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ABSTRAKT

Teoreticka cast této diplomové prace pojednava o celulolytitkyenzymech, jejich
mikrobialnich producentech, mozZnostech vyuziti tgloh enzyni v primyslu a jak Ize
enzymy - nejen celulolytické - imobilizovat.

Experimentélnicast se zabyva zkoumdénim prepardfipravenych imobilizaci tznych
mnozstvi celulolytického komplexu kondefho preparatu Cellulast 1.5L na synteticke &msi

z polyethylentereftaldtu - komari Sorsilen, PET nosia glutaraldehydem aktivovany PET
nosk. Aktivita enzymovych preparatbyla sledovana Somogyiho metodou spektrometricky.
U imobilizovaného preparatu s nejvyssi aktivitodobgtanoveno teplotni a pH optimum.
Také byla sledovana zma &inku mezi volnym a imobilizovanym enzymem metodou
meieni poklesu viskozity substratu v zavislosti narddgci jeho glykosidickych vazeb.

ABSTRACT

The theoretical part of this thesis deals withuelitic enzymes, their microbial producers,
the possibilities of using such enzymes in the stiguand how can be enzymes - not only
cellulolytic - immobilized.

Experimental part examines the preparations crededmmobilizing various amounts
of the commercially used cellulolytic complex Cédist 1.5L onto various synthetic carriers
made of polyethylene terephthalate - commerciallgedu Sorsilen, PET carrier
and glutaraldehyde-treated PET carrier. Enzymeiactf these preparations was determined
by Somogyi - Nelson method by spectrophotometryr e highest activity immobilized
preparation was determined the temperature- angHbheptimum. The difference in effects
change between the free and immobilized enzyme keasoring viscosity decrease
of the substrate depending on the degradationyebgidic bonds was also studied.

KL COVA SLOVA

Celuloza, celuladzy, celulolytické enzymy, karboxyhmdceluléza, imobilizace enzyim
hydrolyza

KEYWORDS

Cellulose, cellulase, cellulolytic enzymes, carboeghylcellulose, enzyme immobilization,
hydrolysis
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1 UvoD

s

se 0 molekuly glukézy spojenp(1—4) vazbou. ProtoZze jsou rostlinyiznymi zpisoby
vyuzivany v potravingkém, devozpracujicim¢i textiinim praimyslu, vznika g jejich
zpracovani a nasledném pouzitipryslovych vyrobk velké mnoZzstvi celul6zového odpadu.
[1,2,3]

Celulazy jsou enzymy, které katalyzujie@eni a degradaci celulézy na kratSi polymery
a ipadré az na glukézu. Ty maji také Siroké vyuziti vamryslu, avSak moznosti pouziti
celulézového odpadu pro degradaci az na glukoarake dale zkvasitelna na ethanol, gest
neni dostatn¢ efektivni pro zavedeni pro ekonomickouimysliovou vyrobu, protoze
dochazi k rychlé inhibici celulolytického komplexanikajicim produktem. [3]

Imobilizace enzym nabizi moZnosti, které by mohly takové nevyhodylgsi opétovnym
pouzitim enzymového preparatu, proto se jevi indite celulolytického komplexu jako
potencialni cesta ke 2Zme technologického procesu vyroby ethanolu z celulého odpadu
jako biopaliva. [4]
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Celuléza

Celuloza je vysokomolekularni polysacharid, ve dmerje zakladni jednotko@-glukoza.
Jednotlivé molekuly wetézci jsou spojeny glykosidovdi(1—4) vazbou. Na rozdil od jinych
v prirock rozStenych polysacharid jako napiklad Skrob, nema ve své strukdu
a-glykosidické vazby a tud tak dlouhé rovnérettzce bez ¥tveni. Jednotlivéietzce
se mezi sebou mohou véazat vodikovymistky mezi vodiky molekuly glukozy a kysliky
sousedniho vldkna. Poté tvamikrofibrily, které drzi pevé u sebe a zvysuji tak celkovou
pevnost. [5,6]

Celuloza je zcela nerozpustna ve &otlori zakladni sotést primarnich buignych stn
rostlin a spolu s hemicelul6zou a ligninem i selkamdch,¢imz sefadi mezi nejroz&ensjsi
polysacharidy nebo polymery ob&ama zemi. [5,6]

Jeji snadna dostupnost a relaiviizka pdgizovaci hodnota, tauz v ¢isté podob ve formg
rostlinné hmoty nebo v recyklované fafnodpadniho papiru, ji dava Siroky potencial
uplatreni nejen jako nenatoy zdroj sacharid pro produkci biopaliv. [5,6]

V takovém pipadt je nejdiv celuldza chemicky nebo enzymatickkepenéna na glukozu,
ktera je naslednhfermentovana kvasinkami na ethandle$to, Ze cena chemickéepeny je

Vv porovnani s cenou enzymatického preparatu rddsia enzymovaipmena cistsi produkty.
Naslednou Upravou mechanismu a technologie enzympi@rgny Ize dosahnout nizsi ceny
nez v gipadt chemické peneny. [5,6,7]

3.2 Celulolytické enzymy

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly s katalyticktunkci (biokatalyzatory) umdidijici
mnohé biochemické procesy v Zivych organismech.

Jsou velice selektivni, a to jednak na substrpjgieménu na produkt katalyzuji, ale také
na prostedi, ve kterém jsou schopnyirdkovat.

Oznaeni celulolytické enzymy se pouziva pro enzymatikkynplex, ktery se sklada z# t
enzymi, které jsou zodpadné za peménu celulézy na rozpustné sacharidy s kratSimi
fetézci. Tento komplex méa Sirokéimyslové vyuZziti, 4 uz v potravinéstvi @i pivovarnictvi,
vinai'stvi a zpracovani ovocnychlid nebo v papirenstvi. [1,5,6]



3.21 Endocelulaza

Endocelulaza katalyzuje reakciii fkteré dochazi k rozpadu celulozy@nim ndhodnych
glykosidovych vazeb. Tvwd se tak kratSirettzce - oligosacharidy, které jsouigtupné
dalSimu &tpeni. [1,7,8,9,10,11]

3.22 Exocelulaza

Exoceluldaza je enzym, ktery katalyzuje degrada@ukiého vlakna molekul celulozy.
Stspenim z neredukujiciho i redukujiciho konce vzrikajinkem enzymu na substrat
molekuly celobidzy. [1,9,10,11]

OH B N OH
OH

HO .
HO o _od o © on  exocelulaza
(@) >

| OH |

n-2
celuldza (n = 10- 1¢%)

OH
i OH
exocelulaza HO
>~ HO o o OH
HO O
OH
OH

celobidza

Obrazelke. 1 - Schéma funkce exocelulazy [7,8,10,11]

3.2.3 B-glukosidaza

B-glukosidaza je enzym, ktery katalyzuje rozkladob&zy - dimeru glukézy, kdy jsou
jednotky spojen@(1—4) vazbou, za vzniku dvou molelgHD-glukoézy. [1,7,9,10,11]

OH OH
OH .
HO&/O HO on B-gluk05|daza= HO&/OH
HO OH © HO OH
OH

celobiéza B-D-gluk6za
Obrazeks. 2 - Schéma funkdg-glukosidazy [7,8,10,11]
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3.24 Produkce celulolytickych enzymi

S rostoucimi obavami okolo ¥grpavani zasob fosilnich paliv, produkci sklenikavylyni

a znegisteéni ovzdusi jejich nedokonalym spalovanim se &dvzvySuje poptavka po produkci
bioethanolu, ktery Ize fjpravit z lignocelul6zovych materiala zvl4s¢ moznost vyuZiti
celulaz k enzymatické hydrolyze takovych mateérifl2,13]

Produkce takového bioethanolu je nicraénancné velmi nakladna, fedevsim kuli vysoké
cert enzymovych preparat Proto je nutné pro proces vyroby bioethanolu logftickym
Sttpenim upravit, aby byl ekonomicky vyuzitelny. [12]1

Celuladzy jsou indukovatelné enzymy, coz znamenggepeh produkce mikroorganismy je
vyvolana gitomnostni utité latky, tzv. induktoru, v progdi. Ri komegni produkci celulaz
se takto vyuziva pevna celul6za, na které mikragegay @Fimo rostou nebo se ziskavaji
kultivaci v gitomnosti jiného induktoru. V pgmyslovém mndfitku jsou vSak ob metody
ekonomicky nartné. Ri nizké koncentraci celulézy je mnozstvi vznikajiglukézy
nedostaténé pro fist a spravnou funkci b&k. Naopak produkce celuldz e byt
pozastavena katalytickou represi, kdy je rychlestlly glukbzy vysSi nez rychlost jejiho
spotebovavani. Proto musi byt za¢ag finantné nakladné regutai procesy pro pomaly
piitok substratu a sledovani koncentrace glukézy1[3]J2

| pfes snahu vyuzit genetického inZzenyrstvi pro lepsidykci enzymového aparatu je
z ekonomického hlediska stale nutné upravit krakiyové produkce bioethanolu pro jeho
komegni vyuziti. [12,13]

Mikroorganismy produkujici celulolytické enzymy isqxedevsim takove, které utilizaci
vyuzivaji sacharidy -ifedevSim proto, Ze nejsou schopni vyuZit bilkoviepa lipidy jako
zdroj energie pro dst. Zatimco celulolytické mikroorganismy jak&ellulomonas
aCytophagaa také ¥tSina hub dokaze ke své vy&iwyuzivat vice druth sacharid, nez
jenom celulozu, &které anaerobni celulolytické druhy jsou takto sehovyuZivat pouze
celulézu a produkty jeji hydrolyzy. [8,13]

Hub, co je schopno metabolizovat celul6zu pro eisérgie, je podrné mnoho, ale pouze par
kmeni je schopno produkovat komplex celulolytickych emyextracelular a to navic
ve velkém mnozZstvi, coz jeuldkzitd podminka pro jejich izolaci a nasledné viiuzi
pro enzymatickou hydrolyzu celulézy v praxi. [12,13

Z hub vyuzivanych ke komari produkci celuldz se jedn&eaevSimTrichoderma reesei
Humicola insolens Aspergillus nigerz bakterii pakrhermomonospora fus@Bacillus sp
[8,12,14]

Naslednd izolace vzniklych exocelularnich celuldgrastedi bioreaktoru probiha filtraci -
pro oddcleni nerozpustnych matenidl- nasledovanou zakoncentrovanim supernatantu,
vétSinou lyofilizaci. Takto izolovany surovy celuldgo komplex niize byt gipadré dale
rozc&len na jednotlivé enzymy za vyuZziti fast proteip&inové chromatografie FPLC. [14]

3.2.5 VyuZziti celulaz

Celuldzy jsou pro své Siroké tpnyslové vyuZiti ve sstovém n@fitku tretim nejvice
pouzivanym enzymem. [3]

