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1. Pvod

C2lem pSedlogen®n &z wdkotmoVvi® apicdedhul §zy
vkomer| n2ch prepar8tech a jej?2 odezva pS
j e stanoven?2 akt ikwintey | zyhmu bdglnWl &zoys tw pr
jej2 Y innost pSi hydrolTze vybranTch typ
celuk zu, nejhojnDji se vyskyt ub-?lcwrk -pzoul ,y skatcehr;
viznamnou ZBmnalowsthoakti vityD&otykhd dgvadT
pSedevg2m pro sledovs&§n2 viroby a izolace
vliastnodh2chbphepar §tT, a pSedevg2m ke st
jako pS2davku k urlit®mu technologick®mu |

Virobce obvykle stanovuje aktivitu enz
jeho potSeb, zejm®na ke sl edadandmizaci @l r oby
stanoven? vlastnost?2 obchodn2ch prepar8tT

kpraktick®mu vyugit2. V t®t o souvislosti |
kter® spolu southg?2. Proto | apt ep aurds8tvlaj ¥
jednotk8ch, jeg nejsou vgeobecnhD zn8&§m® a

poug2van® podm2nky stanoven?2 aktivity enz

aplikace. Ugi vat el enzymu Si tedy mus?2 S
sovng8vs§gn? prepar8tT rTznlTch firem, tak i
enzymu wrovozu. Vt ®t o di pl omov® pr8ci byla zjigSo
prepar 8t T, produktT mikroorganismu Tricho

byl japomekIinedouc?2 -418zeyr ®b8On8k&ai Rmou Me
druhTm byl a celul 8za 500 C pES/bEINNE @S, § cwel
japonsk8 celul 8za uk8zala jako ne%|l inng,

a proto dal ¢g**h adtaa nmpeMuarie8 zspuold eskou. Mo g n@
aktivity japons kl®jsaueplruslc8z yt akkn® zruokzae bR r §ny .



2. Liter8rn2 pSehled

2.1. Vivoj enzymol ogi e

Hi st orie enzymologie je pombDrnhD mladS§g.
enzymechje spojenap ol 8t ky bi ochemie. Tyto discipl?
stolet?2 sledov8§n2m fermentace a tr8venz,

Za zal 8tek vizkumu fermentace je povac
Lussacaz oku 1810, ge kvasinky rada€®Rokaj 2 cu

1835 ve sv® obecn® teori.i 0 cheGmRild KA kat
2004), ¢ge extrakt sladu zn8&8ml jako diasta
kyselina s?2rovs§. Nereprodukov atlabdran o S it v i

veden® Lui sepmlPoavsitnellrlednp Setdplokt adwuedlgae K e
v8z8&na na ¢iv® t®uRKkoyb. D Joabkv ytkkyI®g Wwasteur
syst®my jsou vybaveny Agivotn2 silouf (v
pSé&nd z8kony, S$2d2c?2 negivou hmotu. Na d
pS2]inou biologickich procesT je |innost
Af ermenty. A tak n § zlewa sAi ennkzay)mii  k(tSeercik yn a\
Wi | hem Kl hmeTr aeznit, ¢§e nekvkawsa snikn8kcyh skaam ya,
reakce kvagen? nebokrbce ed 8t akcdeu.ar @ e pB uvce
bezbunhDlnlkvasinakt szhopnl gyokesizoviztm d
prok8z8no, ge bin@amuermi chkki®& pw8zcSmnsy na exi
(GP | L,R0D4).

Poznatky bioche®haeéhd spr akptliaakfjugh Swbp g T
pat S2 zemNRdNI stv2 nebo ekolBPQl BGal., P87 maj 2
Enzymy mohou bilt vysilgovwiychv omdrvoXtay 2 phT myZ§
speci fitn, stabilitn, aktivitn, dostupnos
technol ogi i nen? pS2mo prob2r8&na, j sou V¢
aktivity, jeg pomS8haj? akliame, akyosdi ps
mnogst v? enzymu. Pro prTmysl ov® procesy |
mnogstv2 enzymT, protoge jejich %Y innost

enzymu katalyzuje za sekundgue aesniz ylndy0O zapdT sic



tak velkl vzestup reakln2 rychlosti t 2 m,
aby mol ekula substr8tu mohla reagovat. A
dosud zn8m ani u jedin®ho z nigédh.sdeshad
| asem poda$S2? pSipravit chemick® katalyzs§
enzymT, tj. jejich %l innostWISEMAN)®80).f i t u,

2. 2. Funkce enzymT

Chemick®jrehk&kbeowgani smech mjakdileateaj 2 s
vhegiv® pS2rodhN. Aby probhRDhla chemick§ re
mus2 bt mol ekul 8m dod8na energi e, kter 8§
(tzv. aktivaln?2 energie), kter Berghsi@nz | e]
zjednodugenhD pSedstavit jako kinetickou e
pro jejich interakci .giZd cphmodmRk&lch, ktj er &i
mol ekul pS21ig n2zk8 a biochemiyodai®e r eakoc
probbDhl a, mu s 2 doj 2t ke sn2gen? zm2nhDn®
chemicklichiveakcbuR¥Ech maj2 funkci kat al
ienzymy GP | L,R0OD4).Vt ®t 0 obl pes| e dowd |dko@miukp ok r o
vivoji, viivem molekul 8rn2ho vIizkumu, C
prTmys!| ovI PHCKERet ym&al (, 2003). Kagd§ bioch
svTj, dosti Yzce specializovanl, enzym. T
procesRKk 8¢ h . Prob2hat budou jen ty reakce
enzym GPIl LLKA2004) . Enzymy j sou tedy bi okat
(B C L EeGal, 1987).

2. 3. St avipdeG®nh 1 ROOT)
Enzymy jsou b2l kovinn® makjemal g kulny.d

proteiny, jin® obsahuj?2 jegthD n2zkomol eku
hol oenzymy) . Tato neb?2dkKtoivi mnrB m2 Dtk a e MJy
kovalentnhD nebo sl abl mi i nterakclmgkuPs e
ug2vsg§ n8zev prostetick8 skupina, slogka v



koenzym, spol el n® o02znakbfaktorzr PRPred?bkbkownvn®nas

se ug2?2vs8§ oznalen?2 apoenzym

a) B2l kovinn8 sl ogka
Pro funkci enzytmuu kteurmra zjholdajBxlPkovi nn® mi
na dal g2 bunDt m®o t ot rhulke diiryka Z( bez ohl ed1

nepS2tomnost kofaktorT) mTgeme definovat

Monomern2 enmngmjednodugg? seypeckine® mur. o tS&il r
jednotky. Takovich enzymT je

Oligomern2 eBkyfmmdaj2 se z v2ce stejnich p
Viedn® jednotce se tak vyskyt

center.

Kompl exn2 en8km8§dB82 se gubjednotek. Nej mo®nt
katalytick® centrum. Ostatn?

regulaci aktivity enzymu.

Enzymovix kompkeé §dg8Tasmel ¢h subjednotek, kte:
reakce. Jde tedy o komplex T
subjednotky mohou blt spojen
(pyruvs8§tdehydrogenasa) nebo k.

(kompl ex synthet8zy mastnlch
Membr §novhD vg§zan® Jde o slogitl
struktury vygaduj?2 pSeme®bu§pbSs§®ansS2vs

syst ®m termin8l n? oxi dace (

mitochondriepeb o syst ®m svDtel n® f §:
vnitSn2 membr&nhD chloroplastu’



b) Neb2l kovinn8 sl ogka

NRDkt @di®chemicklch reakc2 mohou enzymy
sdal g2 mi nebPbigblmhakmory. Kofaktory moho
(Mg?*, zn** ) F€" ,F€"é) nebo organick® mol ekul y.

Kofaktor Katalyzovan8 reakce

ATP vgeobecnl zdroj energie,
Biotin karboxylace

FAD oxidoredukce

FMN oxidoredukce

Koenzym A pSenos acyl T

Lypoovs8 kyselina oxidoredukce

NAD+ oxidoredukce

NADP+ oxidoredukce

Pyridoxal fosf §t pSenos aminoskupin

Tetrahydrolistovg k§esmedsd njaednouhl 2katTch s
Thi amindi fosf §t pSenos aldehydT

24.Mechah s mus pTsoben2 enzymT

Vnejednodugg2zm pS2padh l z e enzymem

nNg8sl eduj?2c2m sch®mat em:

S+E a A ES A P+E

Reaguj2¢csuld it k&t (S) se v8§ge na enzy.l
substr8tov®ho rkiongpd ex&s |[(eEBAN rkazpad§ na pr
uvol n2,. Mol ekula enzymu je obvyklSe pamdd®dho
vel kT ch substr-8prfot ébnygypolpyonersyachari dy)
vprostorovhD silnhD omezéem®Mmn Beelku omol ekuyley
pSesnhN definovanou dhakastvneénmymmow®emal enkiu
je tvoSeno pSesnhN prostorovhN wuspoS&danTl

pot SebnTch pro navg§§z8n2 substrgtu.



Mechani smus pTs peGP!| e29nmZI) spoprv® p
vysviDtl it Emi | Fischer roku 1934 hypot ®z
zapad8 molekula substr8tu do pevn®ho akt:
Hypot ®za ovgem nevysvDt lra@palau as upbrsot|r 8nt8us | nead
a nDkter® dal g2 ot §8zky.GPNdWWO04) KOSHLAND®Z u vy
(1959).Podl e t ®t o, nyn2 jig experiment8lnhD po
nej sou vazebn® slakgiiny 2 aapdre oniigkenskeprve po v
interakci se splBszpTsomendchk®nFvyokmaSenen
enzyms ubstr 8t ov®ho kompl exu. Snaha enzymu
vedekr ozpadu substr 8t u.

2.5. Specifita enzymT

Term2n specifitaemnzmynTk @tnalmenj,?2 gep Se
poltu sloulenin, t] . katal yzuj 2 konver zi
obecnBhD vel misub pt sMESHANK 880k Tato jejich vlastnost je
vyvol 8na nutnost?2 vel mi 2phSe sm® tvaa zebnyz ysmb. s
substr8tovsg§ specifita se vgak svim stupnh

enzymy vykazuj 2 tzv. absol utn? Substr8toyv
substr8tu ani na vel mi podebe®zyw!| eke§ya,
gt NDp?2 pouze molekuly moloviny. Jin® enzy
katalyzovat reakce nRkolika podobnTch sub
katalyzovat fosforyl aci n Nk ol bdkoastely.e x - z (g

Speci fita enzymT, kter® katal yzuj 2 [

nukl e8zy), se wvezltah®) e8sgdymaknomkol ekul y
viraznou specifitu. Nap$S. trypsin gtnRp2 p
Arg-Lys , t zv. restri k| n? endonukl e8zy gtRnDp?
dan®m wur]itim sledem nukleotidT. U jinTec
chymotripsin ¢t Dmp22s tpeecpht i kdaorvb®o xvyal zTb ya nvi n o kK y
Leu. Obecrchnygaktwg enzymy gtBhDp2 rTzn® b2l
ur | uj 2 c? je mobszB seak&éeur T gnamnou vl as

stereospecifita, dan§ prost oraokvtlinv n srp on® &sd



Enzymy tak kapé$k yniDkogy2al® neadgiukosy L-aminokyselin, ale
ne D-aminokyselin.

