tŊchto stanoven² je tedy zŚejm®, 

ģe aktivita FP a C1 u tohoto prepar§tu je nulov§, tud²ģ lze konstatovat, ģe japonskĨ 

celul·zovĨ prepar§t Onozuka R-10 vykazuje nulovou enzymovou aktivitu. 

 

V dalġ² ļ§sti t®to diplomov® pr§ce jsou podrobnŊ hled§ny, sledov§ny, 

popisov§ny a rozeb²r§ny jednotliv® pŚ²ļiny, kter® mohly v®st k tomuto zajist® 

pŚekvapiv®mu vĨsledku, o to zaj²mavŊjġ²mu, ģe nulovou enzymovou aktivitu vykazoval 

i novĨ, ļerstvŊ otevŚenĨ enzymovĨ prepar§t Onozuka R-10 
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4.1. Celul§za Onozuka R-10 

 

4.1.1. FP celul§zov§ aktivita 

 

Tabulka ļ. 2  

Rozd²l spotŚeb      

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) 

C1 enzymov§ aktivita 

s 2 ml hydrolyz§tu 

C1 aktivita pŚepoļten§ 

na 1ml hydrolyz§tu 

0 0 0 0 

0,1 0 0 0 

0 0 0 0 

 

 

4.2. Celul§za ɓ 500 

 Pro dalġ² pr§ci bylo tedy potŚeba naj²t jinĨ vhodnĨ enzymovĨ prepar§t, 

pomoc² kter®ho by bylo moģn® splnit zad§n² diplomov® pr§ce Aktivita celul§zy C1 a FP 

v komerļn²ch prepar§tech a jej² odezva  pŚi hydrolĨze vybranĨch typŢ biomasy a to 

stanovit aktivitu jin® technick® celul§zy a ovŊŚit jej² ¼ļinnost pŚi hydrolĨze vybranĨch 

typŢ biomasy. V m®m pŚ²padŊ po dohodŊ s vedouc²m diplomov® pr§ce byl, jak jiģ bylo 

vĨġe vysvŊtleno, v souvislosti s dlouhodobĨm zamŊŚen²m katedry na danou 

problematiku, zvolen jetel luļn² (Trifolium pratense L.) 

 

Jako dalġ² enzymovĨ prepar§t byla vybr§na celul§za s obchod²m n§zvem 500 Ç 

ES/EINECS, vĨrobce Biobn, v.o.s., kter§ jiģ enzymovou aktivitu vykazovala a mohla 

bĨt pomoļ² n² provedena vġechna potŚebn§ stanoven² nam²sto neaktivn² celul§zy 

Onozuka R-10.. S touto celul§zou ɓ500 byla provedena Śada pokusŢ, jejichģ vĨsledky 

jsou uvedeny d§le.  

 

4.2.1. C1  celul§zov§ aktivita 

Tabulka ļ.3 uv§d² zjiġtŊn® hodnoty uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek (cukrŢ) 

z²skanĨch pŢsoben²m celul§zy na karboxymetylcelul·zu (¼daj a1) a na d§le C1  
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enzymovou aktivitu pŚepoļtenou na 1g karboxymetylcelul·zy a 30 min pŢsoben². Po 

dohodŊ s vedouc²m diplomov® pr§ce bylo provedeno pouze jedno vzorov® stanoven² C1 

aktivity, neboŠ tyto hodnoty C1 aktivity nejsou jsou pro prob²haj²c² vĨzkum na katedŚe 

agroekologie vĨznamn® a potŚebn®. 

 

Tabulka ļ. 3 

Rozd²l spotŚeb      

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) 

C1 enzymov§ aktivita 

s 2 ml hydrolyz§tu 

C1 aktivita pŚepoļten§ 

na 1ml hydrolyz§tu 

14,5 25,303 126 515 63 258 

 

 

4.2.2. FP celul§zov§ aktivita  

Tabulka ļ.4 uv§d² zjiġtŊn® hodnoty uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek (cukrŢ) 

z²skanĨch pŢsoben²m enzymu celul§zy na  filtraļn² pap²r Whatmann ļ. 41 (¼daj a1) a na 

d§le FP  enzymovou aktivitu pŚepoļtenou na 1g filtraļn²ho pap²ru Whatmann ļ. 41 a 30 

min pŢsoben². 