Zpocatku byly celuldzy zkoumany pro svoji schopnostkbioverze biomasy rostlinného
puvodu, ¢ehoz se hoj vyuzivalo v pamyslovém vyuziti i vyrob¢ krmiv pro zvfata,
potravin&stvi, textilnim a éevozpracujicim gmyslu. RestoZe jsou véthto odétvich
na nich zaloZené technologie iz nepostradatelizé,s albytkem neobnovitelnych zdiioj
energie a dochazi &pke zvySujicimu se zajmu o jejich dalsi zkoumdngw ve snaze
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o0 ziskani dostaujiciho obnovitelného zdroje energie a pakimz by se mohly posunout
na nejvice pimyslow produkovany enzym. [3,13,15,16]

3.2.5.1  Textilni pramysl

Celulazy jsou vyuzivany v textilnim gmyslu @i zamgrném vytvdeni jemného opétbeni
na jeansovém obteni namisto pouzititgwodniho mechanickéhdeni pemzou. #sobenim
na vlakna celul6zy Zsobuji uvolrni barviva indigo, které je zodp&iné za modrou barvu
tkaniny,¢imz zpisobuji vznik s¥tlejSich skvrn.[12,13,16,17]

RovnéZ jsou vyuzivany pro odsttavani nezadoucich i@nivajicich jemnych vlaken
na okrajich a Svech textilnich prodiikiro vznik lepSiho zaka@eni, steji jako pro zjemani
samotného materiélu. [12,16]

3.2.5.2  Praci prostedky

V pracich prosedcich jsou row¥ casto vyuzivany celulazy, kdeusobi podobnym
zpisobem jako P vyuZiti v textilnim pamyslu - jemnym naruSenim vidkna celulézy dochéazi
k lepSimu odstraimi n&istot zevnit vlakna, zarovi se zjeminim celé struktury pradla. [12]

3.2.5.3  Potravind‘’sky primysl

Potravindsky prtimysl vyuziva celuldzy v Sirokém spektru aplikacpiklad pro usnadini

a zkraceni doby proceéslisovani ovocnych a zeleninovychtdy, @i vyrobé ovocnych
nektaf, produkfi s vysSi viskozitou, jakaeba rktera pyré, kde vSuddippivaji ke snizeni
viskozity produktu, ale rowf dochazi k lepSimu uvaini organoleptickych slaenin

Z pavodni matrice. [12,16]

Taktéz jsou vyuzivanyipextrakci olefi, & uz @i lisovani semen rostlin jako je ndglad
slune&nice, ale také i vyrobé olivového oleje. V takovémifpad se vyuZivA enzymové
smesi pektinaz Aspergillug a celulaz Trichoderma, ktera dokaze zvysit extrakci oleje z oliv
z obvyklych 16-20 kg oleje na 100 kg oliv az o c2lé&g za zachovani podminek nutnych
pro produkci extra panenského olivového oleje. Rbtakové enzymové sési pri vyrobeé
rovréZ dokéze zvysit obsah antioxidara vitaminu E.[12,16]

V pekastvi jsou celulazy pouzivany pro zlepSeni kvaligta i vyslednych pekskych
produkti, kde se pedpoklada, Ze prayejich pouzitim se zlepSuji vlastnosti jako marhgme

s €stem nebo objem a textura chleba. [13,16]

Pii extrakci karotenoid na vyrobu potravindkych barviv jsou také pouZzivany celulazy,
rovnéz jako @ vyrob¢ vina, kde je vyuzivana pro zlepSeni maceraceraksitsamotné barvy
hrozni z jejich slupky do vysledného produktu. ZvySujeaenejen vyiZznost &échto proces
nagiklad zjednoduSenim procesu filtrace, ale &dvin kvalita samotnych produkt Stejné
vyuziti a efekty maji celulazy i v pivovarnictviLZ,16]

Snaha po zlepSené stravitelnosti krmiv prorate taktéz vede k vyuZzivani celulolytickych
enzymi pii jejich vyrobs, predevsSim u krmiv vyramych z obilovin. [12]

3.2.5.4  Papirensky pamysl

Dulezitou roli hraji celulazy rowt v papirenském pmyslu pro Upravu hrubé papirové drti -
rozvlakiovani, ¢imz nasled#& zvysuji efektivitu a rychlost dalSich vyrobnichoki, jako
nagiklad mleti. [12]

Pfi zpracovavani odpadnich surovin jsou také vyuaivéelulazy, kde - obdokénjako
pii vyuZiti v textilnim pamyslu - povrcho¥ narusuji vlakna celulozy, ze kterych Ize poté
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jednoduseji vyprat barviva a pigmenty a takova g pak nize byt znovu (za dalSi
pomoci celulolytickych enzyi) pouzita na vyrobu nappapirovych ranika. [12]

3.2.5.5 Biopaliva

V posledni dob je jednim z nejvice studovanym pouzitim celulalgfich enzyni degradace
lignocelul6zovych odpadpro produkci biopaliv. ”edevSim proto, Ze takovyipodni odpad
by byl jednoduSe obnovitelny zdroj, protoze je twsvelmi snadno dostupny. Nevyhodou je
praw omezeni zfisobené pr&y nedostaténou ekonomickou efektivitou ¥p zapojeni
do pimyslové vyroby. [12,13,16]

Potencialni vyuZziti je zaloZzeno na biodegradacuulégbvych materid@ t¢émito enzymy
postupr aZz na glukozu a dalSi zkvasitelné cukry. Ty pakhaw byt v dalSich krocich
substraty pro mikroorganisniy jejich enzymoveé aparaty, jejichz fermetném produktem je
ethanol. Sice jiz byly objeveny mikroorganismy sutEzovymi systémy, které jsou schopny
piengnovat biomasu fmo na ethanol, avSak zZadny &chto popsanych procgésneni
dostatén¢ efektivni pro komemi pouZiti. [12,13,16]

3.3 Imobilizované enzymy

Imobilizované enzymy jsou definovany jako enzymyer& jsou fyzikald ¢i chemicky
uchycené nebo umé&té v réjakém prostoru tak, aby byly opakowara kontinualg
pouzitelné a $ tom si zachovaly svoji katalytickou aktivitu. [4]
Vlastnosti imobilizovanych enzyirse odvijeji od dvou zakladnich prémmych:
» Vlastnosti nosie — nap. izolace enzymu z reakiho prostedi a znovupouziti enzymu
— tyto funkce jsou spjaty s fyzikalnimi a chemickymtastnostmi nosie — s jeho
prostorovymi vlastnostmi jako tvarem, velikostou$’kou a délkou. [18,19,20]

* Vlastnosti enzymu — schopnost zpracovavat subst@aprodukt — naopak zavisi
nagiklad na jeho aktivit, selektivié nebo stabili, pH a teplat prostedi. [21]
Enzymy je pi imobilizaci nutno vazat tak, aby nedochézelo k€& jeho funknich skupin,
které nejsou esencialni pro jeho katalytickou atktjvrovnéz pii vzniku vazby nesmi
dochazet k denaturaci vazané bilkoviny a i reaktiskupiny pouZitého no% musi byt

piistupny molekulam bilkoviny. [22]

Stabilita a katalytick& aktivita zavisifimo na vlastnostech pevného resi rozpustnost,
stabilita, hydrofilni/-fobni charakter.

Nosk by nengl obsahovat funéni skupiny, se kterymi by mohl reagovatimpo substrat
a vazat se tak nan [21]

V souwasné dob je zndmo mnoho moZnosti imobilizace celulolytidkyenzynii. VétSina

Z nich se potyka s problémy nizké aktivit§ppaveného enzymového preparatu netibSpé

cenové narénosti takového procesuf aiz se jedna o cenu ndsinebo reaknich slozek.
[23,24,25]

3.3.1 Vlastnosti imobilizovanych enzyni

Vlastnosti imobilizovanych enzyimse oproti volnym enzyfim mgni. Tyto zngny jsou
zpiasobeny d¥ma faktory. [4]

Prvnim z nich je vliv fyzikalnich a chemickych Vassti nosie, kdy se vlastnosti &éni
nerovnondrnou distribuci substratu, prodikié vodikovych iont mezi okolim aktivniho
mista enzymu a okolnim préstim, ve kterém enzym funguije. [4,20,22]
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Druhym faktorem je z&na konformace enzymu a sterické omezeniifsgpnost aktivniho
mista enzymu pro vysokomolekularni latky) jakisleédek reakce,ipkteré je enzym vazan
na nost. [4,22]
Dusledek obou faktdrse projevuje jako zéma vlastnosti imobilizovanych enzyni16,20]
Vlastnosti, které se mohou vlivem imobilizaceéntt, jsou:

a) Specificka aktivita

b) pH optimum

c) Teplotni optimum

d) Tepelné stabilita

3.3.1.1  Specificka aktivita

Vlivem zmény konformace dochazi ke snizeni specifické aktiintobilizovaného enzymu
oproti enzymu volnému. DalSi moZnosti sniZzeni ditije také sterické stémi aktivniho

mista, kdy se vlivem mnozstvi imobilizovaného enayma nosii a velikosti substratu
(predevSim u vysokomolekularnich latek) nedostane tsitbsia aktivni misto enzymu
v maximalni mozné mé, coz opt zpisobi pokles aktivity. Tomu Izei@dejit pouzitim

oddalovaci spojky mezi n@gm a enzymem. [4,21,22]

3.3.1.2  Vliv pH na aktivitu

Pri urcitém pH prostedi, ve kterém se enzymaticky katalyzovana reaklehmva, dochazi
k nejvysSi efektivié katalyzatoru. Toto pH je oztavano jako pH optimum. [4,18,19]

Ke zmené pH optima dochazi u imobilizovanych enzayndisledkem nerovnoimného
rozloZzeni vodikovych H ionti mezi mikro- a makrookolim enzymu. Yipadt, Ze se
na nosti nenachéazeji zadné ionogenni skupiny, pH optimemengni. Pokud vSak nosi
n¢jaké disociovatelné skupiny obsahuje, tak disociamiiklé vodikové ionty snizuji pH
uvnité noste. Zamezeni tohoto efektu je mozné zvySenim pHokoztObdobs Ize zamezit

i opa&nému efektu, kdy jsou na nosizasadité skupiny, jimi Zsobené zvySeni pH lze
potl&it okyselenim roztoku. [4,21]

3.3.1.3  Teplotni optimum

Teoreticky dochézi se zvySenim teploty reakce w&eni jeji rychlosti. S rostouci teplotou
vSak roste moznost denaturace enzymové bilkovimplofa, pi které je rychlost reakce
nejvyssi a fitom nedochazi k denaturaci bilkoviny, se aaija jako teplotni optimum.