Enzymy jsou dost.i Yoz ce specializovan®
katalyzuj 2 te¢remodyedmi cky mognTi ch reakc?
ami nokysel i nadenkTagreb oxkoyd la@hiatnebo deami naci
aminokyselinydvgpa@zimuis2sadmostkatnl enzym.
nNDkdy S2k§ sGrelcliikM084¥%l i Thuo(charakteri st
z8kl adem pro j @jpil ¢ &k okdmmsu fijk&oi ARec omme
International Union of Pure and Applied Chemistry and the International Union of
Bi ochemi stry on EMWSEMM, 1BBO)mMencl|l at ur efn (

Z8kl adem klasifikace enzymT jsou tSi obec

1. pS$8panpned)o znamen§ enzym,

2. enzymy jsou tS$2dRny a pojmenovs&ny podl
Charakteristick8 vlIiastnost, kterou se en;
3. enzymy jsou rozdPRleny do skBQ@E®t podl e
al., 1987).

Tento syst®m vel mi dobSe vyhovuje pro
enzymT i pro nNnNDkter® pr Tmysl ovD dTl egi t
prTmyslovich enzymT nenaznal uj e, jakT su

enzymT daorkionoekon| 2-§zkaongcoivkowmapS. chymotr
chymosin, lysozym). Tak® mnoh® pr Tmysl ov®
kl asifikace zaSazov§gny, ponNvadg jde | as
podobnou specifitouzndfM&kndy mrsaesetvd emnkypnun
stejnimi katalytickImi vl astnosampdsag sea ni k
oznal uj ? enzymy g¢givolign®, rostlinn®, pl 2
gl ykogen a odvozen® pdoyl yas atcvh@m$2 dgl wk ooslui,g o
produkty WISEMAN, 1980).



2.6. Vyugit2z enzymT

VDt gi na pS2rodn2ch | 8t ek j e biologic
vytvg&SenTch mikroorganismy pS2tomnimi v o
se zpracoumd8vhBtkpS2bygdtedy mohl blTt v nnk
enzymT. PSidan® enzymy by pak pTsobily
pS2tomnich ve zpracov&8van®m materi §l u. Pr
aby vlIiastnost.i v ytbu daonv®ghmoy emSeydreuv gkrym yv es v z
technologii nebo k pogaKOBALKLYSH). Vlerizyandlegin T m n a
se vyug?2ves poznatkT z chemi e, bi ochemi e
bi ochemi ck®ho ingenTrstv?2, ymoe®® tech8dI1 d
(WISEMAN, 1980) . Prob2hat budou jen ty reak
enzym GPI LLKA2004) . PSi aplikaci enzymT je
mechani smus jeho pTsoben? (chemie) na st
virobu enzymT (mikrobiologie nebo biologi
(ingenlTrstvz2). V samotn® technologi. nen?2
enzymovou kinetikou. Na rozd?2]| od vIizkumu
z2sk8n2| cddstleevn®ho enzymu pro pogadovanl
kter® by vadily WSEMANAIB®). dal g2 m poudgit?2 (

Od komer| n2ch enzymovich prepar§tT se

urlit®m teplotn2m rozmez?2 suthSlt§ .8t psSe dieee?
enzymy |l ze poug2?2t pSi vhodnhD vysok® tepl
neztr8cej?2 aktivitu. DsphNDgnost aplikace e
vhodn®ho mnogstv?2 KKQTALy1889%Y. ®ho prepar 8§t u (

Vposleh2 dobhRN bylo z2sk8&no mnoho novich

tom, jak ovlivnit nap$S. stabilitu-iobchod
poug2vsg8§ny ve slogithDjg2ch smBRDs2ch, nen?2
vli astnost.i enzgqdy® kpev®glwejinzymal spol ehl i
prepar 8§tT znalnh pozmRnNRny. Je samozSej m¢

mus?2 vybrat enzym podle vhodn® substr8tov
zaml gl en® viroby zvol 2a perkeopnaorngitc kwh opdi@® alt

hospod8rnou realizaci technol ogi ck®ho pos



enzymov® kinetiky pSi provozn2ch podm?2nks$§
tepl ot a, Km (Michaelisd&aVvaskdnat anotvan)o,v 8¢ n
reakce. PSed zah8jen2m viroby by mhDla blt
st&lost pSi pTsoben?2 teploty, zjigtnNRn2z psS
zpracovsg8§van®m materi §8lu ®&@JTga8nNgk® kEopoy 8§ ki
koncentraci (18mol*1") i nhi buj2 aktivitu mnoha enzyr
MmMNDN nebo ol ovo, se mohou v tRchto malTch
poug2van® vodR). Ned se enmrghno ppoigd§ ed o \p]
mu s 2 bTt zkougen na toxi eiit ug k oMlul si2v ®s &Yl i
obsl uhuj 2c? personsgl . TNOm | ze zabr8nit p
formy enzymu (vhodnou Yapravou enzyoy ®ho
jako jemn® prg8gky, ale nyn2 se d§8v§ pSed)
techni ku opouzdSen?2WISEMANK a 19BI03d ci )Gramauy mw :
enzymT nach8z?2 | 25 UdL&BR1)v Dt g2 wupl atnNn? (
Pot Sebn® mnogstv?2 neorwziytmup oldzlee nafkktdiyv i $ t

virobcem, ale zpravidla se potSebng& hodn
zjigSovat . Podm2nky vRDtginy metod k tom
podm2nk8m aplikace enzymu. Je pr oouo mn o f
kinetiku za provozn2ch podm2nek, i kdyg |

pro viRDdeck® ¥l el y. V. prTmysl ov®m mRS2t ku

techni kou Za podm2nek, kdy vhodnl mi K r
exoenzym v ngi Nt g2 m vIitNgku. NDkter® enzymy mu
givolignTch t k8n?z (chymosi n, trypsin, ch
bromel ai n, ficin), al e n eWIESEMAN, 1980)adk mn o h
mn o h a pS2padech sehriawdddumekrobi @jnztmi n&
mi kroorgani smT genetickT mi met odami zIl ep
pS2padech umognil i virobu technologicky
produkovan®ho url|litTm mikrobi &l n2lmnzmenem
podm2 nkami a tak® indukc?2, naps§. u malt gz

repres2 v pS2padh odstranhn?2 gluk-zy z Kkt
z%l astniNnich na biosynt®ze, naps§. pSi



odst ma&Rmvkonel n®ho produktu (aminokyselin
Selekce mikrobi g8l n2ch kmenT vgak mTge bl

byly konstitutivn2, a nebyly tedy repres?

Vel kT viznam m8& nhRDkdy | i gotdhi® veyrmr 8.1
enzymT ] sou prepar 8ty -lviel mie gurhhlve®ddi sfga
kontaminuj2c2ch aktivit jinTch enzymT. J
enzymT pSing§gej2 mnoho technicklch probl ®
na2pBavu a aplikaci i mo WIESEMAN) v alr18c0h) . f oProeun
enzym]J] m§8 mnoh® vihody a pSednosti, pomoc

l ze v pS2zniv®m pS2padhN dos&hnout c¢hemi
gkodlivlch vedl eJTa@atta h c lpegmidukd T pSemNDna m

realizovgna pSi vyhovuj 2 c? reak] n?z rychil
bl 2zkVgheollecnD se uvsg§d2, ¢ge celul 88y vyk:
(SCHINNERet al ., 1990). PBEBzA23k®gbudndtBnphkn

hydr oldINGetwl., Z007).

Pougit?2 enzymT pSi pH kolem 7 je z p
NDkter® enzymy vgak mohou pTsobit i za ex
pS2padech nevihodw@t at ex[lgreol logmpl i (kmaps§.
pr Tmysl u, zej m®na konzerv8rensk®m a mraz
enzymT zastavit zvlgerKOTL1®P). oty nebo Ypr

Jelikog enzymy jsou pSirozenou esn®ul| §st
B2l koviny, cukry, tuky a celulosa obsagen
protes8zy, gl ykosi dg8zy, |l i p8zy a celul §zy.

aditiva, zvl 8gtnD pokud jsou soul| 8stt?T zpr a
a jinlTch potravin. PSedpisy wupravuj 2c? m
vgeobecn§8 praxe se v r TWISEMAN,1988st ech sv Dt

2. 7. Enzyvymovg8 aktivita

U reakc?2 katalyzovanlch enzymy ¢me jej.i

mnogstv2 enzymu a AW innost2fi jednotlivVve

1C



takov8 reakce prob2hg8 za definovGePillLKP pod

2004) . Met ody pro stanoven? aktivit enzy
probl emat,i kly9 /(83)Bb.PPEnzymovs8 aktivsoboasijakid
Sl jednotku katal (kat)\WISEMAN, 1980) . Enzym m8 aktivitu
pSemNn2 jeden mol substr&tu za 7 Kathnew seku

jednotka val miotvoel K&, vDtgi nou upl at Ruj 2
(GP | L,R0D4).

VnRDkterTch pS2padech je ugiteln® wuv§d
aktivita vztagen8 na mnogst v? b2l koviny.
vzt 8hnout [ nmao | Mo N2 emXy mw i t digpozici pauzet o | e
enzymovIi prepar 8t (extr atkatk otvk€8m p S epbaod Nt Il
vztahuje nap$S. na GPI é&m®R®HmMov ®ho prepar §tu

Aktivita enzymu tedy z§8vi s 2kongedracia v g2 m

dostupnost. substr8tu, na koncentraci ko
pS2tomnosti, koncentraci a typu inhibitor
reakce. Jakim zpTsobem jednot!| i webzymu uvede

je pSedmhNDtem studWEBSEMANZYM®8®) kVnegskgdyj ?
bude uk8&8z8&8n viznam tRchto parametrT pro p
pro stanoven?2 aktivity technicklch enzymT
standadd i z ac i metod jsou substrgty, metody vI
enzymov® aktivitghi(¥®DiPIP2 WYI7T8)ak® studov§i
miner 8l T na <cel ul SEMENOVA e ek tail vi t(ul.9 9B 9 dIlbeyl
nejni ggpSiak25UCtazvigen2 teploty 38 UC mn
aktivity. DS8le byly studovg&ny pS2davky mi
Zn). PSi pS2zdavkul@&0opt2i5M8§lan 21 OtOenpg No*tkly 3 8
maxi m§8I| n2 aakvtei vwiggdeac hbypS2padech stejn§. PS
stimulalntonmtfoekpS2pvadnN doglo ke zvIigen?2
vp or o Vv koBtmoldu SEMENOVet al., 1995).

11



2.7.1. VIiv koncentrace enzymu a substr 8t
VIiv tRDchtgedwogy §fd&letnhorPpvnic2 Michael.

reakl nz vdgs8hoet poloviny maxi m8| n?2 rychl
substr8tu dos§8hne hodngty eMitStedeal iks odvoys akjce

rychlosti (pSesnmgilnk p$chldgen) meromami
S ubs MWISENAN, 1080).

Rovnice Mi chaelise a Mentenov® vyhovu
neznamen8, ¢ge vgechny pSedpoklady, z nich

s pr SWISEMAN, 1980).

Obr 81zzekTeoretick8 Michaeli sova z8vislost

I Sy S S S e
Kme ¢ 6 6 « Michaelisova konstanta
L VéeééeéReak| n2z rychl ost
Séééé. Koncentrace substr
| e
N
|
|
Ly i
|
i
!
! ] ] I
Ky 5Ky 0K, 5K,

e [ $]

Zdroj: WISEMAN,A.PS2rul ka enzyddB& ® technol ogi e.

