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ABSTRAKT

vvvvvv

riznych druhit mikroorganismi, které jsou schopny tvorby intraceluldrnich a
extracelularnich enzymt a ty mohou byt povazovany za pidni enzymy. Pidni enzymy hraji
vyznamnou roli pfi udrzovani ptidni ekologie a zdravi piidy. Tyto enzymy rozkladaji ptidni
organickou hmotu a méfenim jejich aktivit je mozné hodnotit funk¢nost ptid. Mezi nejvice
testované enzymové aktivity patii ureaza, esteraza, [-glukosiddza, o-glukosidaza,
arylsulfatdza, a alkalické nebo kyselé¢ fosfomonoesterazy, které zahrnuji metabolismus
uhliku, dusiku, fosforu a siry. Enzymové aktivity byly stanoveny pomoci UV-VIS
spektrofotometrie za pouziti chromogennich substrati pfi vinové délce odpovidajici
produktu vznikajiciho danou enzymovou aktivitou, a to mikrozkumavkovou metodou,
pracujici se suspenzi ptidy, a metodou podle ISO 20130, pracujici s vodnym extraktem pudy.
Pro stanoveni enzymovych aktivit bylo pouzito 13 vzorkli pidy dodanych kolegou
z Mendelovy univerzity. Mezi vysledky obou metod byly nalezeny vyznamné rozdily.
Zatimco metodiky pro a — glukosidazu, B — glukosidazu a alkalickd fosfatazu navzajem spolu
korelovaly, tak metodiky pro stanoveni enzymové aktivity arylsulfatazy a kyselé fosfatazy
mély rozdilné vysledky u obou metod. Rozdilné vysledky aktivit obou metod mohou
vychazet z rozdilnych postupti, kde u ISO metody se pracovalo s extraktem piidnich enzymi

a u mikrozkumavkové metody s pidni suspenzi.

Klicova slova: Pidni enzymy, ISO 20130, zkumavkova metoda, mikrodesticka, [-

glukosidéza, a-glukosidaza, arylsulfataza, fosfatdza, ureaza, esteraza.



ABSTRACT

Soil is one of the most dynamic and important systems on Earth. Soil contains a several
different types of microorganisms which are able to produce intracellular and extracellular
enzymes, and these can be considered as soil enzymes. Soil enzymes play an important role
in maintaining soil ecology and soil health. These enzymes decompose soil organic matter
and by measuring their activities it is possible to evaluate the functionality of soils. The most
tested enzyme activities include urease, esterase, B-glucosidase, a-glucosidase, arylsulfatase,
and alkaline or acidic phosphomonoesterases, which include the metabolism of carbon,
nitrogen, phosphorus and sulfur. Enzyme activities were determined by UV-VIS
spectrophotometry using chromogenic substrates at wavelengths corresponding to the
products formed by the enzyme activity, using a microtube method working with a soil
suspension and a method according to ISO 20130 working with an aqueous soil extract. To
determine soil enzyme activities, it was used 13 soil samples delivered by colleague from
Mendel University. Significant differences were found between the results of both methods.
While the method for a - glucosidase, B - glucosidase and alkaline phosphatase correlated
with each other, and the method for determining the enzyme activity of arylsulfatase and
acid phosphatase had different results for the two methods. The different results of the
activities of both methods may be based on different procedures, where the ISO method

worked with an extract of soil enzymes and the microtube method with a soil suspension.

Keywords: Soil enzymes, ISO 20130, tube method, microplate, B-glucosidase, a-

glucosidase, arylsulfatase, phosphatase, urease, esterase.
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UvVOD

Podle Soil Science Sociey of America je ptida smési mineralti, mrtvych a zivych organism,
vzduchu a vody. Tyto ¢tyfi slozky spolu reaguji izasnym zptsobem, diky ¢emuz je ptida
vyuzivaji mnoha zptsoby. Z tohoto divodu ma fadu definic. InZenyr mtize povazovat ptidu
za material, na kterém je vybudovana infrastruktura, zatimco diplomat mize oznaCovat
,»pudu‘ jako tizemi naroda. Z pohledu védce je ptida: Povrchova mineralni a / nebo organicka
vrstva Zemé, kterd prosla uréitym stupném fyzikalniho, biologického a chemického
zvétravani. [1]

Pida hraje dilezitou roli v zivoté kazdého z nds, a proto je velmi podstatna jeji kvalita.
Intenzivnim zplsobem hospodafeni a pouzivanim neSetrnych technologii nejen na
zemédélskych pozemcich dochdzi k vyznamnému ovliviiovani a zménam v obsahu
organickych latek akumulovanych v ptid€ i na jejim povrchu, toto vede ke snizovani jeji
kvality.

Kvalita pd se da hodnotit mnoha zplsoby, od fyzikélnich, chemickych az po biologické.
Pro tuto praci byla zvolena biochemickd metoda zamétena na hodnoceni kvality pady.
Metoda spociva ve vyhodnoceni n€kolika typt enzymovych aktivit v pudé na zakladé
rozkladu substratu. Substrat sestava ze dvou slozek: z nichz jedna zplsobuje zbarveni a
druhd reaguje senzymem. Na zdkladé mnozZstvi zreagovaného substritu je ziskana
odpovidajici barevna sytost, pro niz je pomoci UV / VIS spektrofotometru pfi vhodné vinoveé
délce stanovena hodnota absorbance, diky které lze stanovit hodnotu enzymové aktivity.
Z hodnot enzymovych aktivit mize byt hodnocena ptidni kvalita a také jeji zdravi, coz
popisuje tato prace. V této diplomové praci byla pro podrobné zhodnoceni ptid enzymovymi
aktivitami vybrana sada nékolika riznych aktivit zahrnujici cyklus uhliku, dusiku, siry a
fosforu. Tyto cykly jsou obsazeny ve vybranych enzymovych aktivitich: a a B —
glukosidazy, kyselé a alkalické fosfatazy, arylsulfatdzy, esterazy a ureazy. Na zakladé
vyslednych hodnot enzymovych aktivit byly ptidy hodnoceny. Hodnoceni probihalo podle
dvou metod, které¢ byly vzajemné porovnany. Prvni metodou, kterd byla optimalizovéana byla
metoda provadéna v mikrozkumavkach a druhou metodou byla metoda podle normy ISO
20130/2018.

Cilem této prace bylo zjednodusit, ¢astecné optimalizovat a nasledné také vyhodnotit
metodu stanoveni enzymovych aktivit provadénou v mikrozkumavkach a srovnat ji

s hodnotami enzymovych aktivit podle normované metody ISO 20130. Dal§im cilem bylo
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zam¢éfit se na snizeni mnozstvi pouzitého materidlu a chemikalii. Optimalizace metody
provadéné v mikrozkumavkach spocivala ve vytvoreni vhodnych podminek, pfi kterych
bude mozné hodnoty enzymovych aktivit hodnotit spole¢né. Hodnotami enzymovych aktivit

byla na zavér hodnocena ptudni kvalita.
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1 PUDA

Pida je mineralni ¢i organicka vrstva na povrchu Zemé, ktera prosla biologickym,
chemickym nebo fyzikdlnim zvétravanim. Je smési minerald, mrtvych a zivych organismi,
vzduchu a vody. Tyto jednotlivé prvky mezi sebou reaguji tzasnymi zpusoby, diky kterym
Pidy jsou omezené ptirodni zdroje. Jsou povazovany za obnovitelné, protoze se neustale
formuji. I kdyz je to pravda, k jejich tvorbé dochazi extrémné nizkou rychlosti. Ve
skute¢nosti muze trvat tvorba jednoho centimetru pudy nékolik set let i vice. Mira tvorby
pudy se na celé planeté 1isi: nejpomalejsi rychlost se vyskytuje v chladnych a suchych
oblastech (vice nez 1000 let) a nejrychlejsi rychlost je v horkych a vlhkych oblastech
(n€kolik stovek let). [1], [2]

1.1 Kbvalita pudy

Zachovani kvality pidy je naprosto nezbytnym bodem k dosazeni trvale udrzitelného a
konkurenceschopného hospodatstvi. Piidni funkce plni nezastupitelnou roli a procesy, které
v ni probihaji vyznamné ovliviiuji dalsi slozky ekosystému. Ze zemédélského hlediska je
pudy. Avsak kvalita plidy spiSe souvisi s funkci ekologickou a také byva ¢asto definovana
jako pldni zdravi — schopnost pidy fungovat jako Zivy systém uvnitf ekosystému,
uchovavajici si svou produktivitu, podporujici kvalitu vody a ovzdu$i a udrzujici zdravi

rostlin, zvitat a lidi. [3]

1.1.1 Vlivy pisobici na kvalitu pidy

Lidskou aktivitou dochazi k fad€ zasadnich negativnich zmén v pidé. Mezi nejvyznamnéjsi
negativni jevy muzeme zatadit: degradaci padni struktury, ztratu pidni organické hmoty,
zhutiovani ptd, eroze pid, kontaminace pid cizorodymi latkami, acidifikace a dalsi. Do
jisté miry je kvalita pd také ovliviiovana zptisobem hospodateni na piid€. Zasadni podil na
kvalit¢ pudy maji agrotechnické zésahy jako je hnojeni, technologie péstovani plodin a

osevni postupy. [3]
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1.1.2 Vlastnosti piidy ovlivnitelné managementem

Hodnoceni kvality pidy se zaméfuje na dynamicky nebo na pldni management ktery
ovlivituje ziviny, slanost a schopnost zadrzovat vodu. Tyto vlastnosti jsou hodnoceny jako

inherentni schopnosti konkrétni ptudy. [4]

1.1.3 Esenciilni sluzby poskytované pidou

Pida podporuje riist rostlin, recykluje organicky material, piidy reguluji a filtruji toky vody,
podporuji budovy a silnice a poskytuji stanovisté¢ pro rostliny a zvifata. V zavislosti na

vyuziti piidy se mnoho z téchto funkei vyskytuje soucasné. [2]

1.2 Inherentni a dynamické vlastnosti ptdy

Kvalita pidy je kombinaci inherentnich a dynamickych vlastnosti pudy. Kvalitni procesy
probihajici v piide€ jsou dynamické vlastnosti piidy a to, jak se méni ve vztahu k inherentnim
vlastnostem pudy. Inherentni nebo invariantni vlastnosti se s vyuzitim ptidy méni jen malo
pokud vubec. Tyto vlastnosti mohou zahrnovat strukturu ptidy, hloubku podlozi, typ jilu,
sorpcni kapacitu a drendzni tfidu. Tyto vlastnosti jsou v pudé tvoteny po tisicileti. Tvorba

pudy zavisi na péti ptdotvornych faktorech. [5]
e Klima (srazky a teplota)
e Topografie (tvar pozemku)
e Biota (pidni vegetace, organismy a mikroorganismy)
e Matefsky material (geologické a organické prekurzory ptdy)
e Cas (¢as, kdy je matefsky material vystaven ptidotvornym procestim)

Dynamické vlastnosti ptidy se mohou v prubéhu mésici a let ménit v reakci na zmény
vyuzivani piidy. Dynamické vlastnosti zahrnuji organickou hmotu, strukturu pidy, rychlost
infiltrace, objemovou hmotnost a kapacitu zadrZzovani vody a Zivin. Zmény dynamickych
vlastnosti jsou zavislé na postupech hospodafeni s ptidou a také na vlastnostech pudy.
Naptiklad hladina organické hmoty v pidé€ zavisi na postupech zpracovani ptidy a typech
péstovani rostlin, ale celkové mnoZstvi organické hmoty je omezeno strukturou pidy a
podnebim. Nekteré vlastnosti, napiiklad objemovou hustotu lze povazovat za inherentni

vlastnosti pod 20-50 cm, ale v blizkosti povrchu se jedna o dynamickou vlastnost. [5]
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1.3 Funkce ptudy

Pida je nedilnou soucasti pro provadéni mnoha funkci. Od poskytovani ¢istého vzduchu,

vody, bohaté urody pies lesy, produkty pastvin az po rozmanitou divo¢inu a krasnou krajinu.

To vSe je zastoupeno péti zékladnimi funkcemi. [6]

Cyklus zivin — Pida uklada a fidi uvolnovani a cyklus zivin a dalSich prvk. Béhem
téchto biochemickych procest, analogicky k vodnimu cyklu, mohou byt Ziviny
transformovany do rostlinnych forem, drzeny v pidé nebo dokonce ztraceny

vzduchem ¢i vodou. [7]

Vztah s vodou — Piida mtize regulovat tok, odtok a skladovani vody a rozpusténych
latek zahrnujicich dusik, fosfor, pesticidy a dalsi slouc¢eniny rozpusténé ve vode¢. Pti
spravné funkci pidy je voda rozdé€lovana pro dopliovani podzemnich vod a pro

vyuziti rostlinami a ptidnimi zivocichy. [8]

Biodiverzita a stanovi§té — Plida podporuje rast rostlin, Zivocichii a piidnich
mikroorganismu, obvykle tim, Ze poskytuje rtizna fyzikalni, chemicka a biologicka

stanovisté. [9]

Filtra¢ni a tlumiva schopnost — Plida funguje jako filtr chranici kvalitu vody, vzduchu
a dalSich zdroji. Toxické slouCeniny nebo piebyte¢né Zziviny mohou byt

degradovéany nebo jinym zplsoben zneptistupnény rostlindm a zivo€ichim. [10]

Fyzikalni stabilita a podpora — Piida m4 schopnost udrzovat svou porézni strukturu,
aby umoziovala prichod vzduchu a vody, odolavala erozivnim silam a poskytovala
médium pro kofeny rostlin. Neodmyslitelnou funkci ptidy je schopnost podpory

ukotveni lidskych struktur a konzervace archeologickych artefakta. [11]

1.4 Pidni typy

Pidni typ je zakladni kategorizacni jednotkou taxonomického klasifikacniho systému ptd

CR. Vsechny pudy, které sdileji urditou sadu piesné definovanych vlastnosti, tvofi

charakteristicky typ pidy. Kazda ptida na svété patii k ur¢itému typu pldy. [12]
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2 ENZYMY

Zivot je sloZen z nesmirné velkého mnozstvi biochemickych reakci, z nichZ téméf viechny
jsou fizeny soubory biologickych katalyzatorii, nazyvané jako enzymy. I kdyz jsou enzymy
podfizeny stejnym ptirodnim zdkonlim jako ostatni slouceniny tak se odlisuji od béznych

chemickych katalyzator v n¢kolika bodech. [13]

1. Vyssi reakeéni rychlost: Rychlosti u enzymovée katalyzovanych reakci jsou vyssi o 6
az 12 tadi oproti rychlosti odpovidajici reakci, které neobsahuji katalyzatory a o

nékolik fadi vyssi nez reakce katalyzované chemicky.

2. Mirngjsi podminky reakce: Enzymové katalyzované reakce byvaji uskute¢iiovany za
relativné mirnych podminek; teploty reakce dosahuji do 100 °C, reakce probihaji za
atmosférického tlaku a hodnoty pH se pohybuji vétSinou v neutralni oblasti. KdeZto
ucinné chemické katalyzatory mnohdy vyzaduji zvyseni teploty a tlaku a extrémni

hodnoty pH.

3. Vyssi specifita a reakce: Na rozdil od chemickych katalyzatori maji enzymy
mnohem vys$i specifitu k substratim, a to vede k tvorbé mnohem specifictéjSich
produkti a vysledkem je Ze u enzymovych reakci malokdy vznikaji vedlejsi

produkty.

4. Schopnost regulace: Koncentrace jinych sloucenin, nez substratu dokdzou ovlivnit
katalytické schopnosti mnoha enzymil. Mezi regulacni mechanismy téchto procesti
patii alosterickd regulace, kovalentni modifikace enzymu a variabilita mnozstvi

syntetizovanych enzymti.

Enzymy jsou jednoduché ¢i slozené proteiny, plisobici jako biokatalyzatory. Enzymy urcuji
rychlost a povahu chemickych reakci a fidi vétSinu biochemickych procest v téle vSech
organismti. Molekuly, na které mohou enzymy pisobit, se nazyvaji substraty a enzym
pfeménuje substraty na rizné typy molekul znamé jako produkty viz obrazek 1. VétSina
metabolickych procesli v buiice potiebuje enzymovou katalyzu, aby k nim mohlo dojit

dostate¢né rychle a dokazaly udrzet zivot. [14]
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Substrat

Enzym Komplex enzym-substrat Enzym

Obrazek 1: Mechanismus enzymové aktivity

Enzymy katalyzuji vice nez 5000 typu biochemickych reakci. Mezi dalsi biokatalyzatory
muzeme zatadit katalytické molekuly RNA nazyvajici se ribozomy. Specifi¢nost enzymii
pochazi pravé z jejich jedinenych trojrozmérnych struktur. A podle mista pisobeni je

muzeme rozdélit na intracelularni a extracelularni enzymy. [15]

2.1 Intracelularni enzymy

Intracelularni enzymy pfedstavuji vétSinu enzymd, zGstavaji uvnitt v buiice, ve které
vznikly, a v bunice vykonavaji své specifické funkce. Jsou funkéni bud’ v rozpusténé forme
anebo jsou vazané v riiznych biologickych strukturach a vétSinou tvoii organizované funkéni
komplexy, multienzymové jednotky nebo multifunkéni enzymy. Mnoho intraceluldrnich
enzymli se vyskytuje pouze v urcitych organech a mohou byt lokalizovany pouze
v nékterych jejich ¢astech (organelach). Mensi ¢ast intracelularnich enzymi naopak nema

specifickou lokalizaci a byvaji ve vétSin€ ¢asti bunék a prakticky v celém organismu. [16]

2.2 Extracelularni enzymy

Rozklad organickych latek je slozity proces vyzadujici kombinované pulsobeni vice
organismu. Z nejveétsi Casti se na rozkladu podileji pidni mikroorganismy, které produkuji a
uvolnuji nescetné mnozstvi riznych extracelularnich enzymu. Extracelularni enzymy
pomahaji depolymerovat a mineralizovat slozité¢ organické slouceniny na mensi molekuly,
které 1ze nésledné asimilovat. Hodnoceni riznych pldnich extraceluldrnich enzymi se
ukézalo jako Ui¢inny néstroj pro hodnoceni funkénosti ptid v kolobéhu Zivin a mikrobidlniho

oziveni pud. [17]
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Mezi hlavni zdroje extracelularnich enzymt v pidé mizeme zatadit pidni Zivocich, kofeny
rostlin a mikroorganismy. Enzymy se do ptdniho prosttedi uvoliiuji bunéénym
metabolismem eukaryotickych a prokaryotickych bunék. V eukaryotickych buiikach se na
syntéze extracelularnich enzymi podileji ribozomy a poté jsou enzymy transportovany pies
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat az na plazmatickou membranu, ze které jsou
pomoci exocytézy vylouCeny ven z bunky. U prokaryotickych bunck syntéza enzymii
probiha v ribozomech, ze kterych jsou transportovany na cytoplazmatickou membranu a

sekrecnimi proteiny jsou vylouceny z bunky ven. [16], [18]

2.3 Pidni enzymy

Pidni enzymy zvySuji rychlost reakce, pii které se rozkladaji organické slouceniny a
uvoliuji se tak Ziviny. SloZka zpracovdvana enzymem se nazyva substrat. Napiiklad
glukosidéaza (padni enzym) §tépi glukézu z glykosidu (substrat). Enzymy jsou specifické pro
substrat a maji sva aktivni mista, kterd se vazou na substrat a tvofi docasny komplex viz
obrazek 1. Enzymatickd reakce uvoliluje produkt, kterym miize byt Zivina obsazena

v substratu. [19]

Pida je zivy systém, ve kterém se uskutecniuji vSechny biochemické aktivity pomoci
enzymatickych procest. Enzymy nahromadéné v pudé jsou pfitomny v podobé volnych
enzymt, jako jsou exoenzymy uvolnéné ze zivych bunck, endoenzymy z rozpadajicich se
bun¢k a enzymy vazané na bunétné slozky rozpadajicich se bun€k, v bunécnych
fragmentech a v Zivotaschopnych, ale nereprodukujicich se buiikach. VétSina enzymu
dostavajicich se do plidy rozpadajicimi se mikrobialnimi tkdnémi, rostlinnymi a Zivo¢iSnymi
zbytky jsou pravdépodobné degradovany piidnimi protedzami a zbytek je zaclenén do
humusu. Pidu lze proto povazovat za systém humusu a minerdlli obsahujicich jak

imobilizované enzymy, tak uzaviené mikrobidlni bunky. [20]

Enzymy stabilizované v plidni matrici se hromadi nebo tvoti komplexy s organickou hmotou
(humus), jilem a komplexy humus-jil ale jiZ nejsou spojeny s Zivotaschopnymi buiikami.
Predpoklada se, ze 40 az 60 % aktivity enzymu muze pochazet ze stabilizovanych enzymd,
takze aktivita nemusi nutné vysoce korelovat s mikrobialni biomasou nebo mikrobidlnim
dychanim. Enzymova aktivita je tedy kumulativnim ucinkem dlouhodobé mikrobialni
aktivity a aktivity zivotaschopné populace pii odbéru vzorkid. Piikladem enzymu, ktery

odrazi aktivitu Zivotaschopnych bunék je dehydrogenédza, ktera se teoreticky muze
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vyskytovat pouze u zivotaschopnych bunék, a ne ve stabilizovanych piidnich komplexech.

