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ABSTRAKT

PredloZena diplomova prace se zabyva produkci mi&hofmh enzym a jejich naslednou
stabilizaci prosednictvim enkapsulace. Teoretickast diplomové prace se z&mje na

mikrobialni enzymy, zejména extracelularni hydrglagejich producenty a vlastnosti.
V ramci teorie je rové¥ diskutovana moznost aplikace enZiywmoblasti farmacie a mediciny.

Experimentalniast diplomové prace byla zamena na samotnou produkci mikrobialnich
enzymi a jejich stabilizaci. Sledovany byly produkce paytickych a lipolytickych enzyin
v zavislosti nac¢ase a pouzitém kulti¢aim substratu. NejvySSi produkce enzyrnyla
zaznamenana u plisnAspergillus oryzaepti kultivaci na pSerinych otrubach 3. den
kultivace. V rdmci experimentéldasti byla dale provedena identifikace, izolace dfigace
enzymi. Podstatnoucasti experimentu byla stabilizace naprodukovanyakrahialnich
enzymi prostednictvim enkapsulace. fipraveny byly alginatové ¢astice, stanovena
enkapsuléni innost se pohybovala vrozmezi 55 az 70 %. S ngjvyBinnosti se
enkapsulovaly enzymy plismspergillus oryzaeNasleds byla ve dvou progedich (ve vod
a v gelu) v pitbéhu Sesti tydi sledovana dlouhodoba stabilita enkapsulovanyclyreihza
srovnana se stabilitou enzymvolnych. U volnych enzyih doSlo khem skladovéani
k vyraznému poklesu enzymovych aktivit, a tegevsim v rozmeazitvrtého a Sestého tydne
uchovavéni. U enkapsulovanych enZiyiwyl naopak pozorovan nét enzymovych aktivit.
Stabilita byla studovana rovh z pohledu stabilitgastic samotnych. Obeg&rvysSi stabilitu
vykazovaly¢astice uchovavany v pragstdi gelu.

V piedloZzené diplomové praci bylo testovano i potenci&lyuziti enzyni ve farmacii,
jakozto latek podporujicich traveni. Dle dosaZzenyeysledki by testované ¢astice
s enkapsulovanymi mikrobialnimi enzymy mohly bytodhé pro vybrané farmaceutické
aplikace.

KLi COVA SLOVA
enzymy, mikrobialni enzymy, extracelularni hydrglaAspergillus oryzaePhanerochaete
chrysosporiumAureobasidium pullulansenkapsulace, farmacie, kosmetika



ABSTRACT

The present thesis deals with the production ofrohial enzymes and their subsequent
stabilization through encapsulation. The theorétgart focuses on microbial enzymes,
especially extracellular hydrolases, their prodsicand characteristics. Within the theory is
also discussed the possibility of the applicatidrenzymes in the field of pharmacy and
medicine.

Experimental work was focused on the actual prbdocof microbial enzymes and
methods for their to stabilization. The productiohproteolytic and lipolytic enzymes in
dependence on time and the used culture substrate fellowed. The highest enzyme
production was observed Aspergillus oryzaevhen cultured on wheat bran at the third day
of cultivation. In the experimental part was furticarried out the identification, isolation and
purification of enzymes. A substantial part of teeperiment was to stabilize produced
microbial enzymes by encapsulation. Enzymes weteagped into alginate particles with
encapsulation efficiency in the range of 55-70 %he Thighest efficiency exhibited
encapsulated enzymes froAspergillus oryzae Subsequently, long-term stability of the
encapsulated enzyme in two environments (in watdrgel) was followed during six weeks
incomparison with free enzyme. During storage @fefenzyme a significant decrease in
enzyme activities occured, especially between thetlh and sixth week of storage. On the
contrary, in encapsulated increased enzyme aetvitvere observed. Empty particles
exhibited higher stability during storage in thé tpan in water.

In this thesis potential use of enzymes in thermplaaeutical industry as agents promoting
digestion was tested too. According to the resyaticles with encapsulated microbial
enzymes could be considered as suitable for somenatteutical applications.

KEYWORDS
enzymes, microbial enzymesxtracellular hydrolasesispergillus oryzaePhanerochaete
chrysosporiumAureobasidium pullulanencapsulation, pharmaceuticals, cosmetics



HAZUCHOVA, E.Produkce mikrobiéalnich enzyima jejich stabilizace enkapsuladrno:
Vysoké @eni technické v Brf) Fakulta chemickd, 2016. 73 s. Vedouci diplomaéee prof.
RNDr. Ivana Marova, CSc..

PROHLASENI

ProhlaSuiji, Ze jsem diplomovou praci vypracovamesstatd a Ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem sprawna uplre citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu etham
Fakulty chemické VUT v Bria mize byt vyuZita ke komeénim (elim jen se souhlasem
vedouciho diplomové prace gkdna FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI

Réada bych patkovala své vedouci diplomové prace prof. RNDr. évaharové, Csc.
za odborné vedeni a vSestrannou pomac/@Seni problém Dale bych rada patkovala
své konzultantce Ing. FetMatouskové, Ph.D. za cenné rady, ochotu a pom@ppacovani
experimentalnicasti. V neposlednfadé bych cht¢la podtkovat své rodigy svému fiteli a
kamaradce Kristy#&iEggerové, kg mi byli velkou podporoudnem celého studia.



OBSAH

1 PSPPSR 9
2 TEORETICKA CAST ..ottt eeee st 10
220 T = (1744 Y SRR 10
2.1.1 Katalyticka aktivita @NZYIN............cooeeeiiieiieeiiiiiiiieiiieiiieereeee e e e e eeeeeeeeaeeseeaseensaerarane 10
2.1.2 Mechanizmus enzymatické Katalyzy.........cccccveriiiieiiiiiiiieee e 11
P G I 0 1= 74V 1 PSPPSR 11
2.1.4 Regulace enzymOVE aKLIVILY ............ceeeemooesermmerrrreereaniiirineeereeeesaaasnreeeeessssannes 12
2.2 EXTRACELULARNI HYDROLAZY ...uiiiiiiiiiiiaaaaae e ae e 13
N R = (] (T PSSP 13
A A | o - V. YOO 14
2.2.3 DalSi extracelularni hydrolAzy .........cceeeiiieieeii e 15
2.2.3. 1 AMYIAZY ..o ——— 15
2.2.3.2  CeIUIAZY ... et s 15
2.2.3.3  XYIANAZY.....cc oo ——— 15
2.3 VWBRANE MIKROORGANIZMY PRODUKUJICI EXTRACELULARNI HYDROLAZY .......ccceeeeeeeeenn. 15
2.3.1 Plisé ASPErgilluS OrYZAE.........uuvvueeiieriiieriiiuiiiinureeiseriereenreeeeereeaeeeraeeraenrarrr—.. 15
2.3.2 Plisé Phanerochaete ChrySOSPOIIUML......ccoiiuiiiiiiiiiiie et e e ee e e 17
2.3.3 Mikroorganizmugureobasidium pullulans.............ccccooo i, 17
2.4 APLIKACE ENZYMU VE FARMACIH A KOSMETICE ...uttutttieeeeessiiineneeeeeeeeeessaasnssnneeessssnnssssnees 18
2.4.1 Aplikace enzyfhve farmacii ... 91
2.4.1.1 Enzymaticka &a chronickyCh ran..........ccccciiiiiieiiiei e 19
2.4.1.2 Enzymy podporujiCi trAVENT .........cceeieieeeeeeiieeeieeevevvvrevveeveeevee e 19
2.4.1.3 Enzymy jako ONKOIYEIKA...........coiimmmmiiiiiiiiieceeeee e 19
2.4.2 Aplikace enzyfV KOSMELICE .......uuuurriiiiiiiiiiiiiiiiicemmee e s e e 20
2.4.2.1  AntioXid@NT KOSMELIKA......cceeeeiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e eeeeens 20
2.4.2.2 Kosmetickéifpravky proti celulitié..................ooeeeee 21
2.4.2.3 ,Anti-aging" kosmetika — kosmetika pro@stuti Kize ................ccccoeeee 22
2.4.2.4 Enzymaticky PEEIING ........covviiiiieiiiieiii s 22
2.4.2.5 Hygiena dutiny USNT .......cceeeiiiiecciiiiiieeie e e ree e e 24
B CILPRACE ... oottt ettt ettt et e et et st e et e e ae et e et et et eneeae e 25
4 EXPERIMENTALNI CAST ..ottt eeeme ettt en et e et n et s senanans 26
4.1 GHEMIKALIE , PRISTROJOVE VYBAVENI, MIKROBIALNI KMENY A ODPADNI SUBSTRATY ......... 26
4.1.1 POUZItE CheMIKANIE ... e e e e e 26
4.1.2 POUZItEIISIrOje @ POMICKY ........cceiiiiiiiiiiicieeeeeeee ettt 27
4.1.3 POUZIt€é MIKIOOIGANIZIMY .....uviiiiiieeeieeeee e e e e e e e e e e e e e e s snnnneeeeeeeeennnneees 27
4.1.4 PoUZité 0dpadni SUDSIIALY ...........ecemmeemurrriiiiiiiiiiriiinieieeeee s eannaseeaseersnrnrnnne 27
4.2 KULTIVACE MIKROORGANIZMU ...ttveireeeeeessiaiiitieeeeeaaeaasaasssssneeesssssssssssesssaeessssssssssssseseaeens 28
4.2.1 UchoVAvani mikroorganiZim...........oooeiiiiii e 28
4.2.2 RIPrava iNOKUIA ..........oeiiiiiiiiiii ettt e e 28
4.2.3 Produni MEIUM ...ttt e e e et e e e e e e s s s aabbb e eeeessnnes 28
4.3 STANOVENI ENZYMOVYCH AKTIVIT 1iiiiiiiiiiiiiiiie ettt ee ettt ettt eeee e e e e e e e e e e e e aaeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 30
4.3.1 Stanoveni proteolytiCke aKLiVILY ... .eeeeereerimmmmiiiiessee s seenneeennennne 30
4.3.1.1 Postup pro stanoveni proteolytické aktivity.............ccceeeiriiieeriniinnn. 30



4.3.2 Stanoveni lipolytické akLiVity .........coeecieiiiiiiiiiiiiieieceeeeeeeeee e eeeaes 30

4.3.2.1 Postup pro stanoveni KaltmBkivky ...........cccccoiniiiiiiiiiiic e 30
4.3.2.2 Postup proffpravu SUDSIIALU..........coovviiiiiiiiiiieceeeeee e 30
4.3.2.3 Postup pro stanoveni lipolytické aktiVity..............ccoveeiiiiiiieniiiiinneennns 30
4.4 STANOVENI EXTRACELULARNICH BILKOVIN ....uviiiiiiiieiiiiiiiiiiieiiiee e e e s s siere e e sinnneeee s 31
S 0= oI 0 4 (a1 USSP 31
4.4.1.1 Postup pro stanoveni KalBmakiivky ...........ccccoovviviiiiiiiieee 31
4.4.1.2 Postup pro stanoveni extracelularnich Bitko.................ccccooiiiinnn. 31
4.5 IDENTIFIKACE, IZOLACE A PURIFIKACE ENZYMU ....cvvtitiieeasiiiiiitnneeeeeeeessasninssieeessssnnnssnneeees 31
4.5.1 Vertikdlni PAGE SDS €eleKtrofOréza........ccccuveeiiieeiiiiiiiiiiiieee e eeeeeeee s 31
45.1.1 Postup profpravu roztoK ........cccooeeeiiiiiiii e, 31
4.5.1.2 Postup proffpravu polyakrylamidoveho gelu .............oeeeeeiiiiiienennnn. 32
4.5.1.3 PoStup profpravu VZOrRi.........coooeeiiiiie e, 32
4.5.1.4 Postup pro provedeni elektrofor€zy ...........occoveeeiiiiieiieiiiiieeeeienn. 32
45.1.5 Postup pro barveni gelu Coomassie briliantanodi .............................. 32
4.5.2 GEIOVA fIllFACE ... .ueeeiiiiee e e ettt e e e e e e e s e e e eneear s e e e e e e e e e e e nnnneenees 32
4.5.3 URFAMIIACE ...eeeiiiiiiiiiee e e e 33
4.6 STABILIZACE ENZYM UL uuitiiieiieteeeessaaaituteeeeeaaaesassssssnneeeeesssasssssseseeeaeesasasnssssssseseeesannnnnsees 33
4.6.1 Ripravacastic pomoci eNKapPSUIALOIU.............uvviueuciiieeieee e 33
4.6.1.1 Postup proffpravucastic pomoci enkapsulatoru.............ceeeeeeeeeinnneen. 33
4.6.2 Stanoveni enkapsSE UEINNOST ........uuuwueeriieii e 33
4.6.2.1 Postup pro stanoveni enkapSul&tinNOSti...........c.eeveeiiiiieiiiiiieeeeee 33
4.6.3 Stanoveni dlouhodobé stability volnych en@ym...........ccooeeveiiiii s 34
4.6.3.1 Postup pro stanoveni dlouhodobé stabiitgych enzyn ....................... 34
4.6.4 Stanoveni dlouhodobé stability enkapsulovamzynfi............ccccceeeeeiieeiieiiiieeiieennn, 34
4.6.4.1 Postup pro stanoveni dlouhodobé stabitikapsulovanych enzyim....... 34
4.6.5 Stanoveni dlouhodobé StabilIISLIC............uvvuiiiiiiiiiiiiiiiiieie s e veevveeer e 34
4.6.5.1 Postup pro stanoveni dlouhodobé stalBfisfic. .............ceevviiieiiiiiiiinneenns 34
4.6.6 Uvohovani a zachovani aktivit enkapsulovanych enzyn®sIT...............cooeeeeveeeee, 34
4.6.6.1 Stanoveni uMabvani a zachovani aktivit enkapsulovanych enzyr®sIT 34
4.6.6.2 Postup prafpravu modelové Zaludai Favy ............cccooiii 35
4.6.6.3 Postup proffpravu modelové pankreatick€asy ............cccooviiiveiiniiiinenenn. 35
4.6.6.4 Postup prafpravu modelové Zitové Favy ............ooeeee 35
5 VYSLEDKY A DISKUZE .......coeiueiteeeeeee et eeeeete e e et ste et e e eteeae et eanasnssstesaesannnanesseaees 36
5.1 KULTIVACE MIKROORGANIZMU ....uutriiieiiiiiiiesaiieete e sttt e e s st e s sttt e e s aibne e e e s snibn e e e s nsinnneaena 36
5.1.1 Plisei ASPErgillUS ONYZAE.......ccooiuuiiiieiiiiiiee ettt ettt ee e 36
5.1.1.1 Stanoveni proteolytické akLiVity ... .. eeeeeeeereerrrerrireiinniiinrnrenrnnne. 36
5.1.1.2 Stanoveni lipolytické aktiVity........cceciooeeiiiiiiiiiiiciee e 37
5.1.1.3 Stanoveni extracelularnich DilKOVIN . ccevvveeeeiiiiiiii e 38
5.1.2 Plisé Phanerochaete ChrySOSPOIiUML........cuuuiiiiieeiiiiiiiiiiieee e e e e eeeere e e e e e e e 40
5.1.2.1 Stanoveni proteolytické akUiVity ... .eeeeeerrreerrrerieeeiireiiinrnrennnnnee. 40
5.1.2.2 Stanoveni lipolytické aktiVity........ceeiooeeiiiiiiiiiieeieee e 42
5.1.2.3 Stanoveni extracelularnich DIlKOVIN . ccvvvveeiiiiiiiiece s 43
5.1.3 Mikroorganizmugureobasidium pullulans............ccccoviiiiiiiiiieeeee e 47
5.1.3.1 Stanoveni proteolytické akUiVity ... .. eeeeeeerreerrrerrirriireiiinnnrenrnnne. 47



5.1.3.2 Stanoveni lipolytické aktiVity.......ccccceeiiiiiiiiiiiiieee, 48

5.1.3.3 Stanoveni extracelularnich DIIKOVIN e .coovieccciiiiiiiiceeeeeeees 49
5.2 IDENTIFIKACE, IZOLACE A PURIFIKACE ENZYMU ...ccciiiiiiiiiiiiiiieeeeeeessssiiiiseeeeeassssssseeeeaeeeens 51
5.2.1 Vertikdlni PAGE SDS €eleKtrofOréza.........cccuuviiieieeiiiiiiiiiiieee e eeeeeeee s 51
5.2.2  GEIOVA fIIIIACE ... .ciiiii ittt e e e e e e e e e e e as 53
5.2.3 URFAFIIACE ..ot ettt e e e e eeeeaeessneesnennnnes 53
5.3 STABILIZACE ENZYM U.ttttiiiieeeesiiiiiiiieeetee e e e e s aaii it eeeaseasabbse et e e e e e e e s s sasbbae e e e e e e e e e e s annnneeeeeas 54
5.3.1 Stanoveni enkapSB UEINNOST ........ouviiiiiiiiiiee et 55
5.3.2 Enkapsulace enzyia plisré Asperdillus Oryzag...........cccvvvvvvvvvvivvniennninnnnnnnniennnn.. 56
5.3.2.1 Stanoveni dlouhodobé stability volnych ka@sulovanych enzyin........ 56
5.3.2.2 Stanoveni dlouhodobé StabilISLIC ............vvvvviiviiiiiiis e e 57
5.3.3 Enkapsulace enzyz plisré Phanerochaete chrysosporium...........cccoocvveeeeninneen. 59
5.3.3.1 Stanoveni dlouhodobé stability volnych ka@sulovanych enzyim........ 59
5.3.3.2 Stanoveni dlouhodobé StabiiiStIC .............ccooriiiiiiiiiiiiiee e 60
5.3.4 Enkapsulace enzyima mikroorganizmuAureobasidium pullulans..............cccccvvvnnes 61
5.3.4.1 Stanoveni dlouhodobé stability volnych ka@sulovanych enzyin........ 62
5.3.4.2 Stanoveni dlouhodobé StabilISLIC ...........uvvvviiiviiiniii e e 63
5.4 APLIKACE ENZYMU VE FARMACII — ENZYMY PODPORUJICI TRAVENI....ccceviiiiiiiiieieeeieeeeeeeee 64
B ZAVER ...ttt 67
7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJ U ...ttt ettt 69
8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL  U....cocovvivieeececetceeeeeee e 73



1 UVvOD

V kazdém okamzikuysobi v lidskémadle tisice enzym. Podminky teploty a tlaku jsou zde
vSak tak mirné, Ze &Sina biochemickych reakci by za normélnich podininébec
neprokEhla. Enzymy jsou biologické katalyzatory schopné tgakce urychlovat.iRomnost
enzym je tedy velmi dlezita pro spravné fungovani organizmuiddmetici, Ze je doslova
nezbytné, aby wte byly vSechny pdebné enzymy zastoupeny v dostatsm mnozstvi a
v optimalnim funknim stavu.

Unikatnich vlastnosti enzyimse vyuZziva i v nefizrgjSich pamyslovych oblastech.
Ackoliv rostlinné i zZiv@isné tka® jsou cennym zdrojemédhto enzynmi, zejména
specializovanych, pro pmyslové aplikace jeféba mit k dispozici enzymy, které jsou
dostupné sice v nizgiistote, ale ve velkém mnozstvi a za ekonomickyjapelnou cenu.
NejvhodrgjSim zdrojem d&chto tymi enzymi jsou mikroorganizmy. Mezi nejvyznarjai
pramyslow pouzivané enzymy pgatzejmeéna proteazy, lipazy, amylazy, celulézyylanazy
produkovanéradou plisni, ale i bakterii a kvasinek. Jako sdbgtpro biotechnologickou
produkci se vsatasné dob negastji pouzivaji fizné odpady zeddélskeho a
potravindského piimyslu, diky ¢emuz jsou z ekonomického hlediska mikrobialni engym
opct piinosem. NejutSi mnoZstvi enzyi se spaebovava fi vyrob¢ detergent, dale pak
v potravindstvi a g vyrobé krmnych sngsi. Své uplaténi vSak enzymy nachéazeji i v oblasti
farmacie a kosmetiky. Proekteré aplikace Ize i zde vyuzit mikrobiélnich enzyrje vSak
nutné mit na pai, Ze enzymy produkované mikroby z&elem aplikace ve farmaciii
kosmetice se neobejdou bez dokonalé purifikace.

PredloZzena prace je kramprodukce mikrobiélnich enzyimzaméiena také na jejich
stabilizaci pomoci enkapsulace. Enkapsulace jendedina jako zachyceni jedné latky uwnit
druhé, vysledkem je pototfastice tvéena jadrem s aktivni latkou a&sim obalem. B této
technologii je tedy bioaktivni slozka obklopena iéayu, jez ji chrani fed Skodlivym
pusobenim okolniho pragdi a zajisuje tak jeji stabilitu. Enkapsulaci se dostavaestdte
pozornosti & uZ v oblasti farmaceutického, kosmetickéhpotravindgského piimyslu.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Enzymy

Jednim ze zd&dnich Ukoh proteini je jejich vystupovani roli enzymi — katalyzatoi, které
zvysuji rychlost prakticky vad chemickych reakci bunkach. \&tSina biochemickych reak
je tak pomala, Ze piipact absence enzymatické katal by vibec neprokhla, jelikcz
podminky teploty a tlakdkkompatibilni ¢ Zivotem jsou velmi mirnéEnzymy urychlujityto
reakce vice nemilionkrat, tudi: reakce, které by jindy trvaly rokynohou \ ptitomnosti
prislusnych enzyiin probihnout ve zlomcich sekundBunky obsahuji tisicetrznych enzyni
a pré¢ jejich ¢innost utuje, kteri zmnoha moznych chemickych reakv dané biice
skute&né prokehne [1].

2.1.1 Katalyticka aktivita enzymi
Stejre jako vSechny ostairkatalyzatoryjsou enzymycharakterizovany dima zakladnim
vlastnostmi. Zaprvé z8uji rychlost chemickych real, aniz by dochazelo jejich
samotemu spatebovavanti zméné. Zadruhézvysuji reakni rychlosti beze zemy chemickeé
rovnovahykatalyzované reak [1, 2].