Teoretick8 Michaelisovabrz8vlsldspr dkti c
hl ediska jsou zSejmh dTJlegit® dva %%daj e:
1. koncentrace substr8tu, pS§Si nz2¢g s, dos §|
2. maxi m8ln2 rychlosti je dosageno, kdyg |

Lze se j2 prak3ii ckegl mienvelSk@dlkRgrident r ac
keKy , nap$S. 90 %a VIPSHh V Sp.Si=M8K]bTzt %Nk ym
nejefektivnBhji vyugit, je tedy nutn8§8 vel

12



enzymT neuv§8§d2 dokoname anyin2p Sieblliagsn® hhoodvix
poug?2t enzymy pSi | igtNDn2 odpadn2ch vod,
mnoha | 8tek v odpadn2ch vod8ch jsou vel mi
pokud hodnotykkpougi t Tch enzymT mabV@SIEMAN, 1980y n Ng Vv «
StejnhN tak z Mewnieonev®i vlypeéliivgde ge reakl
YomBDr n8 koncentraci enzymu. To je velmi v
enzymT. Aktivitu enzymu | ze zjedmdDdaoagenh
mnogstvz2 akt iuvrn 2i ht o® me rigzDyerpug B@7). A plyne z toho

t ak®, ge pokud se pSid§ pouze polovina s

dvakr 8t tak dlouho. Je na wugivatel:i enz
pougi tz&hou ent j . n8§kladem na nhDhj vynal oger
rozhodovg8§n2 mus?2 wuvg8git stabilitu enzymu
inaktivuj2c2ch irreverzibilnh pMeungtietnio veén z

pro prTmysl aqydu benzsyenohemhDl a pSeceRovat.
ignorovat jej2 vIzWISEMAN,j198%. se to | asto st

Aktivita enzymT se v bRDgn® praxi vyj ad
odvozeny pro rTzn® enzymy podleJlepdhBmb z¢
zpTsobT, kterl umogRuje porovnat aktivit
srovnat rychlost pSemRny substr8&tu), je |
pSemNny je definovs8no jako polet moul T sub
zZa mi nut u. Podl e doporul en?2 Mezin8rodn?
Mezin8rodn? uni 2 pro | i st ou a apli kovat
bi ochemickou uni ?2 (z WISEMANA (1 298D ) sazwvgalk
jeding8 vhodn8 | ednotkkaat ad n z yznkorva® kaak tkiavti. J ¢
jako mnogstv2 enzymov® aktivity, kter§ psS
jednotka je pS2lig velik8 a prakticky s
vyjadSuje v mikroldtealhe c(hn k@®R atn)e,b on apni okkoakt
odpov2daj?2 takovim reakln2m rychl ostem, p
substr8tu, vyj 8dSen®ho v mikromol ech, n a
PodobnhN popisuj eKailkéL BRe07r) ue neznyznyonvul iprepar §
katalytickou aktivitu jednohosbkubs$tdasitemnne:

13


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/substrat.html

definovanTch podm2nek (tepl ot apS?tHg mnsolsa
akti va§tmep[S2it mhmnkpiStearDmol$ u b s t r dékundu. Katal jes

pomRDrnND veliksS § jednot ka; | asto se ugz2va
(mi krokatal), nkat (nanokatal) a pkat (pi
reakce prob2h8 za VWSEMANJI®80HK @D C h,EGg80O.d m2 ne k (

272. Stanoven? aktivity enzymT

Znal ost aktivity enzymT je nutn8 z tDcl
a) pro sledovg§n2 viroby a izolace enzymT
b) ke standardizaci a stanoven? vlastnost:

c) ke stanoven? spr8vn®ho mnogstv?2 enzymu
tehnol ogi ck®mu procesu
Z dTvodT uvedenlch v bodech a) a b) ob

~

virobce, a to metodami vesmNDs vol enl mi [
vhodnost.i t Dchto metod k %l el u uvehduen ®mu
dobu. K rozSegen2 mohou pomoci aut omati ck

Mnoh® zaj?2mav® metody stanoven? aktivit
ROODYNA (1969, in WISEMAN, 1980) . ZabTvaj2 se stano
kter ® se objviykdreo ngivryg?28bdpl i kaci . Podobn®
pot2¢g2 poug?t i ke studiu obchodn2ch prep:
, 9ge
soutnNg2. Proto | asto ud§vajR vakjte dn dtuk 8cvh

nej sou vgeobecnhD zn8m® a mohou se v2ce |

V t®t o souvislosti je tSeba uv®st

podm2nky stanoven? aktivity enzymu neresp

Ugi vat el enzymu si tedy mu s 2 vybrat vV h o
prepar 8t T rTznl ch firem, t ak [ k e stanov
v provozu KOTAL, 1989) . PSi hodnocen2 je vhodn¢
podobn® koncentraci jako pSi pr Tmysl ov® ¢

reakce by mhRdko bd$i spaeyni® 2 drnzysneu pva kp rzaxo
hodnota pH reakln2ho prostSed?, dochgz?2
(WISEMAN, 1980). Vgdy by mnhDly blt pS2tomny s
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teploty nen2 v pkThpkboa®&h mBAEdt lpSitadabol
vol bnND reakln2 doby by se mhDlo pSedevg2m |
vybr&8&na vhodn8& metoda, potom mTge Dbit p o
enzymu pro kagdou virebnmnohaeamgivhotdalpgs
vyvinutg8 virobcem enzymT pro jeho vlastn?
aktivity enzymuWIBEMAN 19803. k1 adov &§n2z (

2.8. Zdroje enzymT

PSed |l ety byl vysloven n8§8zor,dgeagbygt |

vhDt g2 wuplatnhDn2 nedg mikrobi 88l n2z enzymy, a
|l ze ol ek8vat, ge viznam mi WMSEMANE1980} . ch en
Ekonomi ck® dTv-ondoyg njossotu pzrSlenjyns® ov® vIiroby,
zarulletndgek i enzymov§ aktivita. Nen2?2 poc
viroby rostlinniTch a givolignich enzymT |
jsou pak jegthD mnohem pSesviDd|ivhnjgz. Ne c
bi odet er genuttyo zvilvrogzonviolu tt endenci, avgak
pouk§8zat na zSetelnl z8&jem vyug2vat enzyn

vhodn®, napS. pSi YWpravh mouky, virobnD sl
gkrobu, odstr atRiolvig2neh gwkir&kbeun za t¥%mxr avih gl i c
virobnD I ® T umogRuj2c2ch lepg?2 tr8§ven?2,

Ng§kl adnost zaS2zen2? potSebnich ke kul't
stejnhND jako potSeba rozs&8hlTch vizkumnTch
v Torb n 2 jednot ky nebudou gi votaschopn® a
virobn2ch celkT. Tento trend je nyn2 zSe
(KOTAL, 1989).

Z technick®ho hlediska se budou na pS2
kl §stpogddmai® pogadavky jako pSi virobn ar
Yol i nnost sterilaln2ho a aeraln2ho syst®n
pSechod na virobu enzymT v prTmyslov®m mr
vel k® firmytibyroghlRja2z cs2e grSeori entovaly na
Gal axo) . Sterilita pSi virobnD enzymT je |
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neupl atn?2 antimikrobn?2 Y inek antibiotik.
podobn® t®HNe, set h§wms e p SNISEMAN; 19800 ant i bi ot i

Enzymy | ze pSipravit t Semi iz podle adn 2 mi
WISEMANA (1980):
a) na polotuhlTch pTds&§ch,
b) submerzn? vs8dkovou (batch) kultivac?,
c) jednostupRovou nebulvthersnuplRolvtoiuv &o2n.t |
Pro virobu enzymT jsou dTJlegit® tyto fakt
a) druh mikroorganismu a jeho metabolismus,
b) rychlost r Tstu,
c) slogen2z m®di a,
d) kultivaln?2 podm2nky: teplota, pH, aer a
e) rTstovs8§8 f8ze,
f) regul aln?2 mechani smpackndokicbitizp) ns8k:
represe, genovs§ regulace.
Pro prTmyslovou virobu vRtginy mikrobi8ln
extracelul 8rn?2 enzymy, [ k dty ¢ c ij reij d keThe hi zpoc
souvisej2c2ch pSedevg2?2m s koncentrovs&§n2zm
m®di u. BuN se mus2me spokojit s horg?2 |is
zvI|I §8gtn2 n8&kl adWSEMAN,1980ho pSeligthnn2 (

Nej vRDt gmmmpij @blv@® bDr mi kroorgani zmT, kt ¢

mnogstv2 enzymu na jednoduchlTch a | evnTlch
mi kroorgani smus produkoval stabil nhD enzyi
soulasnhD vyhovoval hygi e miecskmizm pp oodauckaowkaT
vedl ej g2 metabolity, nap$S. aflatoxiny, a
metoda mus?2 bilt i krit®riem pSi zpTsobu

mi kroorgani smT mus?2 provs§dBanzzmd nej pbdg
charakteristicklch pro povrchov® kultivac:
di spozici sv® vliastn? sb2rky produk] nzch
jig o mutanty, vykazuj 2 c? nNDbhobit kampfsvommed
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mi kroorgani smTm. U mnoha mikroorganismT
pSidg§vanich specificklch | 8tek zvanlch A
pSedpokl §dal o, ge jde o substr8t reakce
bylo r ok 8z8no, ge tak® produkty (a modi fik
mohou pTsobit jako Ainduktoryfi. V pS2padh
vyznaluje neschopnost?2 vstoupit do buRKky

Ur]lit® pot2ge pSi studiutaBbteckégh

represe. Represe % pS2padh pol yglykosid
koncentrac2ch disacharidT (kter® jsou i nf¢
roztoku celobi:-zy se produkuje jen vel mi

jf 29 koncentrace |je mi)ohzevm gme npgord s(tpactdn 10 , vOi!

(SUZUKI, 1969) . I ndukl n2z vl]Iastnost. pol ymer u
hydrollTze na nigg2 slogky, tj . V nhagem p
reguovla ®m procesu neakumuluje v takov®m mno ¢
represi, protoge je mikroorgani smem spot$S
Kagdg8 metoda, kter8 wumogn2 pomalou a ply
mi kroor gank stmuholmTogkeou represi omezit, C O (

enzymu WISEMAN, 1980).

2.9. Enzym celul 8za
2.9.1. Zdroje celul 8zy

Celul 8zy je skupina hydrolyticklch enz
jednot ky. Tyto enzymy ijnebo thoubami(@THIRAIY 8ny b
2006).

PodleKIRANA ( 2008) je nejlepg?2?m zdrojem pro

apli kace kmen Trichoderma reesei (viride)
na trhu, jsou nejlastDji p Aspergillust neggen a d v o u
Trichoderma reesei (viride). Celul 8za z
nepravsg, protoge el ehybd8 @mKevodut ar iCchode
nazliv8§na pravou celul 8§zou. M8 &sil §848&x JYeg
vhodn8 zejm®na pro gtBhDpen? l' i gnocel ul - z.
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di vok®ho kmene Trichodegonal avsinro sdtei. hToejnnt D
Vyug VERVA et@l., 2007).
Z tohoto kmene byl Reesehwli zppd ovBm nai

pol est poj menovs8n Trichoderma reesei. Te
programy jednotlivich zem2, a to nejen po
“wWlinnost, zejm®na na KOTAlgnolced )l .- kv W RO rea t g
celul -zovich odpadT je mogn§ pomoc? cel ul
tak® z Aspergill us ni ger . Enzymovs§ prod.¢
pomoc?2 karbokymetylcelul - -zy jako substr gt
4,5 KIRAN, 2008) . Potencion8l n2m producentem
echinulatumY ODRCGKA2007) , j €] 2MARHENGStet al. i(2008) as | e d o
zjistil, ge tato celul 8za m8 stejnou ce
Trichoderma reesei Cellua s t 1,5 FG, Novoenzymes. Mo g n
Penicillinum echGAMASSAQLUALEn wVv §d?2( 2t0DK® . Dal
mTge Dblt i St RCKART®eDat, 20P]).Yy S art a (

2.9.2. Vyugit?2z celul 8zy

Mi krobi 8l n2 degradac?2 Kgtvlligem2mnl me IpsI2
procesTm, kter® se podz2| &€nZzymacleil kiviS8adacip a
hydr ol yt i cCAMBILEAW zZEytmya |l (. , 1993) a m§ viznam
Celul -za | e nej hoj nhDj i se vyekytuje chmv?
nevylerpatelnl a kagddOTALpk1889)nenebeBll Tom
struktur8ln2zm polysachar i S8GHNNEBERet alsii99Dn §8c h r
Po chemick® str8nce j e celgulukz ay-4)isne8rr
glykosidik T mi v &SCHINNERet &, 1990).