[19]

Vyznam piidnich enzymu se nachazi v jejich reakci na zménu hospodareni s piidou dlouho
predtim, nez jsou zjistitelné dal§i zmény indikatort kvality pidy. Pidni enzymy hraji
dalezitou roli pfi rozkladu organickych latek a kolobéhu zivin viz tabulka 1 a obrazek 2.
Nekteré enzymy pouze usnadiiuji Stépeni organické hmoty (hydrolaza, glukosidaza),
zatimco jiné se podileji na mineralizace Zivin (amidaza, uredza, fosfataza, sulfatiza).
S vyjimkou aktivit fosfatazy zatim nebylo prokézano, ze se aktivita enzymt pfimo vztahuje
k dostupnosti zivin nebo produkci plodin. Vztah mtze byt nepfimy, vzhledem k tomu, ze
mineralizace zivin k formam dostupnym pro rostliny je dosazena pfispénim aktivity enzymu.

[19], [21]

Tabulka 1: Uloha piidnich enzymii [19]

Enzym Substrat Koncovy produkt | Vyznam Funkce v ptidé
Beta Slouceniny uhliku | Glukdza (cukr) Energie pro | Rozklad
glukosidaza mikroorganismy | organické hmoty
Amidaza Slouceniny uhliku | NHy4 NHa pro rostliny | Kolobé¢h Zivin
a dusiku

Ureaza Dusik (moc¢ovina) | NH3; a CO» NHa4 pro rostliny | Kolobéh zZivin
Fosfataza Fosfor POg4 P pro rostliny Kolobéh zivin
Sulfatdza Sira SO4 S pro rostliny Kolobéh zivin

Absence nebo potlaceni piidnich enzymu predchazi nebo omezuje procesy, které mohou
ovlivnit vyzivu rostlin. Spatna aktivita enzymi (schopnost pesticidi degradovat enzymy)
muze vést k hromadéni chemikalii, které mtizou byt Skodlivé pro Zivotni prostredi; urcité

chemikalie mohou dokonce inhibovat aktivitu piidnich enzymii. [22]

Vyznamnou roli pfi zvySeni enzymil v ptid€ hraji organické tpravy, sttidani plodin a kryci
plodiny. Pozitivni u¢inek pastviny je spojen se vstupem zviteciho hnoje a mensim narusenim
pudy. Zemédélské metody, které¢ meéni pH pidy (vépnéni), mohou do jisté miry zménit

aktivitu enzymu. [22]
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o-galactosidaza

B-glukosidaza

Fosfodiesterase

Ureaza
Zasadité a kyselé
fosfatazy

Arylsulfataza

Obrazek 2: Enzymy katalyzujici cyklus zivin — pudni dynamika

2.3.1 Amidohydrolazy

V pidach se vyskytuje nékolik typti amidohydroldaz. VSechny se ucastni hydrolyzy
pfirozen¢ho a pfidaného organického N v pludé. Z nichz prav€ L-asparaginiaza, L—

glutaminaza, amiddza a ure4za jsou nejvyznamnéjsi. [23]

Enzym L-asparaginaza (L-asparagine amidohydrolase EC 3.5.1.1) hraje dilezitou roli pii
mineralizaci N v pidach. Chemicka podstata N v pudach je takova, ze velka ¢ast (15-25 %)
z celkového padniho N se asto uvoliiuje jako NH4" kyselou hydrolyzou. Cast uvolnéného
NH4" pochazi zhydrolyzy amidovych (asparaginové a glutaminové) zbytkt v padni
organické hmoté&. Pfi kyselé hydrolyze huminovych latek z celkového N bylo 7,3 az 12,6 %
ve formé& amidu. Procento NH4" uvolnéno b&hem kyselé hydrolyzy je rovno nebo téméf
rovno souctu kyseliny aspartové plus kyseliny glutamové odvozend od asparaginu a

glutaminu. [23], [24]

L-asparaginaza katalyzuje hydrolyzu L-asparaginu za vzniku kyseliny L-asparaginové a

NHs, jak je uvedeno na obrazku 3 [25]:
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NH, NH,
L-asparaginase |

HJIC-COOH + H,0 —————  H-C-COOH + NH,
| |

CH, CH,
| |

CO COOH
1

NH,

Obrazek 3: L-aspargindzova hydrolyza

L-glutamindza patii mezi amidohydrolazy, které hraji dilezitou roli pfi dodavani N
rostlinam. Tato hydrolaza je specificka tim, ze ptisobi na C-N vazby jiné nez peptidové vazby
v linearnich amidech. [26]

Reakce katalyzovana pomoci L-glutaminazy (L-glutamine amidohydrolase, EC 3.5.1.2)

zahrnuje hydrolyzu L-glutaminu za vzniku kyseliny L-glutamové a NH3, jak je znazornéno

na obrazku 4 [26]:

COOH COOH
L-glutaminase
NH:—C—H + Hzo ———— NHz—C—H + NH3
| |
CH, CH,
| |
1 |
CO COOH
l
NH,

Obrazek 4: L-glutaminazova hydrolyza

Amidaza (acylamide amidohydrolase, EC 3.5.1.4) je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu

amidi na NH3 a odpovidajici karboxylové kyseliny viz obrazek 5 [27]:
R-CONH, + H,0 —NH, + R-COOH

Obrazek 5: Amiddzova hydrolyza

Amidaza pisobi na C-N vazby jiné neZ peptidové vazby v linearnich amidech. Je specificka

pro alifatické a arylové amidy nemohou piisobit jako substraty. Tento enzym je Siroce
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rozSiten a distribuovano v ptirodé. Byl zjist€tno u zvifat a mikroorganismi. Mezi
mikroorganismy, u nichz je prokézano, ze maji amidazovou aktivitu, patii bakterie, kvasinky

a houby. Substraty tohoto enzymu jsou zdrojem N pro rostliny. [28], [29]

Ureéza (urea amidohydolase, EC 3.5.1.5) je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu mocoviny
na CO» a NH3 viz obrazek 6 [30]:

NH,CONH, + H,0 —CO, + 2NH,

Obrazek 6: Uredzova hydrolyza

Plsobi na C-N vazby jiné nez peptidové vazby linedrnich amidi, a tak patii do skupiny
enzymu, které zahrnuji glutamindzu a amidazu Jelikoz jsou stépeny dvé C-N vazby pfi
hydrolyze mocoviny uredzou, je zfejmé ze stechiometricky vztah v rovnici je vysledkem
komponentnich reakci. Karbamoyl je meziproduktem dvoustupiiové reakce. Reakce se da

shrnout nasledovné viz obrazek 7 [30], [31]:

NH, OH ONH,’

ri

/S /
0=C +HOH—|0=C +NH,=0=C
N

N N
NH, NH, NH,

N )
+HOH — H,CO, + 2NH,

Obrazek 7: Dvoustupiiova reakce [32]

Dtikazy odvozené z kinetickych udaji naznacuji, ze uredza tvoii karbamoylovy komplex

znazornén na obrazku &:

H,N-C-enz

I
0

Obrazek 8: Karbamoylovy
komplex

jako jeden z ES (enzym — substrat) komplexti a voda je pravdépodobné akceptorem v reakcei

pfenosu karbamoylu. Karbamat je tedy nutnym substratem pro druhy krok reakce. Vzhledem
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k tomu, ze navrhovany mechanismus je zalozen na kinetickych studiich, je pro tento

mechanismus stale zapotiebi piimych dukaz. [32]

Uredza je v ptirod¢ velmi Siroce distribuovana. Byla detekovana u mikroorganismti, rostlin

a zvirat. [32]

2.3.2 Fosfatazy

Obecny nazev fosfatdzy je pouzivan k popisu Siroké skaly skupiny enzymt, které¢ katalyzuji
hydrolyzu jak esterii, tak anhydridit H3PO4. Komise pro enzymy, Mezindrodni unie pro
biochemii klasifikovala vSechny tyto enzymy na pét hlavnich skupin. Patfi mezi né
fosfore¢né monoesterové hydrolazy (EC 3.1.3), diesterové hydrolazy fosforecné (EC 3.1.4),
trihydrogenfosforecné hydrolazy (EC 3.1.5), pisobici enzymy anhydridy obsahujici fosforyl
(EC 3.6.1) a enzymy piisobici na P-N vazby (EC 3.9), jako je fosfoamidaza (EC 3.9.1.1).
[33]

Fosfomonoesterazy, kyseld fosfataza (orthophosphoric monoester phosphohydrolase, EC
3.1.3.2) a alkalické fosfatazy (orthophosphoric monoester phosphohydrolase, EC 3.1.3.1)
jsou studovany velmi rozsdhle. Enzymy jsou klasifikovany jako kyselé a alkalické fosfatazy,
protoze ukazuji své optimdlni aktivity v kyselém a alkalickém rozmezi. Z divodu diilezitosti
téchto enzymii v mineralizaci ptidniho organického P a vyzivy rostlin se nashromazdila
znacna literatura na fosfomonoesterazach v pade. VéEtsina literatury, vSak souvisi s kyselou
fosfatdzou. V dusledku toho ma tento enzym vyznamné misto v pudni biochemii a
enzymologii. Obecna rovnice reakce katalyzovana kyselou a alkalickou fosfatdzou jde

znézornit rovnici, kterd je popséna na obrazku 9: [34]

0 O

I
R-0-P-O" + H,0 — R+OH + HO-P-0".

o O

Obrazek 9: Fosfatdazova hydrolyza

Jedna z nejzajimavéjSich vlastnosti kyselych a alkalickych fosfataz je jejich specifita. Ackoli
vétSina z dostupnych informaci téchto enzymu se tyka kysel¢ fosfatazy v ptdach, jsou tyto
znadmé tim, Ze hydrolyzuji rizné fosfomonoestery. V piidé byly zdokumentovany hydrolyzy

B-glycerofosfatu, fenylfosfatu, -naftyl fosfatu a p-nitrofenyl fosfatu. [35]
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Kysela fosfatdza prevlada v kyselych pidach a alkalickéd fosfatdza v alkalickych pidach.
Inverzni vztah mezi aktivitou fosfatazy a pH pidy to naznacuje rychlost syntézy a
uvoliiovani tohoto enzymu ptidnimi mikroorganismy a stabilita tohoto enzymu v souvislosti
s pH ptady. Vzhledem k tomu, ze vyssi rostliny postradaji aktivitu alkalické fosfatazy se zda,

ze aktivita alkalické fosfatazy v pud¢ je pouze produkei mikroorganismil. [36]

Hodnoty Michaelisovy konstanty K, kyselé fosfatazy v pade se pohybuji od 1,3 do 4,5 mM;
hodnoty alkalické fosfatazy se pohybuji od 0,4 az 4,9mM. Adsorpce fosfataz na jilovitych
mineralech vyznamné méni kinetické parametry. Podobn¢ jako ostatni kinetické studie
pudnich enzymd, hodnoty K, ziskané pro fosfomonoesterdzy jsou ovliviiovany tiepanim
smési pudy a substratu béhem inkubace; za normalnich podminek jsou hodnoty pfi tfepani

mezi pidami rovnomérnéjsi nez pii pouziti techniky statické inkubace. [37], [38]

Studie prokézaly, ze vSechny té¢Zké kovy a stopové prvky inhibuji fosfomonoesterazy v ptid¢;
stupen inhibice souvisi s ptidou a typem a koncentraci pouzitych stopovych prvki. Kinetické
studie naznacuji, ze ortofosfat je kompetitivni inhibitor kyselych a alkalickych fosfataz

v pude. [39]

Pro méteni aktivity fosfomonoesterazy bylo navrZzeno né€kolik metod. Zékladni rozdil je v
pouziti substratu a nasledné v technice pouzité pii méfeni produktu hydrolyzy substratu

fosfatazovymi enzymy. [40]

Aktivitu pidni fosfatdzy mizeme stanovit fenolem uvolnény inkubaci ptidy s fenylfosfatem
a postupem, ve kterém je B — glycerofosfat hydrolyzovan pii inkubaci pidy s organickym
fosfatem a je stanoven extrahovatelny celkovy obsah a anorganického P po inkubaci. Tato
metoda je zdlouhava a ¢asov€ ndrocna a ma nizkou piesnost. Dalsi metoda podle zahrnuje
fluorimetricky test B — naftolu uvolnéného inkubace plidy s B — naftyl fosfatem, ale tato
metoda je komplikovana kvili sorpci B — naftolu slozkami plidy a vyzaduje, aby kapacita
kazdé pudy analyzované na sorpci B — naftolu byla stanovena a povolena pro vypocet

vysledki. [40], [41], [42]

Z ruznych metod dostupnych pro stanoveni aktivity fosfatazy v pide, je nejvice rychla a
pfesna metoda zahrnujici kolorimetrické stanoveni p-nitrofenolu uvolnéného pfi inkubaci
pudy s roztokem pufru obsahujici substrat p-nitrofenylfosforecnanu sodného a toluenu.
Postup slouzi k extrakci p-nitrofenolu uvolnéného aktivitou fosfatazy za vzniku stabilni
barvy, pouzivad se k vyhodnoceni fenolu a poskytuje kvantitativni data p-nitrofenolu

ptidaného do ptd. [41]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

Z pudnich fosfatdz je nejméné studovana fosfodiesteraza (orthophosphoricdiester

phosphohydrolase, EC 3.1.4.1). Fosfodiesterdza katalyzuje reakci zndzornénou na obrazku

10:

OH OH
s /
O=P-OR, + H,0 =0=P-OH + R,-OH
N ~
OR, OR,

Obrazek 10: Fosfodiesterazova hydrolyza

kde R a R, predstavuji bud’ alkoholové nebo fenolové skupiny ¢i nukleosidy. [43]

Aktivita fosfodiesterazy byla detekovana v rdznych rostlindch, zvifatech a
mikroorganismech. Tento enzym je zndmy svou schopnosti degradovat nukleovou kyselinu.

[44]

Studie inhibice ptidni fosfodiesterazy ukazaly, ze SmM ortofosfat, EDTA a citrat predstavuji
inhibitory tohoto enzymu. Podobné¢ jako pfi inhibici aktivity fosfomonoesterazy je ortofosfat
kompetitivni inhibitor fosfodiesterdzy v pudach. Kinetické studie naznacuji Ze zjevné
hodnoty K tohoto enzymu v ptidach se pohybuji od 1,3 do 2,0mM, Q1o je 1,7 a primérna
aktivacni energie je 37 kJ/mol. Na aktivitu fosfomonoesterazy a fosfodiesterazy ma vliv

mnoho faktorti v pade¢. [44]

Anorganickd pyrofosfatdza (pyrophosphate phosphohydrolase, EC 3.6.1.1) katalyzuje

hydrolyzu pyrofosfatu na ortofosfat. Celkova reakce je zndzornéna na obrazku 11:

o O

I Il
~0-P-O-P-0~ + H,0 —2HPO3"

o- 0O~

Obrazek 11: Hydrolyza pyrofosfatu

Podobné¢ jako ostatni fosfatazy je anorganicka pyrofosfatidza Siroce rozsifend v ptirod¢. Jeji

pfitomnost byla nalezena u bakterii, hmyzu, ve tkdnich savct a rostliny. [45]

Aktivité tohoto enzymu v pude byla vénovana zvlastni pozornost, protoze jeho substrat,
pyrofosfat, se pouziva jako hnojivo. Dostupné informace naznacuji ze aktivita pyrofosfatazy

v pudach je pii optimalnim pH pufru 8,0. Formaldehyd, fluoridy, oxalat, a uhli¢itany inhibuji
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aktivitu tohoto enzymu v pudé. Aktivita pyrofosfatazy v pidé je inhibovana mnoha kovy a
mezi kompetitivni inhibitory tohoto enzymu v piidé patii pravé AsOls®", BOs*, MoO4>,
PO4+*, V0** a WO4%. Pii nizkych koncentracich jsou viak kovy povazovany za aktivatory
pyrofosfatazy v pudé. Kinetické studie s povrchovymi ptidami ukézaly, ze hodnoty Km
pyrofosfatazy v ptidach se pohybuji od 20 do 51mM a hodnoty aktivacni energie se pohybuji
od 32 do 43 kJ/mol. [46]

Podobn¢ jako u jinych enzymovych aktivity v padé, aktivita pyrofosfatazy se koncentruje
na povrchu pudy a klesa s hloubkou, vyznamné koreluje s organickym C v povrchovych
pudach a pudnich profilech. Aktivita pyrofosfatazy také koreluje s procentem jilu a
molarnim podilem Mg/(Mg + Ca) ve vodnich extraktech povrchovych ptid a vyznamné, ale
negativné koreluje s procentem CaCOs3 ekvivalentni v povrchovych ptidach. Na rozdil od
nékterych jinych plidnich enzymil, suseni vlhkych ptid na vzduchu snizuje pyrofosfatazovou

aktivita. [47]