Imobilizované enzymy maji tu nevyhodu, z& pizSich teplotach obe&ndosahuji nizSich

aktivit, protoze je nefpznivé ovliviiuje vliv difuze. Naopak ifp vysSich teplotach se nejen
zvySuje aktivita enzymovych prepakatale roviz se midni rychlost difuze substratu,
coz snizuje rychlost inaktivace enzymu zvySujici kencentraci vzniklého produktu
v nejblizSim okoli. [4,21]

3.3.1.4  Tepelna stabilita

Je to schopnost enzyimpracovat v progedi zvySené teploty, aniz by dochézelo k jejich
tepelné denaturaci. Viipad imobilizace enzymu je nutnéfipvybéru vhodného noge
zohlednit i jeho tepelnou roztaZznost v predf. Pokud je jeho tepelna roztaznost vysoka,
muze se aktivni misto imobilizovaného enzymu posSkopive roztahovanim nebo
smr§ovanim nosie. [4,16,21,22]
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3.3.2 Zpusoby imobilizace enzyni

ZjednoduSe# Ize rozdlit imobilizované enzymy na preparaty, které nevyaf nost -
enzymy zabudované v matrici a enzymy Ze@gné mezi sebou - a na preparaty vazané
na nost.

enzymy

|
I T

modifikované nativni

[ imobilizované enzymy ]

zabudované vazané

do matrice enkapsulaci cross-linking adsorp ¢éné kovalentn &

00O
0)C)[©
OO

Obrazeke. 3 - Schéma rozteni mozZnosti imobilizace enzymu [18,19,22]

3.3.2.1  Enzymy zabudované

Tyto metody jsou zaloZeny na u#emi enzymu do gelu matrice polymerniho tesi
nebo do gelu semipermeabilni membrany, aniz by d@ogb k jeho chemické modifikaci,
totiz enzym se na gel matrice nebo polopropustn@ébn&ny nijak nevéze. [4,21]

Tyto metody vSak nejsou vhodné pro imobilizaci eniykteré katalyzuji reakce, jejichz
vychozimi latkami jsou vysokomolekularni latky. Bbzkosti takto imobilizovanych enzyim

totiz mohou difundovat pouze nizkomolekularni stdigt [4,20,22]

Imobilizace zabudovanim do matrice

Pri této metod se enzym uzae do vnitniho prostoru polymerni matrice, ktera je ve &od
nerozpustna. Material této matriceuze byt bd’ synteticky (nafiklad polyakrylamid
nebo polyvinylalkohol), neborfrodni (napiklad Skrob nebo dextrany). [4,20,22]

Reakce katalyzovana takto imobilizovanym enzymeabitva pouze v ramci gelové matrice,
proto takto mohou reagovat pouze substraty, ktenéi gdnadno difunduji. [20,22]

Vyhodou této metody je schopnost fungovatiipzsich teplotach, coz e mit pozitivni
vliv na zamezeni ztrat enzymové aktivity. Naopakvyiedou je finatini nar@nost

a nevhodnost pro uziti viomyslu. [4]

Imobilizace opouz#enim mikrokapsuli

Tato metoda vyuZiva uzgeni enzymu v mikrokapsuli z polopropustné membrafefikost
takové kapsule se pohybujg¢adech jednotek az stovky mikrometf4,20,22,25]

V porovnani s ostatnimi apoby imobilizace enzythpaki mezi vyhody metody enkapsulace
piedevSim moznost imobilizovat mnoho enZyrmarovér a takeé casto mirné podminky
potiebné pro tento Zsob. [4,21]

Zabudovani do alginatového gelu
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Metodou vyuZitelnou dmo pro imobilizaci celulazového komplexu je zabvalui do gelové
matrice z alginatu vapenatého. Ten fgaven reakci alginatu sodného s roztokem chloridu
vapenatého Caglve kterém uz je zaroiierozpustna celuldza. Tato metoda méa velkou
vyhodu, Ze @ ni nedochazi k vazbcelulazy, proto nedochazi ke &mi konformace
aktivniho mista enzymu atipraveny preparat ma pammé velkou aktivitu. Nevyhodou je,

Ze z divodu relativié velkych pofi pro prostup substratu k zabudovanému enzymu dochaz
kK vymyvani enzymu z matrice aipopakovaném pouZiti pak aktivita takového preparat
klesa. [26]

Takto gipraveny enzymovy preparétipraveny z celulazového komplexu si dokaze zachovat
az 83 % fivodni aktivity volného enzymu. [26]

3.3.2.2 Imobilizace zegfovanim (cross-linking)

Jedna se o dalSi &gob imobilizace vyuZzivajici kovalentni vazbu. Nadib od kovalentni
imobilizace se enzym nevaze na nerozpustnyéntem se v tomtoifpad vibec nepouziva,
ale tvai se intermolekulové vazby mezi bi- nebo multifanikn sfovacim cinidlem
a aminoskupinou:

e a-aminoskupinou N-konce

e g-aminoskupinou lysinu

* Fenolickou skupinou tyrosinu [4,21]
Stejrg jako u kovalentni imobilizace e dochazet k modifikaci esencialnich skupin
aktivniho mista, coz fize vést k prudkému poklesu aktivity imobilizovanébozymu.
Proto je nutné chranit aktivni misto enzymu vratnchemickou reakci nebofiganim
substratu. Vyhodou je relativmizka cena sovacihocinidla, avSak modifikaci esencialnich
skupin aktivniho mista enzymutitre dojit k vyznamnému poklesu aktivity enzymu. P2,
Na imobilizaci se neépsgji pouziva glutaraldehyd (pentan-1,5-dial) — reaktiezi
aldehydovou skupinou a aminoskupinou enzymu vz&ighiffova baze, ta fize jeS¢ dale
redukovat. [27]

N—=CH— /NH-CHZ—
(@] N—E/ N—E\
HC// 7 N=cH— HC// NH-CH,—
NH HC
/0 redukce (NaBH,) \
(CHy); + H2N—E\ - > (CH,)3 > (CH2)3
NH,
HC\\ HC\\ N=CH— HC\\ NH-CHy—
o N—E N—E\
\N NH
[ /
HC H,C
\ \

Schiffova baze

Obrazele. 4 - Schéma béhu imobilizace zesovanim [27]
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Cross-linked enzymové agretaty (CLEA)

Pro imobilizaci celulolytického komplexu je vyuzhe metoda zebvanych (cross-linked)
enzymovych agregat ktera spoiva ve vysrazeni rozpusteho z roztoku enzymu vhodnym
sraZzecim¢inidlem. Na to Ize vyuZit Skaluiznych latek, celulazovy komplex si nejvyssi
aktivitu zachovava ip vysrazeni polyethylenglykolem, dimethyletherernmagsem amonnym,
t-butanolem nebo n-propanolem. [28,29,30,31]

Takto vysrazeny enzymovy agregat se nasledestuje vhodnymccinidlem - negastji
glutaraldehydem¢imz se opt zwtSuje velikostééstic a usnatlje se tak zgtna izolace
enzymu z reakniho prostedi. DalSi velkou vyhodou je kranrelativné nizké ceny také
moznost vyuziti ve &Sim neritku. Takto pipraveny enzymaticky preparat neobsahuje krom
enzymu zadné dalSi slozky, takze se jedna o v apdssty protein. Tim odpadaji negativni
vlivy nosi¢ti na enzymovou aktivitu. [28,31,32]

Takto gipraveny enzymovy preparat z celulazového komplexwysrazeny
polyethylenglykolem a nasledinzestovany glutaraldehydem si dokadZze nejen zachovat
puvodni hodnotu aktivity volného enzymu, ale dokojgeste zvysit na 140 %. [29]

3.3.2.3 Enzymy vazané na nasi

Enzymy imobilizované adsorpci
Jedna se o nejstarSi a nejjednodussi metdigwapy imobilizovanych enzyi Obecr tak
lze ozn&it vSechny metody, kdy je enzym vazan na &osia fazovém rozhrani
nekovalentnimi vazbami. [20]
Pro samotnou imobilizaci st pouze styk vodného roztoku enzymu s b@si
— absorbentem. [22]
Dle typu nekovalentni vazby Ize tento typ imobitieadéle rozliSovat dle typu interakce mezi
noscem a enzymem: [21,22]
* Nespecificka fyzikalni adsorpce — enzymy jsou nsicneazany tiznymi typy vazeb
— van der Waalsovymi vazbami, vodikovymiisiky, hydrofilni interakci.
» Biospecificka adsorpce — vyuziva imobilizované ttigg pro adsorpci enzyim
» Elektrostaticka interakce (iontovd vazba) — zaldZera rozdilném naboji mezi
noscem a enzymem.
* Hydrofébni interakce — interakce mezi hydrofobniwaizebnymi misty na nasi
i enzymu.

V poslednich pér desitkach let byl tento typ imiabite intenzivd zkouman pro jeho
vyhody [4,22]:
» Jednoduchost — malé naroky na podminky imobilizace.
* Moznost zachovani vysoké katalytické funkce — nbdat ke zminam aktivniho
mista enzymu.
e Stav enzymu nejblizsi skuteému stavu v hice. [6]

Naopak nevyhodou tohoto typu imobilizace jeeqevSim to, Ze vlivem malé vazebné
interakce mezi enzymem a né&min dochazi u takto imobilizovanych enayiksamovolnému
uvoliovani z nogie. Je to zfisobeno tim, Ze vazani enzymu na povrch neni @&becn
dostaten¢ specifické, a proto dochazi ke kompetici s dalStitami v roztoku a uvobmi
enzymu zpt do prostedi roztoku. [20,21,22]
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Chitosan-chitin

Jako nosi pro imobilizaci celulazy Ize vyuzit upravenoué&mnchitinu a chitosanu, ktery Ize
pripravit jeho alkalickou deacetylaci chitinu. Takpgipraveny nosi lze vyuzit gimo
k imobilizaci enzymu adsorpci a nasledné apliké&w. provedeni imobilizace lze zvysit
stabilitu takto pipraveného preparatu reakci s glutaraldehydemy kisguje stegy jak je
zmirgno v kapitole 3.3.2.2. DalSi moznosti je aktivab#icu reakci s glutaraldehydem, kdy
dojde ke z¥@tSeni povrchu no&e a zarove po nasledné imobilizaci enzymu k éseni
vzdalenosti od no&g, ¢imz by nElo byt aktivni misto enzymu l|épefiptupné a takovy
preparat by @ potom mit vySsi aktivitu. Po imobilizaci na takpraveny nosi Ize rovnou
pouzit jako enzymovy aparat. [33]

Takto pipravené imobilizované celulazy si v kyselém r@dkn prostedi zachovaji

i po mnoha opakovanych pouzitich vysokou aktivittkalem 60 %. [33]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pristroje

4.1.1 Pristroje a pomicky

» Centrifuga Eppendorf

* Laboratorni sklo

* Mikropipety

* Magneticka mich&a

e Nu¢ s fritou

e pH metr— WTW inoLab pH 720
» Spektrofotometr UV/VIS Helios
» Tiepaka na zkumavky IKA LabDancer
» Vahy laboratorni Scaltec

» Vati¢ kuchyisky ETA

» Viskozimetr Ubbelohdeho

* Vodni vywva

4.1.2 Pouzity celulolyticky enzymovy preparat
K charakterizaci byl pouZit lyofilizovany celulolgky preparat Cellulast 1.5L

41.3 Pouzité nosée

Jako nosi byl pouzit polyethylentereftalat ve dvou variamtac
* Komegni preparat Sorsilen, vyrobce Silon a.s.
» Aktivovana dr z odpadnich PET lahvi dle patentu VUT [34]

4.1.4 Pouzity substrat

Jako substrat pro enzymovou reakci byla pouzitddkemethylceluléza (CMC), vyrobce
Sigma-Aldrich.