Ucinek enzymu na reakce tohoto typu je nejlépe itwstn pomoci eergetickych znsn,
které nastavaji dhemkonverze substra na produkty (Obr. 1)Rovnovaha reakcje uena
konenymi energetickymi stavy substiiah produkd, které ngsou ovlivreny enzymatickot
katalyzou. Aby reakce mohla prabnout, musi byt substrat jprve preveden na vys:
energeticky stav, ktery ozéi@eme jakostav tranzitni nebolprechodny Energie patbna
k dosaZenitohoto tranzitniho sta' (aktivatni energie), pedstavuje fekazku pro pibéh
reakce, coZz omezujeji rychlost Enzymy pisobi pomoci sniZeraktivatni erergie,¢imz se
rychlost reakcezvySuje. ZvySena rychlc je potom stejna wbou sndrect, jak ve smndru
piimém, tak ve siru zpstném, jelikoZ substraty i produl musi projit stejnyntranzitnim
stavem [1, 2].

prechodny stav

DY

Energie

I]’. \ pii katalyze

produkty

rovnovaha

T
.

Reak¢ni koordinata

Obr. 1 Katalytické gisobeni enzymij].

Katalyticka aktivita enzyrn vSak zahrnuje také@avazani substratza &elerr vytvoreni
komplexu enzym-substrdES) Substrat se vaze naexifickou oblast enzymu nazyvar
aktivni misto. Zatimcee substrdvaZze na toto aktivni mistojgvedese na produkt reae a
nasledg se z enzymu uvolrl].
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2.1.2 Mechanizmus enzymatické katalyz'

Vazbasubstratu na aktivni misto enzymu je velmi spekific interakc. Aktivni mista jsot
Strbiny nebo prohlub® ne povrchu enzymu, wichZz se nachazi katalcky aktivni
aminokyselinové zbytkySubstratyse zpdéatku vazouna aktivni misto rkovalentnimi
interakcemi zahrnujicimvodikové vazby, iontové vazby a hydrofobni inteekTeprve
jakmile je substrat navazéma aktivni misto enzymu, e rekolik mechanimi urychlit jeho
piremenu na produkt danéeakce V¢étSina biochemickych reakci vSak zahrr vzajemné
pusobeni mezi dsma nebo viceiznymi substrat|1].

Enzymy mohou urychlovat chemickeakce i pomoci zsmy konformac tzv. efektem
piiblizeni a orientacesubstrai s cilem rychlejSiho dosazeni konforraacanzitniho stavu.
Nejjednodussim modelem interakce en-substrat je model zamku a ddi \ némz substrat
piesré zapada do aktivniho mi: (Obr. 2). Vmnoha pipadech je vSak konfigurace
enzymu, tak gbstratu modifikovanv pribéhu vazani substratu, takovy proces je azvan
jako indukované fizpasoben (Obr. 2). Vtakovych pipadech se konformace substraténin
tak, aby se vice podobala konforrm tranzitniho stavu Stres, ktery je vyprodukovi
takovymto naruSenimsubstrat, miZze dale usnadnit jeho konverzi ttanzitnihc stavu, a to
oslabenim kritickych vazeb.romeé toho je tranzitnstav stabilizovan jeha$nymi vazban
k enzymu,¢imz se sniZzuje p&ebna energ aktivace [1, 2, 3].

@ @ Substrat

—_——

Obr. 2Interakce ES {a) model zamku a k#, (b) model indukovanéhaipmisoben[1].

2.1.3 Koenzymy
Krom¢ vazby svych substiatmohou aktivni misteenzymi vazat ijiné méé molekuly
zWashujici se katalyzyjsou jimi tzv. prostetické skupiny. Prostehe skupiny jsou mé
molekuly vazané na bilkawy, ve kterych hraji rozhodujici futii role. Napriklad kyslik,
ktery je genaSen myoglobemr a hemoglobiam se vaze na hem, prostetickou sku téchto
proteini. V jinych pripadech jso na enzymy vazany kovové iontyako je .inek nebo Zelezo)
a hraji tak centrdlni roli katalytickém procesuVedle €chto se Gastnispecifickych tyji
enzymatickych reakci i néznéjSi nizkomolekularni organické molekt Tyto molekuly se
nazyvaji koenzymy, protozgpolupracuji enzymy za &elem zvyseni reakni rychlost. Na
rozdil od substrét koenzymy jsou reakcemi, na kterych se podili, negr@oznmenény.
Podléhaji recyklaci a mohou se talestnit vice enzymatickych reakci [1].

Koenzymy mohou slouzjako prenasSée nékolika typd chemickygh skupin Prominentnim
prikladem koenzymu je nikotinamidadenindinukleotidA@"), ktery funguje jakcprenase
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vodiku a elektrof v oxidasné-redukénich reakcich. NAD miize gijmout iont vodiku (F) a
dva elektrony (8 z jednoho substratu a vytkibtak NADH. NADH pak miZe darovat tyto
elektrony drunému substrana regenerac NAD". Timto zpisobem NAL" prenasi elektrony
z prvniho substratu (ktegxiduje) na druh (ktery redukuje) [1, 2].

Jako elektronovérpnaseée slouzi i rekolik dalSich koenzyri, jiné nohou bytzapojeny do
transportu jinych chemicloh skupin, napiklad karboxylovych ¢i acylovych. Mnoho
koenzynii je takeé strukturr® odvozeno odvitamind, které jsou nutnou satast potravy
¢loveéka a jinych vyssich Zivacha, které ztratily schopnotyto slau¢eniny syntetizovat [1].

2.1.4 Regulace enzymoveé aktivit

Dulezitym rysem ¥tSiny enzymi je, Ze jejich ¢innost nenikonstantr, mize byt vSak
modulovanaEnzymoveé aktivit Ize tedyregulovat tak, aby pracovaly vhodnymigpbem za
Ucelem grizpusobeni se tznym fyziologickym potebam které moho v pribéhu Zivota
bunky vznikat [1, 2].

Jednim zéznych typi regulace enzyin je tzv. inhibice zptnou vaztou, kde produkt
metabolické drahyinhibuje aktivitu enzymu podilejiciho na jeho syntéz Napiklad
aminokyselna isoleucin se syntetizuje sérii reakci, kteréiregi aminokysednou threonin.
Prvni krok drahy je kalyzovan pomoci enzymu threodeaminazy ktery je inhibovar
isoleucinem, konmym produktem dral. Timto zpisobem dostat®é mnozstvi isoucinu
v buice inhibuje threonideamindazu a blokuje t jeho dalSi syntézu.V piipac, ze
koncentrace isoleucinu klesa¢apovazebna inhibice je uvalna, threoindeaminaza jiz neni
inhibovana a isoleucin jgnovt syntetizovan.Diky regulaci aktivity threonideaminazy,
buika syntetizuje pdebné mnozstvi iseucinu, ale zarowebrani plytvani energii na synté
vice isoleucinu, nez je pete [1, 3].

Zpétnovazebnainhibice je jednim piikladi alosterické regulace, které je aktivita
enzymuiizena vazbou malych nekul na reguléni mista enzymuTermin "alostericke
regulace" pochazi ze skatesti, Ze regukni molekulyse vazou nikolivna katalytické mis;,
ale na jiné misto pteinu (allcs = "jiny" a stereos = "misth Vazba reguléni molekuly néni
konformaci préeinu, coz pozrmuje tvar aktivniho mista katalytickou aktivitt enzymu
(Obr. 3). Vptipact threonirdeaminazy, vazba regdld molekuly (isoleucin) ihibuje
enzymatickou aktivitu. \finych pripadech regulmi molekuly slouzi jako aktivatorytedy
spiSe stnulujici nez potlaujici své cilové enzymy [1, 2, 3].

Substrat vazany
na aktvni misto

Inhibitor vazany
na alosterické misto
Obr. 3Alostericka regulacél].
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Aktivity enzymi mohou byt také regulovany jejich interakcemi gijim proteiny¢i pomoci
kovalentnich modifikaci na&fklad pridanim fosfatovych skupin k serinovym, threoninovym
nebo tyrosinovym zbytkn. Fosforylace je obzvlaStilezitym mechanismem pro regulaci
enzymové aktivity, jelikoZz fdani fosfatovych skupin stimuluje nebo inhibujgnost
raznych enzym. Kupiikladu svalové biiky reaguji na epinefrin (adrenalin) odbouravanim
glykogenu na glukézugimz se vytvei zdroj energie pro zvySenou svalovou aktivitu.
Odbouravani glykogenu je katalyzovano enzymem gjgkdosforylazou, ktery je aktivovan
fosforylaci v disledku vazby adrenalinu na receptor nachazejisag®ovrchu svalové lily.
Fosforylace proteilnhraje Ustedni roli v regulaci nejen metabolickych reakcg, @ké mnoha
dalSich bua¢nych funkci, ¥etre ristu a diferenciace bk [1, 3].

2.2 Extracelularni hydrolazy
Dle mista gsobeni lze enzymy rozlit do dvou skupin. Prvni skupinu tkioenzymy
intracelularni, druhou pak enzymy extracelularni3

Intracelularni enzymy, které tiiovétSinu, Zistavaji uvnit buiky, ve které vznikly a tam
vykonavaji své specifické funkce. Fungujidbu rozpuséné forn€, nebo vazané vaenych
biologickych strukturach. Mnohé z intracelularniehzymi se vyskytuji jen v &kterych
organech, v fipact lokalizace v bitkach pak pouze vékterych jejich¢astech (organelach).
MenSicast intracelularnich enzyimaopak nema specifickou lokalizaci a setkavangersmi
ve WtSing casti burk a prakticky v celém organizmu [3, 4].

Extracelularni enzymy jsou bkami, které je vyrobily, vyltovany a nachazime je tedy
v ¢etnych tk&ovych kapalinach, n&pu zivaiicha v travicich $avach, krvici mozkomisnim
moku. Obdobnym zjsobem uvaluji do kultivatniho prostedi extracelularni enzymy i
nekteré mikroorganizmy, jedna se zejména o enzymglyatjici hydrolyzu Zivin [3, 4].

Ukolem hydrolytickych enzyfnje hydrolytické &peni vazeb vzniklych kondenzaci, hap
vazeb peptidovych, glykosidovycti esterovych. Jde o velmi petnou skupinu enzyin
vesnes povahy jednoduchych bilkovin. Na pfidy se dale &i podle typu Sfpenych
vazeb [4].

2.2.1 Proteazy
Z hlediska praktické aplikace jsou proteazy zatajvyznamejsi skupinou zifdy hydrolaz.
Spoleénym rysem proteolytickych enzymje schopnost hydrolyzovat peptidové vazby
bilkovinnych substrat (Obr. 4). Cel&ada z nich vSak vykazuje dalSi aktivity jako esterq
koagul&ni nebo transpeptidazovou. Vzajeihrse velmi liSi gvodem, lokalizaci, fyzikaks
chemickymi vlastnostmi, specifitou, mechanizmeiisqbeni, fyziologickymi funkcemi i
moznostmi jejich praktického vyuZziti [4].
vyrakeénych enzynd podilejicich se fiblizné az na dvou fetinach celkovych obchdéd
s enzymy. Akoli protedzy jsou produkovany mnoha mikroorganiznoiraz je kladen
predevsim na mikroorganizmy schopné produkovat prgt@dzadovanych vlastnosti. Tato
moznost volby vhodnych vlastnosti enZym snadnost jejich vyroby ve velkych kvantech
umoznily Sirokou aplikaci mikrobialnich proteaz rapi [4, 5].

Proteolytické enzymy jsou vyuZivany zejménavyrob¢ biologickych pracich prostdki.
Vyznamnou roli vSak hraji také v potravietvi, kde nejasgji nachazi své uplatmi
v mlékarenském, masném, pivovarnick&n pekarenském gdmyslu. DalSi aplikace pak
nachazime v kozéthém pamyslu, @i vyrobé krmnych sndsi, ve farmacii a medicén pri
vyrobe bilkovinnych hydrolyzat a v neposledriac ve vyzkumu [4].
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Obr. 4 Proteolyticka aktivitd6].
2.2.2 Lipazy

Lipolytické enzymy jsowenzymy ubikvitni, a tudiZpro Zivot zcela zasadni. Nalézt jéheme
jak u bakterii a plisni, tak Zzivocichia. Definovany jsou jako karboxyseerazyhydrolyzujici
acylglyceroly (Obr. 5). Lipdzy, které hydrolyzuji acylglyceroly wshlikatym fetzcem
mastnych kyselin tvi@nym mén nez deseti uhlil, jsou povaZzovan za estera: nebo
karboxyldzy (EC 3.1.1.1).Enzymy, které hydrolyzuji acylglycerohobsahujici fetézce
mastnych kyselin poctem uhliki vétSim nebo rovnym des, jsou potom oznaovany jako
lipdzy nebo také jako triacylglycerolacylhydrolazy (3.1.1.3).Esterazy jsou aktiv ve
vodnych roztocich, zatimco ,skdteé" lipazy jsou aktivejsi spiSe na rozhrani vo-
lipid [7, 8].

Lipazy @itahuji vsouwasné doé obrovskou pozornost, a sedevsim dikyejich velkému
biotednologickému potencialuVétSina lipaz pouzivanych pramysiL je fazena mezi
enzymy mkrobialni, a to jak plisovéhc, tak bakterialniho jvodu. Mikrobialni lipazy jsou
tedy dulezitou skupinou biotechnologicky cennych enzyrtaké vzhledem vSestrannosti
jejich uzitnych vlastnosti a snadné velkoobjemonaglpkc [9, 10].

Lipolytické enzymynachazi ufatréni v mnohaiiznych avétvich. Mezi ty nejvyznam)si
pati zejména potraviriatvi, vyroba detergeidt farmacie, dale pak kozé&dy, textilni,
kosmeticky a papirensky jmysl. Omezeni pkmyslového vyuZiti tchto enzyni bylo
dusledkem jejich vysokyclvyrobnch naklad, tento poblém mohou viesSt molekularni
technologie, které umaaji produkci €chto enzyri na vysoké Urovni a podstat v ¢isté
forme [11, 12].

0 0

JL u u,,,

T-H
Lipaza '
H CH:ON CH,0H
Ry
Triacylglycerol Diacylglycerol Monoacylglycerol

Obr. 5Lipolyticka aktivita[13].
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2.2.3 Dalsi extracelularni hydrolazy
Mezi vyznamné extracelularni hydrolazyipdrome proteolytickych a lipolytickych enzyin
jese dalsi enzymy, jsou jimi amylazy, celulazy a xylanpa

2.2.3.1 Amylazy

Amylazy jsou jedny z hlavnich fimyslow pouzivanych enzyim Jedna se o enzymy
hydrolyzujici molekuly Skrobu na oligomery sloZzenélukdzovych jednotek. &oliv tyto
enzymy lze ziskat zrostlin i Zigmwha, pro pamyslové aplikace se ukazaly by&nti
nejvhodrgjSimi producenty pravmikroorganizmy. Pro komeni vyrobu vSak spuje kritéria
pouze ®kolik vybranych kmet [14].

Produkce amylaz two priblizné 25 % s¥tového trhu s enzymy. Své upléti nachazi
v nejizrgjSich pamyslovych od¥tvich, mezi které pé#t zejména potravirkaky, textilni a
papirensky pmmysl. DalSi neménhvyznamnou aplikaci je potom jejich vyuZitfi wyrobe
pracich prosedki [14].

2.2.3.2 Celulazy

Celulazy pedstavuji slozity enzymovy systém katalyzujici toyzu nativni celuldzy. P&t
do enzymového vybaveni¢kterych mikroorganizrn, prvoki a vySSich hub. Vzhledem
ktomu, Ze kultivace prvak nebyla zatim v mgmyslovém ngfitku zvladnuta, maji
pramyslovy vyznam pouze celulazy mikrobialni [4].

Mikrobialni celulazy ukazaly moZznosti svého upéatinv miznych oborech zahrnujicich
mimo jiné papirensky, textilni, potravifsky, krmivasky a zemdelsky primysl. Do aplikaci
celulolytickych enzym se vkladaji velké nagk, jelikoz celulézové suroviny fdvo a devni
odpady, slama, odpadni papir aj.) nejsou dosudt plyuzivany jako suroviny pro
biotechnologie a navic gamezi obnovitelné zdroje [4, 15].

2.2.3.3 Xylanazy

Xylan je hned po celuloze druhym nejrae$éjSim pirodnim polysacharidem. Primarni
fetézec xylanu je sloZen xylopyranozovych zbytk a jeho kompletni hydrolyza vyZaduje
¢innost reEkolika enzymi vcetre endo-1,48-D-xylandzy (EC 3.2.1.8), ktery je pro
depolymerizaci xylanu zasadni. Vzhledem k rozmaitiitachemickych struktur xylan
odvozenych z bufgnych stn dieva, obilovin nebo jinych rostlinnych matetiale znama
Sirok& Skala xylandz sznymi hydrolytickymi aktivitami, fyzikalg-chemickymi vlastnostmi
a strukturami [16].

Xylanazy a mikroorganizmy, které je produkuji,\vssowasné dob pouzivaji k degradaci
xylanu na obnovitelné pohonné hmoty a chemikalée ghak k aplikacim v potravitekém,
textilnim, zemddélském a papirenském pnyslu, kde hraji vyznamnou rolirgdevsim f
zpracovani odpad[16].

2.3 Vybrané mikroorganizmy produkujici extracelularni hydrolazy
Mikroorganizmi produkujicich extracelularni hydrolazy je céda, mezi ty vyznamneé lze
zaraditi Aspergillus oryzagPhanerochaete chrysosporiuimAuroebasidium pullulans

2.3.1 Plisai Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzaeje vlaknitd houba nebo plisevyznaujici se kruhovym rchyfkem
s vy¢nivajicimi konidialnimitetizky, které se nésledinevi jako bild n&echrana vidkna
upinajici se na substrat (Obr. 6). Jedna se onpliegné vyuzivanou ve fermentaich
procesech, a to diky své schopnosti produkovatévetkozstvi extracelularnich bilkovin,
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predevsim pak amylaz, lipaz a proteaz. Tyto hydrokgienzymy se ve velké faivyskytuji
jak v rostlinach, tak zvatech, ovSem pro kom#i (Cely jsou vyrakny vyhrad@ pomoci
mikroorganizni. Plisré roduAspergillusstejreé jako roduPenicilliumaRhizopugsou zvIast
vhodné pro vyrobu proteolytickych enzymnicmért ne vSechny druhyéthto rodi jsou
povazovany za bezpee [17, 18, 19, 20].

Biseriatni. L5 S W P
konidiofor § - | konidiofor

Obr. 6Biseriatni a uniseriatni konidiofd21].

RodAspergilluszahrnuje celko¥ asi 150 drufi, z nichz gkolik bylo ozn&eno za jvodce
lidskych onemoceni. Aspergily mohou zjsobovat systémové mykdzy i povrchové infekce,
konidie gitomné v dychacich cestdch pak mohou mechanickyé¥dirim zhorSovat
zdravotni stav alergika astmatilt. NegasgjSim pivodcem mykdz jAspergillus fumigatys
mére ¢astym potomAspergillus flavusa Aspergillus niger Aspergillus flavuse dale uvadi
jako producent nebezgeych aflatoxiri [22].

Plisré rodu Aspergillusmaji velmi bohaty enzymovy aparat a js@stymi mivodci kazeni
potravin a krmiv. Diky silné lipolytické aktivit zpasobuji znehodnocovani olejnin, tyk
jedlych olep a potravin na tyto tuky bohatych.¢Meré druhy jsou schopné snéaset i velmi
nizkou vodni aktivitu, proto mohou napadat suSeotapiny nebo potraviny s vysokym
podilem cuké a soli, jako je suSené maso, dZzemy, suSené ovaeteninaci obiloviny a
pecivo. Zastupci rodiAspergillusse vyskytuji rovaz nacerstvém ovoci, citrusech a zele&in
Ur¢ité druhy se vyuZivaji pro pmyslovou kvasnou vyrobu organickych kyselin, jiméitdy
se &astni napiklad vyroby sojové omiky. Nekteré plisg tohoto rodu jsou schopné
produkovat i antibiotika, ktera jsou ovSem velmkitkd, a proto v Iék@stvi nenasla své
uplatreni [17, 22].

16



2.3.2 Plisai Phanerochaete chrysosporit

Phanerochaete chrysospori je ozn&ovana jako plise bilé hniloby produkujic unikatni
extracelularni oxidani enzymy degradici lignin, steji tak jako ptibuzné slogeniny
vyskytujici se \explozivnich kontaminovanych materialecipesticidech ¢i toxickém
odpadu [23, 24].

Lignin hraje vprirodnich uhlilatych cyklech klicovou roli, a sic jako nejhojijSi
aromaticka srs poskytujiciochrannou matrix, ktera obklopujeelulézova mikrovlakn.
bunéénych stn rostlin. Tento amorfni a nerozpustny polymer gkl stereoregularitu a
rozdil od celulézy a hemicelulézy ri citlivy na hydrolyticky atak. &koliv Ize lignin nazvat
impozantnim substrateneho degradace &itymi plisnémi byla objevena a popséana jizqu
125lety. Tyto mikroby, souhrnh ozna&ovany jako plisé bilé hniloby (protoZze degradt
hnédy lignin a zanechavaji bilou celul6zu), jsou sahppinné depolymerizace
mineralizace ligninu (Obi7Z). VSechny pai mezi basidiomycety, coz je skupina pli
obsahujici jak jedl@ouby, tak i rostlinné patoge([23].

] . e

Obr. 7Degradace Iigniu a zanechani celul [25].

Phanerochaete chrysospori je nejintenziviji studovanou plisnibilé hriloby. Tyto plisré
vylu¢uji celoutadu peroxidaz a oxidaz, kterégobi nespecificky progdnictvim tvorby
volnych radikah ligninu, které nasledg podstupujispontanni gpné reakceNespecificky
charaktera vyjimea:ny oxidani potencial &chto enzynd pritahuje znany zajem (aplikace
v bioprocesech, jakigou degradac organopolutarit nebo Bleni viaken23].

Phanerochaete chrysospori ma rekolik vlastnosti, které mohou byt velmi u#ited. Za
prve, oproti jinym bilym plisnim zanechava celuldtavni hnoty prakticky nedatenou. Ze
druhé, ma velmi vydmu optimalni teplotu (kolem :°C), coZ znamena,e miZe 1ist na
kouscich #@eva vkompostu, ktery dosahuje i velmi vysoké teploty.tol'charakteristiky
ukazuji na moznost uplatni téchto plisniv biotechnologii [23].

