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1.Pfedmét prace, prehled souc¢asného stavu reSené problematiky

V soucasné globalni ekonomice a primyslu je v technologické pfedupravé viny pouzivano
predevsim tzv. chlorovani [1, 2, 3].

Zakladni chemikalii je chlornan sodny (NaClO). Pomoci této agresivni latky jsou u vldken
nativni vlny "zaobleny" margindlni struktury, tzv. Supiny primarniho vInéného vlékna.
Vysledkem této operace je zvyseni afinity vladken k barvivim a k tisku, dale pak dosazeni
nesrazlivé upravy viny [10]. Vzpomenuté chlorovaci procesy, véetné¢ vSech svych
technologickych variant, velmi vazné ohrozuji a zatézuji zivotni prostfedi svymi odpadnimi
rezidui.

Z vyse 1 nasledn¢ uvedenych faktl plyne, Ze k zuSlechténi viny je mozno vyuzit bakterialni
proteolytické enzymy a to formou limitované, tedy celkové nedestruktivni, proteolyzy.
Cely uvedeny systém je po metabolicko-enzymatické linii velmi malo popséan. Je vSak
evidentni, Ze parcialni enzymatické reakce tohoto systému by bylo mozné s velkou vyhodou
pramyslové vyuzit v rdmci biotechnologickych, tj. plné¢ ekologickych zuSlechtovacich
procesii Upravy viny ¢i jinych zivo¢isnych proteinovych vlaken.

Vyzkum vyuziti enzymi k ekologicky unosnému zuslechténi viny probihd teprve od pocatku
devadesatych let minulého stoleti. Odborna literatura, v tomto sméru, uvadi fadu zajimavych
vysledkt [8 - 16].

Citované prace vsak casto nerespektuji biologickou podstatu enzymi i celého problému.

V posledni dobé se objevuje fada odbornych odkazli o variabilité keratinovych makromolekul
ov¢ich vinénych vldken. Jsou popisovany rozdily v sumarnim slozeni téchto izotypt i v jejich
molekularnich konformacich (v zaklad¢ alfa, beta a gama kreatin) [41].

O existenci jinych pojivovych proteinli ov¢iho vinéného vlakna vSak literatura zcela ml¢i. Jak
v této praci bude uvedeno déle, pfitomnost téchto pojivovych proteinti vyznamné modifikuje
fyzikéalné chemické vlastnosti viny.

Jak jiz n€kolikrat bylo zminéno,v poslednich pfiblizné 15-ti letech se rozviji pokusy vyuZit
v zuSlechtovacich procesech viny enzymy. Praci na toto téma jsou desitky. Publikované
studie vSak nelze vzijemné a kriticky hodnotit, nebot’ pouzitymi aktivnimi Cinidly nejsou
exaktn¢ klasifikované enzymy dle mezinarodniho EC systému, ale komeréné vyrabéné a
patentové chrdnéné enzymatické smési o nezndmém sloZeni. Naprostd vétsSina publikovanych
enzymatickych technologii je doplnéna o preenzymatickou oxidaci pomoci peroxidu vodiku.
Smysl toho kroku neni opét nikde vysvétlen. Tato stru¢n€ uvedena polemika ma upozornit na
védecky neunosnou heterogenitu dostupnych informaci v této oblasti [17, 18, 19].

2. Cil prace
Cilem diserta¢ni prace je feSeni problému na nékolika Grovnich.

1. Z tady jiz publikovanych praci (viz. vyse) je evidentni, Ze k primyslovému zpracovani
(zuslechténi) viny je mozno vyuzit proteolytické enzymy formou limitované, tedy
celkové nedestruktivni, proteolyzy. Je tomu tak proto, nebot’ ov¢i vlakno je primarné
proteinovou strukturou slozenou pievazné znékolika forem keratinu a dale
z extrakeratinoznich proteinovych komponent. Enzymaticka keratinova proteolyza je
popsana velmi obecné, exaktni biochemicky proces neni znam. Jedinym metodickym
pfistupem je proto testovani rostlinnych, ZivociSnych a bakteridlnich protedz za
kritickych podminek, néslednd analyza reak¢nich $tépa a morfologicko-histochemicka
detekce mikroskopickych zmén vlakna. To vSe v komparaci se zménami textilnich
vlastnosti vladken a tkanin.