4.1.5 Chemikalie
K praci byly pouzity tyto chemikalie:
* Tetrahydrat vinanu sodno-draselnéhosH{O«KNa- 41,0
* Hydrogenuhkitan sodny — NaHC®
e Uhli¢itan sodny — NgCOs
» Siran sodny bezvody — &0,
* Pentahydrat siranugiinatého — CuSQ5H,0
» Tetrahydrat heptamolybdenanu hexaamonného —-)gNt8;0,4- 4H,0
» Heptahydrat hydrogenarsénanu sodného — MdAsOy- 7H,0O
» Kyselina sirova koncentrovana -$0O,
» Kyselina octova koncentrovana — g3OOH
* Octan sodny bezvody — GEHOONa
* Aceton - CHCOCH;
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4.2 Priprava nosie z odpadnich PET lahvi

Ciré umyté odpadni PET lahve byly ndilsény na mensi kusy. Ty byly dale pomlety
na stizném mlyré a vznikla df byla sitovanim rozflena na jednotlivé frakce. Nejmensi
frakcecastic byla po Upravdle patentu pouZita k imobilizaci. [34]

Takto gipraveny nosi byl nasledg uchovavan v ledniciipteplot 4 °C.

4.3 Priprava roztoku 0,2M roztoku octanu sodného

Bylo navaZzeno 16,406 g bezvodého octanu sodnéheazka byla kvantitativh prevedena
do 50ml odndrné baiky, rozpustna v malém mnozstvi destilované vody a objem bplam
destilovanou vodou po rysku.

4.4 Priprava 0,1M roztoku octanového pufru pH 4,8

Ve 100ml odndrné baice bylo smichano 20,0 ml 0,2M roztoku kyseliny oét@a 30,0 ml
0,2M roztoku octanu sodného a objem byl déplmodou po rysku.

4.5 Priprava roztoku substratu - 1% CMC v 0,1M octanovémpufru

pH 3,6
Bylo navadzeno 1,003 g karboxymethylceluldézy, nagddlyla rozmichana na magnetické
michace v50,0ml vody. Do s#&si bylo @idano 3,7ml 0,2M octanu sodného
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno p&l hodnotu 4,0. S¥s byla
kvantitativre prevedena do 100ml odimné baiky a doplna vodou po rysku.

4.6 Priprava roztoku substratu - 1% CMC v 0,1M octanovémpufru

pH 4,0
Bylo navazeno 1,008 g karboxymethylcelulézy, na@ailyla rozmichana na magnetické
michace v50,0ml vody. Do s#&si bylo p@idano 9,0ml 0,2M octanu sodného
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno pa&l hodnotu 4,0. S¥és byla
kvantitativre prevedena do 100ml odimné baiky a doplna vodou po rysku.

4.7 Priprava roztoku substratu - 1% CMC v 0,1M octanovémpufru

pH 4,4
Bylo navadzeno 1,007 g karboxymethylceluldézy, nagddlyla rozmichana na magnetické
micha&ce v50,0ml vody. Do s&si bylo pidano 19,5ml 0,2M octanu sodneho
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno p&l hodnotu 4,4. Sés byla
kvantitativre prevedena do 100ml odimné baiky a doplrna vodou po rysku.

4.8 Priprava roztoku substratu - 1% CMC v 0,1M octanovémpufru

pH 4,8
Bylo navazeno 1,008 g karboxymethylceluldézy, na@ailyla rozmichana na magnetické
michace v50,0ml vody. Do s&si bylo pidano 30,0 ml 0,2M octanu sodného
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno pa&l hodnotu 4,8. S¥és byla
kvantitativre prevedena do 100ml odimné baiky a doplna vodou po rysku.
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4.9 Priprava roztoku substratu - 1% CMC v 0,1M octanovémpufru

pH 5,2
Bylo navazeno 1,002 g karboxymethylceluldézy, na@ailyla rozmichana na magnetické
michace v40,0ml vody. Do s#&si bylo pidano 39,5ml 0,2M octanu sodného
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno p&l hodnotu 5,2. S¥és byla
kvantitativre prevedena do 100ml odimné baiky a doplna vodou po rysku.

4.10 Priprava roztoku substratu - 1% CMC v 0,1M octanovémpufru

pH 5,6
Bylo navadzeno 1,011 g karboxymethylceluldézy, nagddlyla rozmichana na magnetické
michace v40,0ml vody. Do s&si bylo pidano 45,2ml 0,2M octanu sodnéeho
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno p&l hodnotu 5,6. S¥s byla
kvantitativre prevedena do 100ml odimné baiky a doplna vodou po rysku.

4.11 Priprava roztoku enzymu

Bylo navdZzeno 0,010 g enzymu, které bylo rozm&tv malém mnoZstvi 0,1M octanovém
pufru pH = 4,8 a nasledrkvantitativie prevedeno do 5ml odémé baiky a nasleda byl
objem stejnym pufrem dopin po rysku. Vznikl tak roztok o koncentraci enzymu
0,002 gcm®. Z této baky bylo odebrano 0,500 ml roztoku pufru do 20ml &dmé baiky

a objem byl stejnym pufrem &pdoplren po rysku. Vznikl tak roztok o koncentraci enzymu
0,05 mgem’®,

4.12 Stanoveni aktivity enzymu metodou pirastku redukujicich skupin dle
Somogyiho a Nelsona spektrometricky

Stépenim polysacharidického substratu vznikaji progukteré obsahuji redukujici skupiny.
Pridani snési Somogyihocinidel jednak zastavuje enzymovou reakci, jednékopenim
redukujicich skupin se #&’naty kationt CG" (ze siranu mdnatého CuSQ ze snisi
Somogyihoginidel) redukuje na Cu ktery se pak v roztoku nachazi jako oxiddmy CwO.
Ten reaguje s Nelsonovytinidlem, kde redukuje arsenomolybdenovou kyseliawzniku
typicky modrého zbarveni. Mira zbarveni s&ujg spektrometricky. [35]
Naméiené hodnoty absorbance byly v programu Microsoftc®fExcel vyneseny do grafu
jako zavislost absorbance na délc&phu enzymové reakce.
Stejnym programem byl funkci LINREGRESE vyidn koeficient regresniijnky, ktera
vystihuje tuto zavislost v tvaru:
y=alx.

Z rovnice regresni fifmky byla spditana absorbance roztoku pro délku enzymové reakce
t=1 min.
Specifick& aktivita se pak vypita dle vzorce: [22]

A{umolﬂ‘nin‘l (g™ = AT

tle.

kde f je prepaitavaci faktor mezi koncentraci redukujicich skupiroztoku a nagfenou
absorbancit je ¢as v minutach, ip které byla odétana pislusna hodnota absorbancesge
koncentrace enzymu v reak snEsi.
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4.12.1 Piiprava ¢inidel

4.12.1.1 Somogyihaéinidlo |

V 600 ml vody bylo rozpusho 18 g uhkitanu sodného, 16 g hydrogenuitinu sodného,
12 g vinanu sodno-draselného a 144 g bezvodéhousisadného a objem byl dopin
na 800,0 ml. [35]

4.12.1.2 Somogyihacinidlo 11

V malém mnozZstvi vody byly rozpusity 4,0 g siranu anatého a 36 g bezvodého siranu
sodného. Objem byl dopin na 200,0 ml. [35]

4.12.1.3 Nelsonovacinidlo

V 450 ml vody bylo rozpusho 25 g tetrahydratu heptamolybdenanu hexaamonmhaj
bylo pridano 25 ml koncentrované kyseliny sirové. Potéy bgiidany 3 g heptahydratu
hydrogenarsethanu sodného a objem byl doghma 500,0 ml.

Pro promichani se nechididlo inkubovat 24 hodinip 38°C. [35]

4.12.1.4 Smés Somogyihainidel

Tésre pred pouzitim se smisi Somogyitimidio | a Il v pon€ru 4:1 a dale se pracuje pouze
s touto smisi a Nelsonovyndinidlem. [35]

4.13 Stanoveni Fepctitavaciho faktoru redukujicich skupin a absorbanci

4.13.1 Priprava zakladni fady roztoka glukozy

Pro sestrojeni kalibtai kiivky glukozy byly gipraveny jednotlivé roztoky. Bylo navazeno
1,80 g glukdzy, toto mnozZstvi bylo kvantitatévrpievedeno do 100ml odimé baiky

a doplrgno destilovanou vodou po rysku. Z taktippaveného roztoku bylo odpipetovano
10,0 ml do 500ml od#iné baiky a objem byl doplén destilovanou vodou po rysku. Z tohoto
roztoku glukozy bylo potom déle pipetovano dle tepw. 1 pro gipravu kalibréni rady
0,0-2,0 pmokm® v krocich po 0,2 pmatm®. [22]

2V=10ml
¢ [umotem®] |V H,0 [ml] |V O glukézy [ml]
0,0 1,0 0,0
0,2 0,9 0,1
0,4 0,8 0,2
0,6 0,7 0,3
0,8 0,6 0,4
1,0 0,5 0,5
1,2 0,4 0,6
1,4 0,3 0,7
1,6 0,2 0,8
1,8 0,1 0,9
2,0 0,0 1,0

Tabulka¢. 1 -Redkéni kalibraini kiivky glukozy
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4.13.2

Do zkumavky s 1 ml ffijpraveného roztoku glukézy aiznych koncentracich v rozsahu

Stanoveni kalibraéni k¥ivky glukozy

0,0-2,0 pmokm?® s krokem po 0,2 umaim* bylo vZdy fidano po 1,0 ml sisi Somogyiho
¢inidel I a Il v pontru 4:1. Obsah zkumavek byl po dobu 10 minutewmana vodni l&zni
a po vyjmuti a ochlazeni na laboratorni teplotuobgiidano po 1,0 ml Nelsonovéinidla.

Vznikly roztok byl zedn pridanim 7,0 ml destilované vody a po promichani byla

na spektrofotometru z¢hena absorbanceipvinové délcel = 530 nm oproti blanku, coz byl
roztok s nulovou koncentraci glukézy. [22]

Vysledky shrnuje tabulk& 2 a grak. 1.

Tabulkac. 2 - Kalibrani kiivka glukdzy

Caluksze [Hmolem®] | Asgc

0,0[ 0,000

0,2 0,134

0,4/ 0,276

0,6/ 0,371

0,8/ 0,454

1,0/ 0,643

12| 0,734

14| 0,841

1,6/ 0,911

1,400

1,200

1,000

0,800

A530

0,600

0,400

0,200

0,000

Kalibracni krivka glukozy

/

y =0,5983x
R?=0,9929

/

/

®

T

0,0 0,2 0,4

0,6

0,8 1,0 1,2
Koncentrace glukézy [umol-cm3]

1,4

1,6

1,8

2,0

Graf¢. 1 - Kalibr&ni kiivka glukozy
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Z regresni rovnice fiimky ve tvaruy = ax byl dopaitan gepcitavaci faktorf, coz je
hodnota koncentrace glukdzy, kterd odpovida absori#gso = 1.

y = ax
1=10,5983x
y =1,6715=f

4.14 Stanoveni aktivity volného enzymu

Pro stanoveni aktivity volného enzymového prepaldtu pripraven roztok o koncentraci
0,05 mgcm®enzymu v 0,1M octanovém pufru o pH 4,8. Ten byipmven navaZenim
0,010 g lyofilizovaného enzymu a jeho rozgonsin v malém mnoZzstvi 0,1M octanového
pufru v 200ml odrarné baice a nasledném dogini objemu baky stejnym pufrem po rysku.
Do ¢ty zkumavek bylo napipetovano po 0,500 ml substratd, 590 ml roztoku enzymu.
V urcitém ¢ase t =0, 10, 20, 30 min bylo postdppridavano po 1,000 mlipd@ipravené
smési Somogyihainidel | a Il v pongru 4:1 pro zastaveinnosti enzymu.