2.3.3 Mikroorganizmus Aureobasidium pullulan

Aureobasidium pullulange ¢erny kvasince podobny mikroorganizr, jehoz kolonie jsou
nejprve bilé apozdji cernaj (Obr. 8). Totocernani niZze postupovat od stdu, ale i po
jednotlivych kruhovych vysdch, jindy vSak také nepravide€lnv soustednych kruzich
Zpocatku matné podhoubi sgostupnynternanim stava vihce lesK26].

17



] 4
Obr. 8 Cernani kolonii — (a) na agaru po 3 (vlevo) a 7 @ww) dnech inkubace®p30 °C, (b)
mikroskopické zobrazeni po 3 (vlevo) a 7 (vpravect inkubaces 30 °C, vyznéeno
mikroskopii s fazovym kontrastem, 40&3sno[27].

MikroorganizmusAureobasidium pullulage zvlas¢ znamy pro sk biotechnologicky
vyznam jako producent biologicky odbouratelnéhaaodlularniho polysacharidu, pululanu.
Tento polysacharid je povazovan za slibny biomakerktery v sodasné dob nachazi
uplatreni mimo jiné i v oblasti balici techniky potravin I&iv. Jeho biotechnologicky
potencial Ize rowv&Z pozorovat f produkci hydrolytickych enzyih Riazné kmeny
Aureobasidium pullulanszolované ziiznych prostedi mohou produkovatadu enzyn,
mezi které pat zejména amylazy, proteazy, lipazy, celulazy arglky [28, 29].

Ackoliv se jedna fevazrié o saprofyticky organizmus, vyskytuje se i jako gmir na
rostlinach a mze zapicinit i choroby zvfat. Velmicasto jej Ize nalézt na listech rostlin, na
kvétech i plodech. V moStuied kvaSenim iive vytv&et nevzhlednou s§tcernou masu
sloZzenou zernych dvoubug&nych chlamydospor, které snasi maxind&r? ethanolu, proto
se ve Vil uz nevyskytuji. Slouzi téz jako modelovy mikroarganus pro testovani toxickych
acinka raznych kowi. Odolnost k toxickym &nkam kowi se vys¥tluje detoxikaci.
Aureobasidiumje bohaty na tzné hydrolytické enzymyg¢ehoz lze vyuZit také v praxi.
Rozklada celuldzy, hemiceluldzy, xylany, ligninkrdby a dalSi. Jeho aktivita je vSa#sto
Skodlivad (rozklada barvy, rozruSuje elektrické Kghe). Pri ziskdvani biomasy mnohdy
piekazi cerné barvivo, jindy je zase nezadouci nadprodukakilgnového slizu nebo
mnozstvi hyf. Kmen od kmene se vSak dosti lifi¢gmz také zalezi na kultitmich
podminkéach [26].

2.4 Aplikace enzymi ve farmacii a kosmetice
Diky svym unikatnim vlastnostem nachazeji enzyiny dal tim ¥tSi uplat@ni také v oblasti
farmacie a kosmetiky. Prockteré aplikace Ize i zde vyuZit mikrobiélnich enziyrje vSak
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nutné mit na pamti, Ze enzymy produkované mikroby z&eltem aplikace ve farmaciii
kosmetice se neobejdou bez dokonalé purifikace.

2.4.1 Aplikace enzymi ve farmacii

Enzymy pouzivané jako di&va maji d¢ dilezité vlastnosti, které je odliSuji od ostatnigput
léka. Prvni charakteristikou je vysoce afinitni a sfiekd vazba se substratem. Druhou
vlastnosti je pak jejich schopnost mnohonasolieémy substratu v cilovy produkt. Zadné
jiné molekuly se podobnymi vlastnostmi nevyama coz vedlo k vyvoji mnoha enzymovych
farmaceutickych fipravki [30].

2.4.1.1 Enzymaticka I&ba chronickych ran

Hojeni ran je fyziologicky proces, kdy dochazi koil® porusené struktury a funkcdide.
Jedna se o proces reparg pri kterém je poSkozena thkanahrazena tkani vazivovou —
jizvou [31].

Pribéh hojeni ran je urychlen, jestlize spodina rany zjgavena nekrotické tkan
Nekroticka tk& je zakotvena na povrchu rany pomoci vliaken ndtivikiolagenu a e byt
uvolréna pouze po jeho enzymovém odbourani. Kolagenaryjgsliné proteolytické enzymy
schopné tato kolagenova vlaknapit. Atakuji nepolarni oblasti kolagenovych vlakeémz
dochéazi k jejich rozpadu na vysokomolekularni phptikteré mohou byt dale komplétn
odbourany kolagenovymi peptidazagnjinymi nespecifickymi proteolytickymi enzymy [32]

Uginek kolagenazy naidténi ran jako takové neni diky jeji vysoké substratepecifit
dosta&ujici, jelikoZz postrada schopnostgt jiné vlaknité nebo globularni proteiny. Teprve
kombinovany dinek kolagenazy a jejich doprovodnych enaynarwuje odbouravani vSech
bilkovin v rarg, coz ma za nasledek zesiléisticiho efektu [32].

Vyhoda povrchové aplikace hydrolytickych enZyoproti jinym metodangisténi ran, jako
je nagiklad chirurgick&isténi, sp&iva v jejim zéazeni mezi metody netraumaticke [32].

2.4.1.2 Enzymy podporujici traveni

Castou pi¢inou potizi s travicim Ustrojim je nedostatek tcésh enzyni. Dostaténé
mnoZstvi travicich enzyinje pro nase¢to velmi dilezité, jelikoz jejich hlavnim dkolem je
rozklad potravy na Ziviny, které naslédwyuzivame ve form energie¢i pro rist a obnovu
burgk. Tyto enzymy podporuji Urovietraveni v Zaludku¢imz zvySuji mnozstvi odbourané
potravy. Zatimco nestravené potravy pdakijici do tlustého #tva je podstath mérg,
mnoZstvi ziskanych Zivinipravenych k absorpci je navyseno [33].

NaSe strava obeérobsahujeit zakladni sloZzky — sacharidy, bilkoviny a tuky.Zgmové
dopliky uréené pro podporu traveni jsou obvykle sloZzeny z amyproteaz a lipaz figemz
kazdy z &chto enzyni je zangten na odbouravani jednéezhto ¥ slozek [33, 34, 35].

Amylazy jsou schopné rozkladat Skrob, polysaclyaraikry a vlakninu, nachazejici se
v ovoci, zelenid a obilninach. Lipazy jsou zodp&iné za rozklad tuk které niizeme najit
nagiklad v olivovém oleji, rybim tuku, kucligkém oleji a masle. Proteazy odbouravaji
bilkoviny obsaZzené zejména v masiéskach, syr&i celozrnném obili [34].

2.4.1.3 Enzymy jako onkolytika

V terapii nadorovych onemoéni nalezly své uplatmi i nekteré enzymy, zejména pak
asparaginaza. Asparagindza je enzym katalyzujigpest L-asparaginu na kyselinu
asparagovou. Asparagin slouzi jako prekurzor pusiol slozek DNA a podili se na stavb
vSech bilkovin. Nadorové lilly na rozdil od normalnich bgk jej vSak nejsou schopny
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syntetizovat v dostateém mnozZstvi. Intravendzni podani asparaginazyopaiavuje
nadorové biikky prisunu latky nezbytné pro jejiclist a dalSi deni [36].

Dulezitou charakteristikou procesu vzniku nadorovéntkje proliferace. | zde upla;ji
enzymy své unikatni vlastnosti. Bylo prokadzano,o#lstragni proteoglykafi s navazanym
chondroitinsulfatem prostdnictvim enzymu chondroitinazy AC, v mensSi fenipak
chondroitinazy B, inhibujelist nadoru a sniZuje riziko ro8hi metastaz [30].

Pouziti enzym jako terapeutickyckiinidel pri 1é¢bé rakoviny znazatuje i tzv. protilatkou
fizena enzymaticka terapie préilkem (ADEPT). Ri této terapii dochazi ktomu, zZe
monoklonalni protilatka nesouci enzym putufgrm do nadorovych bk, kde tento enzym
aktivuje prolé€ivo nicici rakovinné biiky, ne vSak biiky zdravé (Obr. 9) [30].

®

Nédorové specificky konjugit protildtka-enzym
je perfundovén do téla pacienta.

-

@

Aktivace proléciva je
v aerobni tkdni blokovdna.

Konjugit se lokalizuje na
hypoxicky povrch nadoru.

V blizkosti hypoxického nadoru
je prolécivo aktivovano.

®

Nasledné se ordlné nebo intravendzn
podévd inertni proléivo.

LObr. 9 Protilatkourizend enzymaticka terapie pradem (ADEPT]37].

2.4.2 Aplikace enzymi v kosmetice

Enzymologie je novou oblasti vyzkumu takeé v derrogfioa kosmetice, ktera se snazi zjistit,
jak mohou tyto enzymy impét klepSimu vzhledu pokozky a k prevenci koznich
problému [38].

Kosmeticky piimysl jiz ngjakou dobu vyuziva enzymy pro obnovu povrchu pokodkeji
vyhlazeni. Enzymy se vSak ukazaly byti velmi uditgm nastrojem rowt pro terapeutické
oSeteni pleti doprovazejici #bu kize a to mnoha stav— starnouci, akn6zni, s ucpanymi
pory ¢i pigmentovymi skvrnami [38].

2.4.2.1 Antioxida¢ni kosmetika

KuZe je vrjSi bariéra &la, a tudiz je vystavenaiznym exogennim zdrdm oxidaniho
stresu, vetrne ultrafialového z#eni a znéistujicich latek. Jako odpéd na tyto oxidani
ataky jsou v KZi generovany reaktivni formy kysliku (ROS) a jv@né radikaly [39].
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Kuze je ped Skodlivymi @dinky téchto volnych radika chrarna prostednictvim
endogenni antioxidai si€ sklddajici se ziznych lipofilnich a hydrofilnich latek, které jsou
zodpowdné za rovnovahu mezi prooxidanty a antioxidantyrvhi fazi obrany dochazi ke
snizeni reaktivnich forem kysliku pomoci antioxiigh enzyni, jako jsou
superoxiddismutaza (SOD), katalaza a glutathiong@édaa, jakoz i malych molekul
endogenniho i exogennihaiyodu, nap. glutathionu a vitamiin C a E. Dojde-li tedy
k oxidaci biomolekul, jsou tyto biomolekuly oprawemebo nahrazeny biologickymi
ochrannymi systémy. Nicmériomolekuly jsou postugnoxidovany nevratnym Zgobem a
jejich hromadni v pribéhu ¢asu zaficinuje zneny biologickych funkci, které postupn
vedou ke starnuti a nemocemékem souvisejicim [39].

Pri vystaveni gsobeni UV z#eni se zde vytid nerovnovaha mezi prooxidanty a
antioxidanty, coz vede k oxidaimu stresu a potazmo ke starnutzé prostednictvim tohoto
z&eni. Konstantni jsobeni UV paprdk na Kizi postup® vycerpa antioxidanty v ni
piitomné. Antioxidanty fitomné v rohové vrstvjsou obzvlas citlivé na UV zéeni, gicemz
jedna suberytémova davkaize vy¢erpat jejich koncentraci téhna polovinu [39].

Superoxiddismutdza v kombinaci s katalazou je w&hwa za ochranu proteinproti
starnuti Kize v disledku oxidace. Tento enzym funguje pfedhictvim dismutace, procesu,
béhem kterého jsou nebezme vysoce reaktivni volné radikaly kyslikilegedeny na mén
reaktivni formy. Superoxiddismutazaepadi nebezp@ay superoxidovy anion na peroxid
vodiku, ktery je nasle@dmeutralizovan peroxidazou [38, 40].

S wkem tyto ochranné mechanismylat slabnou. Pouzitim kosmetickych prestki
obsahujicich enzymy superoxiddismutazu a peroxiggzgak moznéifrozenou obranuta
posilit a zabranit tak oxidaimu poskozeni pokozky a tedy jejimu starnuti [40].

2.4.2.2 Kosmetické pipravky proti celulitic?

Spolu s rostoucimi procenty obyvatel trpicich nddwa se stavaim dal tim @tSim
problémem i celulitida. Nadvaha visledku nadrérného @ijmu potravin jdecasto ruku

v ruce se vznikem ipbytku podkozni tukové tk&n Ackoliv kaloricky omezena strava a
pravidelné cuieni je &innym prostedkem pro dosazeni ztraty celkové hmotnosti, mglokd
jde o bezprogedni vliv na tukovy obsah podkozni tkarti na povrchovy vzhled
pokozky [41].

Ukladani a odbouravani tuku fezeno d¥¢ma sadami specialnich recefitarazyvanych
alfa a beta receptory nachazejicich se na povretioojlivych tukovych buk, adipocyt.
Beta-adrenergni receptory regulované za pomoci tiwunepinefrinu podporuji odbouravani
tuka (lipolyzu), zatimco alfa-adrenergni receptory téonodbouravani zabiaji a naopak
podporuji ukladani¢chto tuki. V pripact celulitidy tedy gevaZzuji alfa-adrenergni receptory
nad beta-adrenergnimi [42].

Stimulace &chto receptar vede ke zrtnam kloveého lipolytického (odbouravajiciho tuky)
enzymu nazyvaného hormondlaitlivy triacylglycerollipdzy. Tento enzym se nadi gimo
v tukové buice a je aktivovan stimulaci beta recepforkdy dochazi k odbourani
triacylglyceroti v tuku za uvolani volnych mastnych kyselin a glycerolu do krevnie®Hste.
Naopak stimulace alfa recepidnhibuje tento enzym a podporuje ukladaniit{42].

Lipdzy v doprovodu dalSich enzymenzymové komplexy) mohou tedy nachazet sve
uplatreni i v ttchto kosmetickych ifpravcich proti celulitid, kde ®&inek lipolytického
enzymu spd8iva v rychlejsi hydrolyze tukuloZenych v adipocytech [43].
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2.4.2.3 ,Anti-aging” kosmetika — kosmetika proti starnutikze
Starnuti kiZze je sodasti lidské firozenosti, zatimco vSakiignaky starnuti vnihich orgai
nejsou ,@&im“ okoli vystaveny, kZze poskytuje prvni zjevné znamky plynoucitasu [44].
Starnuti kZe Ize ozné&t za slozity biologicky proces, ktery je ovligm kombinaci
endogennich a exogenni¢mitelt. Vzhledem k tomu, Ze zdravy a hezky vzhlede je
povazovan za jeden z hlavnich faktqiedstavujicich celkovou "pohodu" a "zdravi" lidi,
stavaji se prosedky proti starnuti kZe stale vice oblasti zajmu [44].
az 30 % z celkového mnozZstvi bilkovin. Je hlavizkbu pro dosazeni pruzné aiizé
zdraveé kiZze, kterou tvéi az z 75 %. Jak starneme, na8le kztraci schopnost tento kolagen
vytvéret, coz zjsobuje jeho Ubytek. Ubytek kolagenu vede k zhroudermalni vrstvy a tim
prispiva ke vzniku vrasek a ztégiruznosti (Obr. 10) [45].

Mlada kaaze Stars kaize

1 2

Obr. 10Srovnani mladé a starSiike — (1) organizovana vlakna kolagenu, (2) céwai, ti3)
vyhlazeni epidermalniho/dermalnih&ephodu, (4) redukovana cévniikéb) dezorganizace
a ztrata kolagenovych viaké#s].

Za tvorbu a regeneraci kolagenovych vidken jsalpagdné fibroblasty, biky vazivové
tkare. Takzvana ,anti-wrinkle* a ,anti-aging* kosmetikdsahuje latky, které proces starnuti
pleti mohou zpomalit. Mezi tyto latky géatnagiklad alkalickd fosfataza. Tento enzym
stimuluje bugény metabolismus a proliferaci fibroblastcimz zabréuje pedcasnému
Ubytku kolagenu [46].

2.4.2.4 Enzymaticky peeling

Enzymaticky peeling pitmezi kary uéené k povrchovému ogehi kize. Aktivnimicinidly
zde vSak nejsou kyseliny, ale enzymy. Enzymatickglipg je pomdrné Setrna procedura
vhodna pro vSechny typy pleticetre citlive. Behem tohoto procesu dochazi k jemnému
cisteni pokozky od proteinovych tistot, sekrénich produki mazovych a potnich Zlaz,
stejre tak k odstraéni oduntelych burtk rohové vrstvy kze (Obr. 11). Vysledkem je hladka
a leskld pokozka s mnohem lepSi texturou a Klidrigmem, vypadajici 2&v¢ a zdra¥.
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Enzymaticky peeling nevyZaduje Zadnou rekonvalesceredochazi k Zzadnému odlupovani
kuze ani hyperémii [38, 47].

Rohova vrstva epidermis obsahuje proteolytickéyeryz (proteazy) pdici do skupiny
hydroladz. Tyto protedzy reguluji rychlost chemidkyeakci v tkdnich a akti¢rse podileji na
obnow epidermis progednictvim odbouravani bilkovin na peptidy a amirsiny. Jsou
odpowdné za diferenciaci keratinodyttvorbu a destrukci desmozéale také tvorbu lipidl
nachazejicich se v mezibimém cementu, zejména ceramn[d7].

Proces starnuti je spojen se sniZzenim aktivityepitgtickych enzym, coZz vede ke ztrét
vody a snizeni rychlosti tvorby i obnovy kons#nich prvki epidermalnich buik.
Vysledkem potom je, Ze rohova vrstva se stavajSilnkozni tuk a n@éstoty se hromadi na
povrchu Kize a jeji textura sobi nerovnorrné, coZz niuze byt doprovazeno i matnym a
Sedym ténem pleti [47].

Proteolytické enzymy obsazeny v roztoku enzymatick peelingu oslabuiji finavost
korneocyi tim, Ze rozkladaji fundni chemické vazby desmozéma tim snad¥ji dochazi
k deskvamaci rohové vrstvy. JelikozZ velikost a natemlovoli enzymim proniknout hloudji
do kiZze, misobi tedy pouze v oblasti rohové vrstvy pokozky.stateni vrejSi vrstvy
stimuluje produkci fibroblagta obnovu koznich bwk [47].

Enzymatické peelingy obsahuji enzymy jak rostlmmétak Ziv@iSného i bakteridlniho
puvodu podobné proteolytickym enzym vyskytujicich se viki. NejrozStensjSimi
proteazami v peelingovychtipravcich jsou vSak rostlinné enzymy papain a btamé47].

Papain je proteolyticky enzym rostlinnéhavpdu ziskavany z latexové tekutiny papéje.
Katalyzuje hydrolyzu protethnna aminokyseliny, ma antimikrobiélni vlastnostb@straiuje
mrtvé buky vnéjSi vrstvy Kize. Bromelain je rostlinny enzym s proteolytickoktidtou
nachazejici se v ananasu. Rozklada peptidové viamdzy aminokyselinami uvritproteini,
odstraiuje odunitelé buky z povrchu pokozky a ma obrovské imunomodaia
protizarétlivé, protiotokove, hojici se a lipolytick&iaky [47].

Obr. 11Pred (vlevo) a po (vpravo) aplikaci enzymatickéhdipge [47].

23



2.4.2.5 Hygiena dutiny ustni

Enzymy nachézeji své uplé&tri také v oblasti hygieny dutiny Gstni. Stavaji smEésti
zubnich past, ustnich vad zvykacek predevsim za delem odstraéni patogenni mikroflory
zpasobujici zubni plak a kazy [48].

Mezi enzymy hrajici zde vyznamnou roli fatejména amyloglukosidaza a glukosaoxidaza
tvorici sloZzky rkterych tym zubnich past. Amyloglukosidazaégi Skrob na glukézu,
zatimco glukosaoxidaza oxiduje glukézu na glukokiola a peroxid vodiku. Tento peroxid je
dale proseednictvim peroxiddzy obsaZzené ve slindckengnén na hypothiokyanét.
Hypothiokyanat je velmi silné antibakterialginidlo, coz ma pozitivni vliv na prevenci
tvorby zubniho plaku, a to i zaqupokladu, Ze lidé si obvykigsti zuby jen po dobu 2 az
5 minut. Sodasti takovych fipravki nékdy byva i enzym lysozym. Lysozym ma schopnost
hydrolyzovat buscéné stny rekterych patogennich bakterii gobujicich plak a za&ty
dasni [49].

Zaret je prirozenou obrannou reakci naSeltat Jedna se o fyziologicky proces, kterym
organizmus udrzuje rovnovahu umitho prostedi nebo reaguje na zeunivnitini poskozeni.
KdyZz organizmus werpa své moznosti potia pricinu a zhojit poSkozenou tkdakutni
zaretlivou reakci, pechazi zaet do chronického stadia, tedy do stavu jakési mové@ovahy
mezi stéle existujiciféinou a moznostmi vlastni obranyschopnosti tkanktd@aastolena
rovnovaha je ale obvykle doprovazenazré rychlou tka@ovou destrukci. Ve vztahu
k zaretlivému onemocéni v dutire astni fisobi proteolytické enzymy dmna sngry. Jednak
zvysuji vlastni obranyschopnost tkani a @/pasobi gimo na mikrobialni fivodce zawtu
v zubnim plaku [50].

Z hlediska ovliveni vlastni obranyschopnosti tkani, proteolytickézyeny predevsim
zlepSuji mikrocirkulaci ve tkani a sniZuji otok§imz usnaduji hojeni. Dale proteolytické
enzymy snizuji filnavost bakterii k zubu a dasnim i jejich schopnbsiit plak [50].