 

Tabulka ļ. 4 

Rozd²l spotŚeb      

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) 

FP enzymov§ aktivita 

2 ml hydrolyz§tu 

FP aktivita pŚepoļten§ 

na 1ml hydrolyz§tu 

1,6 2,792 13 960 6 980 

1,6 2,792 13 960 6 980 

1,9 3,316 16 580 8 290 

2,6 4,537 22 685 11 343 

2,4 4,188 20 940 10 470 

2,5 4,363 21 815 10 908 

0,8 1,396 6 980 3 490 

1,8 2,618 15 705 7 853 

1,5 3,141 13 090 6 545 
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KromŊ vĨġe uvedenĨch hodnot C1 a FP celul§zov® aktivity uv§d²m i dalġ² ¼daje, 

kter® byly namŊŚeny upraven²m metodiky. Tyto hodnoty a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) byly namŊŚeny pŚi prodlouģen² doby inkubace z 30 minut na 60 

minut a pŚid§n²m dvojn§sobn®ho mnoģstv² enzymu (Tabulka ļ.5), a d§le pak 

prodlouģen²m doby inkubace z 30 minut na 120 minut a pŚid§n²m stejn®ho mnoģstv² 

enzymu (Tabulka ļ.6). Tyto hodnoty vġak nelze vzhledem k definici FP aktivity (jde o 

hodnotu, kter§ je vyj§dŚena poļtem miligramŢ uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek v 

pŚepoļtu na 1g filtraļn²ho pap²ru Whatmann ļ.41 za 30 minut) pouģ²t pro vĨpoļet FP 

aktivity. 

 

Tabulka ļ. 5 ukazuje hodnoty namŊŚen® pŚi prodlouģen² doby inkubace z 30 

minut na 60 minut a pŚid§n²m dvojn§sobn®ho mnoģstv² enzymu 

 

Tabulka ļ. 5 

Rozd²l spotŚeb            

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) 

1,4 2,443 

1,4 2,443 

 

Tabulka ļ. 6 ukazuje hodnoty namŊŚen® pŚi prodlouģen² doby inkubace z 30 minut na 

120  minut pŚi pouģit² mnoģstv² enzymu. 

 

Tabulka ļ. 6  

Rozd²l spotŚeb            

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) 

3 5,235 

 

Tyto ¼daje jsou uv§dŊny pouze pro zaj²mavost a nelze s nimi d§le pracovat. 
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4.2.3 HydrolĨza biomasy 

Đkolem druh® ļ§sti pr§ce bylo ovŊŚit ¼ļinnost celul§zov®ho prepar§tu pŚi 

hydrolĨze vybranĨch typŢ biomasy, v naġem pŚ²padŊ jetele, jak jiģ bylo vysvŊtleno. 

Tabulka ļ. 7 ukazuje namŊŚen® mnoģstv² uvolnŊnĨch redukuj²c²ch l§tek pŚi pŢsoben² 

enzymov®ho prepar§tu ɓ 500. Mnoģstv² enzymu bylo pouģito dle metodiky (bod 

3.1.2.6) 4 ml po dobu 30 minut (takt®ģ dle metodiky, bod 3.1.2.8) 

 

Tabulka ļ. 7 

Rozd²l spotŚeb      

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek) 

1,5 2,618 

1,5 2,618 

1,4 2,443 

2,4 4,188 

 

 

 

D§le bylo provedeno stanoven², pŚi kter®m doġlo k pŚi prodlouģen² doby 

inkubace z 30 minut na 60 minut a pŚid§n²m dvojn§sobn®ho mnoģstv² enzymu (8 ml). 

 

Tabulka ļ. 8 

Rozd²l spotŚeb      

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek 

1,8 3,141 

1,6 2,792 

 

 

Dalġ² zjiġtŊnou hodnotou byl ¼daj namŊŚenĨ pŚi ļtyŚn§sobn® dobŊ inkubace (120 minut) 

pŚi pouģit² mnoģstv² enzymu dle metodiky (4 ml) 
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Tabulka ļ. 9 

 

Rozd²l spotŚeb      

pŚi titraci (ml) 

a1 (mg uvolnŊnĨch  

redukuj²c²ch l§tek 

2,7 4,712 

 

 