Obsah zkumavek byl 10 minutiesm ve vodni lazni.

Do kazdé zkumavky bylo nésletlrpo vychladnuti fidano 1,000 ml Nelsonovéinidla

a 7,00 ml vody a jejich obsah byl promichan.

Byla zmétena absorbance rozipkii vinové délcel = 530 nm proti obsahu zkumavky, kde
probihala enzymova reakce po dobu t = 0 min.

Vysledky shrnuje tabulk& 3 a grak. 2.

Tabulka¢. 3 - Nangiené hodnoty absorbanc# geakci volného enzymu

t [mln] A53c
0 0,000
10| 0,248
20| 0,538
30 0,762

V programu MS-Excel byl funkci LINREGRESE vyftan koeficient regresnitjpnky
ve tvaruy = ax, vystihujici zavislost absorbance roztoku na déoeymové reakce, kde
a odpovida hodneétabsorbance pro délku enzymové reaked minuta y = 0,0257% .

o L1 A F
Samotnd aktivita pak byla sgitana dle vzorceA{umOIDInln ' ng 1] :%, kde Asz je
E

hodnota absorbance pro délku enzymové reak@aset = 1 minutaf je prepaiitavaci faktor
z kalibrani kiivky glukozy ace je koncentrace enzymu. [22]

Stejnym zfisobem byla p&tana aktivita i ve vSech ostatnictigadech.
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Graf¢. 2 - Zavislost absorbance na dabakce volného enzymu

Hodnota aktivity volného enzymu byla dosazenim vygma na:

4.15

a = 0,8620 umahin’mg*.

Imobilizace enzymu na PET nosi

V Erlenmeyerov baice bylo vzdy p teplo€ 4 °C po dobu 48 hodin piefpavano po 1,0 g
PET noste s utitym mnozstvim enzymu v roztoku, dophého na celkovy objem 20 ml
0,1M octanovym pufrem o pH = 4,8. MnozZstvi enzymtogtoku i jednotlivych nefenich

bylo 0,1 pg, 0,3 pg, 0,5 pg, 1,0 pg a 2,0 ug.
Tyto roztoky byly pipravenyiednim zakladniho roztoku enzymu o koncentraci enzymu
2,0 mgem’ octanového pufru pH 4,8 dle tabuliky4.

Tabulka¢. 4 -Redni roztoku enzymu na imobilizaci na PET rosi

C oenzymu [mg'Cm'3] M enzymuvo [MA] |V oenzymi [U] [ Vpusr [MI] [V celken [MI]
2,0 0,1 50 19,95 20
2,0 0,3 150 19,85 20
2,0 0,5 250 19,75 20
2,0 1,0 500 19,50 20
2,0 2,0 1000 19,00 20
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Po 48 hodinich byla si® imobilizatu a octanu s nenasorbovanym enzymeritrogina
na frit¢. Imobilizat byl tikrat promyt 100 ml 0,1M octanového pufru pH 4,8ilaaty byly
jimany. Imobilizovany enzym byl pak uchovavan ve umlavce spolu s 20,0 ml
0,1M octanového pufru pH = 4,8.

Stejnym zfisobem pak byla odtena sngs imobilizatu a kapaliny u vSech &si.

4.16 Imobilizace enzymu na nosi Sorsilen

V Erlenmeyerov baice bylo vzdy p teplo€ 4 °C po dobu 48 hodin piepavano 1,0 g
nosice Sorsilenu s ditym mnoZstvim enzymu v roztoku, dopiteho na celkovy objem
20 ml 0,1M octanovym pufrem o pH =4,8. MnozZstvizynu v roztoku fi jednotlivych
meienich bylo 0,1 mg, 0,3 mg, 0,5 mg, 1,0 mg, 2,0 @,mg, 5,0 mg, 10,0 mg, 20,0 mg,
30,0 mg a 40 mg.

Roztoky, kde bylo vysledné mnoZstvi enzymu do 5,0, royly gipraveny fednim
zakladniho roztoku enzymu o koncentraci 2,0amij octanového pufru pH 4,8 dle tabulky
¢. 5.

Tabulka¢. 5 -Redéni roztoku enzymu k imobilizaci na Sorsilen 1

Cenzyn [mg'Cm'3] Menzymuvo [MA] | Vo enzymi [HI] [ Vpurr [MI] [V celken [MI]
2,0 0,1 50 19,95 20
2,0 0,3 150 19,85 20
2,0 0,5 250 19,75 20
2,0 1,0 500 19,50 20
2,0 2,0 1000 19,00 20
2,0 3,0 1500 18,50 20
2,0 5,0 2500 17,50 20

v v A

Roztoky, kde bylo vysledné mnozstvi enzymu vysgé 6,0 mg byly ppravenyiednim
zakladniho roztoku o koncentraci 20,0-omg° octanového pufru pH 4,8 dle tabulky6.

Tabulkag. 6 -Redsni roztoku enzymu k imobilizaci na Sorsilen 2
Cenzyrr [mg'Cm's] menzymu VO [mg] VO enzymtu [l—ll] Vpufr [ml] Vcelken [ml]

20,0 10,0 500 19,50 20
20,0 20,0 1000 19,00 20
20,0 30,0 1500 18,50 20

Po 48 hodinach byla si® imobilizatu a octanu s nenasorbovanym enzymeriitrogina
na frit¢. Imobilizat byl tikrat promyt 100 ml 0,1M octanového pufru pH 4,8ilaéaty byly
jimany. Imobilizovany enzym byl pak uchovavan ve ummavce spolu s 20,0 mi
0,1M octanového pufru pH = 4,8.

Stejnym zfisobem pak byla odtena snds imobilizatu a kapaliny u vSech &si.
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4.17 Uprava PET noske glutaraldehydem

Pro zvySeni velikostéastic a tim i zvySeni so¥pi kapacity PET no&e byla df michana
s roztokem glutaraldehydu dznych koncentracich. [33]

Jeden gram PET ndsi byl vzdy rozsuspendovan v 0,1M octanovém pufrudfdHa byl
piidan 15% vodny roztok glutaraldehydu v mnozstvitdlaulky¢. 7 pro dosazeni koncentraci

1%, 2 %, 3,75 % a 7,5 % tak, aby byl celkovy objepaliny vzdy 20 ml.

Tabulkac. 7 - Vypaiet priddvaného mnozstvi glutaraldehydu

Celkovy objem

Obsah

Objem 15% roztok

U

[ml] glutaraldehydu [%] | glutaraldehydu [ml] | Objem pufru [ml]
20 1,00 0,800 19,2
20 2,00 1,600 18,4
20 3,75 3,00 17,0
20 7,50 6,00 14,0

Tyto snmesi byly vzdy po dobuit hodin michany f laboratorni teplat ve tne. Po ukogeni
michani byly nosie pefiltrovany za snizeného tlaku na d&fit opakovas promyty
0,1M octanovym pufrem pH = 4,8 a pouzity k imolaliz celulolytického komplexu.

4.18 Imobilizace enzymu na PET nosi aktivovany glutaraldehydem

V Erlenmeyerow baice bylo vzdy p teplo€ 4 °C po dobu 48 hodin piefpavano po 1,0 g
PET nosie aktivovaného glutaraldehydem sitfm mnozstvim enzymu v roztoku,
doplreného na celkovy objem 20 ml 0,1M octanovym pufremqptb4,8. MnoZstvi enzymu
v roztoku g jednotlivych n&tenich bylo 0,1 pg, 0,3 pg, 0,5 ug, 1,0 pg a 2,0 pug.

Tyto roztoky byly gipravenytedtnim zékladniho roztoku enzymu o koncentraci enzymu
2,0 mgem® octanového pufru pH 4,8 dle tabuliy3.

Po 48 hodinich byla si® imobilizdtu a octanu s nenasorbovanym enzymeritrogina
na frit¢. Imobilizat byl tikrat promyt 100 ml 0,1M octanového pufru pH = 4, 8iltraty byly
jimany. Imobilizovany enzym byl pak uchovavan ve umavce spolu 20,0 ml
0,1M octanového pufru pH = 4,8.

Stejnym zfisobem pak byla odtena sngs imobilizatu a kapaliny u vSech &si.

4.19 Stanoveni aktivity imobilizovanych enzymni

Do ¢ty sérii poctyiech zkumavkach bylo vzdy napipetovano po 0,5imtiem pipravenée
snesi Somogyihainidel | a Il v pongru 4:1.

Do kadinky byl vzdy peveden enzym imobilizovany na n&sis 20,0 ml 0,1M octanového
pufru pH 4,8 a bylo z ni odebrano 15,0 ml pufru.

Za stalého michani michadlem na magnetické migehlylo gidano 5,0 ml roztoku substratu
o pH 4,8 a wasech t=0, 30, 60, 120 minut bylo vZdy odpipetav®,500 ml kapaliny
do zkumavek sigdgipravenou srési Somogyihd@inidel.

Zkumavky byly 10 minut viZeny ve vodni lazni.

Po vychladnuti bylo jfidano 0,500 ml Nelsonova roztoku, 3,50 ml vody aatbzkumavek
byl promichan.

Byla zmgtena absorbance roziokpii A =530 nm oproti roztoku, kde probihala enzymova
reakce pa&ast =0 min.
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Stejnym zjisobem byla stanovena aktivita pro vSechny enzynmgbilizované naiznych
noscich.

4.20 Stanoveni zbytkové aktivity v roztocich po imobiliaci

Pro zjiséni, zda byl veSkery enzym v roztoku, ze kteréhong¢ vazat na nosi byl
po ukorteni kazdé imobilizace jiman filtrat otldny od supernatantu, ve kterém pak byla
stanovovana zbytkova enzymova aktivita.

Do ¢tyi zkumavek vzdy bylo napipetovano po 0,250 ml filira 0,250 ml roztoku substratu.
V ¢ase t =0, 30, 60, 90 minut bylo postagmidavano po 0,500 mlipdgipravené srsi
Somogyihctinidel | a Il v pongru 4:1 pro zastaveinnosti enzymu.

Obsah zkumavek byl 10 minutiem ve vodni lazni.

Do kazdé zkumavky byloflano 0,500 ml Nelsonowuénidla a 3,50 ml vody a jejich obsah
byl promichan.