S ohledem na skuteost, Ze se jedné o terapii netoxickou, neagresivez vedlejSich
lokalnich i celkovych &inka, proteolytické enzymy nabizeji velkodilpzitost pro ochranu
pied chronickym zattem zpisobenym destruktivnimi procesy v ditidstni. Vyhodou je
zcela jist i to, Ze mohou byt vyuzivany dlouhodoh to i u d@ti, tthotnych Zen nebo u lidi
s oslabenou imunitou [50].
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3 CILPRACE
Cilem diplomové prace bylo studium produkce mikédiiich enzym a testovani moznosti
jejich stabilizace vyuzitim enkapsutdach technik.
V ramci prace bylyeSeny nasleduijici dil ukoly:
— zpracovani literarni reSerSe z&msné na mikrobialni enzymy, zejména na
extracelularni hydrolazy, jejich producenty a wasti
— optimalizace metod kultivace mikroorgani@momoci stanoveni aktivity enzym
— indukce produkce vybranych mikrobialnich enfiym enkapsulace produkovanych
enzymi
— srovnani dlouhodobé stability volnych a enkapsulgech enzyn
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4 EXPERIMENTALNi CAST
4.1 Chemikalie, pristrojové vybaveni, mikrobialni kmeny a odpadni subtraty

4.1.1 Pouzité chemikalie
= Albumin, Serva (DEU)
= Alginat sodny, Sigma Aldrich (DEU)
= Azoalbumin, Serva (DEU)
= Bakteriologicky agar, HiMedia (IND)
= Bromfenolova mot] Serva (DEU)
= B-merkaptoethanol, Serva (DEU)
= Coomassie briliantova madServa (DEU)
= D-glukdéza bezvoda p.a., Lachema (CZE)
= Dihydrogenfosforénan draselny p.a., Lach-Ner (CZE)
= Dodecylsiran sodny, Serva (DEU)
= Dusinan sodnyp.a., Lach-Ner (CZE)
= Ethanol (96%) p.a., Lach-Ner (CZE)
» Folin-Ciocaltauovainidlo, Penta (CZE)
= Glycerol, Sigma Aldrich (DEU)
= Glycin, Penta (CZE)
= Hydrogenfosforénan draselnyp.a., Lach-Ner (CZE)
= Hydrogenuhkitan sodny p.a., Lachema (CZE)
= Hydroxid sodny p.a., Lach-Ner (CZE)
» Chlorid draselnyp.a., Lach-Ner (CZE)
= Chlorid kobaltnaty p.a., Lachema (CZE)
= Chlorid sodny p.a., Lachema (CZE)
= Chlorid vapenaty p.a., Lachema (CZE)
= Karbomer, Sino Lion (USA)
= Kvasniny autolyzat, HiMedia (IND)
= Kyselina borita p.a., Lachema (CZE)
= Kyselina chlorovodikova (35%) p.a., Lach-Ner (CZE)
= Kyselina octova (80%)p.a., Lach-Ner (CZE)
= Kyselina trichloroctova p.a., Lachema (CZE)
= Methanol p.a., Lachema (CZE)
= Rotiphorese Gel 30 (37,5:1), Carl Roth (DEU)
= N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin, Sigma AldridDEU)
= QOctan amonny p.a., Lachema (CZE)
= p-nitrofenol, Sigma Aldrich (DEU)
= p-nitrofenyl palmitat, Sigma Aldrich (DEU)
= Pankreatin, Sigma Aldrich (DEU)
= Pepsin, Sigma Aldrich (DEU)
= Pepton, Carl Roth (DEU)
= Persiran amonny, Serva (DEU)
= Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, BaotRJSA)
= Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals (SWE)
= Siran amonny p.a., Lachema (CZE)
= Siran heéecnaty heptahydrat p.a., Chemapol (CZE)
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Siran manganaty monohydrét p.a., Lach-Ner (CZE)

Siran n¢d’naty pentahydrat p.a., Lach-Ner (CZE)

Siran zinénaty heptahydrat p.a., Lachema (CZE)

Siran Zeleznaty heptahydrat p.a., Sigma AldrichYPE

Thiamin, Sigma Aldrich (DEU)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Serva (DEU)

Triton X-100, Sigma Aldrich (DEU)

Uhli¢itan sodny p.a., Lachema (CZE)

Vinan sodno-draselny p.a., Lachema (CZE)

Zlugové soli — smis kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma AldrichE(lD)

4.1.2 Pouzité pristroje a pomicky

Analytické vahy, Boeco (DEU)

Centrifuga chlazena U-32, Boeco (DEU)

Elektricky vai¢, ETA (CZE)

Elektroforeticka aparatura PODS, Owel Separaticstedygs (USA)
Elektroforeticky zdroj SH300, Shelton Scientificg4)
Enkapsulator B-395 Pro, BUCHI (CHE)

Gelova filtrani aparatura BioLogic LP, Bio-Rad (USA)
Mikrocentrifuga Mikro 200 Hettich, Hettich Zentrijen (DEU)
Oc¢kovaci box Aura mini, Bioair Instruments (GBR)
Spektrofotometr UV-VIS Helioa, Unicam (GBR)

Termostat INCU-Line, VWR (USA)

Termostatovangdepaka Heidolph Unimax 1010, Labicom (CZE)
Ultrafiltra¢ni aparatura KrosFlo, Spectrum Labs (GRC)
Ultrazvukova laze PS02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25 |, Powmic &€ ZE)
Vodni lazeé EL 20 D, Kavalier (CZE)

Vortex, IKA Vortex Genius 3 (DEU)

4.1.3 Pouzité mikroorganizmy

Plisei Aspergillus oryzaekmen CCM F-172 feské sbirky mikroorganizimn
Prirodowdecké fakulty Masarykovy univerzity v Bin

Plisei Phanerochaete chrysosporiunkmen CCM 8074 zCeské shirky
mikroorganiznt Prirodowdecké fakulty Masarykovy univerzity v B¥n
Mikroorganizmus Aureobasidium pullulanskmen CCM F-148 feské sbirky
mikroorganizni Prirodowdecké fakulty Masarykovy univerzity v B¥n

4.1.4 Pouzité odpadni substraty

Dievni piliny
PSentné otruby
Repkové vylisky (2,55 % lipii)
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4.2 Kultivace mikroorganizmi

4.2.1 Uchovavani mikroorganizmi

K dlouhodobému uchovavéni kultur bylo pouZzito tD médium (Tab. 1). Sterilizace byla
provedena v tlakovém hrnci s uzamym ventilem po dobu 30 min, nasleédoyly kultury
uchovany na agarovych plotnach vetpi 4 °C.

Tab. 1Slozeni pevného YPD média.

Slozky MnoZstvi
Kvasniny autolyzat 109
Pepton 209
Glukoéza 20 ¢
Bakteriologicky agar 20 g
Voda 1 000 ml

4.2.2 Priprava inokula

K ptipraw inokula bylo u vSech kultur pouzito tekuté YPD nugd (Tab. 2). Kultury byly
zaakovany z Petriho misky do 100 ml sterilniho médi&rlenmayeroy baice o objemu
250 ml. Sterilizace byla provedena v tlakovém hoitewvenym ventilem po dobu 30 min.
Kultivace inokula probihala za staléh@pgani po dobu 4 dnpri teplo& 28 °C pro plisg
Aspergillus oryzaea mikroorganizmugureobasidium pullulanspro plisés Phanerochaete
chrysosporiunpak @i 39 °C. Takto pipravena inokula s obsahem spor byla nasigmuzita
k zaakovani produknich médii.

Tab. 2Slozeni tekutého YPD média.

Slozky MnoZstvi
Kvasniny autolyzéat 109
Pepton 209
Glukoza 2049
Voda 1 000 ml

4.2.3 Produkéni médium

K produkci enzymi byla pouzita mineralni média a média s obsahenadmiph substrat
Kultivace probihala v 200 ml sterilniho média vefninayerovych he&éach o objemu 500 ml.
Sterilizace byla provedena v tlakovém hrnci s @igaym ventilem po dobu 30 min. Kultury
byly zaakovany10 ml pisluSného inokula. Kultivace probihaly za stéléepéni po dobu 15
dna pri teplog 28 °C pro plise Aspergillus oryzaea mikroorganizmusAureobasidium
pullulans,pro plisé Phanerochaete chrysosporiuymak @i 39 °C. V pfbéhu kultivace bylo
pravidel® odebirano malé mnozstvi vzorku pro stanoveni #@ktiva koncentrace
produkovanych enzyi
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Tab. 3SloZeni mineralniho média Aspergillus oryzae.

Slozky MnoZstvi
Dusknan sodny 2,00 g
Hydrogenfosforénan draselny 1,00 g
Chlorid draselny 0,509
Heptahydrat siranu betnatého 0,50 g
Siran Zeleznaty 0,01g
Glukéza 30,00 g
Voda 1 000,00 m

Tab. 4SloZeni mineralniho média Phanerochaete chrysasmpor

Slozky MnoZstvi
Basal Ill médium 100 ml
Roztok stopovych pruk 60 ml
Glukoza 10g
Voda 840 ml
Tab. 5Slozeni Basal Il média.

Slozky MnozZstvi
Roztok stopovych pruk 100 ml
Dihydrogenfosforénan draselny 209
Siran heéecnaty 50
Chlorid vapenaty 19
Voda 900 ml

Tab. 6SloZeni roztoku stopovych pivk

SlozZky MnozZstvi
Siran hgecnaty 3,009
Siran manganaty 0,50¢g
Chlorid sodny 1,00 g
Heptahydrat siranu Zeleznatého| 0,10 g
Chlorid kobaltnaty 0,10g
Heptahydrat siranu ziteatého 0,10¢g
Siran m¢d’naty 0,10g
Kyselina borit4 0,01g
Voda 1 000,00 ml

Tab. 7SloZeni mineralniho média Aureobasidium pullulans.

Slozky MnoZstvi
Siran amonny 10,0 g
Dihydrogenfosforénan draselny 10,0 g
Siran heéecnaty 0,59
Glukéza 40,0 g
Voda 1 000,0 ml

Pt kultivaci plisni na odpadnim substratu byla viliykdza z pisluSsného mineralniho média
nahrazena danym odpadnim substratem o koncen@ayl.5
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4.3 Stanoveni enzymovych aktivit
V predloZzené praci byly stanovovany enzymové aktivitptgolytickych a lipolytickych
enzymi.

4.3.1 Stanoveni proteolytické aktivity

Pro stanoveni proteolytické aktivity byl jako sulst pouzit roztok azoalbuminu
o koncentraci 5 mg/ml. Princip tohoto stanoveni ¢gpo ve vysrdZzeni azoalbuminu
pusobenim kyseliny trichloroctové. Vznikla srazenipgechazi Bhem centrifugace do
sedimentu, zatimco azopeptidy, které vznikly enzaymuohydrolyzou azoalbuminu a jsou
v kyselirg trichloroctové rozpustné,ugtavaji v supernatantu. Nasledjsou detekovany ip
440 nm. Jednotka aktivity je pak definovana jakoow#stvi enzymu katalyzujicii@ménu
substratu doprovazenou fatem absorbance o0 0,001 za 1 min za podminek[t&stu

4.3.1.1 Postup pro stanoveni proteolytické aktivity
Kultury byly po kultivaci centrifugovany ip 5 000 ot/min, 4 °C po dobu 5 min, ziskany
supernatant byl nasledipouzit ke stanoveni proteolytické aktivity.

0,1 ml substratu bylo smichano s 0,1 ml supertatamasled# inkubovano fi 37 °C po
dobu 30 min. Reakce byla zastaverfadgvkem 0,41 ml 10% kyseliny trichloroctove, poté
byly vzorky centrifugovany. V kyveétbylo k 0,5 ml ziskaného supernatantidgno 0,7 ml
1 M hydroxidu sodného a nakonec bylactema absorbancéipt40 nm proti blanku.

4.3.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity s vyuZzitim p-nitrafglpalmitdtu je zaloZzeno na schopnosti
lipolytickych enzymi S€pit tento substrat za vzniku Ziuzbarveného produktu p-nitrofenolu,
ktery je nasled® spektrofotometricky detekovaniip410 nm. Jednotka aktivity je pak
definovana jako mnoZzstvi enzymu katalyzujiéengEnu substratu doprovazenou tstem
absorbance 0 0,001 za 1 min za podminek testu [51].

4.3.2.1 Postup pro stanoveni kalibegi kifivky

Pro nangfeni a sestrojeni kalibtai kiivky byl pouzit standardni roztok p-nitrofenolu
o koncentraci 0,5 mmol/l. Z tohoto roztoku bylaredtnim pomoci 0,1 M Tris-HCI pufru
pH 8,2 gipravena Kkalibréni fada o koncentracich vrozmezi 0,005 az 0,05 mmol/l.
Zkumavky byly dobe promichany a na spektrofotometru bylaémma absorbance proti
pufru @i 410 nm.

4.3.2.2 Postup pro pipravu substratu

0,013 5 g p-nitrofenylpalmitatu, 0,017 g SDS a Trgon X-100 bylo navazeno do odmée
baiky a doplno destilovanou vodou na 100 ml. Roztok byl naslexhtiivan @i 65 °C po
dobu 15 min.

4.3.2.3 Postup pro stanoveni lipolytické aktivity
Kultury byly po kultivaci centrifugovany ip 5 000 ot/min, 4 °C po dobu 5 min, ziskany
supernatant byl nasleéipouzit ke stanoveni lipolytické aktivity.

Do zkumavek bylo napipetovano 2,5 ml pufru pH 2,8, ml substratu a 1 ml supernatantu.
Zkumavky byly inkubovany 30 miniplaboratorni teplat. Poté byl znsiren nafist absorbance
pii 410 nm.
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4.4 Stanoveni extracelularnich bilkovin

Stanoveni dle Hartree-Lowryho je kolorimetrické&ivBdni fotometricka Lowryho metoda
z roku 1951 pat k nejcitovarjsim stanovenim v biochemi€Cinidlo ma dw slozky: prvni
slozkou jecinidlo biuretové, druhou sloZkou je pak Folin-Citteauvo ¢inidlo na fenoly.
Jedna se o polykyseliny fosfomolybdenové a fosfnaoiové, které se redukuji
tyrosinovymi zbytky proteih a barvi se mae. Metoda byla mnohokrat upravena.
Prezentovanou modifikaci vypracoval Hartree v rd®32. Tato verze vyuzivait¢inidla,

z nichZ prvni d¥ jsou pro biuretové stanoveni. Dochazi tak k téatbleko intenzivgjsiho
zbarveni a stanoveni je linearni v SirSim rozsaimcé&ntraci [51].

SloZeni roztok

Cinidlo A: 2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselné@s) g uhkitanu sodného a 500 ml 1 M
hydroxidu sodného, doplnit destilovanou vodou @@ m|

Cinidlo B: 2 g tetrahydratu vinanu sodno-draselnéhg, pentahydratu siranuédnatého,
10 ml 1 M hydroxidu sodného, doplnit destilovanadeou na 100 ml

Cinidlo C: Folin-Ciocalteauvéinidlo a destilovana voda (1:15)

4.4.1.1 Postup pro stanoveni kalibegi kifivky

Pro sestrojeni kalibtai kiivky byl pouzit standardni roztok hé&ziho sérového albuminu
o koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto roztoku bylappavena kalibréni fada o koncentraci 0,025
az 0,5 mg/ml.

Do kazdé zkumavky bylo k 1 ml roztoku albuminidano 0,9 ml Hartree-Lowryhé&nidla
A, zkumavky byly nasledh inkubovany ve vodni 14zniip 50 °C po dobu 10 min. Po
ochlazeni zkumavek bylofidano 0,1 ml Hartree-Lowryhginidla B. Zkumavky byly dale
opét inkubovany po dobu 10 min, tentokrat vSaklaboratorni teplat Nakonec byly fidany
3 ml Folin-Ciocalteauv&inidla a zkumavky byly jestjednou 10 min inkubovany ve vodni
lazni @i 50 °C. Zkumavky byly rovéZ ochlazeny a naslediyla znetena jejich absorbance
pii 650 nm proti blanku, kde byl roztok albuminu reden destilovanou vodou.

4.4.1.2 Postup pro stanoveni extracelularnich bilkovin
Kultury byly po kultivaci centrifugovany ip 5 000 ot/min, 4 °C po dobu 5 min, ziskany
supernatant byl nasleédipouzit ke stanoveni extracelularnich bilkovin.

Koncentrace extracelularnich bilkovin byla stanm@avenetodou dle Hartree-Lowryho. Do
kazdé zkumavky bylo k1 ml supernatantddgano 0,9 ml Hartree-Lowryh@inidla A,
zkumavky byly nasledninkubovany ve vodni 14zniip50 °C po dobu 10 min. Po ochlazeni
zkumavek bylo fidano 0,1 ml Hartree-Lowryhdinidla B. Zkumavky byly déle aijb
inkubovany po dobu 10 min, tentokrat vSak faboratorni teplat Nakonec byly fidany
3 ml Folin-Ciocalteauv&inidla a zkumavky byly jestjednou 10 min inkubovany ve vodni
lazni @i 50 °C. Zkumavky byly rovéZ ochlazeny a naslediyla znetena jejich absorbance
pii 650 nm proti blanku, kde byl supernatant nahradestilovanou vodou.

4.5 ldentifikace, izolace a purifikace enzynt
4.5.1 Vertikalni PAGE SDS elektroforéza

4.5.1.1 Postup pro pipravu roztoli
Elektrodovy pufr: 30,3 g Tris, 144 g glycinu a 105pS, doplnit destilovanou vodou na
1 000 ml, (roztok je desetkrat koncentroggfn pred pouzitim je tedy nutno jefedit)
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Gelovy pufr: 18,2 g Tris, 2,8 ml 32% kyseliny cldeodikové, doplnit destilovanou vodou na
100 mi

Vzorkovaci pufr: 3,55 ml destilované vody, 1,25 @b M Tris-HCI pufru pH 6,8, 2,5 ml
glycerolu, 2 ml 10% SDS a 0,2 ml 0,5% bromfenolowédi, k 950ul takto gipraveného
vzorkovaciho pufru bylo dalefqgdano 50ul B-merkaptoethanolu a pouZitéi pripraw vzorki
Barvici roztok: 25 ml kyseliny octové, 100 ml metibl, 125 ml destilované vody a 0,5 g
Coomassie briliantové méd

Odbarvovaci roztok: 25 ml kyseliny octové, 100 ndthanolu a 125 ml destilované vody

4.5.1.2 Postup pro pipravu polyakrylamidového gelu

Pro elektroforézu enzymovych vzdrlyl pouzit 12% gel. Do kadinky bylo napipetovano
3,4 ml redestilované vody, 4 ml 30% akrylamidu, @J5gelového pufru, 0,1 ml 10% SDS,
5ul TEMED a 50ul 10% APS. Bipravena srés byla opatré zamichana a napipetovana do
prostoru mezi ddma skly v nalévacim stojanu. Mezi skla byl vloZdasfvy tebinek za
Gcelem vytvdeni jamek pro nanaseni vzarlGel byl ponechan polymeraci po dobu 1 hod.

4.5.1.3 Postup pro pipravu vzorki
Vzorky byly smichany se vzorkovacim pufrem v goml:1 a dany na 4 min patia

4.5.1.4 Postup pro provedeni elektroforézy

Po ztuhnuti gelu byl odstram plastovy kebinek a skla s gelem byladieé upevréna do
aparatury tak, aby elektrodovy pufr nevytékal keteloveho prostoru. Poté byl elektrodovy
pufr nalit. Do vytvgenych jamek byly naneseny vzorky v mnoZstvipP@ standardy
Precision Plus Protein™ Dual Color v mnozstyil5Aparatura byla pkryta prihlednym
vikem, dolle utsnina a pipojena ke zdroji. Nasle@nbyly nastaveny parametry éeni
(120 V, 400 mA, 60 min) a elektroforéza byla spnat

4.5.1.5 Postup pro barveni gelu Coomassie briliantovou niiod
Po ukorteni elektroforézy byl gel pomocitgky splachnut do Petriho misky a zalit barvicim
roztokem. Poté byl gel ponechan 15 min fep#&ce a roztok byl slit. Nasledrbyl na gel
nalit roztok odbarvovaci, slit, ép nalit a rovéz ponechan nardépace, tentokrat vSak po
dobu 2 hod. Z &vodu odp#ovani methanolu byla Petriho miska zakryta alobalem
Obarveny gel byl opaténpienesen mezi dvfolie a pomoci standaifidPrecision Plus
Protein™ Dual Color oznamé molekulové hmotnostiabuyrcena velikost fragmeft
separovanych protein

4.5.2 Gelova filtrace
K'izolaci a purifikaci enzym byla vyzkouSena metoda gelové filtrace. Gelovidafile byla
provedena s vyuZzitim aparatury Bio-Rad na kolon&cbbjemech 50 a 100 ml. Po
elektroforetickém o&teni molekulovych hmotnosti separovanych prditeiyl jako naph
téchto kolon pouzit Sephadex G-100. N&tsv kolonu se vzorek nanasel po 2 miicemz
optimalni pitokova rychlost byla stanovena na 1 ml/min. Na mé&ofonu se pak nanéselo
0,3 ml vzorku, a to s fitokovou rychlosti 0,5 ml/min. Jako mobilni faze dypouzita
destilovana voda. Na jpiokovém UV detektoru byla nasletlanimana zrima absorbancefip
280 nm a vysledny chromatogram byl zaznamenan poB8\t BEhem gelové filtrace byla
rovréz sledovana zema iontové sily roztoku pomoci vodivostniho detekto

Metoda gelové filtrace se vSak neukazala byt desta citivou metodou pro identifikaci,
izolaci a purifikaci ndmi ziskanych enzym
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4.5.3 Ultrafiltrace

Ultrafiltrace byla provedena na itzeni KrosFlo se supernatantem kultivovanych plisni
Odebrany vzorek byl nejtve ultrafiltrovan pes membranu o velikosti pors kDa. Poté
nasledovalo stanoveni mnozstvi bilkovin (postupovdylo dle ndvodu uvedeného v kapitole
3.4.1.2) a enzymovych aktivit (postupovano bylo di@odi uvedenenych v kapitolach
3.3.1.1 a 3.3.2.3), jak vigodnim roztoku, tak v koncentratu a filtratu po rafiitraci.

V dalsim kroku byl koncentrat zZgdchozi ultrafiltrace pouzit k dalSi frakcionované
ultrafiltraci, tentokrat vSak ies membranu o velikosti p6rl00 kDa. Opt nasledovalo
stanoveni mnozstvi bilkovin a enzymovych aktivitoztoku pgivodnim, v koncentratu a
filtratu. Ziskany filtrat byl jedt jednou podroben ultrafiltraci, a sicefeg membranu
o velikosti pofi 30 kDa. Znovu prothlo stanoveni mnozstvi bilkovin a enzymovych aktivi
v dil¢ich roztocich.

Velikosti jednotlivych membran byly voleny na za#l orienta&niho elektroforetického
stanoveni molekulovych hmotnosti separovanych feagin bilkovin nachazejicich se
v supernatantu kultivovanych plisni. Pomoci stanoéwanozstvi bilkovin a enzymovych
aktivit byla kontrolovanaiftomnost protedz, lipaz, ptipad jejich snési v dikich frakcich.