Ve vĨsledc²ch pokusŢ lze naj²t nŊkolik zaj²mavĨch ¼dajŢ, nŊkter® lze oznaļit 

dokonce jako velmi pŚekvapiv®. T²m nejzaj²mavŊjġ²m z§vŊrem je beze sporu to, ģe 

japonskĨ celul§zovĨ prepar§t Onozuka R-10 vykazoval i pŚi opakovanĨch pokusech 

nulovou enzymovou aktivitu. Celul§za Onozuka R-10, vyr§bŊn§ firmou Merck4Pharma 

vġak patŚi spolu s prepar§tem Celluclast 1.5 (Novozymes, Denmark) u n§s i 

celosvŊtovŊ mezi  nejvyuģ²vanŊjġ² celul§zov® prepar§ty s dlouholetou tradic². Vyuģit² 

celul§zy Onozuka R-10 ve svĨch prac²ch uv§d² v Ļeskoslovensku  jiģ v roce 1990 

FELLNEROVĆ et al. a ze zahraniļn²ch autorŢ napŚ²klad GOSWAMI et al. (2008). Ani 

v jedn® z prac² uvedenĨch v seznamu literatury nebyly zaznamen§ny probl®my 

s aktivitou t®to celul§zy a ani zm²nky o ġpatn® vyuģitelnosti tohoto prepar§tu pŚi 

vĨzkumech a pokusech.  Nelze tedy pŚedpokl§dat chybu nebo nedbalost pŚi vĨrobŊ, 

jedn§ se o renomovan®ho vĨrobce s dlouholetou prax² a tradic², kterĨ by zajist® 

nedopustil poġkozen² sv® dobr® povŊsti a dobr®ho jm®na produkc² nekvalitn²ho a 

ne¼ļinn®ho prepar§tu jakoukoli chybou ze sv® strany nebo nedodrģen²m 

technologick®ho postupu pŚi vĨrobŊ celul§zy v laboratoŚi. Z  technick®ho hlediska jsou 

na kultivaci mikroorganismŢ k vĨrobŊ enzymŢ kladeny velmi podobn® poģadavky jako 

pŚi vĨrobŊ antibiotik, je poģadov§na vysok§ ¼ļinnost sterilaļn²ho a aeraļn²ho syst®mu. 

Sterilita je pŚi vĨrobŊ enzymŢ jeġtŊ mnohem dŢleģitŊjġ², neboŠ ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ se jiģ 

neuplatn² antimikrobn² ¼ļinek antibiotik (WISEMAN, 1980). VĨroba enzymŢ tŊmito 

firmami je na velmi vysok® ¼rovni a velmi dobŚe technologicky zvl§dnut§.   

NejvŊtġ²m probl®mem pŚi vĨrobŊ enzymŢ je vĨbŊr mikroorganizmŢ kter® by 

produkovaly velk® mnoģstv² enzymu na jednoduchĨch a levnĨch m®di²ch. VĨbŊr 

mikroorganismŢ mus² prov§dŊt z co nejvŊtġ²ho souboru mikroorganizmŢ za podm²nek 

charakteristickĨch pro povrchov® kultivace. Proto t®mŊŚ vġichni vĨrobci enzymŢ maj² k 
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dispozici sv® vlastn² sb²rky produkļn²ch mikroorganismŢ. Ve velk®m poļtu pŚ²padŢ jde 

jiģ o mutanty, vykazuj²c² nŊkolikan§sobn® zvĨġen² vĨtŊģku enzymu proti pŢvodn²m 

mikroorganismŢm. Prvn²m pŚedpokladem ¼spŊchu pŚi vĨrobŊ enzymŢ je, aby 

mikroorganismus produkoval stabilnŊ enzym s vysokou a zaruļenou vĨtŊģnosti a 

souļasnŊ vyhovoval hygienickĨm poģadavkŢm (tzn. nesm² produkovat nevhodn® 

vedlejġ² metabolity, napŚ. aflatoxiny, a nesm² bĨt ani podm²nŊnŊ patogenn²). Tyto 

poģadavky jsou vġak u tak kvalitn²ho a celosvŊtovŊ vyuģ²van®ho enzymatick®ho 

prepar§tu Onozuka R-10 zajist® splnŊny. 