Pol 8tky vizkumu a pozdRji i viroby ce
stol et 2. PodnDt Kk t omu dal vy ztr 8ty VZ
l ignocelul -zovich materi 8§l ech povBtvrdlSesnton

vizkumn® | aboratoSi v Natick v USA, kter§
vedouc? postaven?2. PTvodn2 z8mDr | aborato

|l etech byl program | aboratoSe zmhRnBAn na
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lidstva. Podstatnil vliiv na zamhRSen?2 | abor
mezi virobou a spotSebou KDPALr1889)i n a mogno.

Celul 8za je tedy enzym, kterl kat al yzu
glukanIpwmatnm® st SednhD vdlgh@® kpopluy méNreyw2 ad o
jedinT, nibrg jde to komplex 3 enzymT, Kk
vzg8jemn® soul i nhgplsuk an gdlswkua t ooh yld rdoIb§z a [/ en
Dglukangcel oexolgy d k alngg8lzuak/ok a d 80z aKOTALe |l obi §
1989) . Obsahuj?2 kysel ® katalytick® skupin
| i GAMBILLAU etal, 1993)Exocel ul 8zy se v&8g2 ke krys
celul ooligosacharo dikomade cneelrueld-uzkoow®& n®dl e k
gt NDp?2 gl ykosidick® vazhby me zbgl n&klorsy dt§ala
odgt NDpuje gluk-zu z H6elukosidfgosadachdrivdhB
enzymati ck®mu ataku je diBamalstampeamMmnagwd§?2a
a veli ko sSCHINNEReral, t980). (

Za optim8l n2ch podm2nek se ve vodn2zm ¢
kter8 se YW inkem dal g2ho enzymu cel obi 8zy
(KOTAL, 1989) vyubéghu§ 96i enzymati cKT@NRBY Np e
(2008) vgak tento z8sadn2 a slogitl Kkrok
ngklady na pS2slugn® enzymy a t2m sniguj e

Zaj2mav® vyugit2 ceG@aSWaAMIgt uwag§d2z (2008Y ¢
Vyug2vsg lcep@d §deif kr movatel naatbr 88éwnRnipa ha sd
t2m i ztr8t8m na kvalithD a produkci . Po
OnozukaR1I0zTr i choder ma viride dogasot nkoestzZmlbnulh I
stNDny a byla rozg? Semsaetde fmordmdb ikloivtaan Twc hd \d

Enzym <celul 8za | e vysoce stabil n?2 a
doprovg8zej2c2mi substKOFAL, v1 989y oz@a®mo mht
gluk-zw nelpol dokonce z ml et ®ho novi nov®r
celul 8zy imobilizovan®GHOSE ulltor7®f)i |uws8d?2n 2|
apli kaci celul 8z-agatetpbB zd2k8ge8n2 aogat |l i
“uupravy pivovawuskhivim, aumogRah2c2 jejich zt
ze s-jov]l chKOVACBE[e.t Paold!(€e2008) jsou celul §z
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Trichoder ma vel mi vhodn® k hydrollze cel
zpracovs§8vsgni | esnekbeapakbDkilzev Sneil uh glzy o
konzistenci a z|lepgen? SGHOSEH r i1OKZT09d h  WID&k g
celul 8zy Dby mohly blt vhodnim dopl Rkem k
prasat a, cog | e t akWSEMAN,2980).\.KbmeV yni2 § icte2l ud el
zTrichoderma reesei j sobydrakl® zreo zIgiz Freamde |
bi omasov] ROSGAARDNI V200 7)) . Pro | epg? pTsoben
zajistit opti m&lunRRk §mS 2b3E@HPA0TYye I(ul - zy k

Dal g2 aobvveylkmli® nveyugi t 2 c eOKAlet&lz(2008),v §d 2

kter!l zjistil, Jei omeeft ma rceésé&€i8zgi knh
motle virus, cog | e CapSicnonaanmuilrm .p)atmay elnv ptalp.r
izolovanl wtebsl S2ndwc,h8hyl a znalnhD sn2den
pogkozen? na I|istech. Tento Y inek byl vy

inhibitory. Mechani smus i @QKAiettal,2088).z Tst §8v §

2.9.3. Viroba celul §zy

Do givn®e phmdypl kuj e k men mi kroorgani smn
ol kovac2m fermentoru. Rozmnogenl kmen se
kmen po nBRkolik dn2 na givn® pTdnD d8§8l e rc
meng2m mnogst v? [ pat §21 eqizyimyy pby sV Tj¢
produktem kultivace je celulolyticky akt:i
Na separ8toru se oddhRDluje mycelium a z2sik

N8sl eduj 2c? Yapr av a kapalsiproytf SeBivi eP e .nakK app

celulolyticklch enzymT obsahuje i dal g?2 €
celul 8za. Dal g2 mi postupy se z n?2 pSipra
celul 8za zahugSuje na wulaktvigfi | trech na vy

Stability aktivity se dosahuje u teku:
glycer 2nu) nebo sugen2m. Pro potravingSs

| yof i KOTALa1989). RFodlZ ANDONA (2006) Izekp S2 pravhD komer | n?2
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pouy t ak® rychl ® kapal n® proteinov® ct
chromatography FPLC).

2.9.4. Aktivita celul 8zy

Aktivitou (% innost2) <celul 8zy Trichod
pSemNny celuol -zy na rea%padD pglowkikzg. jNRen
vyj adSegeotvk §ch FP a nhRkteS2 virohci %das
(KOTAL, 1989) . Stanoven? celul 8zov® aktiwvit
vygaduje dlouhlT inkubaln2 | as Z28kbmthinh Nme
pro stanoven?2 akti vi tKQTAICAe(1989) NELSON (1944.r ac ov a
Dal g2ch vhodnich metod je vyvinuta cel § S
Sada odbor nRGRDMARK &P S®K) ad Nov§ met @tha, Vyu
22bi cinchoniante byla vyvinuta ke zmRSen?
bNhem cel ul §zov @OHNSTONA(I11929y7.) |l zpeo dtluet 0 met

stanoven2 enzymov® aktivity celul 8§zy. Gs§d
unifikov8 n a , a proto hodnoty uv8dhDn® jednotl
porovng8vat, jak jig bylo vige zmi Rovgno.

2.9.4.1. Typy celul 8zov® aktivity
Aktivita Cq

Aktivitou C; s e rozuma?2 mnogst v?2 redukuj 2czc
pTsoben2m cel ué®ylyc enlau | k-azrub o(x@MCaktivity ee d na |
mnogstv?2z celul 8zy, kter® za 30 minut reak
mg RL (vyj&8dSenlTch jako miligramy bezvod®
pr8gkovi pr eparnj@dmotoebks arhaujle ¢l,000namen§ t o,

CMC wuvolnit za podm2nek metody za 30 mi

KONIG et al . (2002) . Jeho metysdb&kopue vyeodndd
schopnost 2. Tak® vyug2vsg§ pTaudbeaen? earntz)ymu
podobn8 meZORAGVA ep o aall e (1997). Jeho metoda
aktivity je citlivg8 a rychl §. Met oda vyug
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karboxymetyl cel ulcelowl®&zour ozt k8| esd n® s t
koncentrace sachari @gPoroegns8§niniSkelsobadcms gy i K
metodou je tato rychlejg?2 a vygaduje m®n
(ZOROVet al., 1997).

Aktivita FP (filter paper)

Aktivita FP nebo t adbd®bou d&ivity ¢( fal ¢ em? pta
CMC se pSi stanoven? poudg2vs§8 proudgek filt
sC,aktivitou vykazuje FP aktivita podstatn
met ody byly wvyvinuty [ nNov®&® m&kttadvyi t ga n
vzahranil 2 bRgnND poug2vang metoda podl e me
chemists standardsfi na mRSen? celul 8zov®
| aborat oS2, al e je vgdKCKERetal.,i2008 Byly eedyc h'y b u

navrgeny automati ck® metody mnNSen? cel ul

DECKEREMet al . (2003) je zalogena na automat
umogRuj e rychl ® vyhodnocen? pTsoben? enz
cel uTr8izyhoder ma reesei (viride) se rozuma?2
produkt, j2mg | e v KATA ®ml 9p8392)p.a de dgnl 8u ks & a
pSesnou met odu, kters$§ umogRuj e aut omati c

(DECKERet al., 2003).

2942.St abilita celul 8zov® aktivity
Stabilitou se rozum? schopnost celul 8
aktivitu za zmRnRNnlTch podm2nek, cog prakt
pSi skladovg&§n2 i bRhem provgzanzsmsé gemEgiotd®
celul 8zy proti WISEMAY,2 m1 @Mz n88ab i(l i t u pr
hodnot2me tzv. pol ol asem, cog je doba, :
pol ovinu pTvodn2 hodnoty. NestabillhAa2 enzy
podm2nky pro stabilitu enzymT sevolboaji gSuj

vhodn®ho pH, tepl ot WOTAIf,or Iny8 9pr. e pAv I8¢ ain 2 art
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celul 8zov® akNORDMARK ese azabTl(v2a0l07), kterl
hovhDz2ho a®baoawm®hu prodlougil reakln2 dobu
pougit2 bhRDgnN dostupn®ho enzymov®ho prepal

Podle VODRCGKY2007) existuje <cel8&8 Sada

stabilizovat. Jde-mebpoS?2\ky saak comoplGei kdo&n&$s erd?? z|
(anorganick® ionty a Sada organicklich | §:
urlitTch skupin, oxidace postrann2ch Set
v molekule enzymu (molekuly fsi x ovanou konf or mac?2 j sol

denat uvlui ¢ T &mm, metoda rozvinut2z a opRDtovn:
aktivity a d8le pak tak® vazbou na pol yme
a je odolnDjg2z VvTIli denaturuj2c?2m viivTm
VlJaponsku byla vyvinutaametedaymktea §|
vliI 8knit ®ho m®di a. Pro tyto Yl ely byl o vy\
0,17 0,01 mikronu. Kf i x a c i enzym]J] se mohou poug?2t |
ztohoto vl 8kna. Dosahuj e se em@rutpoom otv@nghS 1
shodnotou7607 5% u enzymT fOGXWwlyd@W).ch jinak (

2.9.4.2.1. Optimalizace pH

Opti m8Il n?2 pH pro kmen Trichoderma ree
hydrol ytick®ho gtBDpen2 amorfn?2 abm?tkKk®kr.y
hodnotnD 4, 5. PSi zvigen2 pH aktivita dost
jen 50 % maxi m8Il n2 hodn-80% WEBEMAS i198Q).H 7 |
Zaj2mavli a prot iPMOKARTAdt j &1 vg@X0om&)zorkter T
celul 8za produkovan8 Stachybotrytys atra.
odol 8v8 poklesTm pH, kdy vrchol aktivity
jsou hodnoty viraznh vWSBVANEM® 1O®B 0h od rCetl ul
Vyroben®zpgPsndbem jsou aktivn? a stabiln?
proto jsou vhodn® pPIGARDet alc B0BENY ¢ &k ®b eacpnl 11 ksae
uvsg§d2, ¢ge celul 8zy vyk®{SCHIRNERett i anl§.l ,n21 AKQ)
N2zk® hodrm&tzR EH i dow §8n?2 enzymolNGRet a.kti vit
2007).
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2.9.4.2.2. Optimalizace teploty

Tepl ot n?2 0 pWISEMANNT( 1udv785d)2 60 AC, pSil emg
z8vislosti j e strms§g. Odchyl ka od teplotn?
aktvi t y. PSitom je nutno zdTraznit, @§ge opt.i
se vgdy k podm2nk8&m, za kterTch byla urle
teplota nebyla opti m8ln2, protoge Vv rozs
aktivi t D. U urlitTch cel ul - Stachybpti$tesdatra ge2za i z 0|
opti m8Il n2 tepl ot BIKARToeetagaVv §no 2D0ARL. ( Obecn
opti m&8l n2 pov-d@o BEHINNERepal.,d990). 4 0

2.9.5. Formy celulolyticklch prepar8tT

For ma celulolyticklch preparg8tT je obv
Prg§gkov® formy celulolyticklch prepar§tT
(kuchyRskg§8 sTI, ml ®ko a jin®), KOGALO ner o
1989).