4.6 Stabilizace enzyni

4.6.1 Priprava ¢astic pomoci enkapsulatoru

Enkapsulator B-395 Pro (BUCHI) je poloautomatickyispoj slouzici k polymernimu
zapouzdeni chemickych latek, biologickych molekul,¢ié vani a aromat, pigment,
extrakti, burek a mikroorganizmd za sterilnich i nesterilnich podminek. Samotnaktao
castic je pak zaloZzena na faktu, Ze regulovany laminproud vibrujici s optimalni frekvenci,
se rozbije na kapky stejné velikosti.

4.6.1.1 Postup pro pipravu ¢astic pomoci enkapsulatoru
Latka ugena k enkapsulaci byla smichana s enkapsirta polymerem. Tato s&8 byla
umiseéna do tlakové ldhve. Nasletirbyla sngs tlatena do pulzéni komory tlakovym
vzduchem. Dale byla sfa prohnana tryskou (1 0Q0n), kde po vystupu z této trysky byla
rozckélena do jednotlivych kapek o stejné velikosti. Kagky prosly elektrickym polem mezi
tryskou a elektrodou,¢imz bylo zmsobeno, Ze ziskaly povrchovy néboj. Diky
elektrostatickym odpudivym silam bylgastice dopadajici do vytvrzovaciho roztoku
rozptyleny.

V predloZzené praci byly jako latky k enkapsulaci powpzihikrobialni enzymy. Jako
enkapsulani polymer byl pouzit 1% a 2% alginat. Vytvrzovacioztokem byl 2% chlorid
vapenaty.

4.6.2 Stanoveni enkapsul#éni U¢innosti
Enkapsulani &innost enzym byla ugena pomoci stanoveni extracelularnich bilkovin
Hartree-Lowryho metodou. Postupovano bylo dle nawogedeného v kapitole 3.4.1.2.

4.6.2.1 Postup pro stanoveni enkapsutai U¢innosti

Pri stanoveni enkapsuiai (kinnosti za pomoci Hartree-Lowryho metody byla tiejd
zmeiena koncentrace bilkovin v roztoku obsahujicim obidini enzymy ufené
k enkapsulaci. Naslednbyly enzymy enkapsulovanyCastice byly centrifugovany a
v ziskaném supernatantu byla stanovena zbytkovéektrace bilkovin. Z rozdilu mnozstvi
bilkovin pred a po enkapsulaci byla z{iga enkapsultmi (€innost.
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4.6.3 Stanoveni dlouhodobé stability volnych enzyin
Dlouhodoba stabilita volnych enzyimbyla u€ena pomoci stanoveni enzymovych aktivit.
Postupovano bylo dle navibdivedenych v kapitolach 3.3.1.1 a 3.3.2.3.

4.6.3.1 Postup pro stanoveni dlouhodobé stability volnyetzgmi

Dlouhodoba stabilita volnych enzyinbyla sledovana ve dvou préstich. Prvnim prostdim
byla voda, druhym prosdim byl gel (voda zahu$ta karbomerem na 0,5% roztok). Volné
enzymy byly uchovavany v dich prostedich po dobu 6 tydnpti teplo& 4 °C. Stabilita
volnych enzyni byla stanovena vzdy po 2, 4 a 6 tydnech porovndminymovych aktivit na
pocatku a enzymovych aktivit ve dnech stanoveni.

4.6.4 Stanoveni dlouhodobé stability enkapsulovanych enmyia
Dlouhodoba stabilita enkapsulovanych ensyhyla ugena pomoci stanoveni enzymovych
aktivit. Postupovano bylo dle navindvedenych v kapitolach 3.3.1.1 a 3.3.2.3.

4.6.4.1 Postup pro stanoveni dlouhodobé stability enkapsaloych enzyni

Dlouhodoba stabilita enkapsulovanych engaynyla sledovana ve dvou préstich. Prvnim
prostedim byla voda, druhym prdéstlim byl gel (voda zahusta karbomerem na 0,5%
roztok). Enkapsulované enzymy byly uchovavany vidhil prostedich po dobu 6 tydnpii
teplo€ 4 °C. Stabilita enkapsulovanych enzyryla stanovena vzdy po 2, 4 a 6 tydnech
porovnanim enzymovych aktivit nag@ku a ve dnech stanoveni.

4.6.5 Stanoveni dlouhodobé stability¢astic

Dlouhodoba stabilit&astic byla ukena pomoci stanoveni extracelularnich bilkovin tdart
Lowryho metodou a pomoci stanoveni enzymovych #ktRostupovano bylo dle navid
uvedenych v kapitolach 3.4.1.2, 3.3.1.1 a 3.3.2.3.

4.6.5.1 Postup pro stanoveni dlouhodobé stabiligstic

Dlouhodoba stabilitéastic byla sledovana ve dvou pirestich. Prvnim progtdim byla voda,
druhym prostedim byl gel (voda zahu$td karbomerem na 0,5% roztokj astice
s enkapsulovanymi enzymy byly uchovavany ¥idi prostedich po dobu 6 tydinpii teplo&

4 °C. Stabilitatastic byla stanovena vzdy po 2, 4 a 6 tydnech g@moim mnozstvi bilkovin a
enzymovych aktivit na giatku a ve dnech stanoveni.

4.6.6 Uvoliovani a zachovani aktivit enkapsulovanych enzyénv GIT

Uvolnovani a zachovani aktivit enkapsulovanych enkzynsimulovaném procesu traveni
bylo ukeno pomoci stanoveni extracelularnich bilkovin i¢@AlLowryho metodou a pomoci
stanoveni enzymovych aktivit. Postupovano bylordleodi uvedenych v kapitolach 3.4.1.2,
3.3.1.1a3.3.2.3.

4.6.6.1 Stanoveni uvatovani a zachovani aktivit enkapsulovanych enziyinGIT

Pro simulaci fyziologického prasidi ke sledovani uwvibbvani a zachovani aktivit
enkapsulovanych enzyimv gastrointestinalnim traktu byly diéeskoslovenského Iékopisu
piipraveny fi modelové travici t8vy — Zaludeni, pankreaticka, Zzlova. Céstice

s enkapsulovanymi enzymy byly postépvystaveny fisobeni &chto $av gi 37 °C, a to
v poradi odpovidajicim gichodu travicim traktem. Nejive byly ¢astice vloZzeny dotavy
Zaludeéni a ponechany zde po dobu 20 min. Poté nasledd@ala pankreaticka s dobou
pusobeni rovéz 20 min. Nakonec bylgastice vloZzeny dotavy Zlwwové a inkubovany zde
tentokrat po dobu 40 min. Z rozdilu mnoZstvi bilikove §avach samotnych a mnozstvi
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bilkovin ve §avach po inkubaci s enkapsulovanymi enzymy bylas&zjo mnoZzstvi
uvolnénych enzynd v jednotlivych fazich gastrointestinalniho traktdachovani aktivit
uvolnénych enzymi pak bylo stanoveno porovnanim enzymovych aktimitagsulovanych
enzymi pred a po psobeni jednotlivych travicichidv.

4.6.6.2 Postup pro pipravu modelové Zaludai &’avy

Zaludeini ¥ava byla pipravena rozpushim 0,25 g pepsinu ve 100 ml destilované vody.
Nasledr bylo pidano 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové, pH rdatdoylo upraveno na
hodnotu 0,9 [52].

4.6.6.3 Postup pro pipravu modelové pankreatické’avy

Pankreaticka td&va byla pipravena rozpushim 0,25g pankreatinu a 15¢g
hydrogenuhliitanu sodného ve 100 ml destilované vody. Hodnolth \proztoku byla
nasledg upravena na 8,9 [52].

4.6.6.4 Postup pro pipravu modeloveé Zliébvé $avy
Zlutova §ava byla pipravena pidanim 0,8 g Zlsovych soli do 200 ml fosfatového pufru
o pH 8,0 [52].
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Kultivace mikroorganizmu

Kultivace mikroorganiza byly provedeny dle navad uvedenych v kapitole 4.2.
Studovanymi mikrobialnimi producenty byly plésmspergillus oryzae Phanerochaete
chrysosporiuma mikroorganizmusAureobasidium pullulansJako odpadni substraty byly
pouzity devni piliny, pSeniné otruby aepkove vylisky (2,55 % lipidl).

5.1.1 Plisai Aspergillus oryzae

Kultivace plisg Aspergillus oryzaeyly provedeny dle navaduvedenych v kapitole 4.2.
Pouzitymi odpadnimi substraty bylyevni piliny, pSeniné otruby aepkové vylisky (2,55 %
lipidu).

5.1.1.1 Stanoveni proteolytické aktivity

Stanoveni proteolytické aktivity bylo provedeno diavodi uvedenych v kapitole 4.3.1.
Produkce proteolytickych enzynbyla sledovana v zavislosti gase a pouzitém kulti¢aim
substratu. Stanoveni proteolytické aktivity v médhyio provedeno 3., 6., 10. a 13. den
kultivace (Tab. 8), (Obr. 12). Uvedené vysledky ujspimérnymi hodnotami ze dvou
nezavislych kultivénich experimerit

Tab. 8 Proteolytické aktivity gmol.mi*.min?) stanovené u plign Aspergillus oryzae
v zavislosti na'ase a pouzitém kulti¢aim substratu.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 10,50 24,16 48,33 46,50
Drevni piliny 25,21 55,66 49,33 43,50
PSeniné otruby 116,33 90,00 62,00 65,00
ﬁepkové vylisky (2,55 %) 69,50 0,00 11,01 9,45
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Obr. 12Zavislost proteolytické aktivity s pouzitifiznych kultivénich substrat na dok
kultivace u plisa Aspergillus oryzae.
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Pri kultivaci plisre Aspergillus oryza@a pSeninych otrubach &pkovych vyliscich (2,55 %)
byla nejvySsi hodnota proteolytické aktivity ngena 3. den kultivace. fPkultivaci na
dievnich pilinach bylo maximum produkce zaznamenande® kultivace, na mineralnim
médiu pak v den 10. Stanoveni proteolytické aktitid. den kultivace ukazalo tému vSech
pouzitych kultiv&nich substrdit pokles produkce.

NejvysSi produkce proteolytickych enziym plisré Aspergillus oryzadyla nangrena i
kultivaci na pSerinych otrubach 3. den kultivace.

5.1.1.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity bylo provedeno dlévodi uvedenych v kapitole 4.3.2.
Produkce lipolytickych enzytnhbyla sledovana v zavislosti gase a pouZzitém kulti¢aim
substratu. Stanoveni lipolytické aktivity v médildprovedeno 3., 6., 10. a 13. den kultivace
(Tab. 9), (Obr. 13). Uvedené vysledky jsouirpérnymi hodnotami ze dvou nezavislych
kultivacnich experimerit

Tab. 9Lipolytické aktivity (nmol.mi.min™) stanovené u plignAspergillus oryzae v zavislosti
nacase a pouZzitém kulti¢aim substratu.

3.den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,00 0,20 0,25 0,38
Drevni piliny 0,21 0,18 0,37 0,28
PSeniné otruby 3,90 1,77 1,56 1,15
Repkové vylisky (2,55 %) 7,04 5,76 1,00 2,66
8 -
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mineralni médium
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Obr. 13Zavislost lipolytické aktivity s pouzitimiznych kultivanich substrat na dol#
kultivace u plisa Aspergillus oryzae.
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Pri kultivaci plisre Aspergillus oryza@a pSeninych otrubach &pkovych vyliscich (2,55 %)
byla nejvyssi hodnota lipolytické aktivity naiena 3. den kultivace iFkultivaci na devnich
pilinach bylo maximum produkce zaznamenano 10. kidtivace, na mineralnim médiu pak
v den 13.

NejvysSi produkce lipolytickych enzymu plisre Aspergillus oryzaebyla nangtena i
kultivaci narepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace.

5.1.1.3 Stanoveni extracelularnich bilkovin

Stanoveni extracelularnich bilkovin bylo provedeatie navod uvedenych v kapitole 4.4.
Produkce extracelularnich bilkovin byla sledovanaavislosti na ¢ase a pouzitém

kultivacnim substratu. Stanoveni extracelularnich bilkevinédiu bylo provedeno 3., 6., 10.
a 13. den kultivace (Tab. 10), (Obr. 14). Uvedeggledky jsou pimérnymi hodnotami ze

dvou nezavislych kultivanich experimerit

Tab. 10Koncentrace extracelularnich bilkovipg/ml) stanovené u pligrAspergillus oryzae
v zavislosti na'ase a pouzitém kulti¢aim substratu.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 902,05 610,96 460,62 511,80
Drevni piliny 297,48 793,29 515,00 521,39
PSeniné otruby 2 306,31 1042,79 1 052,39 1010,81
Repkové vylisky (2,55 %) 1170,75 1701,74 1 410,65 1 468,23
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Obr. 14Z4vislost koncentrace extracelularnich bilkovposizitim fiznych kultivénich
substrafi na dol# kultivace u plisét Aspergillus oryzae.
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Pri kultivaci plisre Aspergillus oryzaena mineralnim médiu a pSénych otrubach byla
nejvyssi hodnota extracelularnich bilkovin r@éema 3. den kultivace. iP kultivaci na
direvnich pilinach afepkovych wvyliscich (2,55 %) bylo potom maximum prkde
zaznamenano v obottipadech 6. den kultivace. Stanoveni extracelulérhilkovin 10. a 13.
den kultivace ukazalo u vSech pouzitych kuktivizh substrdi viditelny pokles produkce.

Nejvyssi produkce extracelularnich bilkovin u pdig\spergillus oryzadyla nantiena i
kultivaci na pSertinych otrubach 3. den kultivace (Tab. 11).

Tab. 11Shrnuti vysledk sledované produkce u plisAspergillus oryzae v zavislosti idase
a pouzitém kultivénim substratu.

(Purr(;tgl(.)rlzr'lflr(rir?lf)tlvna 3.den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 10,50 24,16 48,33 46,50
Drevni piliny 25,21 55,66 49,33 43,50
PSeni&né otruby 116,33 90,00 62,00 65,00
Repkové vylisky (2,55 %) 69,50 0,00 11,01 9,45
I(‘rzprfé{tr'g:ffrﬁ:ﬁ'_\f)'ta 3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,00 0,20 0,25 0,38
Drevni piliny 0,21 0,18 0,37 0,28
PSeniné otruby 3,90 1,77 1,56 1,15
Repkové vylisky (2,55 %) 7,04 5,76 1,00 2,66
Koncentrace

extracelularnich bilkovin 3. den 6. den 10. den 13. den
(Mg/ml)

Mineralni médium 902,05 610,96 460,62 511,80
Drevni piliny 297,48 793,29 515,00 521,39
PSeni&né otruby 2 306,31 1 042,79 1 052,39 1 010,81
Repkové wylisky (2,55 %) | 1170,75 1701,74 1 410,65 1 468,23

Na zaklad predchozich stanoveni lze pliséAspergillus oryzaeozn&it za vhodného
producenta fedevSim proteolytickych enzym NejvysSi proteolytickd aktivita
(116,33umol.m™.min®) byla stanovena ip kultivaci na p$erinych otrubach 3. den
kultivace. Nejvy3si lipolyticka aktivita (7,04 nmoi*.min?) byla potom stanovenafip
kultivaci natepkovych vyliscich (2,55 %) ro¥a 3. den kultivace. NejvySSi koncentrace
extracelularnich bilkoving¢inila 2 306,31ug/ml, stanovena byla st&njako nejvysSi
proteolyticka aktivita fi kultivaci na pSeriinych otrubach 3. den kultivace.

Pro dalSi postupy byl pro produkci mikrobialnictzemi pomoci plist Aspergillus oryzae
zvolen kultiva&ni substrat pSetmé otruby s oddyrem v 3. den kultivace.
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5.1.2 Plisai Phanerochaete chrysosporium

Kultivace plisg Phanerochaete chrysosporiutyly provedeny dle navad uvedenych

v kapitole 4.2. Kultivace této plisnprobihaly ve dvou typech prodinich médii, picemz
druhd sada proddhkich kultivaénich médii byla ochuzena o vSechny stopové prvky a
o polovini mnozstvi fosforu (limitace dostupnosti Zivin)asied® byly produkce v obou
typech médii porovnany. Pouzitymi odpadnimi sulbgtogly dievni piliny, pSeriné otruby a
repkove vylisky (2,55 % lipitl).

5.1.2.1 Stanoveni proteolytické aktivity

Stanoveni proteolytické aktivity bylo provedeno diavodi uvedenych v kapitole 4.3.1.
Produkce proteolytickych enzynbyla sledovana v zavislosti gase a pouzitém kulti¢aim
substratu. Stanoveni proteolytické aktivity v médhyio provedeno 3., 6., 10. a 13. den
kultivace (Tab. 12), (Obr. 15) pro médium bez laniz a (Tab. 13), (Obr. 16) pro médium
s limitaci.

Tab. 12 Proteolytické aktivity gmol.mi*.min') stanovené u plign Phanerochaete
chrysosporium v zavislosti rase a pouZzitém kultivaim substratu — médium bez limitace.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 8,83 8,16 6,66 12,16
Drevni piliny 4,66 1,66 2,00 2,66
PSeniné otruby 2,83 6,66 0,00 6,66
Repkové vylisky (2,55 %) 54,00 8,66 66,00 0,00
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Obr. 15Z4vislost proteolytické aktivity s pouzitiienych kultivénich substrat na dok
kultivace u plisé Phanerochaete chrysosporium — médium bez limitace.
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Pri kultivaci plisre Phanerochaete chrysosporiuma devnich pilinach byla nejvyssi hodnota
proteolytické aktivity naena 3. den kultivace.ifPkultivaci na pSertinych otrubach bylo
maximum produkce zaznamenano 6. a 13. den kultiRckultivaci narepkovych vyliscich
(2,55 %) byla vysoka produkce zaznamenana jiz 8. lddtivace, 6. den doslo k poklesu,
maxima produkce na daném substratu bylo dosazetem\10. V den 13. byla stanovena
maximalni hodnotaipkultivaci na mineralnim médiu.

NejvysSi produkce proteolytickych enz§nu plisre Phanerochaete chrysosporiubyla
nanefena i kultivaci narepkovych vyliscich 10. den kultivace.

Tab. 13 Proteolytické aktivity gmol.mi*.min') stanovené u plign Phanerochaete
chrysosporium v zavislosti rase a pouzitém kultivaim substratu — médium s limitaci.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,33 0,33 18,50 6,66
Drevni piliny 7,16 5,50 2,33 9,66
PSeniné otruby 0,33 10,33 0,33 5,00
Repkové vylisky (2,55 %) 1,33 13,83 6,66 5,83
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Obr. 16Z4vislost proteolytické aktivity s pouzitiiznych kultivénich substrat na dok
kultivace u plisé Phanerochaete chrysosporium — médium s limitaci.

Pri kultivaci plisre Phanerochaete chrysosporiuma psSerinych otrubach arepkovych
vyliscich (2,55 %) byla nejvysSi hodnota protealgé aktivity nandiena 6. den kultivace 1P
kultivaci na mineralnim médiu bylo maximum produkianamenano 10. den kultivace, na
dievnich pilinach pak v den 13.

NejvysSi produkce proteolytickych enz§nu plisre Phanerochaete chrysosporiubyla
naneiena @i kultivaci na mineralnim médiu 10. den kultivace.
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5.1.2.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity bylo provedeno dlévodi uvedenych v kapitole 4.3.2.
Produkce lipolytickych enzytnbyla sledovana v zavislosti gase a pouzitéem kulti¢aim
substratu. Stanoveni lipolytické aktivity v médiyld provedeno 3., 6., 10. a 13. Den
kultivace (Tab. 14), (Obr. 17) pro médium bez laci a (Tab. 15), (Obr. 18) pro médium
s limitaci.

Tab. 14 Lipolytické aktivity —(nmol.mil.min®) stanovené u plieh Phanerochaete
chrysosporium v zavislosti rase a pouzitém kultivaim substratu — médium bez limitace.

3.den 6. den 10. den 13. den

Mineralni médium 0,64 0,02 0,03 0,25
Drevni piliny 5,44 0,58 0,61 0,58
PSeniné otruby 27,62 4,60 6,08 9,36
Repkové vylisky (2,55 %) 153,06 6,24 0,00 12,26
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Obr. 17 Zavislost lipolytické aktivity s pouZzitimiznych kultivanich substrat na dol#
kultivace u plisa Phanerochaete chrysosporium — médium bez limitace.

Pri kultivaci plisre Phanerochaete chrysosporiuna mineralnim meédiu,tdvnich pilinach,
pSenénych otrubach tepkovych vyliscich (2,55 %) byla nejvyssi hodnapallytické aktivity
nantfena jiz 3. den kultivace. V dalSich dnech kultivambyl pozorovan Zadny vyrazny
narist produkce.

NejvysSi produkce lipolytickych enzymu plisre Phanerochaete chrysosporiuioyla
naneiena @i kultivaci narepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace.
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Tab. 15 Lipolytické

aktivity

(nmol.ril.min™)

stanovené

u plien Phanerochaete

chrysosporium v zavislosti rase a pouZzitém kultivaim substratu — médium s limitaci.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,41 0,10 0,16 0,19
Drevni piliny 0,72 0,46 0,50 0,39
PSentné otruby 5,09 3,62 4,57 7,64
Repkové vylisky (2,55 %) 30,67 26,60 25,33 23,36
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Obr. 18Zavislost lipolytické aktivity s pouzitimiznych kultivanich substrat na dol#
kultivace u plisé Phanerochaete chrysosporium — médium s limitaci.

Pri kultivaci plisre Phanerochaete chrysosporiuna mineralnim médiu,idvnich pilinach a
fepkovych vyliscich (2,55 %) byla nejvysSi hodnagzoliytické aktivity naniena 3. den
kultivace. Ri kultivaci na pSenriinych otrubach bylo potom maximum produkce zaznamzna
az 13. den kultivace.

NejvysSi produkce lipolytickych enzymu plisre Phanerochaete chrysosporiuioyla
naneiena @i kultivaci narepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace.