VĨrobce enzymu Onozuka R-10 na svĨch internetovĨch str§nk§ch deklaruje 

enzymovou aktivitu C1 sv®ho prepar§tu zjiġŠovanou pomoc² karboxymetylcelul·zy 

(CMC) Ó 1 U * mg
-1
. Naġimi mŊŚen²mi vġak byla prok§z§na aktivita tohoto enzymu 

jako nulov§, coģ je vĨsledek zaj²mavĨ, v rozporu s tvrzen²m vĨrobce i celosvŊtovou 

prax² i tvrzen²m a vĨsledky mnoha odborn²kŢ i ļeskĨch autorŢ, kdy napŚ²klad Kotal 

(1989) uv§d² C1 aktivitu japonsk® celul§zy Onozuka R-10 8300 mg redukuj²c²ch l§tek 

na 1 gram a FPA aktivitu v souladu s ostatn²mi autory a literaturou Ś§dovŊ niģġ² a to 

konkr®tnŊ 830 mg redukuj²c²ch l§tek na gram. 

 

Je tedy potŚeba hledat a popsat dŢvody, kter® mohly v®st k tomu, ģe tento 

prepar§t nulovou enzymovou aktivitu vykazoval a proļ v pokusech nebyly prok§z§ny 

ģ§dn® vĨsledky spojen® s jeho aktivitou.  Jist® je, ģe prob²hat budou jen ty reakce, pro 

kter® je pŚ²tomen aktivn² enzym (ĠPIĻKA, 2004). Zde tedy aktivn² enzym pŚ²tomen 

nebyl, i kdyģ se jednalo o ġpiļkovĨ, celosvŊtovŊ uzn§vanĨ a pouģ²vanĨ vĨrobek. 

DŢvody tohoto zjiġtŊn² je tŚeba hledat v nŊkolika rovin§ch.  

 

PŚednŊ je tŚeba si uvŊdomit, ģe provozn² aplikace enzymŢ pŚin§ġej² mnoho 

technickĨch probl®mŢ (WIESEMAN, 1980). Od komerļn²ch enzymovĨch prepar§tŢ se 

poģaduje, aby jejich aktivita byla v urļit®m teplotn²m rozmez² st§l§, pŚedevġ²m v 

pŚ²tomnosti substr§tu (KOTAL, 1989). VelkĨ vĨznam m§ nŊkdy ļiġtŊn² enzymŢ. Ale 

vŊtġina obchodnŊ vyr§bŊnĨch enzymŢ jsou prepar§ty velmi surov®, posuzujeme-li je z 

hlediska vĨskytu kontaminuj²c²ch aktivit jinĨch enzymŢ. Jiģ v dŚ²vŊjġ² dobŊ byl 

soustŚedŊn z§jem na pŚ²pravu a aplikaci imobilizovanĨch forem enzymŢ. Po imobilizaci 



  45 

enzymu je moģno oļek§vat buŅ vzrŢst, a nebo pokles jeho stability podle toho, zda 

pouģitĨ nosiļ vytv§Ś² mikrookol² schopn® denaturovat b²lkovinu enzymu a nebo ji 

naopak stabilizovat (WISEMAN, 1980).  Tak® tepelnŊ stabiln² enzymy lze pouģ²t pŚi 

vhodnŊ vysok® teplotŊ, kdy rychle pŢsob², a pŚitom jeġtŊ neztr§cej² aktivitu. ĐspŊġnost 

aplikace enzymŢ z§vis² vģdy na pouģit² vhodn®ho pH a vhodn®ho mnoģstv² 

enzymov®ho prepar§tu. 

 VĨrobci stanovuj² a uv§d² enzymovou aktivitu z dŢvodŢ sledov§n² vĨroby a 

izolace enzymŢ a ke standardizaci a stanoven² vlastnost² obchodn²ch prepar§tŢ 

metodami vesmŊs volenĨmi podle jeho potŚeb, a nikoli z hlediska vhodnosti tŊchto 

metod k ¼ļelu stanoven² spr§vn®ho mnoģstv² enzymu jako pŚ²davku k urļit®mu 

technologick®mu procesu. Enzymy vyr§b² mnoho firem, kter® spolu soutŊģ². Proto 

ļasto ud§vaj² aktivitu svĨch enzymovĨch prepar§tŢ v jednotk§ch, jeģ nejsou vġeobecnŊ 

zn§m® a mohou se v²ce nebo m®nŊ rŢznit. Obvykle pouģ²van® podm²nky stanoven² 

aktivity enzymu nerespektuj² podm²nky jeho provozn² aplikace. Pro prŢmyslovou 

aplikaci je velmi dŢleģit®, aby vlastnosti vybran®ho enzymu byly studov§ny pŚedevġ²m 

ve vztahu k pouģ²van® technologii nebo k poģadavkŢm kladenĨm na vĨrobek (KOTAL, 

1989).  