2.10.Hydré T za bi omasy

Snaha o vyugit?2 biomasy alternativn?2mi
Bi otechnol ogi e NOWIClKoudl 981V )Nt elBfi ohasu | ze \
zpTsoby, ne kagdl j6TwgROIOS)MI €kbbV 8% na dkg
celulatzy? pk viznamnim pS2rodn2m procesTm,
rost | i nnTHOR CKIDWNEKME Q003). Kt Dpen2 celul -zy d
vbi oplynovich stanic2ch. Jedn2m z hlavn?zcl
jsou polysaémamiaky vI g&edeag K jej2mu vyug
hydrol Tzy (tj. gt Dpen?z2) na jednoduch® a p
mo gn® ®tzo sl ogky bi omasy z2skat cennou
enzymatick® hydrel 8Iyegiot ymakhatectTkj efek
tvorby bioplynu G T A MB A S20068)
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Ve smBDrnipcriodBWcik biopaliwv se biuogalki vjTank
zpotravinovich zdrojT viracakd ubiopaldilv su
Technol ogi ace @gounusho® | pesme® dobt®tve wohlvaogtii .s e
aktivityceledlugBawl woh prepar§tech zajist®
jej2ho zjigSovgnz2,.

VT h opdogiukce biopaliv 2. generace jsou poGld n R R¥08) vt o m,e ge |
mogn® wvku@iovich pozemkT neprodukuj2c2ch
nDkoli kal et ® r yoaonelng 2mo t8d wk2e mt mav ihmy js v a,
spektra biomasy nekonkuruj2c? potravinov
celul -zovlich ochpipdTmyzselradoyltitsyk T rost !l in po
|l odyhy, st ®bl a, | i st yk Troad p avddtpv&i pzpriancyo v §
zdom8cnost 2. Nas odr uh@rotbrla®my produkce bi
odborn2ci varuj2?2a vyedhemd ok Fdldkd stanauRaby
nebyl a sni golwiSmdi War@&iAGbs tp A Q) ( Rozmani tos
celul -mav®ho8lu vygaduje rozmanit® zpTso
dodrgeny rTzn® technol ogick® podmp?rmkye,nimu
Rozt $S2dnNnT materi 8tcenushabpogadsSegemnu na e |
pogadovanou vigekkestci OprobPh8. obt2gnl p S
kter®m se gtDp? l ignocelul -za na <cukr. H
al ignin, kterT spojumnoeg Rmglee ktualky vc2pl Sual mgenyl
sl unce. Proces pr oadaik,cektogprmr®tspplrvwvnal ag ene

zcukru nebo gkrobu, prob2h8 nyn2 proces v

1. gt Dpen2 celul -zycuknya j ednodugg? gkrob a
2.f erment ace gdstilaoetwul,s tcuupkernTC@at anol u a

DruhlT krok je vgeobsenPomg8&wmhl pwsgcese, 1
vyugit2m dnegn2ch technickTlch prost SedkT
produkln2ho cyklu vgak je, ¢ge pSi produkc
ve Vvyroben®ml eedtiasnkoal ut ecZzhnobkz o ¢ i§ dkhiddiska, | € p 1
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ekonomi ck®ho je neefekthilven®i,sk museekobdgi c
nepS2znivl dopadGTmRBE8).ot n2 prost Sed? (

Pr vn?2 krok je ale tvrdg2m o0S2gkem, na
generace. D2kynnigmaneris®l rtoBgko rozkl §d
gt Dpen2 je celul - -za t2nmm]| nike oSeotlMz8. e Tnwo | secku
me z i sebou spojeny pomoc?2 vod2kovIich vazeé
svazky. Tato seskupepiustwvob?2 kvymtadleimink ou
mezifibriln?2mi a mezimol ekul 8r n2 mi prosto
mnohon8sobn® vNDtg2 molekula celul §8zy. L®p
rostlinnlaoiorpinéticvel m!| | zoiut el eDm| gkt er T br :
gt Dpen2 je pS2tomnost l igninu u rostlin
zpravidla obaluje a stmeluje mikrofibrily
kterT je pro enzym ne®rgpDpemédu rbatil ®naol

enzymovou cestou nezbytnhD vygaduj 2 sn2gen
l i gni nov® othear ivgrp.T v&, ¢ge celul ol ytick®mu
rostlinn®ho materi 8l u.® Podtsd rait §1Dy ,| ®peg sma
Nej |l ast®peédysper akD poug2vaj? mechani ck® a
kombinace obouGThRBA 2008) . Jsou eznnz8&mm® viou padlkys wn
ligninu (KOTAL, 1989).

Gt Dpen2 | i gnoceplouds: tzayg teap doouknray zspel svo by :

1. HydrolTzou pTsoben2m vgutokakuBho tl aku za
22KoddRl en2 1ligninu od c elSuld-8my ms e ntzeypre[l rsle

na fermentovatel n® cukry.

2.10.1. TepelnnN tlakovg§ hydrolTlza
Uvedenl w»dplys db owltranol u byl vySegen ve

rostl i nnfBazeRuzgm®@mei vIizkumn®ho projektu N
grantu MZE 00022700601. Byl vyvinut pol op!
hydrolTzy, kterT umogRuj e zdprmBad v stb Narug
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ipNDstovanou biomasu. Re8l n® vyugit2 techno
acelul -zovich odpad@f2nprbido&tlyacrg@vi a2 na
efektivnosti zpr@ToRBAOY! sk®ho z8&vodu (

2.10.2. Enzymatliudk & otl Rhe mea tleir g réd cTe

Zde gthDpen? |l ignocelul -zy probomh8 geom
enzymy net ol er uJING eka.,s2e07)®vyspkowksriceteadi 2tan¢lu
ateplotu WISEMAN, 1975), takge proces mus2hprob?2]|
k&§d2ch ve velk®m zSedhn?2. Ne kagdl druh

l i gnoc &DTAL,- z1y9819) . Kdyg ug se podaS2 cel ul
je obt2gn® po@TRRAB).UenmesSt Aei méntoru bio
jsounerozpst n® polysacharidy hydrolyticky gt Dj
katalyz8tor T, kter® wurychluj?2 biochemick~e®
TZ2mto gtDpenZzm vznaka]tgoovaphuarntin® moktoer «

di spozici mipSeoaommdmi smTm pro fermentaci

krok je ovgem velice pomall, a t2m jedn
DTvodem je skutelnost, ge k t®t o hydrol.y
bakteri 8l n2 sthRDnynipg®Ts!l Jenlich riilod ogi g& §
url uj2c?2m parametrem a | imituj2c2zm faktor

LogickTm Segen2m tohoto probl ®mu | e
enzymT, a t2m pSenesen? hydrolTzy do cel
momMost znovu plnhkN ur]ovat stupeR vyugit:?2
(GTAMBAS208).Vi vojem vhodnich kmenT kvasinek
podaSilo zdvojn§8§sobit ag ztrojn8sobit jej
dobu nkivaga pol ovinu ag t Setinu a zZ8rov
mi kroorganismT VvTIli et anol u alge pdgo? nkuo nvcyeungt
kapacity virobn2ch za$2zen?2 a podstatn®mu
pro vIirobu uejtzavnagl2u oshe | mo ny, br &MOEK, cu
1991).

Produkce etanolu z celul - -zy nenz2 |Jjegttl
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zat?m na zal 8t ku. Zaj?mav® jsou ale mog
zemRdNI skT ch -zbytpyraImyishopdcokl i zn2ch, l ody
pSi zprac-kvi§m2 dRNdwae pil idoym§ coroga rti.c kZid eo «
spat Sovat nejrwvdugdevbhopal i v 2. pdenmedr ace
konkurenci pSi pr odwrklcean ® optrroa vyv &T oaR BIAi boi moap
2008).
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3. Mat er i §I a metodi ka

C2lem t®to dipgomdwnt® vprt &iceadP UAPB)zy C
vkomer | n2ch prepar8tech a jej? odezva p S
naj2t a owe$iotdi kKuo pnmmu FParcetanBz6v® akt i
stanovit aktivikamemlzrny2muh,cedmdrBRzydwost upnl

“wWlinnost pSi hydrollTze vybranTch typT biol

Kvalitu nab2zen®ho enzymov®haviPpmapar &
zpTsoby. Prvn2m zpTsobem je praktick8 afy
srovng8§n2 jednotlivich enzymovich prepar 8§t
u jednotlivich vzorkT v praxi. DruhTm z
di pl omov & oprvshcoed njDa g 2 , ] e zjigSovgn?2 a p

prepar 8§tT pS2 moC;apRankotci2vi ¢tyandoame®h2o enzy mo
Zn§t aktivitu enzymu je dTlegit®, nebosS
soutNg2. Proto,| gsatko ju dj§ voayjl 20 akvteidweintoy sv T c
v jednotk8ch, jeg nejsou vgeobecnhD zn&§m®
poug2van® podm2nky stanoven? aktivity enz
aplikace. Ugi vat el eazymhodnou edl asnmuns?2z
srovng8vsgn? prepar 8tT rTznlch firem, t ak
enzymu vprovozu KOTAL, 1989).

Enzym celul 8za gt NDp 2 pol ysacharid ce
pol ysacharid nglsmk)tzakt ea rjae bvdtzamamnou su
vyug2t jako viznamnou slogku pSietahadr ment
aCO,.,Produkce etanolu z celul - -zy nen2 jegt!I
zat?m na zal 8t ku.