5.1.2.3 Stanoveni extracelularnich bilkovin

Stanoveni extracelularnich bilkovin bylo provedatie navod uvedenych v kapitole 4.4.
Produkce extracelularnich bilkovin byla sledovanaavislosti na ¢ase a pouzitém
kultivacnim substratu. Stanoveni extracelularnich bilkevimédiu bylo provedeno 3., 6., 10.
a 13. den kultivace (Tab. 16), (Obr. 19) pro médhem limitace a (Tab. 17), (Obr. 20) a pro
médium s limitaci.
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Tab. 16 Koncentrace extracelularnich bilkoving/ml) stanovené u plisnPhanerochaete
chrysosporium v zavislosti rase a pouZzitém kultivaim substratu — médium bez limitace.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 655,74 291,08 431,83 372,97
Drevni piliny 566,18 227,11 508,92 390,25
PSeniné otruby 1014,01 697,33 858,87 666,62
Repkové vylisky (2,55 %) 1 250,71 783,69 1138,76 758,74
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Obr. 19Zavislost koncentrace extracelularnich bilkoviposizitim riznych kultivanich
substrafi na dol# kultivace u plisét Phanerochaete chrysosporium — médium bez limitace.

Pri kultivaci plisre Phanerochaete chrysosporiuna mineralnim meédiu,fdvnich pilinach,
pSenénych otrubach Fepkovych vyliscich (2,55 %) byla nejvysSSi hodnoxaracelularnich
bilkovin nangtena jiz 3. den kultivace. DalSi stanoveni extrdéehich bilkovin ukazalo
pokles produkce v 6. den, naslednyisér 10. den a agpovny pokles fi stanoveni v 13. den
kultivace. Pokles produkce extracelularnich bilkovi6. den kultivace odpovida stanoveni
enzymovych aktivit, kdy v 6. den doslo rak jejich poklesu. R¢inou mohla byt adaptace
na jinou sloZku substratu a produkce jiného hydicdgho enzymu.

NejvysSi produkce proteolytickych enz§nu plisre Phanerochaete chrysosporiubyla
nanefena i kultivaci narepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace.
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Tab. 17 Koncentrace extracelularnich bilkoving/ml) stanovené u plisnPhanerochaete
chrysosporium v zavislosti rase a pouZzitém kultivaim substratu — médium s limitaci.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 1 410,65 1471,43 1 300,46 1 205,93
Drevni piliny 546,99 505,40 591,77 566,18
PSeniné otruby 1167,55 1116,37 958,22 889,25
Repkové vylisky (2,55 %) 1151,55 1 260,31 1 250,10 1 247,52
1600 -
1400 -
1200 -
E
5, 1000 -
N 3
3 mineralni médium
g 800 -
€ =&—drevni piliny
(O]
e 600 - pSenéné otruby
(@] P
N2 =>e=tepkové vylisky (2,55 %)
400 -
200 -

0 3 6 9 12 15
Doba kultivace (dny)

Obr. 20Z4vislost koncentrace extracelularnich bilkovposizitim fiznych kultivénich
substrafi na dol# kultivace u plisét Phanerochaete chrysosporium — médium s limitaci.

Pri kultivaci plisre Phanerochaete chrysosporiuma pSerinych otrubach byla nejvyssi
hodnota extracelularnich bilkovin n&fana 3. den kultivace.Pkultivaci na mineralnim
meédiu arepkovych vyliscich (2,55 %) bylo potom maximum prkde zaznamenano v obou
piipadech 6. den kultivace,fipkultivaci na devnich pilinAch v den 10. Stanoveni
extracelularnich bilkovin 13. den kultivace ukazaleSech pouzitych kultié@ich substrdi
pokles produkce.

NejvysSi produkce proteolytickych enz§nu plisre Phanerochaete chrysosporiubyla
nanefena i kultivaci na mineralnim meédiu 6. den kultivaceafl 18).
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Tab. 18 Shrnuti vysledk sledované produkce u plisnPhanerochaete chrysosporium

v zavislosti na‘ase a pouzitém kulti¢aim substratu.

Médium bez limitace

Proteolyticka aktivita

1.1 3. den 6. den 10. den 13. den
(umol.ml™~.min™)
Mineralni médium 8,83 8,16 6,66 12,16
Drevni piliny 4,66 1,66 2,00 2,66
PSeniné otruby 2,83 6,66 0,00 6,66
Repkové vylisky (2,55 %) 54,00 8,66 66,00 0,00
I(‘rzprfcl){tr'ﬁ:ffrﬁ:ﬁ'_\f)'ta 3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,64 0,02 0,03 0,25
Drevni piliny 5,44 0,58 0,61 0,58
PSeniné otruby 27,62 4,60 6,08 9,36
Repkové vylisky (2,55 %) 153,06 6,24 0,00 12,26
Koncentrace
extracelularnich bilkovin 3. den 6. den 10. den 13. den
(pg/ml)
Mineralni médium 655,74 291,08 431,83 372,97
Drevni piliny 566,18 227,11 508,92 390,25
PSeni&né otruby 1014,01 697,33 858,87 666,62
Repkové vylisky (2,55 %) 1 250,71 783,69 1138,76 758,74

Médium s limitaci

Proteolyt!fka_ éiftw'ta 3. den 6. den 10. den 13. den
(umol.ml=.min™)
Mineralni médium 0,33 0,33 18,50 6,66
Drevni piliny 7,16 5,50 2,33 9,66
PSentné otruby 0,33 10,33 0,33 5,00
Repkové vylisky (2,55 %) 1,33 13,83 6,66 5,83
I(‘rzprfcl){tr'ﬁ:ffrﬁ:ﬁ'_\f)'ta 3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,41 0,10 0,16 0,19
Drevni piliny 0,72 0,46 0,50 0,39
PSentné otruby 5,09 3,62 4,57 7,64
Repkové vylisky (2,55 %) 30,67 26,60 25,33 23,36
Koncentrace
extracelularnich bilkovin 3. den 6. den 10. den 13. den
(pg/ml)
Mineralni médium 1 410,65 1471,43 1 300,46 1 205,93
Drevni piliny 546,99 505,40 591,77 566,18
PSeni&né otruby 1167,55 1116,37 958,22 889,25
Repkové vylisky (2,55 %) 1 151,55 1 260,31 1 250,10 1 247,52
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Na zaklad predchozich stanoveni lze plitsd®hanerochaete chrysosporiumznait za
vhodného producenta jak proteolytickych, tak lipiakych enzynd.

Nejvyssi proteolyticka aktivita u média bez linsiga66,0Qumol.m*.min byla stanovena
pii kultivaci natepkovych vyliscich (2,55 %) 10. den kultivace, gom vysoké aktivita vSak
byla stanovena i 3. den kultivace (54j080ol.mI*.min™). U média s limitaci byla nejvy3si
proteolytick& aktivita 18,5@mol.mr*.min* stanovena i kultivaci na mineralnim médiu 10.
den kultivace. Nejvy3si lipolyticka aktivita u médbez limitace 153,06 nmol.thmin® byla
stanovena i kultivaci natepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace. U maésl limitaci
byla nejvyssi lipolyticka aktivita 30,67 nmol.thinin® stanovena row# pi kultivaci na
fepkovych wyliscich (2,55 %) so&étem v 3. den kultivace. NejvysSi koncentrace
extracelularnich bilkovirginila u média bez limitace 1 250,ph/ml, stanovena bylatp
kultivaci natepkovych vyliscich 3. den kultivace. U média s tami nejvyssi koncentrace
extracelularnich bilkovirginila 1 471,43ug/ml,piicemZ stanovena bylaftipkultivaci na
mineralnim médiu 6. den kultivace.

Pro dalSi postupy bylo pro produkci mikrobialniehzymi pomoci plisd Phanerochaete
chrysosporiumzvoleno médium s limitaci. Jako kultird substrat byly potom vybrany
repkové vylisky s odirem vzorki 6. den kultivace.

5.1.3 Mikroorganizmus Aureobasidium pullulans

Kultivace mikroorganizmtAureobasidium pullulan®yly provedeny dle navaduvedenych
v kapitole 4.2. PouZzitymi odpadnimi substraty bgigvni piliny, pSeriné otruby aepkové
vylisky (2,55 % lipid).

5.1.3.1 Stanoveni proteolytické aktivity

Stanoveni proteolytické aktivity bylo provedeno diavodi uvedenych v kapitole 4.3.1.
Produkce proteolytickych enzynbyla sledovana v zavislosti gase a pouzitém kulti¢aim
substratu. Stanoveni proteolytické aktivity v médhyio provedeno 3., 6., 10. a 13. den
kultivace (Tab. 19), (Obr. 21).

Tab. 19Proteolytické aktivity gmol.mI*.min?) stanovené u mikroorganizmu Aureobasidium
pullulans v zavislosti ndase a pouzitém kultivaim substratu.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,00 0,16 0,00 0,00
Drevni piliny 5,16 4,50 4,66 3,00
PSentné otruby 0,16 0,00 1,33 4,33
Repkové vylisky (2,55 %) 4,33 11,33 10,83 14,00
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Obr. 21Z4vislost proteolytické aktivity s pouZzitiienych kultivénich substrat na dok
kultivace u mikroorganizmu Aureobasidium pullulans.

Pri kultivaci mikroorganizmuAureobasidium pullulansia devnich pilinach byla nejvyssi
hodnota proteolytické aktivity natfena 3. den kultivace.iPkultivaci na mineralnim médiu
bylo potom maximum produkce zaznamenano 6. denvkuol, na pSetnych otrubach a
fepkovych vyliscich (2,55 %) pak v den 13.

NejvysSi produkce proteolytickych enzfnu mikroorganizmuAureobasidium pullulans
byla nangtfena i kultivaci narepkovych vyliscich (2,55 %) 13. den kultivace.

5.1.3.2 Stanoveni lipolytické aktivity

Stanoveni lipolytické aktivity bylo provedeno dlévodi uvedenych v kapitole 4.3.2.
Produkce lipolytickych enzythbyla sledovana v zavislosti gase a pouZzitém kulti¢aim
substratu. Stanoveni lipolytické aktivity v médildprovedeno 3., 6., 10. a 13. den kultivace
(Tab. 20), (Obr. 22).

Tab. 20 Lipolytické aktivity (nmol.mil.min') stanovené u mikroorganizmu Aureobasidium
pullulans v zavislosti ndase a pouzitém kulti¢aim substratu.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,00 0,06 0,23 0,00
Drevni piliny 0,39 0,82 1,98 0,40
PSeniné otruby 8,01 5,85 3,08 3,27
Repkové vylisky (2,55 %) 26,13 23,66 21,33 11,55
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Obr. 22Zavislost lipolytické aktivity s pouzitimiznych kultivanich substrat na dol#
kultivace u mikroorganizmu Aureobasidium pullulans.

Pri kultivaci mikroorganizmuAureobasidium pullulansa pSenrinych otrubach d@epkovych
vyliscich (2,55 %) byla nejvySSi hodnota lipolytickktivity nandfena 3. den kultivace.iP
kultivaci na mineralnim médiu aia@lnich pilinach bylo potom maximum produkce
zaznamenano 10. den kultivace.

Nejvyssi produkce lipolytickych enzymu mikroorganizmuAureobasidium pullulanbyla
naneiena @i kultivaci narepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace.

5.1.3.3 Stanoveni extracelularnich bilkovin

Stanoveni extracelularnich bilkovin bylo provedeatie navod uvedenych v kapitole 4.4.

Produkce extracelularnich bilkovin byla sledovanaavislosti na ¢ase a pouzitém

kultivacnim substratu. Stanoveni extracelularnich bilkevinédiu bylo provedeno 3., 6., 10.
a 13. den kultivace (Tab. 21), (Obr. 23).

Tab. 21 Koncentrace extracelularnich bilkovingg/ml) stanovené u mikroorganizmu
Aureobasidium pullulans v z4vislosti éiase a pouZitém kulti¢aim substratu.

3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 435,03 502,20 390,20 470,21
Drevni piliny 227,11 313,47 332,67 364,66
PSeni&né otruby 1 007,61 857,27 959,63 1039,60
Repkové vylisky (2,55 %) 1 260,31 1 103,57 1 305,09 1225,12
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Obr. 23Zavislost koncentrace extracelularnich bilkoviposizitim riznych kultivanich
substraf: na dol# kultivace u mikroorganizmu Aureobasidium pullulans

Pri kultivaci mikroorganizmu Aureobasidium pullulanga minerdlnim médiu byla nejvyssi
hodnota extracelularnich bilkovin na&fana 6. den kultivace.fPkultivaci na fepkovych
vyliscich (2,55 %) bylo maximum produkce zaznamendf. den kultivace, naievnich
pilinach a pSernych otrubach pak v den 13.

NejvysSi produkce extracelularnich bilkovin u mikrganizmuAureobasidium pullulans
byla nangtena i kultivaci naiepkovych vyliscich (2,55 %) 10. den kultivace.

Tab. 22 Shrnuti vysledk sledované produkce u mikroorganizmu Aureobasiduuttulans
v zavislosti na'ase a pouzitém kulti¢aim substratu.

(PJr?]tgfrlzlt_llc'ﬁr?lf)tlvna 3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,00 0,16 0,00 0,00
Drevni piliny 5,16 4,50 4,66 3,00
PSeniné otruby 0,16 0,00 1,33 4,33
Repkové vylisky (2,55 %) 4,33 11,33 10,83 14,00
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PokracovaniTab. 22

I(‘rzprfcl){tr'ﬁ:ffrﬁ:ﬁ'_\f)'ta 3. den 6. den 10. den 13. den
Mineralni médium 0,00 0,06 0,23 0,00
Drevni piliny 0,39 0,82 1,98 0,40
PSentné otruby 8,01 5,85 3,08 3,27
Repkové vylisky (2,55 %) 26,13 23,66 21,33 11,55
Koncentrace

extracelularnich bilkovin 3. den 6. den 10. den 13. den
(ng/ml)

Mineralni médium 435,03 502,20 390,20 470,21
Drevni piliny 227,11 313,47 332,67 364,66
PSentné otruby 1 007,61 857,27 959,63 1 039,60
Repkové vylisky (2,55 %) 1 260,31 1 103,57 1 305,09 1225,12

Na zéklad predchozich stanoveni Ize mikroorganiznfugeobasidium pullulanszn&it za
vhodného producenta jak proteolytickych, tak lipickych enzyni. NejvySSi proteolyticka
aktivita 14,00umol.m*.min”byla stanovenaip kultivaci nafepkovych vyliscich (2,55 %)
13. den kultivace. Nejvyssi lipolyticka aktivita ,28 nmol.mf.min™ byla potom stanovena
pii kultivaci na fepkovych vyliscich (2,55 %) 3. den kultivace. Né&$ly koncentrace
extracelularnich bilkovirtinila 1 305,09ug/ml, stanovena bylafpkultivaci na fepkovych
vyliscich (2,55 %)10. den kultivace (Tab. 22).

Pro dalSi postupy byl pro produkci mikrobialnichzemi pomoci mikroorganizmu
Aureobasidium pullulangvolen kultiv&ni substratepkové vylisky (2,55 %) s odkem v 6.
den kultivace.

5.2 Identifikace, izolace a purifikace enzyni

Identifikace, izolace a purifikace enzynbyly provedeny dle navaduvedenych v kapitole
4.5. Pouzitymi metodami zde byly — vertikdini PAGDS elektroforéza, gelova filtrace a
ultrafiltrace.

5.2.1 Vertikalni PAGE SDS elektroforéza

Vertikdlni PAGE SDS elektroforéza byla pouZzita jakentifikatni metoda k pehlednému
ur¢eni distribuce proteinve vzorku podle jejich molekulové hmotnosti, pg&tuano bylo dle
navodi uvedenych v kapitole 4.5.1.

Elektroforetickd separace enzinbyla provedena na 12% polyakrylamidovém gelu za
pouziti standan Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad). Na fyly nandSeny
vzorky supernatantu kultur Aspergillus oryzae Phanerochaete chrysosporiuma
Aureobasidium pullulanpo ultrafiltraci na 5 kDa membrénNaneseny byly jak koncentraty
(7x zkoncetrovano), tak permeaty. Pro Uplnost argioi byly naneseny if{slusné vzorky
pied ultrafiltraci (Tab. 23).
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Tab. 23Nanaseni vzorkna gel.
Cislo
jamky

Naneseny vzorek

Aspergillus oryzagred ultrafiltraci
Aspergillus oryza@o ultrafiltraci — koncentrat
Aspergillus oryza@o ultrafiltraci — permeét
Phanerochaete chrysosporiysted ultrafiltraci
Phanerochaete chrysosporiymo ultrafiltraci — koncentrat
Phanerochaete chrysosporiypo ultrafiltraci — permeat
Aureobasidium pullulanpied ultrafiltraci
Aureobasidium pullulanpo ultrafiltraci — koncentrat
Aureobasidium pullulanpo ultrafiltraci — permeat
0 Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

ROOIN|O|UAWINF

Na gel byly vzorky naneseny v mnoZzstvii@gPstandardy v mnoZzstvi 4.
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Obr. 24Vysledek vertikalni PAGE SDS elektroforézy s iflkathi stupnici standani

Elektroforetickd metoda byla vtomtotipac pouzita za &elem orienténiho ugeni
zvolena ultrafiltrace pouze na 5 kDa memigrdndiz zakoncentrovani bylo velmi nizké, coz
se projevilo ve form malo vyraznych barid | takto nizké zakoncentrovani se vSak ve
vysledku ukézalo, srovndme-li nanesené vzoredpultrafiltraci s fisluSnymi koncentraty,
zjistime, Ze bandy koncentiigsou podstathsy&jSi a nasledné vyhodnoceni o to snazsi.

Dle vysledku vertikdlni PAGE SDS elektroforézy (OBP4) byla u koncentrat
zaznamenanaifpoomnost proteift v oblasti od 250 do 90 kDa dale pak v oblasti &dd®
20 kDa. Pro izolaci a purifikaciéthto proteii byla pouzita metoda gelova filtrace na
Sephadexu G-100 a metoda ultrafiltrace na membham&elikosti 100 a 30 kDa.
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5.2.2 Gelova filtrace
Gelova filtrace byla pouzita jako identifiai i izolatni a purifika&ni metoda, postupovano
bylo dle navodu uvedeného v kapitole 4.5.2.

Gelova filtrace byla provedena na kolonach o obnt0 a 100 ml. Po elektroforetickém
ovéreni molekulovych hmotnosti separovanych prdidipla jako napi téchto kolon pouzita
latka Sephadex G-100. LepSi sepafainnost byla zaznamenana u kolony o objemu
100 ml. V dalSich r&enich se jiz kolona o objemu 50 ml nepouzivala.ir@gizovan byl
také pitok kolonou. Optimalni mitokova rychlost 50 ml kolonou byla stanovena na
0,5 ml/min, kolonou o objemu 100 ml pak na 1 ml/min

Metoda gelové filtrace se neukazala byt dostgtecitivou metodou pro identifikaci,
izolaci a purifikaci nami ziskanych enzyntObr. 25). Givodem Spatné separacaide byt
volba nostie, kratka kolona (23,5 cm) i p@mé vysoky piitok na tak maly objem gelu. Na
chromatogramu (modrém) je naznak rédedi do dvou wutSich frakci, vysokomolekularni
(30-55 minuta) a nizkomolekularni (55-75 minutapnio proces &eni je dale mozno
optimalizovat.

Obr. 25Chromatogram — supernatant plé&sAspergillus oryzae po kultivaci na pSémjch
otrubach s pidavkem chloridu sodného o koncentraci 10 g/I, kalo objemu 100 ml, nagk
2 ml, pritok 1 ml/min (modrakvka — zadznam z UV detektorti @80 nm cervena Kivka —

zadznam z vodivostniho detektoru).

5.2.3 Ultrafiltrace
Ultrafiltrace byla pouZita jako izotai a purifika&ni metoda, postupovano bylo dle navodu
uvedeného v kapitole 4.5.3

Pro izolaci a purifikaci fisluSnych enzyiin pomoci ultrafiltrace byly pouzity membrany
o velikosti 100 a 30 kDa. Velikosti jednotlivych mbran byly zvoleny na zaklad
pocateiniho elektroforetického stanoveni molekulovych mosti separovanych fragmént
bilkovin nachazejicich se v 7x zkoncentrovaném swgiantu kultivovanych plisni.
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Pomoci stanoveni enzymovych aktivit a mnozstavih byla kontrolovana ifitomnost
proteaz, lipdz, pdfpad jejich snesi v dikich frakcich. Vysledky wteni plisg
Phanerochaete chrysosporiysou uvedeny v tabulce nize (Tab. 24).

Tab. 24Ultrafiltrace 7x zkoncentrovaného supernatantsmiiPhanerochaete chrysosporium
na 100 a 30 kDa membrén

Ultrafiltrace na , , . ., ) . Koncentrace
membrané o velikosti P(r OEESZ;Y_? ri'?::}il)ta ldlprﬁglo\rlnall_fl ﬁ:\rl"a? bilkovin
100 kDa Hmot.mi - S (ug/ml)
Pred ultrafiltraci 11,50 19,42 1 381,86
Koncentrat (>100 kDa) 9,50 13,01 1 301,90
Permeat (5-100 kDa) 4,33 11,11 1189,94
Ultrafiltrace na , . . ., , L Koncentrace
membrang o velikosti P(r Ortsgzr?]‘l’_? r?]'i‘rt:f’l')ta %ﬁﬁéfﬁf‘ﬁ:‘é‘ﬁ? bilkovin
30 kDa Hmot.mi - St (ug/ml)
Pred ultrafiltraci 4,33 11,11 1189,94
Koncentrat (30-100 kDa) 3,33 7,68 1 033,20
Permeat (5-30 kDa) 0,00 1,96 825,28

Stanoveni enzymovych aktivit a mnoZzstvi bilkovijeenotlivych frakcich po vy3e uvedenych
ultrafiltracich potvrdily pitomnost enzyrin 0 velikostech ufenych elektroforetickou metodou
(Tab. 24), (Obr. 24).

V pripadt kultury Phanerochaete chrysosporiwysledek elektroforézy ukazal dva bandy.
Prvni band se pohyboval okolo velikosti 100 kDayhgr pak kolem 35 kDa. lzolace a
purifikace této kultury metodou ultrafiltrace patita proteolytickou aktivitu na pomezi
100 kDa, déle pak v oblasti 30-100 kDa. Lipolytické&tivita byla stanovena rovh na
pomezi 100 kDa a v oblasti 30-100 kDa. Navic bydalyticka aktivita stanovena v oblasti 5-
30 kDa, tato aktivita vSak byla p@&mé nizkd, coz mize vysétlovat absenci bandufip
elektroforetickém stanoveni.