2.3.3 Arylsulfatazy

V ptirodé€ se vyskytuje nekolik typu sulfataz. Byly klasifikovany podle typu organickych
sulfatovych esterd, které hydrolyzuji, rozeznavame nckolik hlavnich skupin sulfataz:
arylsulfatazy, alkylsulfatdzy, steroidni sulfatazy, glukosulfatdzy, chondrosulfatdzy a
myrosulfatazy. Arylsulfatdza (arylsulfate sulfohydrolase, EC 3.1.6.1) je enzym, ktery
katalyzuje hydrolyzu arylsulfatového aniontu st€penim vazby O-S, reakce je znarodnéna na

obrazku 12:
R-050; + H,O—=R-OH + H* + 503~

Obrazek 12: Hydrolyza arylsulfatového aniontu

Reakce je nevratna a neexistuje zadny diikazy o tom, Ze by akceptor SO4> mohl byt jiny nez
voda a nebo Ze pro jeho katalytickou funkci je nutny néjaky kovovy ion. Tento enzym byl
poprvé objeven v roce 1911 u fialovych hlemyzd’t Derrien® a byl zjistén i u rostlin, zvitat a
mikroorganismu. ProtoZe tento enzym byl prvni sulfatdzou, kterd byla detekovana ptirode¢,

dostalo se mu vice pozornosti nez jinym skupinam sulfataz. [48], [49]

Arylsulfatdza je castecné odpoveédna pro cyklus S v ptidé. Hlavni roli tohoto enzymu je
mineralizace S, 40 az 70 % (pram. 50 %) celkové S v povrchovych ptidich mirnych oblasti

je redukovano na H>S pomoci HI a je pievedeno na anorganicky SO4*. Tato zjisténi
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naznacuji Ze tato frakce S v povrchovych pidach je pritomna ve form¢ esteru sulfatu
(organické sulfaty). Arylsulfataza mé dtlezitou roli v procesech, pfi nichz je pida s obsahem

organické S mineralizovana a nasledné¢ je k dispozici pro rist rostlin. [50]

Postup, ktery byl pouzit pro stanoveni aktivity arylsulfatazy v ptidach, zahrnuje stanoveni p-
nitrofenolu uvolnéného pfi inkubaci pidy s pufrovanym roztokem p-nitrofenylsulfatu a
toluenem pii 37 © C po dobu 1 hodiny. Testy ukézaly, ze aktivita arylsulfatdzy v pid¢ je
inaktivovana pfi teplotach v rozmezi od 60 do 70 °© C. Hodnoty K, se pohybuji v rozmezi
od 0,2 do 5,7mM. Stanoveni je ovlivnéno tfepanim smeési ptida-pufr-substrat béhem
inkubace; obvykle Kn hodnoty jsou niz§i a rovhomérnéj$i mezi pidami pii inkubaci s

ttepanim nez pii pouziti statické techniky. [50]

Studie faktorii ovliviiyjicich aktivitu arylsulfatazy ukézaly, Ze aktivita tohoto enzymu klesa
s hloubkou v ptdnich profilech, kterd je spojena s poklesem obsahu organické hmoty.
Aktivita arylsulfatdzy vyznamné koreluje s obsahem organickych latek. V povrchovych
pudach se vyrazné 1isi v chemickych a fyzikélnich vlastnostech. Arylsulfatiaza je v pidé
inhibovana i n&kterymi stopovymi prvky, napiiklad prvky MoOs*, WO4>, AsOs> a PO4*
vykazuji kompetitivni kinetiku. Pfi koncentraci do 25 pmol/g pidy, bézné anionty zemin,

jako NO2", NOj3’, CI" a SO4> neinhibuji tento enzym. [51]
Suseni vlhkych pid vede ke zvySeni arylsulfatdzove aktivity. Moznym vysvétlenim tohoto
narastu je to, ze suSeni vlhké pidy na vzduchu zplsobi rozpad agregatii, ¢imz se zvysi

dostupnost arylsulfatazy pro substrat. [50]

2.3.4 B-Glukosidaza

Enzymy putsobici na glykosylové slouceniny (EC 3.2), véetné glykosidi hydrolazy (EC
3.2.1), patii mezi nejméné studované hydrolazy v pade. Obecny nazev glykosidazy nebo
glykosidové hydrolazy je pouZzivan k popisu skupiny enzymi, které katalyzuji hydrolyzu

riznych glykosidi. Obecna rovnice reakce je zndzornéna na obrazku 13:
glyvkosidy + H,0 — cukr + aglykony

Obrazek 13: Hydrolyza glykosidu

Obecné Ize glykosid definovat jako smésny acetal vznikly z vymeény alkylové nebo arylové
skupiny za vodikovy atom hemiacetal hydroxylové skupiny cyklické aldozy nebo ketdzy.

Aglykon je nekarbohydratova ¢ast pfipojena k sacharidové cCasti (glykosylovy zbytek)
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glykosidu. Aby se predeslo nejednoznacnosti, jako glykosidy se urcuji ty latky, které pii
kyselé hydrolyze uvoliiuji jeden nebo nékolik monosacharidi a aglykon. Enzymova komise
Mezinarodni unie pro biochemii klasifikovala vSechny tyto enzymy na 39 skupiny. Patii
mezi n¢ enzymy jako je celulaza, amylaza a nékteré dulezité glykosidazy, které katalyzuji
hydrolyzu disacharidi. Glykosidazy byly obvykle pojmenovany podle typu vazby, kterou
hydrolyzuji. Z glykosidaz je to a—glukosidaza (maltase, EC 3.2.1.20), ktera katalyzuje
hydrolyzu a—D-glukopyranosidu a f—glukosidaza (cellobiase, EC 3.2.1.21), ktera katalyzuje
hydrolyzu B-D-glukopyranosidu, podileji se na hydrolyze maltdozy a celobidzy. DalSimi
dalezitymi glykosiddzami jsou a-galaktosiddaza (melibiase, EC 3.2.1.22) a f—galaktosidaza
(lactase, EC 3.2.1.23). Tyto enzymy katalyzuji hydrolyzu melibidzy a laktdzy. Aktivita f—
glukosidazy ze vSech Ctyt glykosidaz v pidé nejvice prevlada. [52], [53]

Glukosidazy a galaktosiddzy jsou v pfirod¢ Siroce distribuovany a byly také detekovany
v pudéach. Diky Siroké distribuci f—glukosidazy v houbach, kvasinkach a rostlindch byla
umoznéna studie tohoto enzym. f—Glukosidaza je v ptidé dominantnéjsi nez o—glukosidaza
a o a f—galaktosidazy. Produkty hydrolyzy B—glukosidazy jsou dillezitymi zdroji energie pro
mikroorganismy v pide¢. [54]

Enzym je inaktivovan v ptidé€ pii 70 ° C a jeho aktivita koreluje s obsahem organického C v
povrchovych ptidach a ptidnich profilech. Kinetické studie ukazaly, ze hodnoty K tohoto
enzymu pro p-nitrofenyl-—D-glukosid v povrchovych plidach se pohybuji od 1,3 do
2,4mM a primé&rna hodnota aktivacni energie f—glukosidazy v ptidach je 28 kJ/mol. [54]

2.3.5 Esterazy

Pudni esterazy jsou vylucovany Sirokou skalou mikroorganismu a podileji se na degradaci
oleju, pesticidl, biologicky odbouratelnych plastl a vosk. Prestoze esterazy hraji dtilezitou
roli v obéhu materidlu a toku uhliku v pid¢, je zatim malo prozkoumdn jejich vztah

k ptidnimu metabolismu. [55], [56], [57]

Aktivita esterdzy v ptd¢ se obecné urcuje kolorimetricky s pouzitim estertt mastnych kyselin
spojenych s p-nitrofenolem (pNP) jako substratem. Zluta barva, vznika pifidanim 2M
tris(hydroxymethyl)aminomethanu a nasledné je zméfena absorbance pii 405 nm (A4os).

[58], [59]
Vztah pro vypocet aktivity ptidni esterazy:

Ayos = (Aty — Bty — Cty) — (Atzg — Btzg — Ct3g) (1)
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kde A je primérna absorbance tfi méfeni reakéniho pufru; B je reakéni pufr bez pidy, jako
slepy pokus (blank); a C je reakéni pufr, bez pNP derivatu pro kontrolu pozadi. Indexy to a
t30 oznacuji dobu inkubace pro 0 min a 30 min. Odeétenim B z A je kompenzovan pfirtistek
odvozené absorbance z autohydrolyzy derivatu pNP. Odeétenim C z A je kompenzovan
prirastek absorbance z pudnich eluati. Skutecny prirtistek pii absorbance 405 nm odvozen

od uvolnéného pNP je stanoven odectenim kompenzované absorbance v ¢ase 0 min od 30

min. [59]

2.3.6 Invertaza

Enzym invertazy (beta-fruktofuranosiddza) je globuldrni protein, ktery hydrolyzuje
sacharézu v zivych organismech a uplatituje se v kolob¢hu uhliku. Invertaza Siroce
distribuovana v biosféfe, zejména v pekatskych kvasnicich a rostlinach. Invertaza (beta-D-
fructofuranoside, EC 3.2.1.26) je enzym, ktery je schopen rozlozit a-1,4 — glykosidovou
vazbu mezi D-glukézou a D-fruktézou sachardzy, tak prenést zbytek o/pf-D-
fruktofuranosidu na akceptorovy substrat. Invertaza proto ptisobi jako hydrolyzujici enzym,
ale ma také transferazovou aktivitu, zejména pii vysoké koncentraci sachardzy. Tato
vlastnost invertazy ji lokalizuje do tfidy transferazy enzymu znamého jako
fruktosyltransferaza. Také dalsi oligosacharidy, jako je ketdza, rafin6za a sachardza, jsou

hydrolyzovany invertazou. [60]
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3 REALIZOVANE PRACE POJEDNAVAJICI O STANOVENI
PUDNI ENZYMOVE AKTIVITY
Tabulka 2: Prehled referenci zabyvajici se enzymovymi aktivitami
Stanovovana pH pufru
enzymova aktivita | Pufr Substrat Metabolismus | Reference
6 p-Nitrophenyl Tsuboi et al.,
Esteraza Tris-maleinovy valerate/acetate Cyklus uhliku [ 2018
6 p-Nitrophenyl-f3- Jackson, Tyler
B-glukosiddza MUB glucopyranoside | Cyklus uhliku |a Millar, 2013
6 Eivazi a
p-Nitrophenyl-a- Tabatabai,
a-glukosidaza MUB D-glukopyran Cyklus uhliku | 1988
6 Acosta-
p-Nitrophenyl-a- Martinez et al.,
a-galactosiddza MUB D-glucopyranoside | Cyklus uhliku |2000
6 p-Nitrophenyl-N- Acosta-
acetyl-B-D- Cyklus uhliku | Martinez et al.,
B-glukosaminiddza |MUB glucosaminide a dusiku 2019
5,1-7,9 Senwo a
Tabatabai,
L-Aspartaza Tris-HCI L-Aspartate Cyklus dusiku | 1999
Octanovy 5 Cordero, Snell
Ureaza sodny Mocovina Cyklus dusiku |et al., 2019
611 Acosta-
Fosfomonoesteraza p-Nitrophenyl Cyklus Martinez et al.,
(kysela a alkalicka) | MUB phosphate fosforu 2019
8 Bis-p-Nitrophenyl | Cyklus Mori et al.,
Fosfodiesteraza Octanovy phosphate fosforu 2020
5,8 p-Nitrophenyl
Arylsulfatdza Octanovy sulfate Cyklus siry Li, 2003

3.1 Metoda stanoveni aktivity esterazy

Ve studii (Tsuboi et al., 2018) byla esterazova aktivita v piidé stanovena za pouziti p-

nitrofenol-valeratu (pNP) jako substratu. Do 96 jamkové desticky bylo navazeno 30 az 50

mg pidy bylo pfidano 0,1 ml toulenu a nasledné probéhla inkubace s esterovym substratem

(2 mmol - I'! pNP — valerét) v 0,6 ml Tris(hydroxymethyl)aminomethan-maleinovém pufru

(0,5 mol - I'!, pH 6,0) pii teploté 30 °C a po dobu 30 minut. Po inkubaci byl obsah odstfedén

pomoci centrifugy (3000 x g, 5 minut). Nasledn¢ bylo odebrano 75 pl supernatantu, ktery
byl smichén s 20 ul ledového ethanolu (-80 °C). Nasledné bylo ptidano 55 pl 2 mol - 1" Tris

a smes byla nekolik sekund michéna. Absorbance smési byla méfena pti 405 nm. Od
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vysledné absorbance byla odectena absorbance pNP-valeratu v pufru a absorbance kazdé

smési piivodniho extraktu bez substratu jako kontrolniho vzorku a pozadi. [59]

3.2 Metoda stanoveni B-glukosidazy

Stanoveni aktivity B-glukosidazy bylo popsano ve studii (Jackson, Tyler a Millar, 2013). Pro
stanoveni aktivity byl pfipraven S0mM octanovy pufr o pH v rozmezi 5 — 5,5. Nasledn¢ byl
piipraven roztok 1M NaOH a pNP-B-glucopyranosidovy substrat v 50mM pufru. K 1 g pady
bylo pfidano 5 ml pufru a smés byla homogenizovana pomoci vortexu. Poté prob&hlo
odstfedéni a bylo odpipetovano 150 pl supernatantu na 96 jamkovou mikrotitracni desticku.
Nasledné se pridalo 150 pl substratu do 3 vzorkt, 150 pl pufru do 3 slepych vzorkiim pro
kontrolu a pro kontrolu byl do prazdnych jamek nepipetovan substrat ke kontrole. Inkubace
probihala pfi 22 °C po dobu 1 h. Do nové 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo
nepipetovano 10 pl 1M NaOH a 190 pl demineralizované H2O. Po inkubaci byla 96 jamkova
mikrotitracni desti¢ka odstfedéna a bylo pfeneseno pomoci multikanalové pipety 100 pl
supernatantu na novou 96 jamkovou mikrotitracni desticku s NaOH a dH>O a byla zmétena

absorbance pii 410 nm. [61]

3.3 Metoda stanoveni aktivity ureazy

Stanoveni uredzové aktivity pldy bylo zkouméano ve studii (Cordero, Snell a Bardgett,
2019), kde byly navazeny 4 g pudy, které nasledné byly suspendovany v 10 ml pufru octanu
sodného (50mM, pH 5,0) v koénickych bankach k vytvoreni suspenze. Piidni suspenze byla
dikladné homogenizovana michanim, dokud nebyly viditelné agregity rozpustény.
Suspenze mtize byt vlozena do ultrazvukové 14zné k uvolnéni extracelularnich enzymu
imobilizovanych na huminovych koloidech. Ze suspenze bylo za stdlého michani odebrano
0,25 ml do 2 ml ml zkumavky. Vzorek byl rozdélen do 6 zkumavek: 4 zkumavky, které byly
inkubovany s mocovinou (analytické replikaty) a 2 pro kontrolu (kontrolni vzorky),
k zohlednéni pocatecniho obsahu amoniaku ve vzorku. K analytickym replikdtim bylo
pfidano 0,1 ml 80mM roztoku mocoviny a ke kontrolnim vzorkiim bylo pfidano 0,1 ml
pufru. Nasledné byly pifidany c¢tyfi kontroly substratu, kde byla pidni suspenze nahrazena
pufrem, pro zohlednéni moZzného zbarveni roztoku mocoviny nebo kontaminace amoniakem
v ¢inidlech. Zkumavka byla uzaviena a vzorky byly inkubovany pii 18 °C po dobu 2 hodin
za nepretrzitého tfepani. Po inkubaci byl do kazdé jamky piidan 1 ml 2M KCl a zkumavky
byly uzavieny a ttepany po dobu dalSich 30 minut. Zkumavky byly nasledn¢ centrifugovany

(2900 x g, 5 min) a do 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo odméteno 75 pl supernatantu
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a nasledn¢é smichano se 75 pl vody. Koncentrace amoniaku je hodnocena Berthelotovou
reakci, ktera byla provedena dvéma rtiznymi ¢inidly: oxida¢nim roztokem (1 mg - ml™! sodné
soli kyseliny dichlorisokyanurové) a barevnym ¢inidlem [smés 2: 1 (v: v) roztoku A a B,
které¢ by mély byt smichany tésné pied pouzitim]. Roztok A: 0,15M NaOH. Roztok B: 170
mg ml! salicylat sodny a 1,278 mg ml"' dihydratu nitroprusidu sodného. Pro méfeni
amoniaku bylo do kazd¢ jamky ptidano 75 pl barevného ¢inidla a nasledné 30 pl oxidaéniho
roztoku. Kazd4 jamka byla promichéna pipetovanim a zbarveni bylo hodnoceno po 30
minutach pii absorbanci 650 nm. Aktivita uredzy (ug N — NH4" - h! - g’ suché ptdy) byla

vypoctena dle rovnice na obrazku 1:

ANH] (%) -objem v jamce (1,35 ml)

Doba inkubace (2 h) - g vlhké pidy v jamce (0,1 g) - (1 — vlhkost)
Obrazek 14: Vztah pro vypocet aktivity ureazy

Aktivita =

ANH4" ptedstavuje koncentraci amoniaku v inkubovanych jamkéch, od kterych je odectena
koncentrace amoniaku v kontrolnim vzorku a kontrolnim substratu. Tyto koncentrace byly
vypoéteny porovnanim se standardni kiivkou amoniaku (0 — 3,5 ug - ml') pfipravenou

stejnym postupem (1: 0,35: 1,35; v: v: v; 2M KCI: acetatovy pufr: voda). [62]

3.4 Metoda stanoveni fosfatazy

Aktivity byly méteny pro tf1 pidni fosfatdzy: ACP (kysela fosfataza) (Enzyme Commission
3.1.3.2), ALP (alkalickd fosfatazae) (EC 3.1.3.1) a fosfodiesteraza (EC 3.1.4.1; PDE).
Enzymy byly testovany dvakrat vedle sebe pro kazdou ptidu. Byl navazen 1 g ptidy susené
v susarn¢ a inkubované po dobu 1 hodiny pti 37 °C ve 4 ml modifikované¢ho univerzalniho
pufru (MUB) pti pH 6,5 pro ACP a pti pH 11,0 pro ALP a 4 ml 5 mmol-1"' Tris (2-amino-
2-(hydroxymethyl) -1,3-propandiol) pufr pifi pH 8,0 pro PDE. Testy pouZzivaly finalni
koncentraci substratu 25 mmol - I'! na g ptidy para-nitrofenyl fosfat (ACP a ALP) a bis-para-
nitrofenylfostat (PDE). Tato koncentrace substratu, byla pouzita k zajisténi toho, aby byly
enzymové aktivity méfeny za podminek nasyceni substratem (tj. vmax). Pro zlepsSeni piesnosti
a citlivosti enzymovych testl byly provedeny termina¢ni podminky k minimalizaci
interference z rozpuSténé organické hmoty v pudach s vysokym organickym uhlikem.
Reakce byly zastaveny pfiddanim 4 ml 0,2 mol - 1! NaOH, ACP a ALP testech a 4 ml 0,1
mol - 1! Tris (pH 12,0) na PDE, poté je pfidan ke viem vzorkiim 1 ml 2 mol - 1" CaCl..
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Vzorky byly centrifugovany (3000 x g) k odstranéni sedimentu. Produkt p-nitrofenol (pNP)
v Cirém supernatantu byl kvantifikovan kolorimetricky pomoci absorbance pii 410 nm.
Stiedni absorbance trojitych negativnich kontrol byla odectena od absorbance piidnich test,

aby se zohlednila neenzymaticka hydrolyza substratu béhem inkubace. [63]