Ve sv® pr8&ci jgseaemiRovadawatlakijt atkaikjit@®@u a® t i
Aktivitou C; s e rozuma?2 mnogst v? redukuj 2 c?2ch | §
enzymu <celul 8zy na karboxymetylcelul : -zu
obdobou aktivity G, ale m2sto karCtMECYynseet ypaoeduv 8§ zy
filtraln2ho pap?ru WHaakividon nykazuje .FP aktivipor ov n
podstatnhD ni gROTALpI®89et j ednot ek (
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Po dolwvedlPus?m di plomov® pr8§ce byl o pr ¢
stanovakei v ty, hodnetyp® &k ttiyiot y nejsou jsou
vizkum na katedSe agroekologie viznamn® a
pouze na stanoven? FP celul 8zov® aktivity
cel kov® schopnospar StyTd ykol R B @K & ZetaY, pOO®
a visledky FP aktivity maj?2 tedy dostat e

vyugiteln® pro dal g2 vizkum prob2haj2c2 n

Jako bi omasa, kters$§ byl a podrofmena er
konzultaciss edouc2m di pl omov ® Tpifoli§ns matensd.a |) e n kjt eetr &
byl v ysbuvigostisvl ouhodobTm zamRSen2m katedry
Jet el l ul n2 j e v2cel et ohil epd2icsnkian opuny tjietje?l ge
zemNdNI sk® krajiny mnoho wviemdd.Nl §e®elpr hxu
pSerugoval sl edu obaoadewn2m pedhtoupzuasmd®B uper:z
Yar odnost pTdy viivem fixace vzdugn®ho

d
Rhizobium), j¢ e | je tak® povagovs88n za pjednaki nu me
T

t2m, ge jde o v2celetou p2cninu, zapojen
dgl e je jetel l uln2 hlubokokoSen2c?2 rostl
vel miutside® pTdy a t2m zvigen2 infiltrace
regi mu krajiny, kl es§8 mnogstv2 pS2m®ho po

jako viborn® krmivo pro hospod§Ssk§ zv?2Sa

oblast,j ako je napS2klad ji ¢JezmilRolvialnmg? ,vIpot

hydrol T zu, nebyl nijak speci 8l nD upravovs
na mlTnku Fritch pulverissete 14.
3.1. Metoda stanoven? FP celul 8zov®

Metodika stanove? FPA <cel ul 8zov® akt iiteraturyy nen?
ale je popisovgna tak, jak byla na kateds$
totig potSeba v2ce |i m®nN upravit na z§Kk|

metodi ka byaavdopocumedi pl omov® pr8§ce | a
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Tato metoda je jednak pSesng&, pSi pelliv
provg§dhDj2c2ch stanoven?2, pot Sedmds lcehdemti kS

nen2 to metoda finanlnBD n8roln§.

3.1.1. Chemi k8lie a pomTcky
Pap?r Whatmann | . 41

Celul 8zovl prepar §t
Destilovan8 voda

OdmhRrng baRka 100ml

Pipeta

Erlenmeyerova baRka 250 ml
Zkumavky podle poltu opakov§gn?
Acet 8tovl pufr pH 4,7

Vodn2 | §zeR

Tepl omDr

Ml Tnek Fritch pulverissete 14

3122 ®stup stanoven?

1) PSipravit si filtraln?2 pap2r What mann
pSiblignn 2x12 cm)

2) Pap2r stolit a vliogit do zkumavky

3) PSidat 4 ml acet§tov®ho pufru pH 4,7
4) Temperovat 10 minut voeUGL.odn2 | 8zni od
5) Rozpustitso®0 2ml ceaé st ®dgndame@&® vwady ev a po
destilovanou vodou pSesnhD na objem 100ml
6) Dozkumavkyb odu | . 4 pSidat pSesnhN HmldNrozt c
| . 5

7) Prountagkpat zk
8) Zkumavku vliogit pSesnn! na 30 minut do
9) Po uplynut prodBe pam@pizkatmaw ky se svitk
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hydrolyz8tu a pSevede do 250 ml Erl enmey
redukuj2c2ch | 8tek
10) D8l e se postupuje dle upraven® metody

11) Pro pS2pravu Aslep®ho vzorkufi se cell

se ji g ned8v§s.

3.2. Metods edtud Bzwevr®® a&ti vity

Met odi ka na;cetzaoiv@® e a Rktoi@Gveirtlyn2x h prepar
vpodstathD nelig2 od metodi ky tpomugiotz®&2 p e m,
vbodhND 1 metodi ky se m2sto pap2ru What man
(CMC).

3. 3. Met ody stanoven? redukuj?2c2ch |

Sanoven2 mnogstv2 redukuj2c2ch | 8tek |
navazuje na pSedeglou metodiku. Je pot Sel
redukuj2c2ch | S§glekk (mmpnoshkhtcdma®i s§ bNDhem el
uvolnily do roztk u . Pl at 2, ge |1 2m v2ce uvolnhRnTch

vioztoku, t2Zm je vygg?2 enzymatick8 aktivit

3.3.1. Obecn® metody stanoven? redukuj?2c?2

V. IliteratuSe jsou uvs§dhDny BTekhk® mepsdk
principem metmdiyoduwvsedDWBPPy (1978) j e, g
skarbonyl al kohol ovoul kaupckbah vmmDNhaif?chz
mMNNnT. Mnodgstv2 vylouliee®hon2 Mio®g nemd &dlker
hodnotysedr? podl e tabul ek.

fada dal g2 ch met od j e zal ogena na t

mangani stany na sTI manganatou, jodi |l nany
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(manganistanu |i jodil kgse) ®mepsbahbed?2jp
napd, kterl se titruje sirnatanem.

Met oda BHBKZbBZ spol2v8§ v tom, ge reduku
ferrokyanid. Titruje se jodomet dieank yd &§v$Se b
ferrokyanid. Chybou t®to mebodypl omomn®gpu
ge autoSi | eS2 vzorvklkskee®mi kioaniokem a oZikd
d8vaj?2 KJ. Zdemkcivgak dochg8z2 k

2[ Fe(CNy]" +23' =22 XL +2[ Fe(CNy]™

Uvol nRnT jod pak Mmdyel dxkyovateredk®up

zde vel kT pSebytek zinku. Srageninou je g
ZnSQy) a CARREZ 11 je kyanogel eznatan, ni ko
nav2c zd§ bltkageViat @ beoatde jemk®i,inWa ljeence obt 2
a b2l koviny nage roztoky stejnhD nemaj?. P

vhodng8 pro nage mNRSen2? a aby byGuéjsauSesnnj

met odami arbitr8gn?2 mi a t eadjyspblehmDIlvyd]j
3.3.2. Upraven8 metoda stanoven? redukuj 2.
3.3.2.1. Princip

Redukuj2c?2 | &lktkayl ipcscki®nv aprruoswt Sed?2 redul
CuO. NezreagovdsblpSeskytselanOw2 jodometri ck

2CUH  + 4J- 2Cul + 9

Uvol nhNnlT j.-d se titruje sirnatanem

b+ 2SS0 - 2J+ S06°
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3.3.2.2. Chemik8lie a pomTcky

1. z8sobn2 mhNdnatlT roztok A:388 g krystal]
NayCO;se rozpluishttt wné IJI@Gyt, i IpdSeare® evoesck do
odmRrky, pSid§ se roztok 5@l ®mk ynnelgisn w
vody a d8le 25 g krystalick®ho s2ranu |
Dopln2 se do 1 | . (roizdo kd rsureh ® hoaz pdonuey)t 2
2. 30%reat ok KJ: do 200 ml k8&8dinky se odvgg
kapka 10 % NaOH

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

4. 25% HSO,: do 1000 dnéd stoidimddy kryos vodou se p
H.SO,

5. 0,05 M NaS;03.5 H0: 25 g sirnatanu do 2 |, (titrset an o v 20,03ga 0, 02
KIOz+ 1-12gKJV50mIO,I1MHClina titr 8t or uttrbL 50, met

6. 0, MHCI:88mlkonc.HCI® | destilovan® vody
7. t50t r 8t or DL

8. topn8 deska

9. Erl enmeyerova baRka, pipeta
3.3.2. 3. Postup stanoven?

K1 ml hydrolyz8tur(edebd §jtikm®@h g r ozt RIBW
Erl enmeyerovhdD baRce se pSid§ 24 ml destil.
roztoku A va$2?2 se na topn® desce pSesnh 1

BaRka se pak rychle ochl&d3 ml d3d0%tuadzt
KJ a d&8l e pSi dgvsgme ,90(apaitprBma !l 4 4§ 5dml p
pH pod 2.

PSi pougdgit2COvenNDdod®®on N@ztoku stal?2 ps$S
H,SO.. Mus2 se zmDnit barva na glutohnhDdou.

Pak se titruje sirnatane do b2 1 ®ho zbarven30. neftl prl

se provede anallza slep®ho pokusu, m2sto
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Mn o

gstv2 uvolnNDnlich redukuj2c2ch | 8te!

sirnatanu pSi hydrdlyiztSrtaeor a rroozzttookkwu ssml,dest i |

vyn8sobeno koeficientem 1,745 podle vzor.

Gluk-za 139wyl 745 ( H

Spot Seba sirmadkehydpSliyz§ttemeééécéééééééé

Spot Seba si r roackusdestiloya®u vodog§ st api vzorek) é. é

Koeficient pSepoltuéééééééééééécééééééédcé

Visledkem tohoto vipoltu budou miligramy

pougita pSi dalg2ch vipoltech enzymatick®

Uk 8§ z k a wTisttrugpboje aueddddp S 2el o

3.3.2.4. Praktick® pozn8mky

1) VIiteratuSe se uvs§d2 jako ide&8ln2 pH
prost SedlalevppKus8u byly i pSi pH kolem
visledky. DTlegit§ je zmRDna bapH4y na ¢
jinak reakce neprobBDhne, vzorek je st é&
barva se nezmRn?2 ani po veltk@&m ad $2d &kvSk
je nejl ®pe pSidgvat 4,5 ml iR3wveotki ny s ?2
a reakmeusdazmly prob2h8§ velmi viraznh.
2) DTI e ¢hilteldizska pSesnosti visledku je zvec
titr 8150 upeDrLf ekt nD, vychZ§8zejj2e dondopzonva?|dnal]
urlitelnim bodem zI|lomu. PSizvrodlnd?2 tainti
gkrobovl maz kvTli glutohnhRd®mu zbarve
tedy mnohem m®nh pSesns§ a nel ze j i
3) PSi poug2veén2 kapaln® cejS) SpgguvbDoveke
nor m§l nN,d §wast2 wel miSipomal u a vyl k§vat
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OvhnSen?z:

3.3.2.5. metody a zkougka
OvhNSen2? metpdmeaprkoedki pomoc?2 1%
Tabul ka | .1
m 1 % |obsah ( spotSdrozd2?]| * 1,745 =
ve vzorku v | sirnatanu v ml mgg |l uk -
mg
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 z8kladn tRchto visledkT | ze metodu

Mnogstv?2

sirnatanu

uvol

nNnT ch

redukuj 2c2ch

p8ishydrialrywzc§t em oztmoozt okmnl

S

rozi

pov.

| 8t ek

de:

vyng8§sobeno koeficientem 1,745, Visl edke
uvol nDPn® gl uk:- zy. Po zjigthNDn2 mnogstv?2 wuv
dojde kp Sepol tu wuvol nhRniekh (rgé dikk zjyd c 2ncah elnsz y |
Plat2, ¢ge hodnota FP aktivity je d8na pol
vpSepoltu na 1g filtraln2ho pap2ru Whatmar
&.5.8
R /3
A é . .aktivita enzymu
ae e . .mnogstv2 uevbl hPnékh(nesmkusgeéczapome
sl ep®ho pokusu od %daje vliastn2ho hydr
8/ 4é¢é. . faktor SedhPDn2 enzymov®ho roztoku p
56éé. koeficiednt2gp Fepoalirtad n2ho pap2ru Whatn
bééé. ncentraceenzymul¥ ml pohuydn ®mi ke, 0, 2/ 100 = (
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Visl ednou,jaktmovgintRu uAy §dNt jako bezrozmt
zdefinice FP aktivity je zSejm®, ¢ge jde o
uvol nRnT ch rlevpSkewjo? cd2uc hnal 8ltge filtraln2ho |
30 minut.