Aktivita enzymu z§vis² pŚedevġ²m na jeho koncentraci, na koncentraci a 

dostupnosti substr§tu, na koncentraci kofaktorŢ, na allosterickĨch efektorech, na 

pŚ²tomnosti, koncentraci a typu inhibitorŢ, na iontov® s²le, na pH prostŚed² a na dobŊ 

reakce (WISEMAN, 1980). K naġim zjiġtŊn²m ale doġlo za  pouģit² stejn® metodiky a 

stejnĨch postupŢ u obou enzymovĨch prepar§tŢ a proto lze pŚ²ļiny jakĨmi jsou 

koncentrace a dostupnost substr§tu, koncentrace kofaktorŢ, allosterick® efektory, 

iontov§ s²la, pH prostŚed² a doba reakce vylouļit. 

Mezi nejdŢleģitŊjġ² faktory, kter® by tedy mohly m²t vliv na sn²ģen² enzymov® 

aktivity, vedouc² aģ k ¼pln® ztr§tŊ t®to aktivity, patŚ² zajist® teplota skladov§n² a 

stabilita enzymov®ho prepar§tu. Jenģe o tom, jak ovlivnit napŚ. stabilitu obchodn²ch 

enzymovĨch prepar§tŢ, zvl§ġtŊ jsou-li pouģ²v§ny ve sloģitŊjġ²ch smŊs²ch, nen² zn§mo 

t®mŊŚ nic. Ve skuteļnosti mnoh® vlastnosti enzymŢ, kter® enzymologov® povaģuj² za 

spolehliv®, jsou u obchodn²ch prepar§tŢ znaļnŊ pozmŊnŊny (KOTAL, 1989). Stability 

aktivity se dosahuje u tekutĨch forem pŚid§n²m stabiliz§torŢ (napŚ. glycer²nu) nebo 
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suġen²m, kdy vznik§ enzymov® prepar§t v pr§ġkov® formŊ s lepġ² stabilitou celul§zov® 

aktivity. Enzymy se dŚ²ve vyr§bŊly jako jemn® pr§ġky, ale nyn² se d§v§ pŚednost 

granulovan® formŊ, nebo je moģno pouģ²t ² techniku opouzdŚen² (enkapsulaci) enzymu 

(WISEMAN, 1980). NapŚ²klad KOTAL (1989) uv§d², ģe enzym celul§za je vysoce 

stabiln² a nen² snadno inhibov§n neļistotami doprov§zej²c²mi substr§t v pŚirozen®m 

materi§lu, ale na druhou stranu jeho aktivita je pomŊrnŊ labiln², zejm®na u tekutĨch 

prepar§tŢ. D§le uv§d², ģe upotŚebitelnost prepar§tu je pŚ²mo z§visl§ na stabilitŊ jak pŚi 

skladov§n², tak pŚi pouģit². Jak jiģ bylo uvedeno vĨġe, enzymy mohou bĨt dod§v§ny 

buŅ v tekut®, nebo v tuh® formŊ. Nab²zen® enzymov® prepar§ty obsahuj² obvykle 

slouļeniny, kter® omezuj² ztr§ty enzymov® aktivity bŊhem skladov§n² nebo zabraŔuj² 

pomnoģen² mikroorganismŢ. Aģ dosud byly k tomuto ¼ļelu pouģ²v§ny n§sleduj²c² 

slouļeniny: glycerol, propylenglykol, sorbitol, chlorid sodnĨ a dalġ² soli vļetnŊ sol² 

pouģ²vanĨch k pŚ²pravŊ tlumivĨch roztokŢ, d§le natriumbenzo§t a estery p-

hydroxibenzoov® kyseliny. V  patentov® literatuŚe byla  navrģena Śada slouļenin, kter® 

mohou slouģit jako stabiliz§tory enzymŢ bŊhem jejich skladov§n² a v nŊkterĨch 

pŚ²padech i pŚi jejich pouģit² (WISEMAN, 1980).  