Byla zmgfena absorbance rozibkpii vinové délced =530 nm proti obsahu zkumavky,
kde probihala enzymova reakce po dobu t = 0 min.

4.21 Stanoveni oper&ni stability imobilizovaného enzymu

Imobilizovany enzym, ktery si po navazani zachoVaegvyssi aktivitu, byl fipraven znovu
a po ukoieni imobilizace a promyti byl po dobu 30 dni uch@rave tn¢ pri teplot 4 °C.
Po uplynuti 30 dni byla obdobstanovena aktivita takového enzymového preparatu.

Do ¢ty sérii poctyiech zkumavkach bylo vzdy napipetovano po 0,5imtiem pipravené
smesi Somogyihainidel | a Il v pongru 4:1.

Do kadinky byl vzdy peveden enzym imobilizovany na n&sis 20,0 ml 0,1M octanového
pufru pH = 4,8 a bylo z ni odebrano 15,0 ml pufru.

Za stalého michani michadlem na magnetické migehlylo gidano 5,0 ml roztoku substratu
o pH 4,8 a wasech t=0, 30, 60, 120 minut bylo vzdy odpipetav®,500 ml kapaliny
do zkumavek siedgipravenou srési Somogyiha@inidel.

Zkumavky byly 10 minut viZeny ve vodni lazni.

Po vychladnuti bylo fidano 0,500 ml Nelsonova roztoku, 3,50 ml vody aabbzkumavek
byl promichan.

Byla zmgtena absorbance roztiokpii A = 530 nm oproti roztoku, kde probihala enzymova
reakce pa&as t =0 min.

4.22 Stanoveni pH optima imobilizovaného enzymu

Tento postup byl opakovan pro kaZdyippaveny roztok substratu - 1% roztoky CMC
o rizném pH v rozmezi 3,6 - 5,6 v krocich pH = 0,4.

Jako enzymaticky preparat byl pro stanoveni pH nagtipouzit takovy imobilizovany
preparat, ktery & z predchozich réfeni nandrenou nejvyssi aktivitu, viz kapitola Vysledky
a diskuze.

Do ¢ty sérii poctyiech zkumavkach bylo vzdy napipetovano po 0,5imtiem pipravenée
snesi Somogyihainidel | a Il v pongru 4:1.

Do kadinky byl vzdy peveden imobilizovany enzym a za stadlého michanihadiem
na magnetické mickiee bylo gidano 5,0 ml roztoku substratu ociiém pH a Wasech
t=0, 30, 60, 120 minut bylo vzdy odpipetovano 00,5nl kapaliny do zkumavek
s predpipravenou srsi Somogyiha@inidel.
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Zkumavky byly 10 minut vigeny ve vodni lazni.

Po vychladnuti bylo jfidano 0,500 ml Nelsonova roztoku, 3,50 ml vody aatbzkumavek
byl promichan.

Byla zmetena absorbance rozibkpii A = 530 nm oproti roztoku, kde probihala enzymova
reakce pa&ast =0 min.

4.23 Stanoveni teplotniho optima imobilizovaného enzymu

Tento postup byl opakovan pro kazdou séréireani o fizné teplot v rozmezi 25 - 70 °C
v krocich poAT = 10 °C na temperovanipace.

Jako enzymaticky preparat byl pro stanoveni teptotmptima pouZzit takovy imobilizovany
preparét, ktery # z predchozich réfeni nandrenou nejvyssi aktivitu, viz kapitola Vysledky
a diskuze.

Do ¢ty sérii poctyiech zkumavkach bylo vzdy napipetovano po 0,5imtiem pipravené
smesi Somogyihainidel | a Il v pongru 4:1.

Do kédinky byl vZzdy peveden imobilizovany enzym vytemperovany na teplaakce
a za stalého michani michadlem na magnetické wdehdylo gidano 5,0 ml roztoku
substratu o pH=4,8, taktéz vytemperovaného nalottep reakce a ¥asech
t=0, 30, 60, 120 minut bylo vzdy odpipetovano 00,5nl kapaliny do zkumavek
s predpipravenou srsi Somogyiha@inidel.

Zkumavky byly 10 minut vizeny ve vodni lazni.

Po vychladnuti bylo fidano 0,500 ml Nelsonova roztoku, 3,50 ml vody aabbzkumavek
byl promichan.

Byla zmgtena absorbance roztibkpii A = 530 nm oproti roztoku, kde probihala enzymova
reakce pa&as t = 0 min.

4.24 Stanoveni tepelné stability

Tepelnd stabilita byla stanovena temperaci enzygtopyepardt v roztoku 0,1M octanového
pufru pH =4,8 na teplotu v rozsahu 20 - 80 °C wckch po 10 °C ve vodni lazni vzdy
po dobu jedné hodiny a naslednym volnym ochlazerdraboratorni teplotu.

Do ¢ty sérii poctyiech zkumavkach bylo vzdy napipetovano po 0,5imtiem pipravenée
snesi Somogyihainidel | a Il v pongru 4:1.

Posléze bylo k enzymovému preparatid@no po 5,0 ml roztoku substratu CMC o pH =4,8
avcasech t =0, 30, 60, 120 minut bylo vZzdy odpipetav8,500 ml kapaliny do zkumavek
S predpipravenou srési Somogyiha@inidel.

Zkumavky byly 10 minut vigeny ve vodni lazni.

Po vychladnuti bylo jfidano 0,500 ml Nelsonova roztoku, 3,50 ml vody aatbzkumavek
byl promichan.

Byla zmetena absorbance rozibkpii A = 530 nm oproti roztoku, kde probihala enzymova
reakce pa&ast =0 min.

Stejny proces byl zopakovan pro volny i imobilizayaenzym.
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4.25 Stanoveni znény G¢inku

Vlastnosti enzym se vlivem imobilizace mohou mnohdyenit. To je nefastji zpusobeno
vlivem dvou faktodh — fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi noési a konformanimi
zmenami proteinu.

Pisobenim enzymu na substrat se spolu ssmamchemického sloZzeniami i viskozita.
Relativni pokles viskozity se vypita dle Schuberta: [4]

t—t
P%=—E [100,

B =
kde t je pritokova doba reaki snesi, t. je pritokova doba vody & je praitokova doba
substratu s inaktivovanym enzymem.
Nejdrive byla znétena doba gitoku vodyt. = 1150s

Nasled® doba pétoku roztoku substrdtu s enzymem inaktivovanym hnaivym varem
na vodni laznit, = 254s.

Pro n&teni poklesu viskozity roztoku substratu vliivem \@io enzymu bylaifpravena srés
z 1 ml roztoku (0,3 mgm™®) volného enzymu a 20 ml roztoku substratu, kteyé bbychle
vlita do viskozimetru a byla z&hena jeji doba mitoku. Tato doba je povazovana jako doba
v ¢ase reakce t=0. ¥asovych intervalech 5, 10 a 15 minut bylatopné mérena doba
praitoku sngsi viskozimetrem. Paraleinbyl opst provadn dikaz redukujicich skupin
pro kazdy¢asovy interval.
Pro neieni poklesu viskozity roztoku substratu vlivem intiabvaného preparatu bylo
postupovano tak, Ze do kadinky s 20 ml roztoku séhsa byl viozen 1 g nas, na kterém
bylo imobilizovano 0,3 mg enzymu. $m byla promichavana na magnetické méclea
a v ficetiminutovych intervalech byl odebirdn supernatke zneieni doby jeho pitoku
viskozimetrem, ktery byl po jejim zfeni navracen do kadinky. Parakelyl opit provadn
dukaz redukujicich skupin pro kazdsisovy interval.
Paraleld je nutno opt provadt dikaz redukujicich skupin, protfgpaet absorbance
na procento roz&penych glykosidickych vazeb byl pouZzit vzorec: [4]

= A L f

102012

kde x je procento roz8penych vazeb, &o je absorbance roztokuiip530 nm af je
piepaitavaci faktor mezi koncentraci redukujicich skupnoztoku a nagienou absorbanci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalnicasti prace byla odzkouSena imobilizace celuldzowé&raplexu na nosi
piipraveny z drti odpadniho materialu z PET lahvijdkige byla provedena optimalizace
mnoZstvi navdzaného enzymu na tiastcilem ziskat preparat s nejvyssi relativni atictiv
V porovnani s volnym enzymem.

Jako dalSi nosibyl zvolen nosi Sorsilen, protoZe jedna se o stejny polymer, kserpouziva
na vyrobu PET lahvi. Sorsilen je vSak prasek, nig teensi velikostastic,cimz poskytuje
vétSi povrch na imobilizaci enzymu. [36]

Jako dalSi z moznosti byla provedena aktivace povRET nosie vybranymi koncentracemi
glutaraldehydu. Po imobilizaci vybranych mnoZstvizgmu na takovy no&ibyla ot
stanovena aktivita ziskanych preparat

Aktivity jednotlivych imobilizovanych enzyf na vySe zmiéné nosie byly mezi sebou
porovnany a byl vybran imobilizat s nejvyssi relatiaktivitou. Pro tento preparat pak byla
sledovana stabilitatpuchovavani i 4 °C, teplotni a pH optimum, ste&jrjako i tepelna
stabilita.

5.1 Imobilizace celulazového komplexu na PET no&ipfipraveny z

drti odpadniho materialu z PET lahvi.
Pro imobilizaci celulazového komplexu byla zvolem@na mnozstvi enzymu, ktera byla
navazana vzdy na 1 g ndsi Nejvyssi aktivitu vykazoval preparat s 0,3 mgyemu na 1 g
noskce, vysledky shrnuje tabulka 8.

Tabulka ¢. 8 - Namgiené a vypoditané hodnoty aktivity enzymovych prepdrat
imobilizovanych na PET nasi

Mnozstvi Aktivita enzymu | Relativni

imobilizovaného [umolmin®mg?] |aktivita

enzymu [mg] enzymu [%]
0,1 0,00894 57,51
0,3 0,01555 100,00
0,5 0,00588 37,81
1,0 0,00352 22,66
2,0 0,00163 10,46

DalSim zvySovanim mnoZstvi imobilizovaného enzynau nosé se sice vSechen enzym
z roztoku na nosivazal, ale jiz dochazelo k vyraznému poklesu ditivcoz l1ze nazorh
vidét na grafwe. 3.
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Zavislost relativni aktivity na mnozstvi enzymu
vazaného na PET nosici
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Graf¢. 3 — Zavislost relativni aktivity na mnoZstvi enny vazaného na PET ndisi

51.1 Imobilizace celulazového komplexu na no&iSorsilen

Tak, jak jiz bylo vySe zmimo, tento nosi byl vybran na zakladpredpokladu, Ze magtsi
povrch, coZz by mohlo poziti¥novlivnit aktivitu navazaného enzymu. Na zakiadskanych
vysledki, které jsou uvedeny v tabulé¢e9, vSechny ziskané preparaty v rozmezi 0,3 — 5 mg
na 1 g nosie vykazovaly niZSi aktivitu jako preparaty vazaaéPET nosi, viz. tabulkas. 8.