Vzhledem k nepravghodobnosti vyskytu protedzy s molekulovou hmotnd€i0 kDa a
vysokym koncentracim bilkovin ve vSech frakcich\gsledky stanoveniisoudit nefunkni
membrag. Pro hrubou izolaci a purifikaci enzyinse tedy metoda ultrafiltrace ukazala byt
vhodnou, pro dostataou izolaci a purifikaci byla navrzena dalSi optiizece gelové filtrace
a ultrafiltrace a nasledné pouziti kombinatzhto dvou metod.

5.3 Stabilizace enzyni

Stabilizace enzyf byly provedeny dle navad uvedenych v kapitole 4.6. Stabiliza
metodou zde byla enkapsulace. Pomoci enkapsuldytywpiipraveny alginatovéastice, a to
jak s 1%, tak s 2% alginatem. Enkapsulovanymi i&ikayly 7x zkoncentrované supernatanty
kultur Aspergillus oryzae Phanerochaete chrysosporiuma Aureobasidium pullulango
kultivaci.
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5.3.1 Stanoveni enkapsul#éni G¢innosti

Stanoveni enkapsuai (€innosti bylo provedeno dle navibduvedenych kapitole 4.6.2.
Enkapsulani €innost byla stanovena castic z 1% i 2% alginatu, enkapsulovany
latkami byly 7x zkoncentrované supernatanty kulAspergillus oryze, Phanerochaete
chrysosporiuma Aureobasidium pullular po kultivaci. Tyto preparaty obsahovaly sg
extracelularnich hydrolaz medpokladanym moritnim zastoupenim proetdz a lif

Uvedené hodnotjsou pfimérem ze dvou nezavislych experimé (Tab.25), (Obr 26).

Tab. 25 MnozZstvi enkapsulovanych enzyi(%) naprodukovanych dznymi kulturami dc
algindtovychcdstic za pouZiti 1'a 2% alginatu.

1% alginat 2% alginat

Aspergillus oryzae 68,68 68,35
Phanerochaete chrysosporiu 55,83 54,86
Aureobasidium pullulans 61,89 63,75
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Obr. 26Mnozstvi enkapsulovanych enzy(%) naprodukovanychiznymi kulturami de
alginatovychcastic za pouziti 1' a 2% alginatu.

Enkapsulani &innost alginatovychiastic se pohybovala rozmezi 55 az i %. Enzymy
produkované pomoci plisnAspergillus oryze se enkapsulovaly &innosti kolem 7 %,
enzymy produkované gmoc Phanerochaete chrysosporiumucinnosti 55 %, enzymy
mikroorganizmuAureobasidium pullular pak s @innosti kolem 6@%. < nejvysSi dinnosti
se tedy enkapsulovabnzymy plisi Aspergillus oryzaea to jak vpripadt ¢astic : 1%, tak
Vv pripack castic z 2%alginétu.

Z vysledki uvedenych vySe je patrné, enkapsuléni (cinnosti doalginatovycheastic byly
u enzymi téhoz producenta srovnatelné,ug se jednalo o alginat 18602%.
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5.3.2 Enkapsulace enzyni z plisné Aspergillus oryzae

Kultivace plisi Aspergillus oryzadyly provedeny dle navdaduvedenych v kapitole 4.2. Na
zéklad studia produkce mikrobialnich enzgnv kapitole 5.1 probihala kultivace tohoto
producenta na pSemiych otrubach, 3. den byl potom odebran vzorekkatig supernatant

kultury Aspergillus oryzaebsahujici enzymy byl nasletlrx zkoncentrovan a pouzit pro
stanoveni dlouhodobych stabilit jak ve f@rrolné, tak ve formavdzané (enkapsulované).

5.3.2.1 Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkaps@onych enzyni

Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsahgeh enzym bylo provedeno dle
navodi uvedenych v kapitolach 4.6.3 a 4.6.4. Dlouhoddhbikty byly sledovany po dvou,
¢tyiech a Sesti tydnech, a to ve dvou pexiich — ve voé a v gelu. Uvedené hodnoty jsou
pramérem ze dvou sowinych inkub&nich experimerit (Tab. 26).

Tab. 26 Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsuigeh enzyim — enzymoveé
aktivity a jejich procentudalni vyjaeni vzhledem k aktivipivodni.

o . Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po dvou tydnech (pmol.ml'){.min'l) (%) (nm(l)ol.rrzll'l.min'l) (%)
Volné ve vod 48,66 93,89 3,64 53,82
Volné v gelu 19,66 37,94 5,38 79,47
Enkapsulované ve vod (1%) 0,36 99,89 0,23 97,79
Enkapsulované ve vod (2%) 0,28 95,10 0,18 92,97
Enkapsulované v gelu (1%) 0,03 9,07 0,00 0,00
Enkapsulované v gelu (2%) 0,25 83,92 0,00 0,00
Stabilita po ¢étyFech tydnech (ul;’nrglt .er:?ll}{j“rﬁli(r?{?ktlv(lz) (nrhgjl?r%t'lf I:na}na}i;tlwta(% )
Volné ve vod 50,33 97,11 3,96 58,54
Volné v gelu 19,66 37,94 5,42 80,09
Enkapsulované ve vod (1%) 0,36 99,89 0,24 100,00
Enkapsulované ve vod (2%) 0,26 89,53 0,20 100,00
Enkapsulované v gelu (1%) 0,00 0,00 0,11 48,88
Enkapsulované v gelu (2%) 0,23 78,31 0,17 87,54

o o s Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po Sesti tydnech (umol.mlz.min'l) (%) (nmcfl.rr?l'l.min'l) %)
Volné ve vod 29,89 57,67 2,30 33,95
Volné v gelu 5,74 11,08 3,00 44,38
Enkapsulované ve vod (1%) 0,36 99,89 0,25 100,00
Enkapsulované ve vod (2%) 0,26 89,53 0,18 94,00
Enkapsulované v gelu (1%) 0,35 95,34 0,23 97,79
Enkapsulované v gelu (2%) 0,26 89,53 0,19 97,44

Stanoveni dlouhodobych stabilit volnych a enkapsangch enzyma bylo provedeno za
Ucelem jejich porovnani a nasledného posouzeni tkghankapsulace jako stabilia
metody.
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Vysledky n@ieni aktivit volnych enzyin po dvou tydnech ukazaly pokles jak
proteolytické, tak lipolytické aktivity. NejvySSitabilitu vykazovaly volné proteolytické
¢tyfech tydnech se aktivity volnych enzgmeémet neliSily od aktivit po dvoutydennim
stanoveni. B m¢reni aktivit volnych enzyiin po Sesti tydnech vSak doSlo k vyraznému
poklesu &chto aktivit, a to ve vSechijpadech. Dosud relati¢rstabilni proteolytické enzymy
v prostedi vody klesly skoro na polovinu svévedni aktivity.

Vysledky neieni aktivit enkapsulovanych enzynpo dvoutydennim uchovavani ukazaly
v prostedi vody témy stoprocentni zachovaniayodnich aktivit jak wastic z 1%, tak
u ¢astic z 2% alginatu. Téf nulové az nulové aktivity byly vSak zaznamenarmyrostedi
gelu, vyjimkou byly proteolytické enzymy zabalen®% alginatu. Patyfrech tydnech se
aktivity enkapsulovanych enzyimv prostedi vody vyrazé neznénily, opané tomu bylo
v piipadt uchovavani v gelu, zde doslo k vyraznymémdam v podob zvySeni aktivit. Mieni
po Sesti tydnech pak zaznamenalo dalSi navySeniymanvgch aktivit, zejména
enkapsulovanych enzymv prostedi gelu. Na konci Sestého tydne uchovavani takéitém
v8echny enkapsulované enzymy dosahovaly siéodgni aktivity. Divodem je mozné
postupné uvalovani enzym ze struktur gelu.

Dle vysledki mereni bylo zjiséno, Ze v pipad enkapsulovanych mikrobiélnich enzgm
naprodukovanych pomoci plisnAspergillus oryzaebylo po Sestitydennim stanoveni
dosazeno téut ve vSech fipadech stoprocentni aktivity, zatimcoipact volnych enzynm
dochéazelo v tuto dobu k vyraznym pokles téchto aktivit. Jinymi slovy, v okamziku, kdy
aktivita volnych enzyrn vyrazré klesala, aktivita enkapsulovanych enZyimyla prakticky
nezneénena.

5.3.2.2 Stanoveni dlouhodobé stabiliastic

Stanoveni dlouhodobé stabiliggstic bylo provedeno dle navodu uvedeného v kagptd.5.
Dlouhodobé stability byly sledovany po dvottyiech a Sesti tydnech, a to ve dvou
prostedich — ve vo# a v gelu. Uvedené hodnoty jsouup®rem ze dvou sowinych
inkubanich experimerit (Tab. 27), (Tab. 28).

Tab. 27 Stanoveni dlouhodobé stabiligastic — mnozstvi uvainych bilkovin a jejich
procentualni vyjateni vzhledem k mnozstvivednimu.

Stabilita po dvou tydnech Kor(lf“(jrr:]tlr)ace bllkoE;r)])

Enkapsulované ve vod (1%) 223,27 45,07
Enkapsulované ve vod (2%) 214,63 43,53
Enkapsulované v gelu (1%) 163,13 32,93
Enkapsulované v gelu (2%) 188,72 38,28
Stabilita po étyrech tydnech Kor(lflsrr:]tlr)ace bllkoggz)

Enkapsulované ve vod (1%) 223,91 45,20
Enkapsulované ve vod (2%) 214,95 43,60
Enkapsulované v gelu (1%) 227,11 45,84
Enkapsulované v gelu (2%) 191,92 38,93
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PokratovaniTab. 27

Stabilita po Sesti tydnech Korzﬁs:;tlr)ace bllkozgz)

Enkapsulované ve vod (1%) 320,24 64,64
Enkapsulované ve vod (2%) 350,75 71,14
Enkapsulované v gelu (1%) 268,62 54,22
Enkapsulované v gelu (2%) 288,97 58,61

Vysledky neteni ukazaly, Ze po dvoutydennim uchovavéastic s enkapsulovanymi
enzymy se v progdi vody a gelu uvolnilo 30-45 %iwodniho mnoZzstvi bilkovin, figemz
uvolréného mnozstvi bilkovin pétyiech tydnech nezaznamenalo Zzadné vyijdrzmeny,
jinak tomu bylo pi stanoveni stabilityastic po Sesti tydnech uchovavani. V tomigpac
bylo uvSech stanovovanyctastic jak v prosedi vody, tak v prostdi gelu narfeno
znatel vySSi mnozstvi uvobimych bilkovin.

Z hlediska pouzité koncentrace alginatti pripraw ¢astic, zde nebyl pozorovan zadny
vyznamny rozdil.

Tab. 28 Stanoveni dlouhodobé stabilitastic — enzymové aktivity uvehych bilkovin a
jejich procentualni vyjageni vzhledem k aktivipivodni.

. . Proteolytickd aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po dvou tydnech (umol.mlx.min'l) (%) (nmoﬁ.n}lll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 14,16 79,59 0,53 22,91
Enkapsulované ve vod (2%) 15,16 85,62 0,41 17,96
Enkapsulované v gelu (1%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkapsulované v gelu (2%) 0,50 2,82 0,00 0,00
Stabilita po étyrech tydnech (uizglti;)ll}fﬁli(sl?ktw(liz) (nnlqltg?r:z/l?llc. I:na}na}k)tlwta(% )
Enkapsulované ve vod (1%) 14,50 81,46 0,54 23,37
Enkapsulované ve vod (2%) 15,33 86,56 0,61 26,71
Enkapsulované v gelu (1%) 0,66 3,75 0,00 0,00
Enkapsulované v gelu (2%) 3,50 19,76 0,00 0,00

o o s Proteolytick& aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po Sesti tydnech (umol.ml}i.min'l) (%) (nm(fl.nzll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 17,50 98,32 1,60 68,82
Enkapsulované ve vod (2%) 17,62 99,49 1,98 85,80
Enkapsulované v gelu (1%) 12,33 69,29 0,85 36,70
Enkapsulované v gelu (2%) 16,00 90,32 0,89 38,84

V rdmci stability castic byly testovany rowk enzymové aktivity enzytn uvolnénych
v pribéhu dlouhodobého uchovavani v piesti vody a gelu. Tato informace je dagiim
piedchozich vysledktykajicich se stabilitgastic, kde bylo sledovano nespecificky uveoin
proteini z ¢astic bez ohledu na zachovani biologické aktivitgyand.
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Ziskané vysledky enzymovych aktivit korespondowsdystanovenim mnozstvi uvéirych
bilkovin. Celkovy trend Ize tedy oz&iatakto — kde narstalo mnozstvi uvoklnych bilkovin,
tam nafistala i enzymova aktivita.

5.3.3 Enkapsulace enzyni z plisné Phanerochaete chrysosporium

Kultivace plisk Phanerochaete chrysosporiutoyly provedeny dle navad uvedenych
v kapitole 4.2. Na zakladstudia produkce mikrobialnich enzynv kapitole 5.1 probihala
kultivace tohoto producenta napkovych vyliscich (2,55 %), 6. den byl potom odebr
vzorek. Ziskany supernatant kultuBhanerochaete chrysosporiuabsahujici enzymy byl
nasledg 7x zkoncentrovan a pouzit pro stanoveni dlouhodbtsjabilit, jak ve forra volné,

tak ve forng vdzané (enkapsulované).

5.3.3.1 Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkaps@onych enzyni

Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsahgeh enzym bylo provedeno dle
navodi uvedenych v kapitolach 4.6.3 a 4.6.4. Dlouhoddhbikty byly sledovany po dvou,
Ctyfech a Sesti tydnech, a to ve dvou pediich — ve voé a v gelu. Uvedené hodnoty jsou
praimérem ze dvou sowinych inkub&nich experimerit (Tab. 29).

Tab. 29 Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsudgch enzyih — enzymové
aktivity a jejich procentualni vyjaeni vzhledem k aktivipivodni.

. . Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po dvou tydnech (p.mol.ml'){.min'l) (%) (nmé)l.rrill'l.min'l) (%)
Volné ve vod 6,16 96,10 19,37 66,01
Volné v gelu 5,00 77,92 19,30 65,79
Enkapsulované ve vod (1%) 0,00 0,00 0,25 23,32
Enkapsulované ve vod (2%) 0,00 0,00 0,27 39,76
Enkapsulované v gelu (1%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkapsulované v gelu (2%) 0,01 54,75 0,00 0,00
Stabilta po syrech tanech - Procoyicaskivia | Libolvika aiua_
Volné ve vod 6,33 98,70 19,76 67,36
Volné v gelu 5,83 90,91 19,39 66,09
Enkapsulované ve vod (1%) 0,05 100,00 0,39 35,95
Enkapsulované ve vod (2%) 0,03 100,00 0,38 55,05
Enkapsulované v gelu (1%) 0,01 34,79 0,06 5,83
Enkapsulované v gelu (2%) 0,01 54,75 0,12 18,35

o o s Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po Sesti tydnech (pmol.mlx.min'l) (%) (nm(fl.nzll'l.min'l) (%)
Volné ve vod 3,16 49,53 11,30 38,53
Volné v gelu 0,33 5,19 10,39 35,41
Enkapsulované ve vod (1%) 0,04 100,00 0,84 76,75
Enkapsulované ve vod (2%) 0,03 100,00 0,50 71,68
Enkapsulované v gelu (1%) 0,05 100,00 0,99 90,35
Enkapsulované v gelu (2%) 0,03 100,00 0,41 59,64
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Stanoveni aktivit volnych enzyimpo dvou tydnech ukézalo podabpako v gedchozim
piipact pokles jak proteolytické, tak lipolytické aktivitiNejvysSi stabilita byla pozorovana
enzymi v prostedi gelu. Poctyiech tydnech ke z#émam aktivit témdt nedoSlo, po Sesti
tydnech vSak byl zaznamenan jejich vyrazny pokles.

Vysledky neieni aktivit enkapsulovanych enzynpo dvoutydennim uchovavani ukazaly
v piipadt proteolytickych enzyrin uchovavanych v prasdi vody a lipolytickych enzytn
uchovavanych v prosdi gelu nulové hodnoty. NejvysSi aktivita byla @awana
u proteolytickych enzyiin v prostedi gelu enkapsulovanych do 2% alginatu. d&gech
tydnech pak doslo k navySeni enzymovych aktivitéiéwe vSech stanovovanycthiipadech.
Vyrazné zminy byly zaznamenany zejména u enkapsulovanych giybiekych enzyni
uchovavanych v prosdi vody, kde doSlo k navySeni enzymovych aktivipazodnich
nulovych az na stoprocentni.ékéni po Sesti tydnech pak v tomto istu pokrgovalo. Na
konci Sestého tydne uchovavéani se tak enzymoveitgkpohybovaly od 60 do 100 % své
puvodni aktivity.

Dle vysledki mereni bylo zjis&éno, Ze v pipad enkapsulovanych mikrobiélnich enzgm
naprodukovanych pomoci plisnPhanerochaete chrysosporiuraylo po Sestitydennim
stanoveni dosazeno ve vSedifippdech vice nez 60 %ayodni aktivity, zatimco viipad
volnych enzyni dochéazelo v tuto dobu k vyraznym pokiestéchto aktivit.

5.3.3.2 Stanoveni dlouhodobé stabiliastic

Stanoveni dlouhodobé stabiliggstic bylo provedeno dle navodu uvedeného v kagptd.5.
Dlouhodobé stability byly sledovany po dvottyiech a Sesti tydnech, a to ve dvou
prostedich — ve vo# a v gelu. Uvedené hodnoty jsouup®rem ze dvou sowinych
inkubainich experimerit (Tab. 30), (Tab. 31).

Tab. 30 Stanoveni dlouhodobé stabiliyastic — mnozstvi uvainych bilkovin a jejich
procentualni vyjateni vzhledem k mnozstvivednimu.

Stabilita po dvou tydnech Kor(lf“(jrr:]tlr)ace b||k0\(/0|/21 )

Enkapsulované ve vod (1%) 438,23 99,05
Enkapsulované ve vod (2%) 434,39 99,91
Enkapsulované v gelu (1%) 302,60 68,39
Enkapsulované v gelu (2%) 296,84 68,28
Stabilita po étyFech tydnech Kor(lﬁs;tlr)ace b”kO\(/;/Z )

Enkapsulované ve vod (1%) 441,43 99,77
Enkapsulované ve vod (2%) 435,03 100,00
Enkapsulované v gelu (1%) 307,08 69,40
Enkapsulované v gelu (2%) 297,48 68,42
Stabilita po Sesti tydnech Korzﬁs:]ntlr)ace b”kO\(/;/: )

Enkapsulované ve vod (1%) 438,23 99,05
Enkapsulované ve vod (2%) 379,37 87,26
Enkapsulované v gelu (1%) 441,43 99,77
Enkapsulované v gelu (2%) 334,27 76,89
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Vysledky neieni ukazaly, Ze po dvoutydennim uchovavéstic s enkapsulovanymi enzymy
se v prosedi vody a gelu uvolnilo 70-100 %uayodniho mnozstvi bilkovin, fEemz
mnozstvi bilkovin poétyrech tydnech nezaznamenalo Zadné vyj&zremeny. Po Sesti
tydnech uchovavani byl ¥ipad enkapsulovanych enzynmuchovavanych v prosdi gelu
zaznamenan dalSi ridt uvolrtného mnozstvi bilkovin.

Z hlediska pouzité koncentrace alginatti pripraw c¢astic, zde nebyl pozorovan zadny
vyznamny rozdil.

Tab. 31 Stanoveni dlouhodobé stabilitastic — enzymové aktivity uvehych bilkovin a
jejich procentualni vyjageni vzhledem k aktivipivodni.

. . Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po dvou tydnech (umol.ml}i.min'l) (%) (nmoﬁ.n}lll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 0,00 0,00 0,90 11,07
Enkapsulované ve vod (2%) 0,00 0,00 0,70 8,75
Enkapsulované v gelu (1%) 1,66 93,05 3,04 37,11
Enkapsulované v gelu (2%) 1,16 66,29 3,37 41,88

o . , Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po étyfech tydnech (pmol.ml}i.min'l) (%) (nmoﬁ.n}lll'l.min'l) %)
Enkapsulované ve vod (1%) 1,66 93,05 1,05 12,90
Enkapsulované ve vod (2%) 0,50 28,41 0,84 10,47
Enkapsulované v gelu (1%) 1,83 100,00 3,30 40,37
Enkapsulované v gelu (2%) 1,66 94,69 3,26 40,35

o o i Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po Sesti tydnech (pmol.ml}i.min'l) (%) (nmtg.n’}lll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 1,83 100,00 6,26 76,47
Enkapsulované ve vod (2%) 1,66 94,59 5,30 65,98
Enkapsulované v gelu (1%) 1,79 99,93 7,04 85,94
Enkapsulované v gelu (2%) 1,66 94,69 7,70 95,71

Enzymové aktivity ve &Sin¢ ptipadi korespondovaly se stanovenim mnozstvi usmych
bilkovin. Celkovy trend Ize tedy, podobjako u gedchoziho testovaného kmene, popsat tak,
Ze mnozstvi uvoknych bilkovin i enzymova aktivita se zvySovaly s&irg.

5.3.4 Enkapsulace enzyni z mikroorganizmu Aureobasidium pullulans

Kultivace mikroorganizmtAureobasidium pullulanbyly provedeny dle navaduvedenych
v kapitole 4.2. Na zakladstudia produkce mikrobialnich enzynv kapitole 5.1 probihala
kultivace tohoto producenta napkovych vyliscich (2,55 %), 6. den byl potom odebr
vzorek. Ziskany supernatant kultukyreobasidium pullulambsahujici enzymy byl nasletin
7x zkoncentrovan a pouzit pro stanoveni dlouhodolstabilit, jak ve form volné, tak ve
form¢ vazané (enkapsulované).
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5.3.4.1 Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsw@onych enzyni

Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsahgeh enzym bylo provedeno dle
navodi uvedenych v kapitolach 4.6.3 a 4.6.4. Dlouhoddhbikty byly sledovany po dvou,
¢tyiech a Sesti tydnech, a to ve dvou pexiich — ve voé a v gelu. Uvedené hodnoty jsou
pramérem ze dvou sowinych inkub&nich experimerit (Tab. 32).