Urļitou lepġ² stabilitu pak prĨ vykazuj² such® prepar§ty, v ļemģ panuje mezi 

autory shoda. Tekut® prepar§ty pak vyģaduj², jak jiģ bylo Śeļeno, stabiliz§tory. Za 

progresivn² stabiliz§tory se povaģuj² v souļasn® dobŊ pro celul§zu celul·zov® nebo 

lignocelul·zov® materi§ly. vyuģ²v§ se zde pŚirozen§ pŚilnavost (afinita) celul§zy 

k tŊmto materi§lŢm. Celul§za se na uveden® materi§ly v§ģe adsorpļnŊ. Zkouġky 

prok§zaly, ģe asi 80% adsorbovan® celul§zy se vrac² do vodn²ho prostŚed² a jen 20% 

zŢst§v§ v nevratn® formŊ na pevn®m substr§tu. Za hlavn² vĨhodu tohoto Śeġen² se 

povaģuje stabilizace aktivity jak pŚi skladov§n², tak i pŚi pouģit² (KOTAL, 1989). 

 

Stabilitou se tedy obecnŊ rozum² schopnost celul§zovĨch molekul udrģet si 

enzymovou aktivitu za zmŊnŊnĨch podm²nek, coģ prakticky znamen§ zachovat aktivitu 

prepar§tu pŚi skladov§n² i bŊhem provozn²ho pouģit². PŚ²ļinou ztr§ty aktivity je sn²ģen§ 

odolnost celul§zy proti vnŊjġ²m podm²nk§m (WISEMAN, 1980). Stabilitu prepar§tu 

obvykle hodnot²me tzv. poloļasem, coģ je doba, za kterou aktivita prepar§tu poklesla 

na polovinu pŢvodn² hodnoty. Nestabiln² enzymy jsou provoznŊ nepouģiteln®. 
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Optim§ln² podm²nky pro stabilitu enzymŢ se zajiġŠuj² optimalizac² vnŊjġ²ch podm²nek - 

volbou vhodn®ho pH, teploty, formy prepar§tu atd. (KOTAL, 1989). PŚed zah§jen²m 

vĨroby by mŊla bĨt stanovena st§lost enzymu pŚi skladov§n² a k pŢsoben² teploty; 

zjiġtŊn² pŚ²tomnosti inhibitorŢ nebo aktiv§torŢ enzymu ve zpracov§van®m materi§lu 

mŢģe bĨt zpoļ§tku dosti obt²ģn®.  

D§le je tak® tŚeba si uvŊdomit, ģe tŊģk® kovy jiģ ve velmi mal® koncentraci   

(10
-9

 mol * l
-1
) inhibuj² aktivitu mnoha enzymŢ. NŊkter® z nich, jako napŚ. mŊŅ nebo 

olovo, se mohou v tŊchto malĨch koncentrac²ch snadno vyskytnout (napŚ. v pouģ²van® 

vodŊ) a t²m vĨznamnŊ sn²ģit aktivitu enzymov®ho prepar§tu.   

 V naġem pŚ²padŊ se tedy v pŚ²padŊ nulov® aktivity japonsk®ho enzymov®ho 

prepar§tu Onozuka R-10 jednalo s nejvŊtġ² pravdŊpodobnost² o kombinaci pŚ²ļin, kter® 

k uvedenĨm vĨsledkŢm vedly. Skladovac² teplota by mŊla bĨt obecn® n²zk§, avġak 

zmraģen² mŢģe bĨt u nŊkterĨch prepar§tŢ neģ§douc² (WISEMAN, 1980).  VĨrobce 

uv§d² jako optim§ln² teplotu pro skladov§n² enzymu rozmez² +2ÁC aģ +8ÁC. PŚi 

skladov§n² v naġich podm²nk§ch byla tato teplota dodrģena (enzym byl uchov§v§n 

v chladniļce pŚi teplotŊ okolo +7ÁC), takģe krit®ria pro maxim§ln² a minim§ln² teplotu 

stanoven§ vĨrobcem byla dodrģena. Ot§zkou vġak je, v jakĨch podm²nk§ch byl enzym 

uchov§v§n v dobŊ mezi jeho vĨrobou v Japonsku, jeho transportem do Ļesk® 

republiky, skladov§n²m, distribuc² atd. V tŊchto ļasovĨch ¼sec²ch pŚepravy a 

skladov§n² mohlo a zajist® tak® doġlo k poruġen² stanoven®ho rozmez² teploty 

skladov§n² a zŚejmŊ doġlo ke znehodnocen² tohoto prepar§tu. Kontaminaci enzymu 

tŊģkĨmi kovy, coģ by tak® mŊlo za n§sledek sn²ģen² jeho aktivity, tak® nelze vylouļit, 