3.5 Metoda pro stanoveni arylsulfatazy

Ve studii (L1, 2003) je popsan postup pro stanoveni aktivity arylsulfatdzy. Piidni vzorky byly
inkubovany s 0,5M acetatovym pufrem pH 5,8 a pNP — sulfatem po dobu 1 h. Uvolnéni pNP
byl extrahovan a urcen kolorimetricky. Celkova aktivita arylsulfatazy byla méfena pomoci

absorbance pii 410 nm. [64]

3.6 Kombinovana metoda pro stanoveni ¢tyf enzymovych aktivit

Kombinovand metoda pro stanoveni ¢ty enzymovych aktivit byla popsédna ve studii
(Acosta-Martinez, Pérez-Guzman a Johnson, 2019). Enzymové aktivity byly vybrany pro
jejich roli v reakcich uvolnujici biologicky dostupné zZiviny v cyklech C (B-glukosidaza), N
a C (B-glukosaminidaza), P (kyseld fosfomonoesteraza) a S (arylsulfataza). Jako inkubacni
pufry byly pouzity MUB (modifikovany univerzalni pufr) (pH 7) a acetatovy pufr (pH 5,8).
K 0,5 g piidy suSené na vzduchu byly pfidany 2 ml ptislusného pufru a 2 ml roztoku substratu
(0,5 ml kazdého substratu pfipraveného ve stejném pufru pouZitém v testu) pii optimalnim
pH a nésledné ptida byla inkubovéna po dobu 1 hodiny pii 37 °C. Po inkubaci bylo pfidano
0,5 ml IM CaCl a 2 ml a nasledné reakce byla ukoncena ptfidanim 2 ml 0,1M THAM pH
12,0. Uvolnény produkt (p-nitrofenol) byl stanoven kolorimetricky pti A =400 nm. Hodnoty

aktivit ziskané z kontrolnich vzorki byly odecteny od hodnoty vzorku. [65]

3.7 Metoda stanoveni invertazy

Aktivita invertazy se stanovi za pouziti roztoku sachardzy jako substratu, fosfatového pufru
a dvou kapek toluenu. Inkubace probihd po dobu 4 hodin pti 37 °C. Suspenze se piefiltruje
a k 0,25 ml filtratu se ptidd 2 ml indikatoru (kyselina 3,5—dinitrosalicylovd) a smés se vafi
10 minut ve vodni l4zni a poté ochladi. Intenzita zbarveni se stanovuje kolorimetricky pfi A

=508 nm. [3], [66]

3.8 Metoda stanoveni aktivity celulazy

Je navazeno 150 g mokré pudy do polyethylenovych misek. Na ptadu se vlozi kotoucek

silonové tkaniny, zvdzeny kotoucek filtraéniho papiru a opét kotoucek tkaniny, ktery se
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prekryje 100 g pudy. Zakryta miska se inkubuje pii 28 °C po dobu 3 tydnt za pribézného
zvlhéovani. Vysledkem je stanoveni vahového ubytku celulozy (filtratniho papiru) po

inkubaci v jednotlivych piidnich vzorcich. [3]

3.9 ISO 20130 Kvalita pudy — Méreni vzori enzymovych aktivit
v pudnich vzorcich pomoci chromogennich substrati

v mikrotitrac¢nich desti¢kach

Norma je zaméfena na meieni nékolika hydroldzovych aktivit (arylamidaza, arylsulfataza,
B—glukosidéaza, o—glukosidaza, B—galaktosidaza, N—acetyl-glukosamidéza, kysela, alkalicka
fosfatdza a ureaza) soucCasn¢ v pudnich vzorcich pomoci kolorimetrickych substrati.
Enzymové aktivity pud se liSi v zavislosti na chemickych, fyzikalnich a biologickych
vlastnostech. Tato metoda nachazi vyuziti zejména k detekci Skodlivych ucinkli na pidni
enzymové aktivity, a to zejména derivaty toxickych latek nebo jiné antropogenni latky

v kontaminované pud¢ proti kontrolni ptidé nebo k testovani chemikalii. [67]

Metoda je zalozena na pouziti vzorku pudy, ktery je extrahovan v demineralizované vodé¢ a
kolorimetrického substratu. Extrakt se substratem je inkubovéan specifickou dobu pfi teploté
25-37 °C nan¢kolika mikrotitracnich destickach. Po inkubaci jsou reakce zastaveny,
desticka je odstfedéna a supernatant je pfenesen na novou desticku. Intenzita zbarveni je
méfena absorbanci pomoci spektrofotometru UV/VIS pro 96 jamkové mikrotitrani

desticky. [67]
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4 OPTIMALIZACE A METODIKA

Pro zvolené enzymové¢ aktivity byly vybrany vhodné podminky na zaklad¢ provedenych
experimentl, tak aby byla zajiSténa opakovatelnost a reprodukovatelnost experimentt.
V optimalizaci hrala dileZzitou roli teplota, doba inkubace, rozpustnost substratu a jeho
koncentrace, poméf vzorku pudy k inkuba¢nimu médiu, pH roztoku v 96 jamkové
mikrotitracni desticce a vinova délka, pii které byla méfena absorbance v 96 jamkové
mikrotitra¢ni desticce. Pro optimalizaci a vyzkouSeni metodiky byla pouzita zkuSebni ptida
odebrana v obci Zahnasovice, ktera byla skladovana ve tmé pti laboratorni teploté.
Optimalizaci se snazilo docilit podobnych postupti u vzorkd, tak aby bylo mozno porovnavat
vysledné enzymové aktivity mezi sebou a vyhodnotit tdaje o vzorcich testovanych pud.
Takto optimalizované postupy pro méteni enzymovych aktivity byly pouzity u 13 vzorki
pud dodanych kolegou z Mendelovy univerzity. Vzorky pudy byly dodany v lyofilizovaném
stavu a uchovany v mrazicim zafizeni pfi — 30 °C, pfed pouzitim byly vzorky pfivedeny na

laboratorni teplotu.

4.1 Priprava kalibra¢ni krivky p-nitrofenolu

Zasobni roztok pNP byl ptipraven rozpusténim 0,0101 g pNP ve 100 ml pufru TRIS pH 12.
Ze zasobniho roztoku byla ptipravena fada o koncentraci c,ne = 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2;
2,5 a5 mg-1"\. Na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku bylo odebrano 250 ul roztoku o dané
koncentraci pNP. Absorbance byla métena pii vinové délce 410 nm. Z vyslednych hodnot
absorbance ku koncentraci pNP vySla rovnice pfimky (viz obrazek 15), ze které byly
vypocitany koncentrace enzymovych aktivity pouzivajicich substrat s obsahem pNP pro obé

metody.

Tabulka 3: Hodnoty absorbance a koncentraci pNP

¢ pNP [mg-1] 0 0,1 0,25 0,5 1 1,5 2 2,5 5
0,053 | 0,062| 0,073| 0,095| 0,146| 0,190 0,245| 0,290 | 0,524
0,048 | 0,053] 0,075| 0,096| 0,147| 0,205| 0,247 | 0,297 | 0,549
0,046 | 0,061 | 0,072| 0,096| 0,154| 0,202 0,258 | 0,301 | 0,540
0,047| 0,063 | 0,071| 0,099| 0,151] 0,201 0,226 | 0,299 0,513
0,054 | 0,057] 0,075| 0,099] 0,157| 0,237 | 0,252] 0,304 | 0,522
0,050 | 0,063 | 0,080| 0,099| 0,152] 0,202 0,251 | 0,300| 0,526
0,053| 0,057] 0,075] 0,099| 0,153] 0,205| 0,255| 0,301 | 0,529
0,048 | 0,058 0,072| 0,096] 0,151 0,202 | 0,257] 0,303 | 0,528

A 1]
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Obrazek 15: Zavislost koncentrace p-nitrofenolu na absorbanci

A =0,0966¢ + 0,053

kde: A— absorbance [1] a ¢ — koncentrace [mg (pNP) - I'!].

4.2 Priprava kalibra¢ni kfivky amonnych iontt

Zésobni roztok amonnych iontd NH4" byl piipraven rozpusténim 0,0297g NH4ClI ve 100 ml

dH>O. Ze zasobniho roztoku byla piipravena fada o koncentraci cyus+ = 0; 0,5; 1; 2,5 a5

mg-1'. Na 96 jamkovou mikrotitraéni desti¢ku bylo odebrano 75 ul roztoku o dané

koncentraci amonnych iontil, ke kterému bylo pfidano 30 ul oxidac¢niho ¢inidla, 75 pl

barevného ¢inidla pfipraveného tésné pied piidanim a 75 pul dH>O. Absorbance byla méfena

pii vinové délce 660 nm. Z vyslednych hodnot absorbance ku koncentraci NH4" vysla

rovnice ptimky (viz obrazek 16) pro enzymovou aktivitu uredzy, ze kterych byly pocitany

koncentrace NH4" ve vzorcich pro obé metody.

Tabulka 4: Hodnoty absorbanci a koncentraci amonnych iontu

cNH4" [mg-1"] 0 0,5 1 2,5 5
0,095 0,141 0,215 0,442 0,808

A1) 0,079 0,147 0,220 0,434 0,790
0,084 0,140 0,216 0,423 0,657
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A =0,1346¢c + 0,0837
R*=0,9991

0 1 2 3 4 5 6
¢ NH,* [mg - 1]

Obrazek 16: Zavislost koncentrace amonnych iontii na absorbanci

A =0,1346¢ + 0,0837

kde: A — absorbance [1] a ¢ —koncentrace [mg (NH4") - 1]
4.3 Metoda stanoveni enzymové aktivity pid v mikrozkumavkach

4.3.1 Kysela fosfataza
a) Postup

Pro piipravu modifikovaného univerzalniho pufru (MUB) pH = 6,5 bylo navéazeno 12,1 g
TRIS, 11,6 g kyseliny maleinové, 14 g kyseliny citronové, 6,3 g kyseliny borité a nasledné
rozpuiténo v 500 ml demineralizované vody. Uprava pH byla provadéna pomoci roztoku
hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000 ml odmérné banice po rysku.
Nasledné byl pfipraven 0,025M roztok substratu p-Nitrophenyl Phosphate (pNP)
rozpusténim 46,4 mg substratu v 5 ml pufru. Pro optimalizaci byla pouzita vysuSena
zkuSebni pida s obsahem suSiny 98,21 %, které bylo navazeno 170 mg. Pida byla navazena
na analytickych vahach v mikrozkumavkach. Do tfi zkumavek, ve kterych byla navazena
puda bylo pfidano 570 ul MUB a 143 ul roztoku substratu; jako slepé vzorky byly pouzity
tfi zkumavky s ptidou, do kterych bylo ptidano 713 pl MUB a do nésledujicich tfi zkumavek
bez ptudy bylo ptidano 570 ul MUB a 143 ul roztoku substratu. Takto pfipravené zkumavky,
3 zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly homogenizovany po dobu 1
minuty a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Homogenizace probihala i behem

inkubace. Po inkubaci byla opét provedena homogenizace a byly pfidany roztoky 0,5M
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chloridu vapenatého a 0,5M hydroxidu sodného a opét byla provedena homogenizace. Poté
byly zkumavky odstfedény pomoci centrifugy pii 15000 rpm po dobu 10 minut. Do 96
jamkové mikrotitracni desticky s plochym dnem bylo odebrano 250 ul supernatantu.

Nasledn¢ byla zmétena absorbance pii vinové délce 410 nm na spektrofotometru TEKAN.
b) Data

Tabulka 5: Hmotnost piidy pro stanoveni aktivity kyselé fosfatazy

Vzorek | 1.1 1.2 1.3 2.1 2.2 2.3 | Primér
m [g] |0,17200,1714|0,1718 | 0,1717|0,1712 | 0,1729 | 0,1718
m [g] 10,1700 |0,1746 | 0,1729 | 0,1712 | 0,1767 | 0,1757 | 0,1735

Tabulka 6: Absorbance I p-nitrofenolu pro aktivitu kyselé fosfatazy

Redéni A [1] A2 [1] A [1]

1x 0,154 | 0,146 | 0,139 | 3,583 | 3,704 | 3,793
5x 2,412 | 2,809 | 2,692 0,927 | 1,004 | 0,966
25x 0,433 1 0,496 | 0,478 0,293 10,319 | 0,335

Tabulka 7: Absorbance 2 p-nitrofenolu pro aktivitu kyselé fosfatazy

Redéni Az [1] Az [1] Azs[1]

1x 3,906 | 3,811 | 3,879 | 0,179 | 0,182 | 0,195 | 0,087 | 0,089 | 0,092
5x 1,008 | 1,051 | 1,082
25x 0,210 | 0,204 | 0,216

¢) Vypocet aktivity
Pro vypocet aktivity s obsahem substratu bud’ pNP nebo NH4" byl pouZit vzorec:
_ 4pNP-V ANH] -V
T tms YT tm-s
kde: a — aktivita [mg pNP nebo NH4" (para nitro fenolu nebo amonnych iontf) - g'! - min'];
ApNP — koncentrace pNP [mg - I''], vypodtena zrovnice p¥imky pro pNP; ANH4" —
koncentrace NH4" [mg - 1''], vypo&tena z rovnice piimky pro NH4" (pouze aktivita uredzy);

V — objem roztoku ve zkumavce [1]; t — doba inkubace [h]; m — primérna hmotnost pidy

[e].

A—0,053

APNP = —5966

kde: A — absorbance na 96 jamkové mikrotitra¢ni desticce [1].
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0,433 + 0,496 + 0,478
3 25

A, = pramér absorbanci vzorku - koeficient fedéni =

= 11,725 [1]

A, = prumér absorbanci slepého vzorku - koeficient redéni

0,154 + 0,146 + 0,139
B 3

1=10,146[1]

A, ; = pramér absorbanci slepého pokusu - koeficient redéni

0,293+ 0,319 + 0,335
- 3

.25 = 7,891 [1]

A= A, — A, — Ay = 11,725 — 0,146 — 7,891 = 3,687 [1]

A—-0,053 3,687 —0,053

ApNP, = = = 37,62 mg/!

PR = 70,0966 0,0966 mg/

_ApNP-V 37,62 -0,00134 mg (pNP)
M= ms T 1-01718-0,9821 g-h

0,210 + 0,204 + 0,216 25
3

A, 1 = prumér absorbanci vzorku - koeficient redéni =

= 5,25 [1]

A, , = prumér absorbanci slepého vzorku - koeficient redéni

0,179 40,182 + 0,195
N 3

1=10,185 [1]

A, , = primér absorbanci slepého pokusu - koeficient redéni
_ 0,087 + 0,089 + 0,092
B 3

1 =10,089 [1]
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A= A, — A, — Ay = 5,25 — 0,185 — 0,089 = 4,975[1]

A—-0,053 4,975-0,053

ApNP, = - = 50,96 mg /!

PR = 70,0966 0,0966 mg/

_ApNP-V 5096 -0,00134 4Olmg (pNP)
M= s T 1-01735-09821 g-h

d) Vysledky

Vyslednd enzymova aktivita kyselé fosfatazy byla stanovena na hodnotu a = 0,299 — 0,401
mg pNP - g'' - h'l. Ve ¢lanku (Acosta-Martinez a Tabatabai, 2000) dosahovala aktivita kyselé
fosfatazy pii pH = 6,5 hodnot a = 0,240 mg pNP - g - h'!. [68]

4.3.2 Alkalicka fosfataza
a) Postup

Pro ptipravu modifikovaného univerzalniho pufru (MUB) pH = 11 bylo navazeno 12,1 g
TRIS, 11,6 g kyseliny maleinové, 14 g kyseliny citronové, 6,3 g kyseliny borité a nasledné
rozpuiténo v 500 ml demineralizované vody. Uprava pH byla provadéna pomoci roztoku
hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000 ml odmérné banice po rysku.
Nasledné byl pfipraven 0,025M roztok substratu p-Nitrophenyl Phosphate (pNP)
rozpuSténim 46,4 mg substratu v 5 ml pufru. Pro optimalizaci byla pouzita vysuSena
zkuSebni pida s obsahem susiny 98,21 %, kter¢ bylo navazeno 170 mg. Piida byla navazena
na analytickych vahach v mikrozkumavkéch. Do tii zkumavek, ve kterych byla navazena
puda bylo ptidano 570 ul MUB a 143 ul roztoku substratu; jako slepé vzorky byly pouzity
tfi zkumavky s ptidou, do kterych bylo ptidano 713 ul MUB a do nésledujicich tfi zkumavek
bez ptudy bylo ptidano 570 ul MUB a 143 ul roztoku substratu. Takto pfipravené zkumavky,
3 zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly homogenizovany po dobu 1
minuty a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Homogenizace probihala i béhem
inkubace. Po inkubaci byla opét provedena homogenizace a byly ptfidany roztoky 0,5M
chloridu véapenatého a 0,5M hydroxidu sodného a opét byla provedena homogenizace. Poté

byly zkumavky odstfedény pomoci centrifugy pii 15000 rpm po dobu 10 minut. Do 96
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jamkové mikrotitracni desticky s plochym dnem bylo odebrano 250 ul supernatantu.