Tabulka ¢. 9 - Namgfené a vyptitané hodnoty aktivity enzymovych prepdrét
imobilizovanych na Sorsilen

MnoZstvi Aktivita enzymu | Relativni
imobilizovaného [umolmin®mg?] |aktivita
enzymu [mg] enzymu [%]
0,3 0,00288 99,55
0,5 0,00289 100,00
2 0,00265 91,66
3 0,00270 93,30
5 0,00240 82,89
10 0,00176 60,80
20 0,00095 32,99
30 0,00072 24,97
40 0,00052 18,07
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Z grafu ¢. 4 Ize vidt, Ze z¥tSeni povrchu no&e ovlivnilo mnoZstvi navazaného enzymu,
ovSem nedosahlo se vyrazného zvysené aktivity ilmolkaného enzymu, viz. tabulka9.

Zavislost relativni aktivity na mnozstvi enzymu

vazaného na nosici Sorsilen
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Relativni aktivita enzymu [%]

Graf¢. 4 - Zavislost relativni aktivity na mnoZstvi enay vazaného na nd@siSorsilen

Z grafu¢. 4 a tabulky. 9 vyplyva, Ze nejvyssi relativni aktivity dosadgnzymovy preparat
pripraveny imobilizaci 0,5 mg enzymu na 1 g gesBorsilen. Ani v jednomifpac nebyl
ZjiStén nenavazany enzym v roztokti pnobilizaci.

5.2 Imobilizace celulazového komplexu na PET nos&iaktivovany
glutaraldehydem

Na zaklad predchazejicich vysledk byla zvolena Uprava povrchu PET resireakci
s vybranymi koncentracemi glutaraldehydu. Na takicaveny nosibyla nasledé provedena
imobilizace celulolytického komplexu.

5.2.1 Imobilizace na PET nosk aktivovany 1% glutaraldehydem

Pro imobilizaci enzymu byl nejitve PET nosi aktivovan reakci s 1% roztokem
glutaraldehydu. Na takto upraveny no&yly posléze provedeny imobilizace jednotlivych
mnozstvi enzymu na 1 g nési Ze ziskanych vysledkkteré jsou uvedeny v tabul¢e 10,
vyplyva, Ze nejvyssi aktivitu si uchoval preparéery obsahoval 0,3 mg enzymu na 1g
takového nosk.
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Tabulka ¢. 10 -
imobilizovanych na PET nasaktivovany 1% roztokem glutaraldehydu

MnoZstvi Aktivita enzymu | Relativni

imobilizovaného [umolmin®mg?] |aktivita

enzymu [mg] enzymu [%]
0,1 0,002758 67,31
0,3 0,00409 100,00
0,5 0,00373 91,34
1,0 0,00324 79,28
2,0 0,00124 30,33

Namtiené a vypoditané hodnoty aktivity enzymovych prepdrat

Zavislost relativni aktivity na mnozstvi enzymu
vazaného na PET nosic aktivovany 1% GLU
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Graf &.

aktivovany 1% roztokem glutaraldehydu

5 — Zavislost relativni aktivity na mnoZstvi emay vdzaného na PET nosi

Z grafu¢. 5 vyplyva, Ze nejvyssi relativni aktivity vykaeugnzymovy preparattipraveny
imobilizaci 0,3 mg enzymu na 1 g PET resiaktivovaného 1% roztokem glutaraldehydu.
S dalSim zvySovanim mnozstvi enzymu dochazelo Eniazelého mnozstvi, avSak aktivita

takto gipravenych preparafjiz klesala.
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5.2.2 Imobilizace na PET nosk aktivovany 2% glutaraldehydem

Pro imobilizaci enzymu byl nejitve PET nosi aktivovan reakci s 2% roztokem
glutaraldehydu. Na takto upraveny rio&iyly posléze provedeny imobilizace jednotlivych
mnozstvi enzymu na 1 g nosi Ze ziskanych vysledkkteré jsou uvedeny v tabul¢e 11,
vyplyva, Ze nejvyssi aktivitu si uchoval &ppreparat, ktery obsahoval 0,3 mg enzymuna 1 g
takového nose.

Tabulka ¢. 11 - Namdiené a vypgitané hodnoty aktivity enzymovych prepdrat
imobilizovanych na PET nasaktivovany 2% roztokem glutaraldehydu

MnoZstvi Aktivita enzymu | Relativni

imobilizovaného [umolmin®mg?] |aktivita

enzymu [mg] enzymu [%]
0,1 0,00437 99,30
0,3 0,00440 100,00
0,5 0,00404 91,82
1,0 0,00339 77,00
2,0 0,00133 30,19

Zavislost relativni aktivity na mnozstvi enzymu

vazaného na PET nosic aktivovany 2% GLU
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Graf¢. 6 - Zavislost relativni aktivity na mnoZstvi enay vazaného na PET ndsiktivovany
2% roztokem glutaraldehydu

Z grafu ¢. 6 vyplyva, Ze nejvyssi relativni aktivity dosadgnzymovy preparatiipraveny
imobilizaci 0,1 mg enzymu na 1 g PET resiaktivovaného 2% roztokem glutaraldehydu.
S dalSim zvySovanim mnoZzstvi enzymu sice dochakel@zani celého mnozstvi, avSak
aktivita takto gipravenych preparatjiz klesala.
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5.2.3 Imobilizace na PET nosk aktivovany 3,75% glutaraldehydem

Pro imobilizaci enzymu byl nejftte PET nosi aktivovan reakci s 3,75% roztokem
glutaraldehydu. Na takto upraveny no&yly posléze provedeny imobilizace jednotlivych
mnozstvi enzymu na 1 g nosi Ze ziskanych vysledkkteré jsou uvedeny v tabul¢e 12,
vyplyva, Ze nejvyssi aktivitu si uchoval prepakdery obsahoval uz jen 0,1 mg enzymu na
1 g takového nos&e. Tento imobilizat ovSem vykazoval nejvysSi alktiviv porovnani

s predchéazejicimi imobilizaty, viz. tabulka 10 a¢. 11.

Tabulka ¢. 12 - Namkiené a vypoditané hodnoty aktivity enzymovych prepdrat
imobilizovanych na PET nasiaktivovany 3,75% roztokem glutaraldehydu

Mnozstvi Aktivita enzymu | Relativni

imobilizovaného [umolmin®mg?] |aktivita

enzymu [mg] enzymu [%]
0,1 0,00755 100,00
0,3 0,00481 63,80
0,5 0,00498 66,00
1,0 0,00361 47,82
2,0 0,00145 19,22

Zavislost relativni aktivity na mnozstvi enzymu

vazaného na PET nosic aktivovany 3,75% GLU
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Graf ¢. 7 - Zavislost aktivity enzymu jeho mnozstvi véanna PET no&i aktivovaném
3,75% roztokem glutaraldehydu

Z grafu¢. 7 vyplyva, Ze nejvyssi relativni aktivity dosadiignzymovy preparatiipraveny
imobilizaci 0,1 mg enzymu na 1g PET nesiaktivovaného 3,75% glutaraldehydem.
S dalSim zvySovanim mnoZstvi enzymu sice dochakel@zani celého mnozstvi, avSak
aktivita takto pipravenych preparatiz klesala.
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5.2.4 Imobilizace na PET nosk aktivovany 7,5% glutaraldehydem

Pro imobilizaci enzymu byl nejftte PET nosi aktivovan reakci s 7,5% roztokem
glutaraldehydu. Na takto upraveny nosyly posléze provedeny imobilizace jednotlivych

mnozstvi enzymu na 1 g nosi Ze ziskanych vysledkkteré jsou uvedeny v tabul¢e 13,
vyplyva, Ze ziskané imobilizaty na takto aktivovangst vykazovaly nejnizsi aktivitu
Vv porovnani s fedchazejicimi preparéty, viz. tabulkyl0 — 12.

Tabulka ¢. 13 - Namdiené a vypgitané hodnoty aktivity enzymovych prepdrat
imobilizovanych na PET nasaktivovany 7,5% roztokem glutaraldehydu
MnoZstvi Aktivita enzymu | Relativni
imobilizovaného [umolmin®mg?] |aktivita
enzymu [mg] enzymu [%]
0,1 0,00152 100,00
0,3 0,00085 56,11
0,5 0,00073 48,22
1,0 0,00023 15,33
2,0 0,00010Q 6,81

Zavislost relativni aktivity na mnozstvi enzymu

vazaného na PET nosic aktivovany 7,5% GLU
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Graf ¢. 8 - Zavislost aktivity enzymu jeho mnozstvi vé@anna PET nosi aktivovaném
7,5% roztokem glutaraldehydu

Z grafu ¢. 8 vyplyva, Ze nejvyssi relativni aktivity dosadgnzymovy preparatiipraveny
imobilizaci 0,1 mg enzymu na 1 g takového desiS dalSim zvySovanim mnozstvi enzymu
sice dochazelo k vazani celého mnozstvi, avSakitktiakto gipravenych preparatjiz
vyrazre klesala.
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5.3 Srovnani aktivit jednotlivych imobilizata na vSech pouzitych nosich

PrestoZze hodnoty relativni aktivity dosahuji v jedivgth piipadech vysokych hodnc
vesrovnani s aktivitou volnél enzymového celulolytického komple -
0,8620 umomin®mg* — jsou jejict zdanlivé hodnoty aktivitwelmi nizké vlivem ztraty
aktivity pti imobilizaci.

Srovnan aktivit jednotlivych imobilizovanych enzyit zobrazuje graé. 9.

Srovnani relativnich aktivit jednotlivych
imobilizovanych enzymu
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Graf¢. 9 — Srovnanielativnichaktivit imobilizovanych enzyrin
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Z grafuc. 9 lze vidt, Ze nejvyssi relativni aktivitu vykazuje imobdizany preparat na PET
noski pti koncentraci 0,3 mg enzymu na 1 g resi

Imobilizaci enzymu na nasek WtSim povrchem, co je nd@sBorsilen, byl ziskan preparat jen
okolo 15 % relativni aktivity.

Po Upra¥ povrchu PET nose roztokem glutaraldehydu v rozmezi koncentraci715-%, byl
ziskan preparat s relativni aktivitou maximab % a to jen v jednomiipads. Jednalo se o
imobilizat obsahujici 0,1 mg enzymu na 1 g PET ¢espraveného reakci s 3,75% roztokem
glutaraldehydu.

Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze pouziti no&e Sorsilen s &Sim povrchem ne#o
pozitivni vliv na aktivitu imobilizovaného celulazého komplexu a ani Uprava povrchu PET
noske pomociiiznych koncentraci glutaraldehydu neovlivnila peziijeho aktivitu.

Pro dalSi experimenty a srovhavani s volnym enzyniginproto vybran imobilizovany
enzym, ktery si zachoval nejvyssi aktivitu figpaveny imobilizaci 0,3 mg enzymu na 1 g
PET noste.

54 Operaéni stabilita enzymu imobilizovaného na PET nosi

Pro stanoveni stabilityifgpraveného imobilizovaného preparatu byla @nzymové reakci
sledovana aktivita imobilizovanych enzymovych prégia ihned po jejich vytvieni
a nasleda po nesi¢nim uchovavani v pufru v lednictigeplot 4 °C.