ale k tomuto jevu nemohlo doj²t na naġem pracoviġti, neboŠ aktivitu nevykazoval ani 

novŊ otevŚenĨ a tedy ļerstvĨ prepar§t u kter®ho tedy nehrozila kontaminace zpŢsoben§ 

napŚ²klad nedostateļnĨm dodrģov§n²m hygieny pŚi odbŊru prepar§tu pro jednotliv§ 

stanoven² vzorkŢ. ObecnŊ plat², ģe odbŊr prepar§tu je nutno prov§dŊt tak, aby nedoġlo 

ke zneļiġtŊn² a kontaminaci zbyl®ho enzymu v balen².  Ke podm²nk§m skladov§n² je 

pak d§le potŚeba uv®st, ģe n§doby obsahuj²c² enzymy by mŊly bĨt hermeticky 

uzavŚen®, aby nedoġlo k ¼niku stabilizuj²c² atmosf®ry a tak® proto, aby byla udrģov§na 

n²zk§ relativn² vlhkost (nejl®pe pod 5%) pr§ġkov®ho prepar§tu (WISEMAN, 1980). 
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Zde vġak nast§v§ probl®m pŚi odbŊru enzymu z balen² pro jeho pouģit² pŚi jednotlivĨch 

stanoven². 

 

VĨsledky dalġ²ho enzymov®ho prepar§tu jiģ nejsou takto pŚekvapiv®. V souladu 

s oļek§v§n²m vykazovala C1 celul§zov§ aktivita tohoto prepar§tu nŊkolikan§sobnŊ 

vyġġ² poļet jednotek, neģ FP aktivita. FP aktivita je, jak jiģ bylo uvedeno, obdobou 

aktivity C1, ale m²sto karboxymetylcelul·zy (CMC) se pouģ²v§ prouģek filtraļn²ho 

pap²ru Whatmann 41. V porovn§n² s C1 aktivitou vykazuje FPA aktivita podstatnŊ niģn² 

poļet jednotek (Kotal, 1989).  
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5. Z§vŊr 

 

PodaŚilo naj²t a ovŊŚit vhodnou metodiku, kter§ je jednak pŚesn§, pŚi peļliv® 

pr§ci nen² citliv§ na chyby pracovn²kŢ prov§dŊj²c²ch stanoven², potŚebn® chemik§lie 

jsou dobŚe dostupn® a v neposledn² ŚadŊ nen² tato metoda finanļnŊ n§roļn§. V souladu 

se zad§n²m diplomov® pr§ce na t®ma Aktivita celul§zy C1 a FP v komerļn²ch 

prepar§tech a jej² odezva  pŚi hydrolĨze vybranĨch druhŢ biomasy  byla stanovena C1 a 

FP celul§zov§ aktivita komerļn²ho enzymov®ho prepar§tu a jeho ¼ļinnost pŚi 

hydrolĨze jetele luļn²ho (Trifolium pratense L.).  

Znalost celul§zov® aktivity je z praktick®ho hlediska dŢleģit§ pŚedevġ²m ke 

stanoven² spr§vn®ho mnoģstv² enzymu jako pŚ²davku k urļit®mu technologick®mu 

procesu (WISEMAN, 1980). V tomto pŚ²padŊ se jedn§ o vyuģit² enzymu celul§zy jako 

doplŔku pŚi hydrolĨze rostlinn® biomasy jetele luļn²ho. Jak jiģ bylo uvedeno, uvnitŚ 

fermentoru bioplynov® stanice jsou nerozpustn® polysacharidy hydrolyticky ġtŊpeny 

pomoc² enzymŢ, tj. biologickĨch katalyz§torŢ, kter® urychluj² biochemick® reakce, aniģ 

by samy do reakce vstoupily. T²mto ġtŊpen²m vznikaj² rozpustn® mono- a 

oligosacharidy, kter® jsou okamģitŊ k dispozici pŚ²tomnĨm mikroorganismŢm pro 

fermentaci. Tento kl²ļovĨ hydrolytickĨ krok je ovġem velice pomalĨ, a t²m 

jednoznaļnŊ limituje vyuģit² polysacharidŢ. DŢvodem je skuteļnost, ģe k t®to 

hydrolytick® reakci doch§z² pouze na povrchu bakteri§ln² stŊny pŚ²sluġnĨch 

mikroorganismŢ. Jejich biologick§ aktivita se tak st§v§ urļuj²c²m parametrem a 

limituj²c²m faktorem cel® hydrolĨzy. LogickĨm Śeġen²m tohoto probl®mu je pŚ²davek 

externŊ produkovanĨch enzymŢ, a t²m pŚenesen² hydrolĨzy do cel®ho objemu 

fermentoru. T²m z²sk§v§me moģnost znovu plnŊ urļovat stupeŔ vyuģit² polysacharidŢ v 

procesu tvorby bioplynu (ĠTAMBASKħ, 2008).  