StejnTim zpTsobem je pak mogn® pSepol 2t
| 8tek z2skanlTch pTsoben2m enziyGukivitea kar b

Pozn8mka:

VpS2padh, gkibytBPcal @l 8zy byla n2zk§,
hodnotaa( mnogstv2 uvolnhNnTch redukuj2c2ch | §t
stanovemt.o WS2padhD je nutn® pSi stanovens?
| 8t ek odebrat m¥yddND1Imd. hydrdl] yd8aj n§sobnc
hydrolyz8tu a vx)m&lttienl aviesnlzegdnah Mo vIipol
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4. Visledky a diskuse

Vsoul adu se zad8n2m boduAklt.i vl tdai;acled nud v8
FPvkomer | n2ch aprep&r Sotdeeczhv a pSi hydrolTze
bylavi aboratorn2ch podm?2 FPSa@lkktsvahavemay@oyv
Onozuka R1 0O vyr 8bnn®ho firmou Mer ck4Phar ma.
celosviDtovhD mezi nejaryiigp oamdlj g2 ouw etl ud &i:
postupu, kt ek &pibtyd!| ep oppast8enr iv§ | a metodi ka
aktivity nejprve potSeba zn§t mnogstvz2 u\
cukirgT uk:-zy) pSi hydrolyelck®ml gr@apedz2 paek
41 nebo karboxymetylcelul - -za). Toto mnogs
| 8tek se vypolte jako rozd?2l| hydpotl ey emi
roztoku s destilovanou vodou vl vyng8§sohbheerm kdegf7iddi.e VI s
tohoto vipoltu budou miligramy uvolnRn® g
redukuj 2c2ch | §tekp$a@p alktt wy pv @lon ®n Tdcohj dree

(gluk-zy) na enzymovou aktivitu.

Vhagem pS2padhD vgakirnatwzdgl B ot Steibtyr
shydrolyz8tem a roztoku s destilovanou vo
nebo statisticky zanedbat a@l2mit o( wirz.paT &t welm
d8l e pracovs8no. P 6, aktiviitypza INtcthht bo dn @amovER2 aj e
ge akti Qiut a olfPta prepar88tu je nulov§g, t u
celul -zov1 pr-&0pvgkaz8je nul@oucazymowou dktivitu.

Vdal ¢g?2 | 8§sti t ®t o di pl omov® pr8ce j S
popi sovs8ny a rozeb2r8&ny jedntodritva® Pp&Hj2ilg
pSekvapi v®mu visledku, o to zaj2maviDj g2z mu
i novli, |l erstvhD otevSenl0 enzymovi prepar §
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4 . 1. Cel ul 8@a Onozuka R

411 FP celul 8zov§8 aktivita

Tabul ka | . 2

Rozd?2]| |#¢(mg uvo|Cenzymov§ 8 Caktivita

pSi titredukuj2|s 2 ml hyna 1ml hy

0 0 0 0
0,1 0 0 0
0 0 0 0

4 . 2. Celul sg8za b 500
Proda2 pr 8ci bylo tedy potSeba naj?2t

pomoc2 kter®ho by bylo mogn® spl njattP zad§n
vkomer | n2ch prepar8tech a jej?2 odezva p S
stanovit akitniiwikt®u cjeil ru® §tz¢ a ovNRDSit jej2
typT bi m@®msyS2 MadDhv @do weozhne dddli psl omov ® pr §c e
vige vys wtwidlostna, owhodobTm zamhRSen2m kat
probl emati ku, Tafdiarpeatensg. et el | ul n2z (

Jako dal g2 enzymovli prsepah8§td2myhgzvegimr
ES/ EI NECS, virobdckea eBiSobhn,yJ wnaz.ysnovou akti v
bTt pomol?2 n2 provedena vgechna pot Sebn§
Onozuka R10.. St out o cel ul 8zou bHb500 byla provede]

j sou uvedeny d8l e.

421.Gcel ul 8zovs§8 aktivita
Tabul ka | .3 wuv§gd? zjigtNDn® hodnoty wuv

z2skanTlch pTsoben?m cell.uazBz yY¥%daa] nkaar 6 ® kx g n
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enzymov

dohod®dsesuc2m di pl omov® pr 8ce

aktivit

agroeko

Tabul ka

ou

y .,
l ogi e

| . 3

aktiwvitu

viznamn® a

pSepoltenou

na

byl o

nehalStityitoy honejno®dg?2Cvduzkpmo npr &
pot Sebn®.

Rozdz|
pSi tidt

aa( mg uvo

redukuj 2

Cienzymov 8§

s 2 mli hy

Ciaktivita

na 1 ml hy

14,5

25,303

126 515

63 258

pfiovederl

4. 2. 2. FP cel
Tabul ka |

z2skanTlch

aktivita
zjigthDn®

§zov§
uv 8d?z

pTsoben2zm

u l
.4

hodnoty uv
f i

p Se puo |Wheart oma nma |1 g 4f:

enzymu cel ul §Yyanana

d8| eenERF movou aktivitu

min pTsoben?z.
Tabul ka | 4
Rozd?2]| |#¢(mg uvo|lFP enzymoYFP aktivit
pSi titredukuj2| 2 ml hydfna 1ml hy
1,6 2,792 13 960 6 980
1,6 2,792 13 960 6 980
1,9 3,316 16 580 8290
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 3490
1,8 2,618 15705 7 853
15 3,141 13 090 6 545
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KromhD vige uvedeRPchehodBponpov® aktivity
kt ery® y b namRSeny upraven2m ;mamngo di Kol n DY tc
redukuj2c2ch | 8tek) byly namB®mrmutynap0Si pr
mi nut a pSidg&n2zm dvojn8§sobn®ho mnogst v?2
prodlougen2m 8atnytinankBBaménat a pSid&n2m
enzymu (Tabul ka | . 6). T y t definiti BRIaktwity (jde @ g a k n
hodnot u, kter8 je vyjs&8§dSena poltem mili
pSepoltu na 1g fil tr al3® hmi npuatp)? r puo Wyh2att nparn
aktivity.

Tabul ka | . 5 ukazuje hodnoty na&amhDRSen®

minut na 60 minut a pSidg§n2m dvojng§sobn®h

Tabul ka | . 5
Rozd?2]| |a¢(mg uvo
pSi tidfreduuj 2c2c
1,4 2,443
14 2,443
Tabulka | . 6 ukazuje hodnoty n3omh&tem® pSi
120 minut pSi pougit2 mnogstv2 enzymu.
Tabul ka | . 6
Rozd?2]| |aa(mg uvo
pSi ti{tredukuj ?
3 5,235

Tyto YWdaje jsou uvs8dDnynipmiuzd8 |lpa oprzag @ weatyv..
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4.2.3 HydrolTza biomasy

PDkolem druh® | §sti pr§ce bylo ovRSit
hydrol Tze vybr amlacghe nt ypSP phbaidddmaj sewtyesl veldt |jeanko .
Tabul ka | 7 ukazuje namRSen® mnogstvz2 u\
enzymov®ho prepar8tu b 500. Mnogstv? enz
3.1.2.6) 4 ml po dobu 30 minut (takt®g dl
Tabul ka | . 7
Roz# | sj|ja(mg uvo
pSi titredukuj?

1,5 2,618

1,5 2,618

14 2,443

2,4 4,188

D8l e bylo provedeno stanoven?, pSi kt
inkubace 80 mi nut na 60 minut a peBiydu§@m)m dvoj n
Tabul ka | . 8
Rozd2]| |a¢(mg uvo
pSi titredukuj 2

1,8 3,141

1,6 2,792
Dal g2 zjigtRDnou hodnotou byl Yad a | namhRSen’
pSi pougit?2 mnogstdwd) enzymu dle metodiky
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Tabul ka | . 9

Rozd?2]| |a¢(mg uvo
pSi titredukuj 2

2,7 4,712

Ve visledc2ch pokusT |l ze naj2t nRhRkolik
dokonce jako vel mi pSekvapiv®.splo’rmu nteoj,z ag

japonskl celul §8zowvi0 pry&kmaro§tal Oriozpukia oRp a k
nul ovou enzymovou aktlo,i twyr &elDmnui 8fziar manw zN
vgak pat Pir e spro§tuems Cel |l ucl ast 1.5 ( Novo

cel odv Niewzvi nejvyug2vanfjl puhot¢tletlo8zav@dp:
celul 8zy -lOnovekaviRch prac2ch uwv®&e?2990v Les.|
FELLNER®tVCal . a ze zahr COSWAMPetah (2G08).tAoir T n a |
vi ednper az 2 niucvhs @ @ n a mu l'iteratury nebyly z
saktivitou t®t o celul 8zy a ani zm2nky o
vizkumech a pokusech. Nel ze tedy pSedpol

jedng8 se o r eno mlouwoane@hoou vpirraoxk?’c ea str adi c?2

nedopusti|l pogkozen? sv® dobr® povDsti a
ne¥l i nn®ho prepar 8tu j akoukol i chybou

technologick®ho postaporpfioskPhdbhBtedhalks
na kultivaci mi kroorganismT k virobRD enzy

pSi virobnD antibiotik, je pogadovg&na vyso

Sterilita je pSi virobnD enzytngli nle got 92 pnandoTh
neuplatn2 anti mi k WSEMAN, 1l 98@k. avWiibbat ekz
firmami je na vel mi Vysok® Yar ovni a vel mi

NejvRt g2m probl ®mem pSi virobnN enzymT
produkovay vel k® mnogst v? enzymu na jednoduc
mi kroorgani smT mus?2 provsg§dnhDt z co nejviDtyg

charakteristicklch pro povrchov® kultivac:
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di spozi ci rskvy® pvrloadsutknl?2n 2scbhi mi kr oor gani smT.
jig o mutanty, vykazuj2c?2 nDkolikan8sobnd
mi kroorgani smTm. Prvn2zm pSedpokl adem ¥sp
mi kroorgani smus produkookdu sa abaltohDereaw y
soulasn vyhovoval hygienickIm pogadavkT
vedl ej g2 metabolity, nap$S. aflatoxiny, a
pogadavky jsou vgak u tak kval atmnThk®h @
prepar 8tulO@®Onpaupkat ® spl nhDny.

Virobce enzymrw OmozsukiachR i nternetovich
enzymovou aktivitu €s v®ho prepar §tu zjigSovanou po
(cmMc) O t UNa*gimg mNSen?2mi tivitg ohoto bngyma pr ok
jako nulovsg, cog jomorwd stedekmzuaj?tmhuebk, iv
prax2 i tvrzen2m a visledky mnoha odbor n?
(1989) ;aktgid¢i tCu | apons k1D 830@rhguréd8hm?y c 20mio zlu K tae
na 1 gram a FPA aktivitu souladu ©® st at n 2 mi autory a I|itera
konkr®t nhD 830 mg redukuj2c2ch | 8tek na gr

Je tedy potSeba hledat a pomsAat gdTVY ea
prepar 8t nul ovouykanazygwmalpoak uaskeocihv ivteub yvl y p

g8dn® vI1 sl edekhyo sapkotjievni® osu . Jist® | e, ge |
kter® je pS2to@GRnL KAtOIOWMN2 &mzeym edy aktiv
nebyl, i kdyg se jBdoaDoubpn§wdrdlkoal pouagi

DTvody tohoto zjn®)kBh? kperb8éebgchledat v

PSednhD je tSeba si uvhRdomit, e provo
techni ckl cWIESEMAND | ®EO0)Y. Od komerln2ch enz
pogadugaley jejich aktivita byla v urlit®m
pS2tomnostKOTAs, U bIs@&dE)t.u el kT viznam m§ nnhk
vDt gina obchodnhD vyr8bnNnich enzynmiez sou p
hl edi ska wvamkygtju?2ckocnh aktividS2ynDjngx hdemn
soust SedRNn z8jem na pS2pravu aoimpbilidadi aci i
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enzymu je mogno ol ek8vat DbuN vzrTst, a n
pougitl nosilolw®ytsvc8hS®p nmdi kdreonoskt ur ovat b2l k
naopak stabilizovatW/ISEMAN, 1980) . Tak® tepel nhD stabi
vhodnhD vysok® teplotD, kdy rychle pTsob?2,
aplikace enzymT zZ&wi svhovghd®honag Hpougvhod
enzymov®ho prepar 8t u.