Nasledné byla zméfena absorbance pii vinové délce 410 nm na spektrofotometru TEKAN.
b) Vysledky

Tabulka 8: Vysledky pro alkalickou fosfatizu
A[1] | ApNP[mg-1'] | a[mg (pNP)- g'-h']

2,110 21,31 0,1700

2,882 29,29 0,2295

Vyslednd enzymova aktivita alkalické fosfatdzy prvniho méteni byla stanovena na hodnotu
a=0,17-0,2295 mg pNP - ¢! - h'! a pro druhé méfeni vyslaa=0,230 mg pNP - g - h'!. Ve
¢lanku (Bowles et al., 2014) dosahovala aktivita kyselé fosfatazy pii pH = 11 hodnot a =
0,301 mg pNP - ¢! - h'l. [69]

4.3.3 Esteraza
a) Postup

Pro ptipravu 0,5 M TRIS — maleinového pufru pH = 6 bylo navaZeno 6 g TRIS a 6 g kyseliny
maleinové a nasledné rozpu§téno v 500 ml demineralizované vody. Uprava pH byla
provadéna pomoci roztoku hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000 ml
odmérné barnce po rysku. Nasledné byl pfipraven roztok substratu p-Nitrophenyl Acetate
(pNP) rozpusténim 63 mg substratu v 10 ml methanolu z roztoku byl odebran 1 ml, ktery
byl pteveden do 100 ml pufru, ktery se nasledn¢ pouzival jako substrat. Pro optimalizaci
byla pouzita vysuSena zkuSebni piida s obsahem susiny 98,21 %, které bylo navazeno 200
mg. Pida byla navaZena na analytickych vahach v mikrozkumavkach. Do tfi zkumavek, ve
kterych byla navazena ptida bylo pfidano 600 pul roztoku substratu; jako slepé vzorky byly
pouzity tfi zkumavky s pidou, do kterych bylo ptidano 600 pul pufru a do nésledujicich tii
zkumavek bez pudy bylo ptidano 600 ul roztoku substratu. Takto pfipravené zkumavky, 3
zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly homogenizovany po dobu 1
minuty a inkubovany po dobu 30 minut pfi teploté 30 °C. Homogenizace probihala i béhem
inkubace. Po inkubaci byla opét provedena homogenizace a byly pfidany roztoky 0,5M
chloridu vapenatého a 0,1M roztoku TRIS pH = 12 a opét byla provedena homogenizace.
Poté byly zkumavky odstfedény pomoci centrifugy pii 15000 rpm po dobu 10 minut. Do 96
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jamkové mikrotitracni desticky s plochym dnem bylo odebrano 250 ul supernatantu.

Nasledné byla zméfena absorbance pii vinové délce 410 nm na spektrofotometru TEKAN.
b) Vysledky

Tabulka 9: Vysledky pro esterdazu
A[l] | ApNP[mg-1"] |a[mg(@NP)-g' h']

0,385 3,44 0,0435

Vysledna enzymova aktivita esterazy byla stanovena a = 0,0435 mg (pNP) - g!- h'l. Ve
¢lanku (Sakai et al., 2002) dosahovala aktivita esterazy hodnot a = 0,03— 0,8 mg pNP - g! -
ht. [70]

4.3.4 Arylsulfataza
a) Postup

Pro ptipravu 0,5 M octanového pufru pH = 5,8 bylo navdzeno 68 g trihydratu octanu sodného
v 500 ml demineralizované vody, k roztoku bylo p¥idano 1,7 ml kyseliny octové. Uprava pH
byla provadéna pomoci roztoku hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000
ml odmérné baiice po rysku. Nasledné byl pfipraven 0,05M roztok substratu Potassium 4-
nitrophenyl sulfate (pNP) rozpusténim 128 mg substratu v 10 ml pufru. Pro optimalizaci
byla pouzita vysuSend zkuSebni ptida s obsahem susiny 98,21 %, které bylo navazeno 140
mg. Pda byla navaZena na analytickych vahach v mikrozkumavkach. Do tfi zkumavek, ve
kterych byla navazena ptida bylo ptidano 570 pl pufru a 143 pl roztoku substratu; jako slepé
vzorky byly pouZity tfi zkumavky s ptidou, do kterych bylo pfidano 713 pl pufru a do
nasledujicich tfi zkumavek bez ptidy bylo ptidano 570 pl pufru a 143 pl roztoku substratu.
Takto pfipravené zkumavky, 3 zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly
homogenizovany po dobu 1 minuty a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté¢ 37 °C.
Homogenizace probihala i béhem inkubace. Po inkubaci byla opét provedena homogenizace
a byly pfidany roztoky 0,5M chloridu vapenatého a 0,5M roztoku hydroxidu sodného a opét
byla provedena homogenizace. Poté byly zkumavky odstfedény pomoci centrifugy pfi
15000 rpm po dobu 10 minut. Do 96 jamkové mikrotitrani desticky s plochym dnem bylo
odebrano 250 ul supernatantu. Nasledné byla zmétena absorbance pti vinové délce 410 nm

na spektrofotometru TEKAN.
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b) Vysledky

Tabulka 10: Vysledky pro arylsulfatazu
A[l] | ApNP[mg-1'] |a[mg(pNP)-g' h']

1,652 16,56 0,171

Vysledna aktivita arylsulfatizy byla stanovena na hodnotu a = 0,171 mg pNP - g!' - h'!l. Ve
studii (Li, 2003) dosahovala aktivita esterazy hodnot a = 0,15 — 0,35 mg pNP - ¢! - h'!. [64]

4.3.5 pB-glukosidaza
a) Postup

Pro ptipravu modifikovaného univerzalniho pufru (MUB) pH = 6 bylo navdzeno 12,1 g
TRIS, 11,6 g kyseliny maleinové, 14 g kyseliny citronové, 6,3 g kyseliny borité a nésledné
rozpusténo v 500 ml demineralizované vody. Uprava pH byla provadéna pomoci roztoku
hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000 ml odmérné bance po rysku.
Nésledné byl ptipraven 0,05M roztok substratu p-Nitrophenyl-B-D-glukoposidase (pNP)
rozpuSténim 75,2 mg substratu v 5 ml pufru. Pro optimalizaci byla pouzita vysuSena
zkuSebni pida s obsahem susiny 98,21 %, které¢ bylo navazeno 140 mg. Piida byla navazena
na analytickych vahach v mikrozkumavkach. Do tfi zkumavek, ve kterych byla navazena
puda bylo pfidano 570 ul MUB a 143 pl roztoku substratu; jako slepé vzorky byly pouzity
tf1 zkumavky s ptidou, do kterych bylo ptidano 713 ul MUB a do nésledujicich tfi zkumavek
bez pady bylo ptidano 570 ul MUB a 143 pl roztoku substratu. Takto ptipravené zkumavky,
3 zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly homogenizovany po dobu 1
minuty a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Homogenizace probihala i béhem
inkubace. Po inkubaci byla opét provedena homogenizace a byly pfidany roztoky 0,5M
chloridu véapenatého a 0,5M hydroxidu sodného a opét byla provedena homogenizace. Poté
byly zkumavky odstfedény pomoci centrifugy pii 15000 rpm po dobu 10 minut. Do 96
jamkové mikrotitraéni desticky s plochym dnem bylo odebrano 250 upl supernatantu.

Nasledné byla zmétena absorbance pii vinové délce 410 nm na spektrofotometru TEKAN.
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b) Vysledky

Tabulka 11: Vysledky pro [-glukosidazu
A[1] |ApNP[mg-I'] |a[mg(pNP)-g! h']

1,73 17,36 0,179

Vysledna enzymova aktivita pro B-glukosidazu vysla 0,179 mg pNP - g!- h'l. Ve studii
(Jackson, Tyler a Millar, 2013) dosahovala aktivita esterazy hodnot a = 0,0417— 0,1948 mg
pNP - gl- bl [61]

4.3.6 a-glukosidaza
a) Postup

Pro ptipravu modifikovaného univerzalniho pufru (MUB) pH = 6 bylo navazeno 12,1 g
TRIS, 11,6 g kyseliny maleinové, 14 g kyseliny citronové, 6,3 g kyseliny borité a nésledné
rozpusténo v 500 ml demineralizované vody. Uprava pH byla provadéna pomoci roztoku
hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000 ml odmérné barnce po rysku.
Nésledné byl pfipraven 0,05 M roztok substratu p-Nitrophenyl-a-D-glukopyran (pNP)
rozpuSténim 75,2 mg substratu v 5 ml pufru. Pro optimalizaci byla pouzita vysuSena
zkuSebni pida s obsahem suSiny 98,21 %, které bylo navaZeno 140 mg. Plida byla navazena
na analytickych vahach v mikrozkumavkach. Do tfi zkumavek, ve kterych byla navazena
puda bylo pfidano 570 ul MUB a 143 pl roztoku substratu; jako slepé vzorky byly pouzity
tf1 zkumavky s ptidou, do kterych bylo ptidano 713 ul MUB a do nésledujicich tfi zkumavek
bez pidy bylo ptidano 570 ul MUB a 143 pl roztoku substratu. Takto ptipravené zkumavky,
3 zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly homogenizovany po dobu 1
minuty a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Homogenizace probihala i béhem
inkubace. Po inkubaci byla opét provedena homogenizace a byly pfidany roztoky 0,5M
chloridu véapenatého a 0,5M hydroxidu sodného a opét byla provedena homogenizace. Poté
byly zkumavky odstfedény pomoci centrifugy pii 15000 rpm po dobu 10 minut. Do 96
jamkové mikrotitraéni desticky s plochym dnem bylo odebrano 250 pl supernatantu.

Nasledn¢ byla zmétena absorbance pii vinové délce 410 nm na spektrofotometru TEKAN.
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b) Vysledky

Tabulka 12: Vysledky pro a-glukosiddazu
A[1] |ApNP[mg-I'] |a[mg(pNP)-g! h']

0,305 2,61 0,0272

Vysledna enzymova aktivita pro a-glukosidazu vysla 0,0272 mg pNP - g!' - h'!. Ve studii
(Eivazi a Tabatabai, 1988) dosahovala aktivita esterazy hodnot a = 0,00278 — 0,02223 mg
pNP - g'-hl [71]

4.3.7 Ureaza
a) Postup

Pro piipravu 50 mM octanového pufru pH = 5 bylo navazeno 2,762 g octnu sodného, 0,981
g kyseliny octové a nasledné rozpusténo v 500 ml demineralizované vody. Uprava pH byla
provadéna pomoci roztoku hydroxidu sodného a poté byl roztok pufru doplnén v 1000 ml
odmérné bance po rysku. Nésledné¢ byl piipraven 80mM roztok substritu mocoviny
rozpuiténim 48 mg substritu v 10 ml pufru a oxidacéni ¢inidlo ¢ = 1 mg-ml!
dichlorisocyanuratu. Pro optimalizaci byla pouzita vysusend zkuSebni pida s obsahem
susiny 98,21 %, které bylo navaZeno 100 mg. Piida byla navaZena na analytickych vahach v
mikrozkumavkach. Do tfi zkumavek, ve kterych byla navdZena ptida bylo pfidano 250 pl
octanového pufru a 100 pl roztoku substratu; jako slepé vzorky byly pouzity tii zkumavky
s ptidou, do kterych bylo pridano 350 pl octanového pufru a do nasledujicich tii zkumavek
bez ptudy bylo ptidano 250 pl octanového pufru a 100 pl roztoku substratu. Takto pfipravené
zkumavky, 3 zkumavky se vzorky a 6 zkumavek se slepymi vzorky byly homogenizovany
po dobu 1 minuty a inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C. Homogenizace probihala
1 béhem inkubace. Po inkubaci byl pfidan 1 ml 2M roztoku KCl a zkumavky se nechalo 30
min homogenizovat nasledné¢ zkumavky byly odstiedény pomoci centrifugy pii 15000 rpm
po dobu 10 minut. Do 96 jamkové mikrotitra¢ni desticky s plochym dnem bylo odebrano 75
ul supernatantu, ke kterému bylo ptidano 30 pl oxida¢niho ¢inidla, 75 pl barevného ¢inidla
pripraveného tésné pred ptidanim a 75 pl dH>O. Barevné Cinidlo bylo ptipraveno ze slozky
A a B. SloZzka A se pfipravila smichanim 60 mg NaOH s 10 ml dH>O a sloZka B byla

pfipravena smichanim 850 mg salicilatu sodného, 6,39 dihydratu nitroprusidu sodného a 5
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ml dH>O. Nasledné byla zmétena absorbance pii vinové délce 660 nm na spektrofotometru

TEKAN.
b) Vysledky

Tabulka 13: Vysledky pro uredzu
A[l] | ANH4s [mg-1'] |a[mg(NHs")-g! h']

0,414 2,74 0,035

Vysledna aktivita uredzy vysla 0,035 mg NHs" - g' - h'l. Ve studii (Cordero, Snell et al.,
2019) dosahovala aktivita uredzy hodnot a 0,01 — 0,12 mg NH4" - g'- h'!. [62]
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4.4 Normovana metoda — ISO 20130

Byl pfipraven extrak¢ni roztok, ktery byl ptidan k navdzenému mnozstvi vzorku pudy (viz
tabulka 14) a byl homogenizovéan po dobu 10 minut na orbitalni tfepacce. Nasledné probéhlo
odstfedéni pii 10000 rpm pomoci centrifugy. Supernatant byl pfeveden na 96 jamkovou
mikrotitracni desticku a byl pfidan roztok substratu a dH»O, poté probehla inkubace a byl
pridan zastavovaci roztok a byla zméfena absorbance na nové 96 jamkové mikrotitracni
desti¢ce pomoci spektrofotometru na 96 jamkové mikrotitracni desticky (viz tabulka 15).

[67]

Vypocet enzymové aktivity podle normy ISO 20130 byl proveden podle rovnice:

(Cs - Cb) D - Vsg
RT " st

kde: a — enzymova aktivita v U - g suché piidy [umol - g' - min'], Cs — koncentrace
produktu vzorku [pumol - ml™'], Cy — koncentrace produktu blanku [pumol - mI'], D — fedéni
vzorku na 96 jamkové mikrotitracni desticce [1], Vss — objem vyluhu [ml], RT — doba

inkubace [min], Wqs — hmotnost suchého vzorku [g]. [67]

Tabulka 14: Extrakcni a zastavovaci roztoky pro enzymoveé aktivity ISO 20130

Enzymova aktivita | a, B — glukosid4za | Uredza Kysel4 fosfataza Alkalicka fosfataza

Arylsulfataza Esteréza

Extrakéni roztok

dH>O

50mM TRIS pH = 5,5

50mM TRIS pH =11

Zastavovaci roztok

100mM TRIS pH 12

0,5M CaCl

Salicylat

Kyanurat

100mM TRIS pH 12

0,5M CaCl
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Tabulka 15: Udaje pro mikrotitracni desticku ISO 20130

Arylsulfataza | a, B — glukosidaza Kysela, alkalicka fosfataza Esteraza | Ureaza
Supernatant 125 pl 50 pl
Substrat 25 ul 40 pul
dH>0 0 ul 40 pl
Doba 4 H 1H 30 min 2H 3H
inkubace
Teplota 37°C 30 °C 37°C
Zastaveni 100 pl 100mM TRIS pH 12 40 pl
25 11 0,5M CaCl salicylat
40 pul
kyanurat
Inkubace 30 min
trepani
Nova 200 pl 200 pl
desticka A= 405 nm A= 660 nm
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4.4.1 Kysela fosfataza ISO 20130
a) Data

Tabulka 16: Absorbance pNP pro
aktivitu kyselé fosfatazy — ISO 20130

Vzorek [1] 1 2 3
0,138| 0,139] 0,139
0,128 | 0,127| 0,133
0,170 0,171] 0,169
0,059| 0,053| 0,055

A 1]

b) Vypocet aktivity

_ (C;—Cy)D-Vss  (0,00687 — 4,94-107°) - 0,625 0,2

“=TRrow,, 301,127
= 2,522 10 °mmol (pNP) - g~ ' - min~1
= 0,105mg (pNP) -g~1-h7t
¢) Vysledky

Tabulka 17: Enzymova aktivita kyselé fosfatazy — 1SO 20130

Vzorek 1 2 3
Cs mmol-m]’! 6,87-10%| 6,90-107| 7,00-10
C, mmol-ml’! 4,94-10°| 4,96-10°| 5,03-107
D 0,625
Was [g] 1,127 1,071 1,263
Vs [ml] 0,2
RT [min] 30
a [mmol (pNP)-g'!'min!] [2,522-10|2,531:10°{2,291-107
a [mg (pNP)-g!-h'!] 1,05-10"| 1,06-107'| 9,56-102

Dle stanoveni ISO 20130 vysla enzymova aktivita pro kyselou fosfatazu u zkusebni ptidy

v rozmezi a=9,56-102-1,06-10" mg (pNP)-g"!-h"'. Nizsi aktivita, neZ u mikrozkumavkové

metody mize znamenat, Ze pii stanoveni enzymové aktivity pomoci normované metody

muze dochazet k nizsi extrakci enzymu do vodného prostiedi.
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5 VYSLEDKY

Pro stanoveni enzymovych aktivit byly pouzity dvé metody. Prvni metoda v
mikrozkumavkach, kterd byla optimalizovana v pfedchozi kapitole a druhd metoda podle
normy ISO 20130/2018, u které je vysledek vSech aktivit ziskan z extraktu jedné navazky
pudy. Enzymovymi aktivitami, konkrétn¢ o a B glukosidazy, kyselé¢ a alkalické fosfatazy,
arylsulfatazy, esterdzy a uredzy se hodnotilo celkem 13 plid dodanych z Mendelovy
univerzity. Téchto 13 ptd bylo nejprve testovano metodou v mikrozkumavkéch a nasledné
normovanou metodou ISO 20130. U metod byla provedena korelace a zjistén Piersontv
korela¢ni koeficient pro hladinu vyznamnosti p> 0,05. Ob& metody byly nejprve vyzkouseny

a optimalizovany, coZ je popséano v kapitole 4. OPTIMALIZACE A METODIKA.

5.1 Metoda hodnoceni piid enzymovymi aktivitami v mikrozkumavkach

Pro hodnoceni enzymovych aktivit v piidach pomoci metody v mikrozkumavkach byl pouzit
stejny postup, ktery byl pouZit v kapitole 4. OPTIMALIZACE A METODIKA. Vysledky
uvedené v nasledujicich tabulkach byly ziskany zprimérovanim tii hodnot enzymovych

aktivit pro kazdy vzorek pudy.