Pro volbu optim§ln²ho mnoģstv² dod§van®ho enzymu je vġak tŚeba zn§t jeho 

aktivitu. VĨsledky a z§vŊry t®to diplomov® pr§ce by se tedy mŊly uplatnit pŚedevġ²m 

v t®to oblasti, na kterou je zamŊŚen§ dlouhodob§ pozornost katedry agroekologie.  
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7. PŚ²lohy 
 

7.1. PŚ²loha ļ.1 ï celul§za Onozuka R-10 

 

 

Tabulka ļ. 10 -  Celul§za Onozuka R-10 - stanoven² red. l§tek ï 0,5 hod, 50ÁC, 4 ml celul§zy 

 

 ml hydrolyz§tu spotŚeba NA2S2O3  (ml) 

Whatmann ļ.41 

1 19,1 

1 18,9 

1 19,2 

 1 18,9 

prŢmŊr spotŚeby (ml)  19,1 

SlepĨ vzorek 

1 19,1 

1 19,3 

1 19,0 

 1 18,9 

prŢmŊr spotŚeby (ml)  19,1 

Rozd²l prŢmŊrnĨch spotŚeb (ml)  0 

 

 

 

 

Tabulka ļ. 11 -  Celul§za Onozuka R-10- stanoven² red. l§tek ï 0,5 hod, 50ÁC, 4 ml 

celul§zy 

 ml hydrolyz§tu spotŚeba Na2S2O3  (ml) 

Whatmann ļ. 41 1 

19,4 

19,4 

19,5 

19,4 

prŢmŊr spotŚeby  (ml)  19,4 

SlepĨ vzorek 1 

19,5 

19,4 

19,5 

19,4 

prŢmŊr spotŚeby  (ml)  19,5 

Rozd²l prŢmŊrnĨch spotŚeb (ml)  0,1 
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Tabulka ļ. 12 -  Celul§za Onozuka R-10 stanoven² red. l§tek ï 0,5 hod, 50ÁC, 4 ml celul§zy 

 

 ml hydrolyz§tu spotŚeba NA2S2O3  (ml) 

 2 19,1 

Whatmann ļ.41 2 19,3 

 2 18,9 

 2 19,0 

prŢmŊr spotŚeby (ml)  19,1 

 2 19,4 

SlepĨ vzorek 2 19,2 

 2 18,9 

 2 19,0 

prŢmŊr spotŚeby (ml)  19,1 

Rozd²l prŢmŊrnĨch spotŚeb (ml)  0 

 

7.2. PŚ²loha ļ.2 ï celul§za 500b - filtr. pap²r Whatmann ļ. 41 
 

Tabulka ļ. 13 -  Celul§za 500Ç , stanoven² red. l§tek ï 0,5 hod, 50ÁC, 4 ml celul§zy 

souhrn ml hydrolyz§tu spotŚeba Na2S2O3  (ml) 

Whatmann ļ. 41 2 

16,4 

16,4 

16,4 

16,5 

prŢmŊr spotŚeby  (ml)  16,4 

SlepĨ vzorek 2 

18,0 

17,9 

18,2 

17,9 

prŢmŊr spotŚeby  (ml)  18,0 

Rozd²l prŢmŊrnĨch spotŚeb (ml)  1,6 

 

Tabulka ļ. 14 -  Celul§za 500Ç , stanoven² red. l§tek ï 0,5 hod, 50ÁC, 4 ml celul§zy 

souhrn ml hydrolyz§tu spotŚeba Na2S2O3  (ml) 

Whatmann ļ. 41 2 

16,6 

16,6 

16,1 

16,2 

prŢmŊr spotŚeby  (ml)  16,4 

SlepĨ vzorek 2 

17,6 

18,3 

18,0 

17,9 

prŢmŊr spotŚeby  (ml)  18,0 

Rozd²l prŢmŊrnĨch spotŚeb (ml)  1,6 