Virobeci stanovuj 2 a uv§sgd? enzymovou al
izol ace enzymT a k e standardi zaci a st a
met odami vesmNs vol endinkolpodzd ehljeedhios kpao t vSh

metod k%l el u stanoven? Spr8vn®ho mnogstv?2 e
technol ogi ck®mu procesu. Enzymy vyr 8b?2 m |
| asto ud8vaj?2 aktivitu svichnepsypymovbebbp
zn8m® a mohou se v2ce nebo m®&nN rTznit.
aktivity enzymu nerespektuj ? podm2nky | e
aplikaci je vel mi dTl egi t ®, aby vl anst nost
ve vztahu k poug2van® technol ogiKOTALebo k
1989).

Aktivita enzymu z8vis2? pSedevg2m na |
dostupnost.i substr8tu, na koncentraci ko
pS2tokmoasteint raci a typu inhibitorT, na i
reakce WISEMAN, 1980). Knagim zji gt Dn2m ale dogl o za
stejnich postupT u obou enzymovich prepa
koncentrace a dostuprios substr 8t u, koncentrace kof al
iontovs8 s21| a, pH prostSed2? a doba reakce -

Me z i nejdTlegitnRj g2 faktory, kter® by
aktivity, Ypedio®c2tra8gt Nk t ®t o | @k tai vsikilya d oy &t
stabilita enzymov®ho prepar 8t u. Jenge o t
enzymovich prephir8pdugzvgEgygtDejsbagithnjg?
t ®mNS ni c. Ve skutelnosti mnoh@ovhgeaj hogt
spolehliv®, |Jsou u obchodKOTALHh198D) Stabdity 8t T =z
aktivity se dosahuje u tekutTch forem pS§
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sugen2m, kdy vzni kg 8¢k woevp® r? pnildetysa®iSloivi® u

aktivity. Enzymy se dS2ve vyr8&bnDly jako
granulovan® formhD, nebo je mogno poug2t 2
(WISEMAN, 1980) . KONALp(S2P kg %)d uv§d?, ge enzym ¢
stabinlem2 @nadno inhibov8n nelistotami do
materi 81l u, ale na druhou stranu jeho akti

prepar §tT. D&8le uvsg§d2, ¢ge upotSebitelnost
s k| and2o,v 8t ak pSi pougit2z. Jak jig bylo uve
buNt ekut ®,t ume®b of oy mD. Nab?2zen® enzymov® p
sloul eniny, kter® omezuj?2 ztr8ty enzymove

pomnogen2 smlk.r oAg g amtisoundutioy % ek u poug?2vs8r

sl oul eniny: glycerol , propylenglykol, sor
poug2vam$xmraknND tlumivich roztokT,- d§l e
hydroxi benzoopva® eknytsoeviGa nly Se Vbyl a navr gena
mohou slougit jako stabiliz8tomyktearzlyamd
pS2padech i WSEMANA98D)ch pougit?2 (

Urlitou |l epg2 stabilitu pakngpmplanuylkam

autoy s hoda. Tekut® prepar 8ty pak vygaduj?
progresivn? stabislbiuz 8aso®y dodDpev &g wje2l uv §

|l ignocelul -zov® materi 8l y. vyug2vsg se zd
kt Dmt or inga tTem. Celul 8za se na wuveden® mat
prok8zaly, ge asi 80% adsorbovan® celul 8z

ZzTst He¥yratn® formhND na pevn®m substr 8t u.
povaguje stwbjakzpbie skl ad K@D 2989).t ak i pSi

Stabilitou se tedy obecnD rozum? scho
enzymovou aktivitu za zmNDNNNnT ch podm2nek,
prepar 8§tu pSi skl acdbow§r2 2i. PERdmMnwruo zd 7 rg
odol nost celul 8zy pWIBEMAN, v nlIB; 8g®?)m pSotdant?inl ki 8tr
obvykl e hodnot2z2me tzv. pol ol asem, cog | e

na pol ovi nu pTvodn? h ojdsnoout y p r oNveosztnalb i he p
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Opti m8l n? podm2nky pro stabilitu enzymT s
vol bou vhodn®ho pH, teKOTAtyl988)y myPfedpac
viroby by mhRla blt stanovengpTsbbleosdt tempt

ZjigtnDn2 pS2tomnost.i inhibitorT nebo akti
mTge blt zpol 8t ku dosti obt2gn®.

D§le je tak® tSeba si uvhRDdomit, ¢ge tDn
10°mol*1™) i nhibuj?2 aktmTvi tNiDkmreal®a zemi ch, | a
olovo, se mohou v tRchto mallch koncentra

vodRhRN) a t2m viznamnhD sn2git aktivitu enzy.l

Vnagem pS2papdd? paae Nt emdiyf ov® aktihoity | a
prepar 8t u-l0Qwmalbmlefa VRt g2 pravdDpodobnost?2 o
kuvedenTm visiSkdkPTmveaedl yeplota by mnhdla |
zmragen2 mTge bTt u nNDMISEMANcChi1®8@par §tvT r
uvg§d?z tiak®l nkp teplotu pro skladov§gn? enz
skl adonva8gni2chv podm2nk8ch byla tato tepl ot a
vchladnil ce pSi teplothR okolo +7AC), takg
stanoven§ vidrojpecream bQtl Say kdeol ckk gpkdmenk §ch |

uchovs8d@mnN vme z i j ehopowniskabouj eho transpo
republ i ky, skl adov 8rnXcrh,t o dil satsroivd wd? Yested .2
skl adovgn? mo hl o ap oz aljgieend @ estt@rkd® rdozxmgrhez 2k

(7]

kl adovgn? a zSejmh doglo ke znehodnocen

—+

NgkTmi kovy, cog by tak® mhRlo za n§slede
alekt omut o jJjevu nemohl o doj 2 titu maykamogagamim pr a
novhD otevSenl a tedy | erstvl prepar8t u k
napS2klad nedostatelnim dodrgovgn2m hygi e
stanoven?2 vzorkT. ObecnBhD platk, géyodkBog
ke zneli gthDn2 a kontbhamiem&c i zKbey | p&hdom 2 enrkz§ym
pak d8le potSeba uv®st, ge n8doby obsah
uzavSen®, &hykoedbobgbol kzuj 2c?2 at mosdad ®ry a
nz2zk8 relativn?2 vl hkost ( n eWISE®RIAN 19B0).d 5 %)
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Zde vgak nast§v§ pr dal@&m?2p $ir oodeMrou peoruzy m

stanoven?2,

Visledky dal g2ho enzymov®ho poesoalpdar §t u
sol ek8vsg&§n2m vyvo&lawlo&zmdws Cakti vita tohoto p

vygag? polet jednotek, neg FP aktivita. F
aktivity Cy, ale m2sto karboxymetylcelul  -zy (CMN
pap?rtumanNhm 41. ,apkariovvint8nu2z vsykazuj e FPA ak
pol et jednotek (Kotal, 1989).
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S. Z8vDr

PodaSilo naj2t a ovRSit vhodnou metodi
pr8ci nen2 citliv8 nacékhnhbystpmavenAZ k Ppop!
jsou dobSenedpsessluptd® aSadN nen? t souladu met od
se zad8n2m dipl omokt® vpn &ceadPad &migmal @ 2 c h
prepar 8§tech a jej?2 odezvamasypyhistatowenareo!| T z e
FP <celul 8zovs§ aktivita komer | n2ho enzym
hydrol T ze |jTéfdlienpeaterisdl). n2 ho (

Znal ost cel ul 8pzroavk® i a&kt®hwi thyl ejde ska dTI
stanoven? spk§vem&hanu mrjaagksot vpS2davku k ur|
procesu (WISEMAN, 1980). Vt omt o pS2padhlD se jedn§ o vyu
dopl Rku pSi hydrolTze rostlinn® bimimaSy |
fermentoru bioplympaus®n®t poillysapbaui cdiyer by

pomoc2 enzymT, tj. biologicklch katalyz§gt:
by samy do reakce vstoupily. T2-ma o gt n
oligosacharidy, kter® |jsmumbkeamgri g8niks md[il
fermentaci. Tento klz2]ovl hydrol ytickl

jednoznalniD | imituje vyugit?2 pol ysachar.i
hydrol ytick® reakci dochgz? pouze na p
mikroorgg ni s mT . Jejich bi ol ogick8 aktivita s
limituj2c2m faktorem cel® hydrolTzy. Logi
externh produkovanTch enzymT, a t2m pSe

fermentoru. T2orstz 2zsrko8wu8 npel nmfd gunr | ovat stupe
procesu tvorby bioplynu@ T A MB A S2008).

Pro volbu optim8l n2ho mnogstv2 dod§8van
aktivitu. Visledky a z8vNhRDry t®to diplomov

vt ®t o obl asti, na kterou je zamRSen§ dl o
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7.1. PS%kbhbGd&bkkaRl0

Tabul kaCé¢l. ull®z a -10nsotzaurkcav eRn 3 0y Bdhotl §t 8RR AC, 4

ml hydrol|lspot $SeB,0; (NA
1 19,1
18,9
19,2
18,9
pr TmNr spot Seby 19,1
19,1
19,3
19,0
18,9
pr TmNr spot Seby 19,1
Rozd2I|l prTImRrnlch 0

What mann | . 41

(RN TN Y

Slepl vzorek

[T TN Sy

Tabul k-aCell.ul18lz a -10sd zaunkcav Kni0 r2dhod §t 2&XAC, 4
celul 8zvy

ml hydro|spot $e$@; (INa
19,4
19,4
19,5
19,4
pr TmNRr spot Seby 19,4
19,5
19,4
19,5
19,4
pr TmRNr spot Seby 19,5
Rozd2l prTmRrnlch 0,1

What mann | . 4 1

Slepl vzorek 1
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Tabul k-aCell.ul18z a -100n osztuskmeo VRE 02 5r bdd, | §DAK,

ml

hydmo| spot $eB,0; (NA

What mann | . 41

2 19,1
19,3
18,9
19,0

N NN

pr TmNr spot Seby

19,1

Slepl vzorek

19,4
19,2
18,9
19,0

N NNDN

pr TmNr spot Seby

19,1

Rozd2I|l prTITmRrnlch

0

7.2. PStebhabBiWr25p8p2r What mann
Tabul kaCdl.uhbh§za 500C ,i0stsarhowden 25 0rAeCd .
souhrn ml hydro|spot $e$@; (INa

16,4

16,4

What mann | . 4 2 16.4

16,5

pr TmNRNr spot Seby 16,4

18,0

o 17,9

Sl epl vzorek 2 18.2

17,9

pr TmRNr spot Seby 18,0

Rozd2!|l prTmRrnlch 1,6
Tabul k-aCdl.ulld8za 500C ,iOst5arhmowe n 25 0rAeCd .

souhrn mi| hydro| spot S$e$@; (INa

16,6

16,6

What mann | . 4 2 16.1

16,2

pr TmNRr spot Seby 16,4

17,6

o 18,3

Sl epl vzorek 2 18.0

17,9

pr TmNRr spot Seby 18,0

Rozd2l prTmRrnlch 1,6
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