5.1.1 Vysledné enzymové aktivity

Tabulka 18: Vysledné enzymové aktivity kyselé fosfatazy v mikrozkumavkach

Vzorek 1 2 3 4 5 6
a [mg (pNP) - g'! (pdy) - h''] 0,540| 0,504| 0,449| 0,302| 0,732 0,359 0,482
c[1] 0,029| 0,014 0,010| 0,016 0,036| 0,012 0,039
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mg (pNP) - g'! (ptdy) - h''] 0,299| 0443| 0,400, 0,433| 0465| 0,299
c[1] 0,020| 0,019 0,015| 0,024| 0,005| 0,011

Tabulka 19: Vysledné enzymoveé aktivity alkalické fosfatazy v mikrozkumavkach

Vzorek 1 2 3 4 5 6
a [mg (pNP) - g'! (piidy) - h'!] 0,715 0,079 0,078 0,051| 0,939| 0,146| 0,063
c[1] 0,100| 0,008 0,007| 0,006 0,077| 0,007 0,089
Vzorek 8 9 10 11 12 13

a[mg (pNP) - ¢! (pidy) - h'] | 0,449] 0,536] 0,495 0,096] 0,128] 0,085

c[1] 0,032 0,043 0,012] 0,009, 0,007| 0,003
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Tabulka 20: Vysledné enzymoveé aktivity p — glukosiddazy v mikrozkumavkach

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a[mg (pNP) - ¢! (ptdy) - h'!] 0,163 0,076 0,067 0,092| 0,159| 0,069 0,134
o[1] 0,006 0,002| 0,006] 0,003| 0,008 0,006| 0,005
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mg (pNP) - g'! (pidy) - h''] 0,121| 0,143 0,117| 0,055| 0,059| 0,065
o[1] 0,003| 0,007] 0,005| 0,007 0,005| 0,005

Tabulka 21: Vysledné enzymové aktivity o.— glukosidazy v mikrozkumavkach
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mg (pNP) - g'! (ptdy) - h''] 0,046| 0,026 0,022 0,015| 0,042| 0,025| 0,033
o[l] 0,004| 0,005 0,003] 0,002| 0,004 0,005 0,002
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mg (pNP) - g'! (pdy) - h''] 0,029 0,037| 0,029| 0,018 0,017 0,018
o [1] 0,002 0,002 0,002] 0,002] 0,003| 0,003

Tabulka 22: Vysledné enzymové aktivity esterdzy v mikrozkumavkach
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mg (pNP) - g”! (ptdy) - h''] 0,035| 0,020] 0,024| 0,013| 0,028 0,019] 0,025
o[1] 0,004| 0,004| 0,001 0,001| 0,001 0,001 0,002
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mg (pNP) - g”! (ptdy) - h''] 0,028 0,037 0,025| 0,014| 0,011| 0,018
c[1] 0,001 0,003] 0,001{ 0,001| 0,002| 0,002
Tabulka 23: Vysledné enzymové aktivity arylsulfatazy v mikrozkumavkach
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mg (pNP) - g”! (ptdy) - h''] 0,766| 0,575| 0,499 0,235] 0,670, 0,498| 0,791
c[1] 0,047| 0,013 0,060{ 0,005] 0,028| 0,038| 0,076
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mg (pNP) - g”! (ptdy) - h''] 0,678| 0,497| 0,594| 0,543| 0,578 0,789
c[1] 0,042| 0,036| 0,008 0,043| 0,035] 0,034
Tabulka 24: Vysledné enzymové aktivity uredzy v mikrozkumavkach

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a[mg (NHs) - g! (piidy) - h''] | 0,154| 0,078| 0,094 0,109| 0,186| 0,104| 0,110
o[1] 0,023| 0,004| 0,005{ 0,007 0,002 0,003| 0,014
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a[mg (NH4") - ¢! (ptdy) - h''] | 0,082| 0,090| 0,102| 0,120 0,067| 0,041
o[1] 0,007 0,008 0,008 0,009| 0,005| 0,010
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5.2 Metoda podle ISO 20130/2018

Pro hodnoceni enzymovych aktivit piid pomoci metody ISO 20130 byl pouzit stejny postup
a vypocet, ktery byl pouzit v kapitole 4. OPTIMALIZACE A METODIKA. Vysledky

uvedend v nasledujicich tabulkach byly ziskédny zpriimérovanim deviti hodnot enzymovych

aktivit pro kazdy vzorek pudy.

5.2.1 Vysledné enzymové aktivity — ISO 20130

Tabulka 25: Enzymova aktivita kyselé fosfatazy — ISO 20130

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mmol (pNP)-g"'-min'] | 1,75-10°| 2,17-10°| 2,37-10°| 2,21-10°| 2,96-:10| 2,68:10°| 2,73-107
a[mg (pNP)-g'-h'!] 1,46:10"| 1,81-10"| 1,98-10"| 1,84:10"| 2,47-10"| 2,23-10""| 2,28:10"!
c[1] 3,4-102| 6,1-10°| 1.8-102| 1,3-10%| 4,5-10%| 1,5-102| 8,0-107
a [mmol (pNP)-g''min'] | 3,34-10°| 3,69-10°| 3,08-:10°| 2,46-10°| 2,98-10°| 2,80-107
a [mg (pNP)-g'-h'"] 2,79-10"| 3,09-10"| 2,57-10""| 2,05-10"| 2,49-10"| 2,34-10"
c[1] 56:10%] 39:10%| 14-10%] 1.810?% 47-10%] 47107
Tabulka 26: Enzymova aktivita alkalické fosfatazy — ISO 20130
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mmol (pNP) - ¢! - min'] | 3.34-10°| 2,48-10°| 1,97:10°| 1,21:10°| 9,67-10°| 2,15-10°| 3,41:10°
a[mg (pNP) - g’ - h''] 2,79-10"| 2,07-107"| 1,64-10"| 1,01-107"| 8,07-10""| 1,79-10""| 2,85-10!
o [1] 54-10%| 3,2-102| 3,6-102| 3,6-102| 1,7-10%| 2,1-102| 3,8-102
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mmol (pNP) - ¢ - min'] | 4,04-10°| 4,52:10°| 6,09-10°| 1,91-10°| 2,87-10%| 3,24-10°
a[mg (pNP) - g’ - h''] 3,38-1071| 3,77-10'| 5,09-10"| 1,60-10| 2,39-10"'| 2,71-10!
o [1] 51-10%| 6,8-102| 1,2-10%| 2,7-102| 1,2-102| 2,7-10%
Tabulka 27: Enzymova aktivita ff — glukosidazy — ISO 20130
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mmol (pNP) - ¢! - min'] | 2,14-10°| 1,99-10°| 1,98-10°| 1,93-10°| 3,09-10°| 2,15-10°| 2,55-107
a[mg (pNP) - ¢! - h'!] 1,79-10"| 1,67-10"| 1,65-10"| 1,61-10"| 2,58-10"| 1,80-10"| 2,13-10"
o [1] 7,5-10%|  1,1-10%| 1,3-102| 1,0-10?| 6,8:10%| 1,6:10%| 4,410
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mmol (pNP) - ¢! - min'] | 2.34-10°| 2,42:10°| 2,68:10°| 1,82:10°| 1,93-10°| 1,99-10°
a[mg (pNP) - g'- h'!] 1,95-10"| 2,02-10"| 2,23-10"| 1,52-10'| 1,61-10"| 1,66-10"!
o [1] 6,7-102| 1,0-102| 33-10%| 9,0-10%| 1,2:10%| 3,8-107
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Tabulka 28: Enzymova aktivita o — glukosidazy — 1SO 20130
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a[mmol (pNP) - ¢! - min'] | 6,87-10°| 3,15-10°| 3,04:10°| 2,93-10°| 1,07-10°| 6,27-10°| 7,59-10°
a[mg (pNP) - g!- h'!] 5,73-102| 2,63-10%| 2,54-10| 2,45-102| 8,93-102| 524-102%| 6,33-10
o [1] 3,4-10%  9,9-10%| 7,2-10%| 1,2-103| 1,8-10°| 1,2:10°| 8,0-107
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mmol (pNP) - ¢! - min'] | 6,75-10°| 6,04:10°| 9,28:10°| 3,36:10°| 3,46:10°| 3,58-10°
a[mg (pNP) - g!- h'!] 5,64-102| 5,04-10%| 7,74-10%| 2,80-102| 2,89-102| 2,99-107
o [1] 2,3-10% | 5,3-10°| 9,4-10°| 1,7-103| 6,2:10°| 1,3-107
Tabulka 29: Enzymova aktivita esterdzy — ISO 20130
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mmol (pNP) - g' - min'] | 4,29-10°| 2,29-10°| 2,80-10°| 2,29-10°| 2,50-10°| 2,25-10°| 3,17-10¢
a[mg (pNP) - g - h'!] 3,58-102| 1,91-102| 2,33-10%| 1,91-102| 2,08-102| 1,88-10%| 2,65-10
o [1] 6,5-103| 92-10*| 84-10%| 3,7-10°| 272-103| 22:103| 4,3-10°
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mmol (pNP) - g! - min'] | 2,81-10°| 3,87-10°| 3,99-10°| 2,49-10°| 2,26:10°| 4,16:10°
a[mg (pNP) - ¢! - h'!] 2,35-10| 3,23-102| 3,33-10%| 2,07-10?%| 1,89-102| 3,47-102
o [1] 2,5-10%| 3,3-10°| 29-103| 1,4-10%| 7,0-10°| 7,3-103
Tabulka 30: Enzymova aktivita arylsulfatzy — ISO 20130
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a [mmol (pNP) - ¢! - min'] | 6,04-10°| 3,35-10°| 1,82:10°| 7,97-107| 1,69-10°| 5,09-10°| 5,30-10°
a[mg (pNP) - ¢! - h'!] 5,04-102| 2,80-10%| 1,52-10| 6,70-10°| 1,41-10"| 4,25-102%| 4,43-10
o [1] 2,1-10%| 2,1-10°| 24-103| 54-10* 9,9-10°| 3,0-10°| 5,0-107
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a [mmol (pNP) - ¢! - min'] | 4,03-10°| 3,28:10°| 5,66:10°| 6,95-107| 4,52-107| 1,11-10°
a[mg (pNP) - g!- h'!] 3,36-102| 2,74-102| 4,72-10%| 5,80-10°| 3,80-10°| 9,30-107
o [1] 1,7-10°| 2,5-10°| 7,3-10%| 8,0-10*| 2,9-10°| 22-10*
Tabulka 31: Enzymova aktivita ureazy — ISO 20130
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7
a[mmol (NH4") - g - min'] | 9,30:10°| 593-10°| 5,88-:10°| 1,02:10°| 1,25-10°| 4,83-10°| 9,32-10°
a[mg (NHs") - g+ h'] 7,76-102| 4,95-10%| 4,91-102| 8,49-102| 1,04-10"| 4,03-102%| 7,78-10
o [1] 2,2-10%|  49-10°| 54-10%| 2,1-10%| 2,7-10°| 1,3-10°| 2,6:107
Vzorek 8 9 10 11 12 13
a[mmol (NH4") - g - min'] | 7,56:10°| 7,58-10°| 5,18-:10°| 5,89-10°| 3,25-10°| 3,38:10°
a[mg (NHs") - g h'!] 6,31-107%| 6,33-107%| 4,32:107%| 4,92:10%| 2,71-107| 2,82-107
o [1] 4,6:10° 1,1-10°| 3,0-10°| 2,8-10°| 1,1-10°| 1,1-107
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5.3 Vyhodnoceni metody v mikrozkumavkach a normované metody
5.3.1 Vyhodnoceni v§ech enzymovych aktivit a v§ech vzorki pud
[ Alfa glukozidaza M Alkalickd fosfataza @ Arylsulfataza O Beta glukozidaza
OEsteraza M Kysela fosfatdza M Uredza
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Obrazek 17: Vysledné enzymové aktivity pro metodu v mikrozkumavkach
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Obrazek 18: Vysledné enzymové aktivity pro metodu podle ISO 20130/2018
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Na obrazcich 17 a 18 jsou srovnany vSechny stanoveni enzymovych aktivit pro dodané
vzorky pud. Je patrné zékladni podobnost v pudach, kdy ptda cislo 5 se jevi jako ptida, ze
které¢ bylo extrahovano nejvice enzymit, ztohoto pohledu se tahle pida jevi jako
nejaktivnéjsi. Na opacné stran€ je puda Cislo 4, ze které bylo extrahovano nejméné enzymu
a jevi se jako nejmén¢ ozivend puida ze vSech hodnocenych ptid. Zajimavosti je, Ze pro
normovanou metodu vysly vyrazné€ nizsi aktivity pro arylsulfatdzu a kyselou fosfatdzu. Nizsi
aktivity téchto dvou enzymii mohou souviset s nizsi extrakci enzymt do vodného prostiedi

pouzivané¢ho v normované metode¢.

50 Acid P
S0 Ure

50 Est

Est

=

o e

5 =
u-glu‘ !
Al P .)l(
@

__I|

)| X 0@
w @ @ Acddp

Ars
B -glu
Est .

Acd P
v T @

IS0 & - glu [ |
IS0 Al P
150 Ars
150 B -glu
150 Est
150 Acid P
153 Ure

................................................

Obrazek 19: Vysledna korelace aktivit (Piersoniiv korelacni koeficient)
(X — aktivity spolu nekoreluji vyznamné (p> 0,05), velikost kolecka
= vzdjemna korelace) zahrnuti metody v mikrozkumavkach i ISO 20130

Obrazek 19, vychazejici z hodnot v tabulce 32 zndzorfiuje vzdjemnou korelaci mezi
jednotlivymi aktivitami, metodou v mikrozkumavkach a metodou podle normy ISO 20130.
Nejvyssi korelace s ostatnimi enzymovymi aktivitami dosahuje alkalické fosfataza metodou
ve zkumavkach, naopak s enzymovou aktivitou kyselé fosfatdzy stanovenou normovanou
metodou a arylsulfatazy stanovenou metodou ve zkumavkach nekoreluje dokonce zddna jina

enzymova aktivita.
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Arylsulfatdza stanovena normovanou metodou koreluje s 5 enzymovymi aktivitami na rozdil

od arylsulfatazy stanovenou metodou v mikrozkumavkach a v ptipadé kyselé fosfatazy je

tomu naopak.

Diagonala zvyraznéna cervené znazornuje korelaci mezi mikrozkumavkovou a normovanou

metodou pro jednotlivé enzymové aktivity.

Tabulka 32: Piersonitv korelacni koeficient (p> 0,05) mezi jednotlivymi enzymovymi

aktivitami

o-glu [AleP  |Ars B-glu |Est AcidP  [Ure ISO0-glu [ISOAIcP [ISOArs |ISOB-glu [ISOEst [ISOAcidP |ISO Ure
0.-glu 1,19:10°| 937:10%] 1,26-10%] 3,15-10%| 343-10%| 1,61-107 1,60-10%| 8,64:10%| 244107  6,06:107| 724107  724:10"| 4,64-107
AlcP 317101 5,84-10%| 528107 | 342:102| 121102 144-10°| 4,61-10%] 140-10°|  396:10°| 22510  4,11-10"] 486102
Ars 243101 2,11-107] 334:107| 9,09-10"| 148107 2,05-107| 2,80-101|  2,60-10"| 6,77-10%]  8,15-10"| 9,36:10"
f-glu 3,99-10%| 9,07-107| 2,17-102 1,88:10°| 1,55:10%| 1,06:10%]  2,82:10°| 1,25:10"| 5,68:10"| 2,68:10°
Est 22010 197101 328107 9,18:107] 982107  4,12:107| 292107  435:10"| 1,22:10"
Acid P 506:10°| 948107 2,22-107%| 348107 552107 839:107| 6,84-10"| 7,18:102
Ure 2,68-107  6,94-107| 2,40-10%|  530-107| 826-10"| 3.85-10"| 1,11-10°
1SO o.— glu 223-10%] 236104 1,55-10°] 3,52-10"|  221-10"| 8,30-107
1SO Alc P 108104 1,0610°| 476101 1,12:10"| 1,27-10"
ISO Ars 996:10°| 9,73-10"|  6,78:10"| 1,56-10
IS0 8- glu 529101 1,07-10"] 4,67-102
ISO Est 749-10"| 8,37-10°
I1SO Acid P 6,64-10°!
ISO Ure

5.3.2 Vyhodnoceni enzymovych aktivit o — glukosidazy pomoci obou metodik

0,10
= 0,09
<
- 0,08
5 0,07
>
20,06
= 0,05
o 0,04
Z 0,03
g 0,02
= 0,01
0,00

—— Zkumavkova metoda

6 7
Vzorek [1]

—&—|S0 20130

10

11

12 13

Obrazek 20: Porovnani metod enzymovych aktivit pro o — glukosiddzu
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Obrazek 21: Porovnani metodik u aktivity a — glukosidazy

Podle obrazku 20 se d& usuzovat, ze metody pro stanoveni enzymové¢ aktivit o — glukosidazy
mezi sebou koreluji na hladiné vyznamnosti p> 0,05. Piersonliv korela¢ni koeficient
dosahuje hodnoty 0,651. ISO metoda dosahuje vyrazné vysSich hodnot nez metoda
v mikrozkumavkach. Coz miize byt zptisobeno lepsi extrakei enzymu do vodného prostiedi
pouzitého v ISO metod¢. Na obrazku 21 je znazornéna zavislost enzymové aktivity pro

jednotlivé vzorky.
5.3.3 Vyhodnoceni enzymovych aktivit p — glukosidazy pomoci obou metodik

—&— Zkumavkovd metoda  —#—1SO 20130
0,30
0,25
0,20
0,15

0,10

a [mg pNP - g1 (pidy) - h]

0,05

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Vzorek [1]

Obrazek 22: Porovnani metod enzymovych aktivit pro f — glukosidazu
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Obrdazek 23: Porovnani metodik u aktivity p — glukosidazy

Podle obrazku 22 se dd usuzovat, Ze metody pro stanoveni enzymové aktivity f —
glukosidéazy spolu koreluji na hladin€ vyznamnosti p> 0,05. Piersontv korelacni koeficient
dosahuje hodnoty 0,755. Zaroven je ziejmé Ze u ISO metody dosahuji enzymové aktivity
vysSich hodnot nez u metody ve zkumavkach. Coz mize byt zptisobeno lepsi extrakci
enzymu do vodného prostfedi pouzitého v ISO metod€. Na obrdzku 23 je znazornéna

zavislost enzymové aktivity pro jednotlivé vzorky.
5.3.4 Vyhodnoceni enzymovych aktivit kyselé fosfatazy pomoci obou metodik

—&— Zkumavkova metoda  —#—1S0 20130

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

[mg pNP - g1 (pidy) - h]

0 2 4 6 8 10 12 14
Vzorek [1]

Obrazek 24: Porovnani metod enzymovych aktivit pro kyselou fosfatazu
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Obrdazek 25: Porovnani metodik u aktivity kyselé fosfatdazy

Podle obrazku 24 se d& usuzovat, ze metody pro stanoveni enzymové aktivity kyselé
fosfatdzy spolu nekoreluji na hladiné vyznamnosti p> 0,05. Piersoniiv korelacni koeficient
dosahuje hodnoty -0,125. Nizka korelace mize byt zplUsobena rozdilnym postupem
v metodach. Vys$§i enzymova aktivita se da pozorovat u metody v mikrozkumavkach.
Mikrozkumavkova metoda mtize dosahovat lepsi extrakce enzymu v pribéhu experimentu.
V ptipade¢ kyselé fosfatazy zde miiZe hrat urcitou roli extrakce enzymi do vodného prostedi,
jelikoz u ISO metody probihala extrakce po dobu 10 minut a u zkumavkové metody
probihala extrakce po celou dobu experimentu tedy 1 hodinu. Doba extrakce u kyselé

fosfatazy mlze hrat vyznamnou roli pfi stanoveni této enzymové aktivity. Na obrazku 25 je

znazornéna zavislost enzymové aktivity pro jednotlivé vzorky.
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5.3.5 Vyhodnoceni enzymovych aktivit alkalické fosfatazy pomoci obou metodik
—&— Zkumavkovd metoda  —#—1SO 20130
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Obrazek 26: Porovnani metod enzymovych aktivit pro alkalickou fosfatdzu
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Obrazek 27: Porovnani metodik u aktivity alkalické fosfatazy