Tab. 32 Stanoveni dlouhodobé stability volnych a enkapsulgch enzyr — enzymoveé
aktivity a jejich procentualni vyjaeni vzhledem k aktivipiivodni.

. . Proteolytickd aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po dvou tydnech (umol.ml'{.min'l) (%) (nmoFI). m)ll'l.min'l) (%)
Volné ve vod 6,00 96,00 21,22 61,01
Volné v gelu 4,16 66,67 14,44 41,51
Enkapsulované ve vod (1%) 0,00 0,00 0,37 19,57
Enkapsulované ve vod (2%) 0,00 0,00 0,30 19,49
Enkapsulované v gelu (1%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkapsulované v gelu (2%) 0,00 0,00 0,00 0,00

. . , Proteolyticka aktivita Lipolyticka aktivita
Stabilita po ¢tyiech tydnech (umol.ml'{.min'l) (%) (nmc?l.rr?l'l.min'l) %)
Volné ve vod 6,16 98,67 21,17 60,85
Volné v gelu 5,83 93,33 20,42 58,71
Enkapsulované ve vod (1%) 0,06 97,37 0,39 20,69
Enkapsulované ve vod (2%) 0,00 0,00 0,41 26,68
Enkapsulované v gelu (1%) 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkapsulované v gelu (2%) 0,05 89,29 0,00 0,00

. e Proteolytick& aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po Sesti tydnech (pmol.ml}i.min'l) (%) (nmc?l.rri/l'l.min'l) %)
Volné ve vod 4,16 66,67 14,00 40,24
Volné v gelu 3,16 50,67 14,50 41,67
Enkapsulované ve vod (1%) 0,06 97,37 0,89 46,80
Enkapsulované ve vod (2%) 0,05 89,29 0,99 63,63
Enkapsulované v gelu (1%) 0,05 81,75 0,70 36,91
Enkapsulované v gelu (2%) 0,03 59,46 0,70 44,90

Enzymové aktivity volnych enzyinpo dvou tydnech ukazaly &ppokles jak v pipact
proteolytické, tak v fipadt lipolytické aktivity. Nejvice stabilnimi byly jake predchozich
enzymy v prosedi gelu. Bhem stanoveni p&tyiech tydnech byl zaznamenan mirnyisar
enzymovych aktivit, a tofedevSim v prosédi gelu. B meéfeni aktivit volnych enzyiin po
Sesti tydnech vSak doSlo k poklegahto aktivit, a to ve vSechripadech.
Vysledky neieni aktivit enkapsulovanych enzynpo dvoutydennim uchovavani ukazaly

v pripact proteolytickych enzyrin uchovavanych v progdi vody i gelu a lipolytickych
enzymi uchovavanych v prasdi gelu nulové hodnoty. NejvySSi aktivita byla gpawana

u lipolytickych enzyni v prostedi vody. Paityfech tydnech pak doSlodast&nému nakstu
enzymovych aktivit, picemz vyznamny nast byl pozorovan u proteolytickych enzgnede
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se aktivity enzym zvedly z nuly téréf na 100 %. Mieni po Sesti tydnech pak v nétu
enzymovych aktivit pokvalo. Na konci Sestého tydne uchovavani se takepigické
aktivity pohybovaly v rozmezi od 60 do 100 % sv&quni aktivity, u lipolytickych aktivit
pak v rozmezi 35-65 %.

Dle vysledkKi meieni bylo zjiSéno, Ze v pipact enkapsulovanych mikrobialnich enzgm
naprodukovanych pomoci mikroorganizrAureobasidium pullulans®ylo po Sestitydennim
stanoveni dosazeno vetsine pripadh vice nez 60 % jpvodni aktivity, zatimco vipadt
volnych enzyni dochézelo v tuto dobu k vyraznym pokiestéchto aktivit.

5.3.4.2 Stanoveni dlouhodobé stabiligastic

Stanoveni dlouhodobé stabilityastic bylo provedeno dle navodu uvedeného v 4.6.5.
Dlouhodobé stability byly sledovany po dvottyiech a Sesti tydnech, a to ve dvou
prostedich — ve vo#é a v gelu. Uvedené hodnoty jsouup®rem ze dvou sowinych
inkubainich experimerit (Tab. 33), (Tab. 34).

Tab. 33 Stanoveni dlouhodobé stabiligastic — mnozstvi uvatnych bilkovin a jejich
procentualni vyjateni vzhledem k mnozstvivednimu.

Stabilita po dvou tydnech Korzﬁle/:?r;tlr)ace bl|k02&l;l)

Enkapsulované ve vod (1%) 351,22 55,01
Enkapsulované ve vod (2%) 404,96 61,58
Enkapsulované v gelu (1%) 319,23 50,00
Enkapsulované v gelu (2%) 296,84 45,14
Stabilita po ¢étyiech tydnech Korzﬁle;?;lr)ace bl|k02&l;l)

Enkapsulované ve vod (1%) 371,05 58,12
Enkapsulované ve vod (2%) 406,24 61,17
Enkapsulované v gelu (1%) 318,91 49,95
Enkapsulované v gelu (2%) 380,65 57,88
Stabilita po Sesti tydnech Korzﬁle;?;lr)ace bl|k02(/)2])

Enkapsulované ve vod (1%) 400,91 62,79
Enkapsulované ve vod (2%) 435,63 66,24
Enkapsulované v gelu (1%) 407,22 63,78
Enkapsulované v gelu (2%) 438,23 66,64

Vysledky nefeni ukazaly, ze po dvoutydennim uchovavastic s enkapsulovanymi enzymy
se vprogedi vody a gelu uvolnilo 45-60 %upodniho mnozstvi bilkovin, fEemz
mnozstvi bilkovin poctyfech tydnech zaznamenalést&ény ndaist, zejména vifpack
enkapsulovanych enzyindo 2% alginatu uchovavanych v gelu. Po Sesti t§dnehovavani
byl pak zaznamenan dalSi gt uvolretného mnozstvi bilkovin.

Z hlediska pouzité koncentrace alginatti pripraw c¢astic, zde nebyl pozorovan zadny
vyznamny rozdil.
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Tab. 34 Stanoveni dlouhodobé stabiliastic — enzymové aktivity uvehych bilkovin a
jejich procentudlini vyjageni vzhledem k aktivipivodni.

. . Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po dvou tydnech (umol.ml}i.min'l) (%) (nmoﬁ.n}lll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 0,00 0,00 0,98 911
Enkapsulované ve vod (2%) 0,00 0,00 1,16 10,48
Enkapsulované v gelu (1%) 0,33 17,23 1,76 16,35
Enkapsulované v gelu (2%) 1,66 83,66 2,02 18,27

o . , Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po étyFech tydnech (pmol.ml}i.min'l) (%) (nmoﬁ.n}lll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 1,66 86,17 1,20 11,19
Enkapsulované ve vod (2%) 1,33 66,93 0,99 8,94
Enkapsulované v gelu (1%) 0,50 25,85 1,79 16,64
Enkapsulované v gelu (2%) 1,66 83,66 2,09 18,85

o o s Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Stabilita po Sest tydnech (pmol.ml}i.min'l) (%) (nmoﬁ.n}lll'l.min'l) (%)
Enkapsulované ve vod (1%) 1,83 94,79 5,05 46,96
Enkapsulované ve vod (2%) 1,66 83,66 5,30 47,85
Enkapsulované v gelu (1%) 1,79 92,55 7,70 71,55
Enkapsulované v gelu (2%) 1,66 83,66 6,26 56,48

Vysledky enzymovych aktivit, stejrjako u gedeslych dvou kmen opst korespondovaly
se stanovenim mnoZzstvi uvehych bilkovin.

5.4 Aplikace enzymi ve farmacii — enzymy podporujici traveni

V ramci této kapitoly byla produkce mikrobialnichzgmi a jejich stabilizace enkapsulaci
testovana k potencialni praktické aplikaci v moggéh fyziologickych podminkach.
Enzymy, jez jsou znamy svym pozitivnim az nenahlehaym &inkem v procesu traveni
(vice v kapitole 2.4.1.2), byly naprodukovany pommdkrobi (kapitola 4.2), enkapsulovany
(kapitola 4.6.1) a vystavenyupobeni unilé Zaludéni, pankreatické a Zdové Favy

v podminkach simulujicich fbeéh gastrointestindiniho traktu. Naslédmylo sledovano
uvolovani a zachovani aktivit enkapsulovanych engympostupovano bylo dle navid
uvedenych v kapitole 4.6.5. Vysledkyétani jsou shrnuty nize. Uvedené hodnoty jsou
pramérem ze dvou sowinych inkub&nich experimerit

Tab. 35Koncentrace uvokinych enzyma jejich procentualni podil v ramci GIT.

> aludesni ¥ava Koncentrace bilkovin
(pl/mi) (%)
Aspergillus oryza€1%) 38,38 27,27
Aspergillus oryza€2%) 44,78 29,11
Phanerochaete chrysosporiuifi%o) 12,79 11,83
Phanerochaete chrysosporiuif2%o) 31,98 21,88
Aureobasidium pullulans(1%) 31,98 21,60
Aureobasidium pullulans(2%) 12,79 9,35
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PokratovaniTab. 35

s ez Koncentrace bilkovin
Pankreaticka ®ava (w/mb) (%)
Aspergillus oryza€1%) 98,84 70,23
Aspergillus oryza€2%) 105,55 68,61
Phanerochaete chrysosporiuifi%o) 90,20 83,43
Phanerochaete chrysosporiuif2%o) 110,03 75,27
Aureobasidium pullulang(1%) 112,27 75,81
Aureobasidium pullulans(2%) 118,99 86,92
luEova Fava Koncentrace bilkovin

(p/mi) (%)
Aspergillus oryza€1%) 3,51 2,50
Aspergillus oryza€2%) 3,51 2,29
Phanerochaete chrysosporiuifi%) 5,11 4,73
Phanerochaete chrysosporiuif2%o) 4,15 2,84
Aureobasidium pullulans(1%) 3,83 2,59
Aureobasidium pullulans(2%) 5,11 3,74

Na zaklad vysledki bylo zjiS€no, Ze nejvice enkapsulovanych enayse uvolnilo zastic

v prostedi pankreatické tavy (ptimérné 76,71 %), méd v prostedi $avy zaludéni
(pramérne 20,17 %), zbytkové mnozstvi pak w&® Zlucove (pameérné 3,12 %). Alginatové
castice tedy prokazaly vySsi stabilitu v kyselémZatude€ni §avy nez v pH zasaditém, a to
jak v pipadt castic gipravenych z 1%, tak z 2% alginatu. Druh mikrobian producenta
v tomto stanoveni ro nehral vyznamnou roli.

VySSi stabilita v kyselém prdasdi Zaludeni &avy je vyhodou pro cileny transport
enkapsulovanych enzymdo tenkého $eva, kde jsou {sobenim pankreatické a Zaveé
gravy castice rozlozeny a enzymy se mohou uvolnit a bytitponagiklad k enzymove
terapii.

Tab. 36 Proteolyticka a lipolytick&d aktivita uvadnych enzym vramci GIT a jejich
procentualni vyjateni vzhledem k aktivitamiypodnim.

> aludedni ¥ava Proteolytick& aktivita Lipolytick& aktivita
(umol.ml~.min™®) | (%) | (nmol.ml™.min®) | (%)
Aspergillus oryzad1%) 6,66 100,00 0,04 23,67
Aspergillus oryzag%) 1,66 100,00 0,01 5,09
Phanerochaete chrysosporiufh%o) 1,16 100,00 0,01 4,52
Phanerochaete chrysosporiuf2%o) 3,00 100,00 0,02 3,60
Aureobasidium pullulang1%) 1,50 100,00 0,04 7,91
Aureobasidium pullulan$2%o) 1,16 100,00 0,06 29,66
s Proteolyticka aktivita Lipolytick& aktivita
Pankreaticka Y'ava (umol.ml~min™®) | (%) | (nmol.ml™.min™") | (%)
Aspergillus oryzagl %) 40,83 100,00 2,10 100,00
Aspergillus oryzag%) 47,00 100,00 2,09 100,00
Phanerochaete chrysosporiufh%o) 37,16 100,00 2,04 100,00
Phanerochaete chrysosporiuf2%) 55,66 100,00 2,09 100,00
Aureobasidium pullulan$1%o) 45,16 100,00 2,12 100,00
Aureobasidium pullulan$2%o) 51,00 100,00 2,10 100,00
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PokratovaniTab. 36

1uEova Fava Proteolyltické flktivita Lipolyt!fké a_lftivita
(umol.ml™.min™) | (%) | (nmol.ml™.min™) | (%)

Aspergillus oryzagl %) 6,66 100,00 0,02 100,00
Aspergillus oryzaé?%) 11,33 100,00 0,03 100,00
Phanerochaete chrysosporiuifl%) 0,33 100,00 0,01 15,05
Phanerochaete chrysosporiuf2%) 4,16 100,00 0,03 33,76
Aureobasidium pullulan$1%o) 3,33 100,00 0,02 24,68
Aureobasidium pullulan$2%o) 0,50 100,00 0,01 15,26

Vysledky stanoveni aktivit uvotmych enzymi v rdmci gastrointestindlniho traktu ukézaly
nejvyssi zachovanédhto aktivit v pH pankreatické&’dvy, dale pi ptsobeni gavy Zlwove,
k vétSimu poklesu pak doSlo ve&& Zalud€ni. Ke zmignému poklesu dochazelo vsak
pouze v pipack aktivity lipolytické. Proteolyticka aktivitatstala stoprocentnzachovana ve
vSech typecht®v. Koncentrace pouzitého algindiwdruh mikrobidlniho producenta zdesp
nehraly vyznamnou roli.

Dle dosazenych vysledklze tedy testovanéastice s enkapsulovanymi mikrobialnimi
enzymy oznét za vhodné pro farmaceutické aplikace, zwWagsak v podob pripravki
s cilenym transportem enzynao traviciho traktu a s pozvolnym usitovanim @i zachovani
jejich dostaténé aktivity. Material pouZzity na ffpravu castic je stabilni v kyselém pH
Zaludku, takze enzymy uviitastic Zistanou nepoSkozené a projdou v enkapsulované podob
do tenkého $eva. Zde se sicé€astice rozpadnou, ale aktivita uvétych enzyni je
v prostedi steva vysoka a tak mohou uvehé enzymy pozitivé ovliviiovat proces #evni
digesce.
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6 ZAVER

PredloZzen& diplomova prace byla zsesna na produkci mikrobialnich enzyma jejich

naslednou stabilizaci prdstinictvim enkapsulace. Teoretickdast byla ¥novana
mikrobialnim enzymim, zejména extracelularnim hydrolazam, jejich pomstiim a
vlastnostem. V ramci teorie byla studovana takémstaplikace enzyinv oblasti farmacie
a mediciny. Ve farmacii byla diskutovdna moZnosuaij tchto enzyni jakoZto latek
podporujicich I8bu chronickych ran, latek podporujicich travénjako latek onkolytickych.
V kosmetice pak byly enzymy prezentovany jako syogkzymatickych peeling pripravki

proti celulitick, pripravki petujicich o hygienu dutiny Gstnii jako slozky antioxideni a
kosmetiky proti starnuti.

Experimentalnicast pak byla zadtena na samotnou produkci mikrobialnich enéyan
jejich stabilizaci. Za &elem volby vhodného producenta mikrobialnich enzyivyla
provedena optimalizace metod kultivace mikroorgandizoomoci stanoveni enzymovych
aktivit. Sledovanymi producenty byly plisnAspergillus oryzae a Phanerochaete
chrysosporiumdale pak mikroorganizmusureobasidium pullulansKultivace probihaly na
mineréalnim médiu a naech typech odpadnich substratmito substraty byly fevni piliny,
pSenéné otruby arepkové vylisky obsahujici 2,55 % ligid Sledovanymi enzymy byly
proteazy a lipazy, jemz stanoveniethto enzymovych aktivit bylo provedeno vzdy 3., 6.,
10. a 13. den kultivace. Pro dalSi postupy byl pradukci mikrobialnich enzyfthpomoci
plisné Aspergillus oryzaezvolen kultiv&ni substrat pSetmé otruby s odéyem 3. den
kultivace. Pro plise Phanerochaete chrysosporium mikroorganizmusAureobasidium
pullulans byly jako kultiva&ni substraty potom zvolergpkové vylisky (2,55 %) s odkem
v 6. den kultivace.

V ramci experimentélnéasti byla dale provedena optimalizace také v obidsntifikace,
izolace a purifikace enzyim Metoda gelové filtrace v pouzitém uggdani se neukazala byt
vhodnou pro &innou purifikaci nami ziskanych enzym K identifikaci enzyni dle
molekulové hmotnosti byla pouzitarquevSim vertikalni PAGE SDS elektroforéza. Pro
separaci a purifikaci byla pouzita téZ metoda filtrace. Celko¥ Ize shrnout, Ze dalSi
optimalizaci obou pouzitych metod bude mozné damdihiinné purifikace enzymového
preparatu odpovidajici poZzadd@vk EFSA na bezg®é produkty pouZitelné do potravin a
kosmetiky.

Podstatnouc¢asti experimentu byla stabilizace naprodukovanydékrabialnich enzym
prostednictvim enkapsulace. Alginatov&@stice, a to jak z 1%, tak z 2% alginatu, byly
piipraveny pomoci enkapsulatoru. Enkaps&nialtinnost € pohybovala v rozmezi 55 az
70 %. S nejvysSidinnosti se enkapsulovaly enzymy pligkspergillus oryzaeNasleds byla
ve dvou prosedich (ve vod a v gelu) v pitbéhu Sesti tydi sledovana dlouhodoba stabilita
enkapsulovanych enzyima srovnana se stabilitou enzaymolnych. Spolénym trendem
vramci vSech enkapsulovanych enZynpii stanoveni dlouhodobych stabilit bylo
zaznamenani vyrazného poklesu aktivity volnych erizy rozmezictvrtého a Sestého tydne
uchovavéni. Ve stejnéasovém Useku byl u enkapsulovanych enkyraopak pozorovan
znatelny naist €chto enzymovych aktivit, a toiedevsSim v fipact enkapsulovanych
mikrobialnich enzym naprodukovanych pomoci plisAspergillus oryzaeStabilita byla
studovana rowt¥ u castic samotnych. Sledovano bylo jak mnozstvi wsojch bilkovin, tak
zachovani jejich aktivit. Rbéh uvohovani bilkovin byl u vSech studovanych produéent
obdobny. B stanoveni stabilit¢astic po dvou tydnech doSlactkst&nému uvolgni enzyn,
piicemZz nejmenSi mnoZstvi uvemych bilkovin bylo zaznamendno u enkapsulovanych

67



enzymu plisng Aspergillus oryzagkde se Bhem prvnich dvou tydnuvolnilo pouze 30-45 %
bilkovin. Stanoveni pétyrech tydnech neukazalo vétsine pripadi Zadné vyraz§si zmeny

v uvolreném mnozstvi. Oga¢ tomu bylo vSak v{fipadt Sestitydenniho stanoveni, kdy jiz
dochazelo k vyraznému ni&tu uvolrénych bilkovin. Obeck vysSi stabilitu vykazovaly
castice uchovavané v preéstli gelu. Z hlediska pouzité koncentrace alginatupgipraw
¢astic, zde nebyl pozorovan vyznamny rozdil. V rastability ¢astic byly testovany row
enzymové aktivity bilkovin uvoknych v pabéhu dlouhodobého uchovavani v prest
vody a gelu. Ziskané vysledky enzymovych aktivit wgSin¢ piipadi korespondovaly se
stanovenim mnozstvi uvainych bilkovin. Uvolgné enzymy si tedy zachovaly svoji aktivitu.

Testovano bylo i vyuZiti izolovanych enzynve farmacii jakozto latek podporujicich
traveni. Enkapsulované enzymy byly vystaveiiggbeni Zaludai, pankreatické a Ztové
sravy v podminkach simulujicichgseh gastrointestinalniho traktu. Nasl€dwylo sledovano
uvolovani a zachovani aktivit enkapsulovanych enzyNa zaklad vysledki bylo zjiS€no,
Ze nejvice enkapsulovanych enzZyrse uvolnilo v progedi pankreatickétavy (pfimérné
76,71 %), méa v prostedi $avy Zaludeéni (pameérné 20,17 %), zbytkové mnozstvi pak ve
Srawe Zlucové (pameérne 3,12 %). Alginatove&astice tedy prokazaly vyssi stabilitu v kyselém
pH gastrointestinalnino traktu nez v pH zasaditdrgssi stabilita v kyseléem prasdi
Zaludeni ¥avy je vyhodou pro cileny transport enkapsulovangiechymi do tenkého $éva,
kde jsou fisobenim pankreatické a Zbvée Favy castice rozlozeny a enzymy se mohou
uvolnit a byt poZity naiklad k enzymové terapii. Vysledky stanoveni aktiwvolnénych
enzymi v ramci gastrointestinalniho traktu ukazaly takg/ysSSi zachovanithto aktivit i
pusobeni 8avy pankreatické.

Material pouzity na fipravu castic je tedy stabilni v kyselém pH Zaludku, takbeymy
uvnité ¢astic Zistanou neposkozené a projdou v enkapsulované patiotenkého seva. Zde
se sicetastice rozpadnou, ale aktivita uvetrych enzyni je v prostedi steva vysoka, a tak
mohou uvolgné enzymy pozitivé ovliviiovat proces sevni digesce. Na zakladéchto
vysledlka lze tedy testovanéastice s enkapsulovanymi mikrobialnimi enzymy d@#naa
vhodné pro farmaceutické aplikace, zwapak v podob pripravka s cilenym transportem
enzymi do traviciho traktu a pozvolnym uwavanim pi zachovani jejich dostateé
aktivity.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL

ADEPT
APS
CCM
DNA
Ea

EC
EFSA
ES

GIT
NAD
PAGE
ROS
SDS
SOD
SW
TEMED
Tris
uv
YPD

protilatkourizend enzymaticka terapie préiéem
persiran amonny

Ceské sbirka mikroorganizim
deoxyribonukleova kyselina

aktivatni energie

Enzyme Comission

Evropsky £ad pro bezp#ost potravin
komplex enzym-substrat
gastrointestinalni trakt
nikotinamidadenindinukleotid
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
reaktivni forma kysliku

dodecylsiran sodny
superoxiddismutaza

software
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

zéreni v ultrafialové oblasti spektra
Yeast Peptone Dextrose

U
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