Vysledky shrnuje tabulk& 14 a grat. 10

Tabulka ¢. 14 - Namkiené a vypoditané hodnoty aktivity enzymovych prepdrat
imobilizovanych na aktivovanou PETtduo 1 nésici i teplot 4 °C

Mnozstvi Relativni

imobilizovaného Aktivita enzymu aktivita

enzymu [mg] [umolmin®mg?] |enzymu [%)]
0,1 0,00841 54,22
0,3 0,01550 100,00
0,5 0,00569 36,72
1,0 0,00351 22,63
2,0 0,00163 10,53
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Srovnani aktivit enzymu vazaného na PET nosic
- ihned a po mésici
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Graf¢. 10 - Srovnani aktivit enzymu vazaného na PET¢nibsied a po resici pi 4 °C

Z grafué¢. 10 vyplyva, Ze vlivem uchovavani imobilizovanéareymového preparatdipt °C
po dobu jednoho wBsice nedochazi k uvgdvani enzymu z no& ani ke sniZzeni aktivity
takového preparatu. Interakce mezi esi a enzymem je tedy natolik stabilni i silna, €e |
mozné pipravené imobilizaty v chladu uchovavat po relatidiouhou dobu.
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5.5 pH optimum enzymu imobilizovaného na PET nogi

Pro stanoveni pH optima byla sledovana aktivitangbb enzymu a 0,3 mg enzymu
imobilizovaného na 1 g na@& z PET drti i reakci s 1% roztokem CMC o pH v rozmezi
3,6 - 5,6.

Srovnani relativnich aktivitipraznych pH shrnuje graf 11
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Graf¢. 11 - pH optimum

Z grafu¢. 11 je patrné, Ze nejvyssi aktivity dosahuje iribbvany enzym, stefhjako volny
enzym, pi reakci v prostedi pH 4,8 a mirnou z¢ou pH se aktivita v obouripadech mni
jen mélo. Imobilizaci na PET ngésse tedy pH optimum celuldzového komplexu &m
nemeni.
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5.6 Teplotni optimum optimalizovaného imobilizovaného peparatu

Pro stanoveni pH optima byla sledovana aktivitan@g3enzymu imobilizovaného na 1 g PET
nosce @i reakci s 1% roztokem CMC o pH 4,8 feplotach v rozmezi 25-70 °C.

Srovnani relativnich aktivitipriznych teplotach shrnuje gr&af12
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Graf ¢. 12 - Vliv teploty reakce na relativni aktivitu topalizovaného imobilizovaného
enzymu

Z grafu je patrné, Ze nejvySSi aktivity dosahujeyemovy preparat ifpraveny imobilizaci
0,3mg enzymu na 1g PET n&sipgi reakci se substratemripteplo& kolem 50 °C.
Se zvysujici se teplotou od teploty laboratornte@s do tohoto bodu relativni aktivita tohoto
enzymového preparatu. DalSim zvySovanim teplotgigighazi k vyraznému poklesu aktivity.
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5.7 Tepelna stabilita enzymu

Pro stanoveni tepelné stability byla sledovanavaétivolného enzymu a 0,3 mg enzymu
vazaného na PET n@sipo hodinové temperaci na teploty v rozmezi 20 °@ a nasledném
vychladnuti.

Vysledky shrnuje grag. 13.
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Graf¢. 13 - Tepelna stabilita

Z grafu¢. 13 vyplyva, Ze vlivem imobilizace nedochdzi k iigni zmeéné tepelné stability
enzymu. B nizSich teplotach se aktivitatipS nemeni, se zvySujici se teplotou dochazi
v obou pipadech ke znatelnému sniZeni aktivity, #fppc imobilizovaného enzymu je
pokles jest vyrazrejSi nez v pipact volného.
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5.8 Zména Uuéinku

Z experimeni, ve kterych byl sledovan pokles viskozity jako Koa stups degradace
substratového roztoku v procentech, lze ¥fldy Ze nahodné 8&peni vnitnich
glykosidickych vazeb polymerniho substratu se wiivenobilizace w¢i volnému enzymu
casténe meni.

Byla m&iena doba mitoku snési degradovaného substratu Ubbelohdeho viskozimetre
Kazdé ngreni bylo provedendaikrat a vysledky zpmmérovany.

Vysledky shrnuje grag. 14.

Zavislost poklesu viskozity substratu na jeho
stupni degradace
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Graf ¢. 14: Vliv degradace polymerniho substratu volnynminmebilizovanym enzymem
na pokles viskozity roztoku

Z grafu ¢. 14 je patrné, Ze vlivem imobilizace nedochaziykagné zminé zpisobu @inku
celuldzového komplexu na polymerni substrat.

U volného enzymu bylo zji&ho, Zze 50% pokles viskozity nastava mzStpeni asi 1,6 %
glykosidickych vazeb.

Podob® u imobilizovaného preparatu dochazi k 50% pokleskozity @i rozStpeni
asi 2,1 % glykosidickych vazeb, coz neni vyraznéran
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6 ZAVER

Ulohou této diplomové prace bylo prozkoumat vliv aistvi kometniho celulolytického
enzymatického komplexu imobilizovaného sorpci naiiha polyethylentereftalatu na jeho
enzymovou aktivitu. Nose byly pouzity ti — PET nosi z odpadnich PET lahvi dle patentu
VUT, déale kometni preparat Sorsilen a také PET rosiodpadnich PET lahvi dle patentu
VUT, jehoZz povrch a také vzdalenost enzymu od deodlyla upravena reakci &gimi
raznymi koncentracemi glutaraldehydu.

Bylo zjiSttno, Ze vSechny pouzité nésimaji dostataou sorgni kapacitu a jsou schopny
na jeden gram své hmotnosti navazat minish@mg enzymu v ijpadt nostt z odpadnich

PET lahvi a minimal&b40 mg enzymu vifjpact noste Sorsilen a to ve vSechipadech beze

zbytku aktivity v roztoku, ze kterého byla imobéize provedena.

Pri imobilizaci zvySujiciho se mnoZstvi kontarho celulolytického enzymového komplexu
vSak dochazelo k vyraznému poklesu aktivity takipraveného enzymového preparatu.

NejvysSi aktivitu z imobilizovanych prepafiatykazoval ten, ktery byligpraven imobilizaci
0,3 mg celulolytického enzymového komplexu na 1EJ Fhoste. Riimobilizaci stejného
mnoZstvi na jiny typ no& dochéazelo k vyraznému poklesu aktivity, ré&/fako @i zvyseni
imobilizovaného mnozstvi. Proto byl tento rosinavazanym mnozstvim 0,3 mg enzymu
vybran jako optimalni pro dalSi sledovani vlasthakiného celulolytického komplexu a
stanoveni zakladnich charakteristik.

Takto imobilizovany celulolyticky enzymovy prepardbhe snasi uchovavaniip4 °C po
dobu 1 ndsice, Bhem této doby nedoSlo ke snizeni aktivity.

Vliv pH prostedi se imobilizaci enzymu na PET rogénei nentni a pH optimum
imobilizovaného i volného enzymu bylo stejriégH 4,8.

Tepelnd stabilita enzymu se imobilizaci sniZujg,gi teplotdch nad 30 °C. Nastedy neni
schopen imobilizaci chranit enzymovy proteiteg denaturaci, jelikoZz dochazi pouze k
adsorpci enzymu na ndési

Se zvySujici se teplotou reakce stoupa i enzymditiita imobilizatu, avSak teplotni
optimum enzymu se imobilizaci némi a pro volny i imobilizovany celulazovy komples |
pri teplo€ kolem 50 °C.

Z experimeni, kde byl sledovan pokles viskozity roztoku sulistrgko funkce procenta

rozSepenych glykosidickych vazeb, vyplyva, Ze vlivem iilzace se vyrazh nemneni
zpasob &inku enzymu.
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10 PRILOHY

Tabulka¢. 15 - Vypaitané hodnoty aktivit jednotlivych enzymovych pregia

Enzymovy preparat Aktivita enzymu Relativni aktivita
[umol-min™.mg’] enzymu [%)]

Volny enzym 0,8620 100,0000
0,1 mg E na PET 0,0089 1,0376
0,3mg E na PET 0,0156 1,8041
0,5mg E na PET 0,0059 0,6822
1,0 mg E na PET 0,0035 0,4088
2,0 mg E na PET 0,0016 0,1886
0,1 mg E na PET po égici 0,0084 0,9752
0,3 mg E na PET po ¢&gici 0,0155 1,7984
0,5 mg E na PET po ¢sici 0,0057 0,6604
1,0 mg E na PET po ésici 0,0035 0,4070
2,0 mg E na PET po é#gici 0,0016 0,1894
0,1 mg E na PET upraveny 1% GLU 0,0028 0,3193
0,3 mg E na PET upraveny 1% GLU 0,0041 0,4743
0,5 mg E na PET upraveny 1% GLU 0,0037 0,4333
1,0 mg E na PET upraveny 1% GLU 0,0032 0,3761
2,0 mg E na PET upraveny 1% GLU 0,0012 0,1439
0,1 mg E na PET upraveny 2% GLU 0,0044 0,5073
0,3 mg E na PET upraveny 2% GLU 0,0044 0,5109
0,5 mg E na PET upraveny 2% GLU 0,0040 0,4691
1,0 mg E na PET upraveny 2% GLU 0,0034 0,3934
2,0 mg E na PET upraveny 2% GLU 0,0013 0,1542
0,1 mg E na PET upraveny 3,75% GLU 0,0075 0,8755
0,3 mg E na PET upraveny 3,75% GLU 0,0048 0,5585
0,5 mg E na PET upraveny 3,75% GLU 0,0050 0,5778
1,0 mg E na PET upraveny 3,75% GLU 0,0036 0,4187
2,0 mg E na PET upraveny 3,75% GLU 0,0015 0,1683
0,1 mg E na PET upraveny 7,5% GLU 0,0015 0,1763
0,3 mg E na PET upraveny 7,5% GLU 0,0009 0,0989
0,5 mg E na PET upraveny 7,5% GLU 0,0007 0,0850
1,0 mg E na PET upraveny 7,5% GLU 0,0002 0,0270
2,0 mg E na PET upraveny 7,5% GLU 0,0001 0,0120
0,3 mg E na Sorsilen 0,0029 0,3341
0,5 mg E na Sorsilen 0,0029 0,3356
2 mg E na Sorsilen 0,0027 0,3076
3 mg E na Sorsilen 0,0027 0,3132
5 mg E na Sorsilen 0,0024 0,2782
10 mg E na Sorsilen 0,0018 0,2041
20 mg E na Sorsilen 0,0010 0,1107
30 mg E na Sorsilen 0,0007 0,0838
40 mg E na Sorsilen 0,0005 0,0606
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Obr. ¢. 5 - Pabéh piipravy nosie z odpadnich PET lahvi fqpiprava umytych odpadnich
PET lahvi

Obr.¢. 6 - Piibeh pripravy noste z odpadnich PET lahvi - sitovani
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