Podle obrazku 26 se d4 usuzovat, Zze metody pro stanoveni enzymové aktivity alkalické
fosfatdzy spolu vysoce koreluji na hladiné vyznamnosti p> 0,05. Piersontiv korelacni
koeficient dosahuje hodnoty 0,829. Ob& metodiky dosahuji pro rizné pidni vzorky
podobnych hodnot. Podle téchto vysledkli se da usuzovat, ze obé metodiky jsou pro
stanoveni alkalické fosfatazy jsou optimalni. Extrakce enzymu pro alkalickou fosfatazu

probihala u obou metod ve vysoce zasaditém prostiedi, které mohlo mit zasadni vliv na dobu
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extrakce enzymil. Na obrazku 27 je zndzornéna zavislost enzymové aktivity pro jednotlivé

vzorky.
5.3.6 Vyhodnoceni enzymovych aktivit arylsulfatazy pomoci obou metodik

—— Zkumavkova metoda  —#—1SO 20130
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Obrazek 28: Porovnani metod enzymovych aktivit pro arylsulfatizu
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Obrazek 29: Porovnani metodik u aktivity arylsulfatdazy

Podle obrazku 28 se da usuzovat, ze metody pro stanoveni enzymové aktivity arylsulfatazy
spolu velmi nizce koreluji na hladin¢ vyznamnosti p> 0,05. Piersontiv korelacni koeficient
dosahuje hodnoty 0,324. Nizka korelace metod mulzZe byt zplsobena pii extrakci

arylsulfatazy do vodného prostiedi, jelikoz u metody ISO 20130 nebyl pouzit tlumivy roztok
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o vhodném pH, ale jen demineralizovand voda. Na obrazku 29 je zndzornéna zavislost

enzymové¢ aktivity pro jednotlivé vzorky.
5.3.7 Vyhodnoceni enzymovych aktivit esterazy pomoci obou metodik

—— Zkumavkova metoda  —#—1SO 20130
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Obrdazek 30: Porovnani metod enzymovych aktivit pro esterdzu
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Obrazek 31: Porovndni metodik u aktivity esterdzy

Podle obrazku 30 se da usuzovat, Ze metody pro stanoveni enzymové aktivity esterazy spolu
koreluji na hladin€ vyznamnosti p> 0,05. Piersoniiv korela¢ni koeficient dosahuje hodnoty
0,603. Hodnoty enzymovych aktivit esterazy pro jednotlivé vzorky pudy dosahuji

podobnych hodnot u obou metodik, a tak se d4 usuzovat, Ze obé metody pro stanoveni
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aktivity esterdzy jsou optimalni. Na obrazku 31 je zndzornéna zavislost enzymové aktivity

pro jednotlivé vzorky.
5.3.8 Vyhodnoceni enzymovych aktivit ureazy pomoci obou metodik

—— Zkumavkova metoda  —#—1SO 20130
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Obrdazek 32: Porovnani metod enzymovych aktivit pro uredzu
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Obrazek 33: Porovnadni metodik u aktivity uredazy

Podle obrazku 32 se da usuzovat, ze metody pro stanoveni enzymové aktivity uredzy spolu
vysoce koreluji na hladiné vyznamnosti p> 0,05. Piersoniiv korelacni koeficient dosahuje
hodnoty 0,797. Hodnoty enzymovych aktivit u obou metodik jsou navzdjem podobné, avSak

u metody ve zkumavkach dosahuji hodnoty aktivit vysSich hodnot nez u metody podle ISO
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normy. Vys$$i hodnoty u metody ve zkumavkach mohou byt zplisobeny lepsi extrakci
enzymi do vodného prostredi a délce extrakce. Vzhledem k podobnosti hodnot enzymovych
aktivit se d4 domnivat, Ze ob¢ metodiky pro stanoveni enzymové aktivity ureazy mohou byt

optimalni. Na obrazku 33 je zndzornéna zavislost enzymové aktivity pro jednotlivé vzorky.

Tabulka 33: Korelacni koeficienty metodiky jednotlivych enzymovych aktivit

Enzymova | o—glukosidaza | Alkalickd | Arylsulfataiza | f— glukosiddza | Esteraza | Kysela Ureaza
aktivita fosfataza fosfataza
Korela¢ni

‘ 0,651 0,829 0,324 0,755 0,603 -0,125 0,797
koeficient

Zavislost jednotlivych enzymovych aktivit mezi sebou je shrnuta v tabulce 33, kde jsou
vypocteny jednotlivé korelacni koeficienty pro obé metodiky kazdého vzorku. Z vysledki
kyseld fosfatdza. Vysoké hodnoty korelace u alkalické fosfatdzy mohou mit souvislost
s extrakci do zasaditého prosttedi. Nizka korelacni zavislost u kyselé fosfatdzy muize byt
zpusobena kratkou dobou extrakce enzymii do vodného prostiedi nebo tim, Ze hodnoty u
kyselé fosfatdzy predstavuji z ¢asti intracelularni enzymy. Extrakce u ISO metody probihala
pouze po dobu 10 minut. Pfi metodé¢ provadéné v mikrozkumavkach byly enzymy
extrahovany po celou dobu, tedy 1 hodinu, a tak se mohly na celkové enzymové aktivité
podilet i enzymy intracelularni. K podobnym vysledktim mohlo dojit i u arylsulfatazy, kdy
je pomérné nizka korelaéni zavislost, a tak se miiZzeme domnivat, Ze doba extrakce v ptipadé¢
arylsulfatdizy nemusela byt dostaCujici v ptfipadé ISO metody, nebo Ze v piipadé
arylsulfatazy ve zkumavkové metod¢ hraly vyznamnou roly intracelularni enzymy anebo

bylo pouzito v ptipad€é ISO metody nevhodné extrakéni prostredi.
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ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace je zaméiena na dulezitost a unikatnost pid pro zivot na
planet¢ Zemi a také na popis pudnich enzymovych aktivit méfenych v ¢asti praktické.
Enzymova aktivita pid je pravé jednim z vyznamnych ukazatelti ptidniho zdravi a kvality.
Hodnoty téchto aktivit vypovidaji o mikroorganismech, rostlindich a zivociSich,
vyskytujicich se na ptidnim povrchu i v profilu. VSechny tyto organismy se podileji na
produkci intracelularnich a extraceluldrnich enzymit, které mizeme popsat jako pldni

enzymy.

Prvnim krokem experimentu byla optimalizace stanoveni enzymovych aktivit
v mikrozkumavkéach. Stanoveni enzymové aktivity bylo optimalizovdno pro: a —
glukosiddzu, B — glukosiddzu, kyselou fosfatdzu, alkalickou fosfatdzu, esterazu,
arylsulfatizu a ureazu. Vysledné aktivity zjisténé pii optimalizaci byly porovnany

s aktivitami v publikovanych pracich.

Bylo hodnoceno 13 rGznych ndhodné zvolenych vzorkli pidy. Hodnoceni probihalo

mikrozkumavkovou a normovanou metodou ISO 2013/2018.

Optimalizaci mikrozkumavkové metody se podafilo docilit mozné uspory prace a
chemikalii.
Metodou ISO 20130 pro stanoveni enzymovych aktivit piidy bylo hodnoceno 13 typt ptd.

MozZnou nevyhodou této metody je nutnost extrakce enzymu z pudy do vodného prostiedi .

Vyhodou metody je rychlost stanoveni a nizka spotfeba materialu.

Mezi vysledky mikrozkumavkové a normované metody u jednotlivych enzymovych aktivit
byly stanoveny korela¢ni koeficienty. Korela¢ni koeficient pro aktivity o — glukosidazy €ini
0,651 z ¢ehoz plyne, Ze ob¢ provedené metodiky spolu ¢aste¢né koreluji, podobnych hodnot
korelacnich koeficientii dosahuji 1 aktivity esterazy 0,603 a f — glukosidazy 0,755 a uredzy
0,797. Korela¢ni koeficient pro aktivity alkalické fosfatazy ¢ini 0,829 coz miize znamenat,
ze obé metodiky spolu koreluji. V piipad€ arylsulfatazy korelacni koeficient ¢ini 0,324 a tato
pomérné nizka hodnota poukazuje na nepfili§ dobrou korelaci mezi metodikami, a to plati i
v ptipad¢ kyselé fosfatazy, kde korela¢ni koeficient dosahuje zaporné hodnoty -0,125, z toho

1ze usuzovat ze metodiky spolu nekoreluji.

Pti celkovém zhodnoceni kvality pid mikrozkumavkovou a normovanou metodou je patrné,

ze nejvyssich hodnot enzymovych aktivit dosahovala ptida Cislo 5 a nejnizSich hodnot ptida
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¢islo 4. Dle vysledki hodnot enzymovych aktivit se d4 domnivat, ze pida 5 je podle tohoto
hodnoceni nejaktivnéjsi a piida 4 je nejméné aktivni. U pidy 4 je patrnd pomérné vysoka
hodnota enzymové aktivity ureazy oproti ostatnim hodnotam enzymovych aktivit.

Na zavér lze konstatovat, Ze normovana metoda tim, ze zkouma enzymové aktivity po

extrakci do vody, nebo pufru o vhodném pH a nepracuje piimo se suspenzi ptidy mize mit

alespon pro nékteré aktivity vyrazna omezeni a je tfeba to mit pfi jeji aplikaci na paméti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A

ACP

ALP

Cy

Cs

MUB
PpNP

RT

SP

SV

absorbance

aktivity

kysela fosfataza

alkalickd fosfataza

koncentrace

koncentrace produktu ISO 20130
koncentrace produktu vzorku ISO 20130
fedéni vzorku na 96 jamkové mikrotitracni desti¢ce ISO 20130
hmotnost

modifikovany univerzalni pufr

para — nitrofenol

doba inkubace ISO 20130

suSina

slepy pokus

slepy vzorek

doba inkubace

objem

objem vyluhu ISO 20130

hmotnost suchého vzorku ISO 20130
vlnova délka

smérodatnd odchylka
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PRILOHA P I: ZAKLADNI DATA PRO STANOVENI ENZYMOVE

AKTIVITY METODOU V MIKROZKUMAVKACH

Vzorek [1 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13

0.841] 0,607] 0479] 0513] 0,731] 0,630] 0,721] 0,623] 0,708] 0,733] 0,502] 0,485 0.620

Al] 0.833] 0,711] 0555] 0487] 0,780] 0,525] 0,766] 0.650] 0689 0,754] 0557] 0,553] 0,684

3 0,796] 0,644] 0524] 0489 0792] 0615] 0744] 0.626] 0703] 0.763] 0567 0,537] 0687

£ 0223] 0,163] 0137] 0,155] 0189 0,160 0,190 0,179] 0,189] 0,198] 0,148] o0,150] 0,174

£ |Aasx[1]| o0212] 0,190 0,148 0,144 0,196 0,146] o018 0181] 0175 0192] 0,147 0153] 0,178

E 0,199 0,172] o0,141] o0,146] o0,186] 0156] 0177] 0,173] o0,171] o0,186] 0146] 0,143] 0,170

E 0215 07286 0214 0287] 0179] 0230 0278] 0241] 0,170 0332] 0273 0.285] 0409

E [AsV[I[_0225] 0296] 0219] 0270] 0,197 0239] 0301] 0242[ 0.187] 0334 0291] 0296 0413

2 0210 0301] 0222] 0271] o0,194] 0238] 0288] 0241] 0,176 0356] o0301] 0,288] 0405
S 0,084
£ |ASP[I][ 0073
& 0,081

] 2069 203,7] 2009 2024] 2047 2000] 192.8] 201,3] 204.8] 199.4] 1942] 2032 2047

L mvZmg) 1967 2023] 2076] 2097 1923] 2012[ 2016] 1948] 207,1] 208,0] 2040[ 2042 203,

2004 206,6] 19700 203,1] 2042] 207,6] 2035] 197,7] 206,0] 2039 2046] 1981 2024

201,5] 2062] 2025 2027 2077 199,7] 200,5] 1958] 2084 2013] 1950 203,7] 2083

mSP (mg)  209,5] 210,1] 1951] 2019] 202,5] 207,3] 196.6] 193.8] 2064 200,7] 2061 1992] 2050

205,7]  206,6] 204,7] 2045 1994 1959 2050] 2050 197.4] 199.2] 2050] 206,1] 2022

2168 1.238] 1,005 1285] 2086] 0954] 1,861 1,569] 1.842] 1,748] 0988] 0.881] 1,103

A[l] 2,005] 1228] 0914] 1,328] 2.044] o0924] 1.893] 1,627] 1,79 1,669] 1,066] 0,873] 1,144

- 2243 1247] 0982 1.401] 2053 0951] 1,797 1,706] 1.876] 1.668] 0977 0,960] 1,088

g 0,518] 0,295] 00267] 0,328 0499 0.273] 0450] 0,403] 0461] 0438] 0232] 0,243 0284

2 [ASX[1][__0495] 0285] 0237] 0320] 0503 0249] 0449 0401 0429] 0400[ 0247 0.224] 0282

> 0517] 0281 0244 0327 0473] 0247] 0443] 0412 04570 0395] o0216] 0243] 0,267

E 0206 0274] 0210 0279] 0180 0224 0277 0240] o165 0348] 0268 0253] 0373

z | Asv[1][ 0.224] 0285 00208] 0252] 0185 0235 0269 0248] 0,170 0355] 00299 0271] 0379

E 0212] 0259 00244] 0250 0,184] 0238 00284] 0.243] 0,164] 0,359 0028 0,267] 0397

o) 0,068] 0273] 0221 0260 0183 0.232] 0277 0244] o166 0354] 0285] 0264] 0383
g |asp(1][_ 0063
2 0,056

< 202,8]  207,0] 2044 1988 1983] 199.3] 201,5] 207,3] 2083] 2094 2068 202,4] 2013

& mVZ(mg) 2060 202,7] 1952] 199,6] 1957] 1953 1994 199,1] 2033] 202,9] 2011] 2023] 2045

@ 207,71 1932 196.8] 2057 2004 202,7] 2075 203,9] 1995 1951 199.4] 196,9] 2033

1944 203,5] 1995] 2027 202,1] 2064] 2059] 1938 2010 1993 208,6] 2025 2011

mSP (mg)|  202,3]  203.8] 208,7] 1951 1934 200,6] 202,0] 2084 2045 1932] 207,5] 2032] 2099

1947]  205.8] 1990 1964 2097 203,5] 2050] 2048] 197,7] 1984 2082] 2084] 1978

3605| 1341 1183 0786 3572] 1,752] 1,935] 2861 3,5506] 3,510 1.637] 1,798] 1436

Al] 3,737] 1,280] 1,181] 0847 3,697] 1,962] 2.163] 2,910] 3,694 3,565| 1,685] 2,005] 1,545

3,546)  L121]  1.105]  0904] 3.654] 1,980 20201] 2971] 3458] 3457] 1353] 2,000 1,601

- 1273 0325 0315] 0217 1687 0471] 0498 0810 0967] 0932] 0378] 0432] 0357

S |AsX[1]] 1293] 0.326] 0300 0226] 1,729 0477] 0533 0762] 1033] 0.894] 0384] 0464] 0369

E 1,122]  0288] 0282] 0240 1413 0494] 0546 0,785] 0829 0857] 0345] 0466] 0369

€ 0463] 0,122] 0125 0,090 0554] o0,180] 0182 0277] 0305 0203] 0.139] o0,142] o.,121

S |A2sx[1]_odos| o.i21] o112] 0096 05200 0,165 0,183 0241] 0324 0300] 0,142 0,159 0,136

s 0363] 0,117 0113] 0,099 0487] o0,185] 0189 0271] 0291] 0279] o0,122] o0,156] 0,131

E 0228] 0318 0285] 0304 0215 0247 0307] 0.245] 0185] 0.378] 0382] 0379 0482

= |asvi][_0227] 0365] 0268] 0301 0191] 0271 0313[ 0276] 0.189] 0391 0381] 0374] 0,535

3 0243] 0336] 0312] 0298] 0212 027] 0319] o0.266] 0204] 0371] o0419] 0,389 049
< 0,108
£ |ASP[1][_ 0094
3 0,088

g 201,6] 202,1] 2055] 199.8] 192.6] 208,5] 2022 2064] 2069] 2062] 1989 202,0] 2027

< mvZ(mg) 2100] 2049 1941] 201,6] 2028 202,5] 1994 1986 193.6] 2050 2040] 2032] 2055

2052 199,6] 1984 197,3] 1964 203.4] 20460 198.4] 2010 1970 1989] 2052 207.1

2062 1957] 1978 1954 1971 202,8] 199,5] 2044 2046] 2084] 2008] 1943 1978

mSP (mg)  203,9] 208,0] 2053] 197,1] 2041] 197,8] 2082] 204,1] 1999 1951] 1999] 204,7] 2037

1959] 2012] 199.6] 209.8] 2005] 192,3] 1956] 203,5] 2047] 1945] 1977 1950 2067




PRILOHA P II: ZAKLADNI DATA PRO STANOVENI ENZYMOVE

AKTIVITY METODOU V MIKROZKUMAVKACH

Vzorek [ 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13

3,728] 3,795| 3.682] 3.366] 3.662] 3.641] 3.572| 3.473] 3.209] 3.,558] 3478 3,465 3,613

All 3,615 3,562] 3.608] 3459 3,698 3.601] 3.751] 3,685 3.544] 3847 3742] 3,603 3,703

3,531 3,569 3.501] 3.532] 3.611] 3527] 3.648] 3619 3.244] 3.718] 3566 3612 3,707

- 1349]  143] 1,325] 0878]  1.94] 1.052] 1322 1071] 0906] 1.214] 1152] 1259 1,267

T oasxy] 1441 1324] 1201] 0874] 1983 1.041] 1285] 1,059 0958] 1206] 1,108] 1,188] 1,239

i 1438]  1422] 1283] 0872] 1902] 1058 1,175 1113] o801 1.262] 1,129] 1.168] 1,239

) 0426] 0417] 0369] 0265] 0567] 0307] 0403 0309] 0253] 0371 0345 0375] 0399

£ |A2sx(i]__o42[ 0395] 0372] 0263] 0549] 0306] 0397] 0302[ 0285 0364] 032] 0361] 0383

& 0438] 0405 0363] 0281] 0544] 0311 0374 033] 0257] 0373 0344] 035] 0375

2 02| 0287] 0202] 0255] 0201 0225 0272] 0249 0,192] 0348] 0276] 0272] 0388

= |Aasv[il[_o212] 0296 0217] 0,256 02 0227 0296] 0261 0,185 0379] 0285] 0307] 0404

3 0213] 0289 0227 0361] 0201 0269 0282] 0297] 0171]  036] 0295] 0335] o401
< 0,099
€ |ASP[1]]__0,095
el 0,093

Z 1983]  198,3] 2084] 1955] 1960] 2063] 1940[ 1957] 201,3] 2052[ 2005] 208.7] 2019

mVZ(mgf  202.2] 1932 2023] 2025] 1949 1967] 1965 2040 208,0] 2004] 202.8] 201.8] 1997

192,1]  201,0] 202,7] 203.8] 205.6] 199,1] 2054 2064 1959 1959] 201,3] 195.2] 19338

201,5]  198,1] 193,70 2033] 197.8] 203,00 2064] 196.6] 202,5] 2044 199.1] 207.1] 2086

mSP (mg)  201,5] 2002|1962 203,6] 20550 199.2] 1955 1983 2095] 198.5] 201,00 1977 208.6

207,5]  2083] 2050[ 1963] 192,00 2074] 2047] 2045 1962] 2039] 1993 206,1] 1961

0,598]  0,374] 0.418] 00266] 0456 0,325 0477] 0468 0.610] 0437] 0294 0230 0,351

Al 0519] 0,344 0407] 0290 0457] 0357 0436] 0458 0,577] 0467] 0325] 0272] 0,366

3 0,578]  0434] 0418 0308] 0470] 0344] 0421] o0461] 0.604] 0462] 0329] 0259 0,366

g 0,093] 0,108 0,087 o.,101] 0085] 0,099 0099] 0088 0099 0,119 o116 0099] 0,119

g |asv[l[ 0,105 0,099 0088 0,107] 0,091] 0,098 0.106] 0,086 0,003] 0,126] 0122] 0,112] 0,118

s 0,092] 0,118 0,093 o.110] 0082] 0,097 0,097 009 0,105 0,12] 0116] 0108 0,108
g 0,041
& |ASP[1]]_ 0,040
2 0,042

= 2043  2038] 1987 199.8] 198.6] 194,1] 2054 209.1] 2033] 1943] 1955] 1946 20438

§ mVZ (mg|  202,1]  196,1] 2055] 2069 199.2] 1963] 1984 208,5] 201,1] 1946] 2045 2045 2001

Z 1944] 2033 2043] 2086] 2035 1966] 1960 2033] 2045] 202,7] 2084 2063] 1957

1954]  202.8] 2003[ 2017 201,5] 2049] 1990 2088 2055 2028 197.6] 202,5] 1935

mSP (mg) 198,1]  202,5]  193.7] 2044] 197.8] 1987] 199.7] 1949 2043.0[ 2062 1963] 1963[ 206.1

2064 206,1] 2058 2056] 196,1] 2015 2041] 2082 202,1] 1998 2005 2053 193,

3,588 3,551 3.573] 3,006 3.703] 3595] 3.,705] 3,629 3.417] 3.696] 3.621] 3.626] 3,638

Al 3847] 3,518] 3,509] 2,909 3,765 3,588] 3.847] 3.692] 3,536] 3,692] 3,742] 3.692] 3,729

3.764]  358] 3.675] 2983 3.846] 3.607] 3.777] 3.768] 3,655  3.88] 3.731] 3.897] 3,739

1,574 1166] 1,085 0715] 1482] 1062] 1713 1371] 1,043] 1283 1242 141] 1,884

= |AsX[[__1541]  1.083] 0956] 0.669] 1.265] 1.033 7] 1325] 1024] 1302] 1146] 1.441] 1,804

K 1,587]  1.233] 0974 069 147 096 1659 1317] 0999 1356 1154] 1478] 1,737

g 0434] 0324] 0313 o191] o0401] 028] 0476] 0368] 0293 0324 0312] 0336] 0453

[A25X[1]__ 044] 0317] 0275] 0206] 0361 0294] 0452] 0389 029 0336] 0326] 0327] 0459

£ 0395] 0316 0255] 0,198] 0364 0257 04|  036] 0256] 0349] 0285 0306] 0409

& 0,095] 0,089 0,089 0,100 0096] 0,097 o,101] 0084] 0,106 0,139 o0.106] 0,108] 0,141

2 |asvi[_0097] o110[ 0.094] 0.107] 0098] 0.096] 0.105] 0087] o.11s[ 0.022[ 0.122] 0.105] 0,125

e 0,097] 0,100] 0,095 0.,108] 0.102] 0,109 0098 0088 0108 0,12 o114] 0108 0,122
2 0,089
:: ASP[11| 0,078
2 0,081

g 211,00 193,9] 1994 204,6] 2064] 201,9] 2033] 2002] 1948] 1947] 2062 1956] 2048

mvz (mg|  1963] 192,8] 2018 1979 1929] 192,7] 2080[ 1922 2035] 198,1] 197.1] 207,5] 2015

198,8]  197,7] 205.6] 201,0] 202.1] 1947 2072] 199,5] 1953] 2093] 2002 2003] 1936

1977] 1995 193.8] 2009 198.3] 2058 199.6] 204,6] 1975 2012] 208.0] 201,7] 2064

mSP (mg) 198,1]  209,5]  205,5] 200,7] 2008] 1950 1942] 1946] 207.9] 202.8] 2002] 1957] 1995

193.8] 1983 2014] 2083 2085 199,7] 2004 1965 2042 2083] 2013] 199,5] 2005

0440 0367] 0356 0392] 0620 0361] 0468 0342] 0362] 0388 0402] 0341] 0331

Al 0,508]  0358] 0358] 0394] 0.625] 0361 0469] 0343] 0363] 0368 0402] 0342] 0337

- 0495] 0353 03570 0391] 0.634] 0360 0421] 0342] 0362] 0381 o0406] 0348] 0,334

2 0,104] 0,101] 0,104 o0113] o0119] 0,100 0,122 o110 0119 0,104 o0,124] o0116] 0,119

g |asvi[_ogos] 0003[ o.106] o114] o121 0.102[ o.127] otor] o112 ouis[ o114 o118] 0,120

s 0,106] 0,107] o.111] o114] o116] 009] 0,136 0109 o0112] 0,118 o0,122] 0120 0,144
g 0,091
£ |Asplil][__0091
E 0,094

= 201,6]  2024] 2019] 1935] 198.8] 2015 2082] 207.2] 204.2] 20290 2097 203.1] 196,

S mvZ(mgl 1936] 1989 1989 1980 200.6[ 199.5] 2000 1943[ 1935] 1993[ 1967 193.2] 2045

5 200,1] 1991 2072[ 2086] 202,0] 2063] 1964 207.9] 2099] 2057 1969 206,0] 2063

205,8]  203,1] 2013] 197.7] 2072] 2047 205.1] 2083] 2004] 2064 2043] 199.0] 2054

mSP (mg) 200,6] 2037 201,5] 1984] 2083 1982 1987 1977 196,7] 209.0] 1992] 1994 1946

207,5] 209,00 20550 2055] 1942 193,6] 2036] 2013] 2097] 201,1] 1987] 2030 1986




PRILOHA P I1I: ZAKLADNI DATA PRO STANOVENI ENZYMOVE
AKTIVITY METODOU PODLE NORMY ISO 20130/2018

Vzorek [1 1 2 3 4 5 6 7
=~ 0,133| 0,140| 0,145 0,097[ 0,108 0,109] 0,101] 0,110 0,101] 0,098 0,121] 0,102 0,248] 0253] 0,270 0,155 0,173 0,179| 0,139] 0,147| 0,150
g AVZ[1] 0,131| 0,145 0,144) 0,099 0,102 0,109] 0,103] 0,112 0,102] 0,102 0,116] 0,104] 0257 0249 0,273 0,148 0,162] 0,183 0,139| 0,148 0,141
g 0,133| 0,142| 0,145 0,099 0,114] 0,115 0,108 0,111| 0,102 0,104] 0,117 0,106 0,253] 0255] 0,273| 0,152| 0,172 0,166| 0,134] 0,147| 0,158
2] ASV[1] 0,090[ 0,095 0,100) 0,071] 0,096 0,089] 0,078 0,096] 0,083 0,093 0,091| 0,082 0,193 0,189 0,186 0,115 0,135 0,124] 0,093] 0,097| 0,096
E m|[g] 1,0092] 1,0044] 1,0049| 1,0088] 1,0024] 1,0109] 1,0129] 1,0136] 1,0117] 1,0065] 1,0034] 1,0035| 1,0037] 1,0014] 1,0064] 1,0205] 1,0034] 1,0149| 1,0078] 1,0086] 1,0055
] Vzorek [1 8 9 10 11 12 13
é 0,139] 0,144| 0,151 0,137| 0,134] 0,131] 0,180] 0,195 0,188 0,140 0,091 0,087| 0,097 0,101] 0,101| 0,098 0,096] 0,106
éﬂ AVZ[1] 0,134| 0,133| 0,141} 0,133] 0,130 0,124] 0,178 0,194] 0,190 0,106] 0,101| 0,096| 0,107 0,104] 0,101} 0,100] 0,095 0,116
L 0,131] 0,138 0,146] 0,134) 0,134] 0,128 0,186 0,184| 0,207| 0,106] 0,097| 0,096 0,095 0,107 0,095| 0,100 0,098 0,118

ASV[1] 0,091] 0,096] 0,100 0,093] 0,098 0.086| 0,124] 0,122| 0,140] 0.080] 0,082 0,079| 0,072 0,086 0,077 0,077] 0,072 0.090

m[g] 1,0082] 1,0176] 1,0189| 1,0057| 1,0072| 1,0034] 1,0023] 1,0111] 1,0096| 1,0127| 1,0016] 1,0083| 1,0114] 1,0084| 1,0120] 1,0108] 1,0122] 1,0081

Vzorek [1 1 2 3 4 5 6 7
=~ 0,234] 0234] 0231 0212) 0226] 0214 0217 0,223] 0,208 0214] 0215 0236] 0302 0354] 0312) 0258 0,275| 0,274] 0261] 0264] 0,276
g AVZ[1] 0,227| 0,231 0,232) 0203] 0,206] 0211] 0217 0210 0,174 0218 0224] 0,212 0313] 0J311] 0,310 0,289 0265 0,289 0,274 0258] 0,259
S 0,224] 0230{ 0249] 0207) 0214 0220] 0212| 0,208 0,205 0216] 0223| 0213] 0314] 0351 0358 0254] 0,228 0,268 0,246] 0269 0,268
2] ASV[1] 0,091] 0,096| 0,091] 0,070] 0,085 0,094] 0,075 0,085 0,076] 0,098 0,094] 0,087 0,114 0,133] 0,124 0,120] 0,131| 0,128] 0,098 0,095 0,100
E m [g] 1,0092] 1,0044] 1,0049| 1,0088] 1,0024| 1,0109] 1,0129] 1,0136] 1,0117| 1,0065] 1,0034] 1,0035| 1,0037| 1,0014] 1,0064| 1,0205] 1,0034| 1,0149| 1,0078] 1,0086| 1,0055
] Vzorek [1 8 9 10 11 12 13
_;3 0.244| 0257| 0263] 0279| 0258 0248 0420] 0.273] 0316] 0227 0202 0203 0209] 0219] 0229| 0226/ 0222 0224
a AVZ[1] 0,240[ 0,258 0,265| 0256 0,249| 0,251] 0290] 0,285 0,312 0224] 0,198 0,204] 0207 0210] 0,215 0225 0,220[ 0,238
& 0,242| 0,255 0,260) 0262 0,252| 0,249] 0302] 0,290 0,308 0205| 0,202| 0,201} 0,197 0216] 0,231] 0226] 0215 0,230

ASV[1] 0,095 0,098 0,111) 0,099 0,097 0,098 0,136] 0,130 0,143] 0,107 0,080| 0,078] 0,076] 0,100] 0,092 0,099] 0,088] 0,099

m[g] 1,0082| 1,0176) 1,0189] 1,0057| 1,0072] 1,0034| 1,0023| 1,0111} 1,0096| 1,0127] 1,0016] 1,0083] 1,0114] 1,0084] 1,0120| 1,0108] 1,0122| 1,0081

Vzorek [1 1 2 3 4 5 6 7

0,500{ 0,545| 0,564) 0485| 0462] 0457 0506] 0,504] 0,569| 0,742| 0,712| 0,684] 0,670| 0,699] 0,746] 0,522 0,510f 0,542| 0479 0,511 0,558

AVZ[1] 0,471 0,526] 0,534] 0,465| 0455 0451 0486 0497| 0,567| 0,672| 0,679] 0,683 0,722| 0,717| 0,807] 0448 0422 0471 0470] 0,489 0,525

0,481 0,528 0,548| 0.453] 0446| 0456] 0492] 0494] 0559 0,718 0,691 0,692| 0,713] 0,690{ 0,792| 0,516] 0,512] 0,501 0468/ 0,510] 0,520

ASV[1] 0,400[ 0411 0429 0395 0,360] 0380] 0439] 0442] 0484 0,654] 0,661 0,657| 0,396] 0,387| 0456| 0422| 0421 0,429 0,366| 0,405 0,407,

m[g] 1,0050| 1,0041) 1,0122] 1,0105] 1,0010] 1,0050/ 1,0059| 1,0192] 1,0193] 1,0325] 1,0023] 1,0185| 1,0017| 1,0092| 1,0243] 1,0060] 1,0042] 1,0142] 1,0040] 1,0037| 1,0082

Vzorek [1 8 9 10 11 12 13

0,506] 0,539| 0.493] 0390] 0444] 0424] 0,762| 0,694| 0,859 0,704] 0,669| 0,705 1,010/ 00919] 0,849] 0,893] 0871 0,827

AVZ[1] 0,501 0,514] 0511 0,371 0432] 0410] 0,752] 0,669 0868 0,735| 0,664| 0,692] 0,838 0,880] 0,868 0877| 0,881 0,891

0476] 0498 0,502) 0372 0434] 0407 0747 0,680 0,830] 0,697 0,655 0,720, 0.834] 0895 0,876] 0909| 0835 0,872

Alkalicka fosfataza (ISO 20130)

ASV[1] 0,363]  0364] 0,391 0,231] 0,288] 0,269] 0,589 0,501] 0,604 0,639 0,602] 0,653] 0,754| 0,848] 0,774] 0,793| 0,745| 0,765
m [g] 1,0155] 1,0159] 1,0000] 1,0142| 1,0000] 1,0065| 1,0057| 1,0104] 1,0018| 1,0018] 1,0079] 1,0100] 1,0068] 1,0154] 1,0088| 1,0108] 1,0049| 1,0021
Vzorek [1 1 2 3 4 5 6 7

0,165 0,160] 0,167 0,200/ 0,191 0,184| 0,176] 0,179 0,181 0,148| 0,147 0,150/ 0,160[ 0,169| 0,171 0,155 0,171 0,151

AVZ[1] 0,159 0,162| 0,296) 0252| 0,190] 0,184] 0,180] 0,177 0,181 0,153] 0,144 0,159] 0,160 0,159] 0,158 0,156 0,151 0,158

0,153 0,171 0,168 0,179| 0,184] 0,187| 0,157 0,186| 0,171 0,141 0,148 0,150/ 0,149] 0,162] 0,173 0,159 0,151 0,153

é\ 0,103 0,105 0,125 0,129 0,146 0,144 0,128 0,119 0,130 0,127 0,135 0,123 0,166 0,156 0,181 0,145 0,145 0,158 0,145 0,148 0,152
= AVZ[1] 0,117 0,104 0,127 0,128 0,139 0,138 0,133 0,128 0,138 0,134 0,127 0,122 0,157 0,160 0,196 0,144 0,154 0,153 0,162 0,147 0,151
g 0,111 0,105 0,132 0,126 0,143 0,146 0,136 0,134 0,135 0,129 0,128 0,122 0,153 0,156 0,183 0,138 0,138 0,155 0,136 0,164 0,147
% ASV[1] 0,053 0,060 0,058 0,056 0,075 0,071 0,050 0,058 0,053 0,063 0,053 0,051 0,066 0,075 0,071 0,056 0,063 0,063 0,060 0,060 0,063
8 m[g] 1,0050] 1,0415| 1,0088{ 1,0070| 1,0070] 1,0037| 1,0018| 1,0027| 1,0358] 1,0139] 1,0080{ 1,0036] 1,0139] 1,0203| 1,0086| 1,0082| 1,0203| 1,0012| 1,0143| 1,0148| 1,0095
:g Vzorek [1 8 9 10 11 12 13

¥

=

2

g

P

ASV[1] 0,063| 0,066| 0,075 0,073] 0,077 0,073] 0,076] 0,074] 0,077] 0,075] 0,065 0,066| 0,057| 0,068/ 0,070] 0,068 0,065] 0,062

m[g] 1,0176] 1,0233] 1,0191] 1,0047| 1,0145] 1,0053| 1,0101] 1,0191] 1,0134] 1,0056] 1,0178] 1,0125] 1,0122| 1,0075] 1,0181] 1,0038] 1,0101| 1,0088




PRILOHA P IV: ZAKLADNI DATA PRO STANOVENI ENZYMOVE
AKTIVITY METODOU PODLE NORMY ISO 20130/2018

Arylsfulfataza (ISO 20130) Esteraza (ISO 20130)

Uredza (ISO 20130)

Vzorek [1
AVZI[1]
ASV[1]
mg]
Vzorek [1
AVZI[1]
ASV[1]
mg]
Vzorek [ 1
AVZ[1]
ASV[1]
m[g]
Vzorek [1
AVZ[1]
ASV[1]
m[g]
Vzorek [1
AVZ[1]
ASV[1]
mg]
Vzorek [1
AVZ[1]

ASV[1]
m/g]

0,121
0,121
0,119
0,061

1,0050

0,104
0,103
0,101
0,068
1,0176

0,124
0,122
0,125
0,072

1,0415

0,109

0,123
0,116
0,124
0,063

1,0088

0,107
0,105
0,105
0,068
1,0191

0,256
0,259
0,258
0,103
1,0049

0,256
0,212
0,232
0,132
1,0189

0,363
0,263
0,228
0,138
1,0049

0325
0,249
0,229
0,114

1,0189

0,080
0,086
0,085
0,054

1,0070

0,124
0,128
0,122
0,073
1,0047

0,081
0,080
0,086
0,052
1,0070

0,122
0,125
0,124
0,076

0,082
0,079
0,085
0,051

1,0037

0,128
0,127
0,122
0,074
1,0053

0,103
0,105
0,106
0,061

1,0018

0,113
0,116
0,116

1,0101

0,108
0,095
0,082
0,062

1,0027
10
0,119
0,118
0,117
0,063

1,0191
3

0,131
0,129
0,144
0,084
1,0136

0,290
0,307
0,290
0,152

1,011

0,329
0,241
0,229
0,137

1,0136
10
0,380
0,304
0275
0,184

1,011

0,096
0,097
0,098
0,064

1,0358

0,115
0,119
0,113
0,064
1,0134

1,0096

0,091
0,092
0,095
0,066
1,0139

0,099
0,097
0,096
0,064
1,0056

0,088
0,094
0,096
0,061

1,0036

0,092
0,093
0,092

1,0125

0,116
0,115
0,114
0,082

1,0139

0,097
0,098
0,091
0,060
1,0122

0,610
0,629
0,620
0,179
1,0037

0,106
0,121
0,100
0,090
1,0114

0,421
0,273
0,418
0,196
1,0037

0,175
0,194
0,172
0,140

10114

0,118
0,114
0,116

1,0203

0,117
0,118
0,113
0,082
1,0086

0,079
0,089
0,095
0,063
1,0181

0,109
0,101
0,107
0,075

1,0082

0,118
0,117
0,118
0,060
1,0038

1,0088

0,106
0,106
0,107
0,063

1,0143

0,230
0,249
0,262
0,122

1,0078

0,102
0,109
0,106
0,068

1,0148

0,266
0251
0,256
0,123

1,0086

0,108
0,107
0,104
0,063

1,0095

0,267
0,263
0,289
0,118

1,0055