2. K vybéru vhodnych, ekonomicky i ekologicky unosnych enzymatickych ptistupii je
nutné vénovat pozornost i vlastni ultrastruktuie a histochemii ov¢iho vladkna. Zejména
je nutné jednoznacné prokazat existenci ¢i neexistenci jinych pojivovych proteinovych



struktur, nez je kreatin, které mohou vyznamné ovlivnit uzitné vlastnosti vinéného
vlakna.

3. Soucasti prace je i izolace mikroorganismi surového ov¢iho rouna a popis jejich
zékladnich vlastnosti s ohledem na moznou produkeci primyslové pouzitelnych
keratino a elastolytickych proteaz. Konecné se piedlozena disertaéni prace dotkne
imoznych hormonélnich w¢€inkd (prekurzory eikosanoidii) ov¢iho rouna na
metabolismus lidské pokozky (granulacni a epiteliza¢ni procesy v hojeni ran). Tento
aspekt je feSen ve spolupraci s LDN Krajské nemocnice Liberec.

4. Poslednim vystupem této rozsahlé studie je vyhodnoceni enzymaticky zpracované
vinéné tkaniny, ktera byla hodnocena systémem KES-FB navrZzenym prof.
Kawabatou. Timto systémem byl vyhodnocen objektivni omak upravené tkaniny,
ktera byla porovnavéna se standardné€ pouzivanou upravou viny.

Jak jiz bylo feceno, prace byla feSena na nékolika rovnich. Proto pro vétsi piehlednost celé
prace byla kazda kapitola ¢lenéna na uvod, experimentalni cast,vysledky z experimentalni
Casti a zaver.

3. Pouzité metody

Pro enzymologické experimenty byly pouzity vzorky viny ze stiedné hrubého plemene ovce,
vzniklého zkiiZzenim ovce Merino s hrubosrstym plemenem ovce némecké. Rouno bylo
stithano pied zimou, k experimentiim byly pouzity vzorky z celého téla (krom¢ koncetin).
Zji$ténd jemnost vldken Cinila primérné 22,2 dtex.

Piiprava materialu — odstranéni lanolinu

Z odebrané ov¢i viny byl nejdiive odstranén lanolin a jiné necistoty. K tomuto byl pouzit
enzym lipaza o koncentraci 2mg/1ml praci 1azné. Teplota praci 14zné byla 30 °C a byla po
celou dobu udrzovana v termostatu. Délka praciho procesu byla 10 minut za soucasné
cirkulace lazné.

Vyprana vina byla oplachnuta v destilované vodé a susena v termostatu opét pfi teplot¢ 30 °C.

3.1. Enzymaticka hydrolyza

Pro experimenty byly navazovany vzorky vypranych vinénych vlaken o hmotnosti 3g (pfi
standardni laboratorni teplot¢ a vlhkosti). Vzorky byly inkubovany v roztoku pufru
s ptislusnym enzymem ( koncentrace enzymu byla 1mg/1 ml pufru) v termostatu pfi teplote
33 °C za soucasné cirkulace 14zné. Objem enzymatického roztoku na 3g viny ¢inil 50 ml.

Po 60-ti, 90-ti a 120-ti minutach inkubace byly odebirany vzorky vladken pro nasledné méteni
pevnosti a taznosti.

3.2. Stanoveni hmotnostnich ubytka

Dalsim, velmi dtlezitym faktorem, ktery byl sledovan, byl hmotnostni Ubytek vInénych
vlaken po enzymatické hydrolyze.

Za standardnich laboratornich podminek (vlhkost a teplota) byly navazeny 3g vypranych
vinénych vlaken. Vldkna byla podrobena piislusné enzymatické hydrolyze. Po 90-ti minutach
byla vldkna oplachnuta v piislusném roztoku pufru, potom v destilované vodé a usuSena
v termostatu pfi teplot€¢ 30°C. UsuSend vldkna byla zvazena a byl stanoven hmotnostni
ubytek. Hmotnostni Ubytky enzymaticky upravenych vldken byly porovnany s chlorovanymi
vlakny (soucasny standard) a s neupravenymi vlakny.



3.3. Méreni pevnosti a taZznosti vlaken

Odebrané vzorky (po 60,90 a 120-ti minutach) byly oplachnuty v pufru a v destilované vodé,
dale suseny v termostatu za vyse uvedenych podminek.

UsuSené vzorky byly trhany na ptistrojich Vibrodyn 400 a Vibroskop 400 od firmy Lenzig na
KTM FT TUL podle CSN 80 0200.

Nejdiive byla zjiSténa jemnost vldken, potom jejich pevnosti a taznosti. Ziskané hodnoty byly
zpracovany a jsou uvedeny ve vysledcich.

3.4. Obrazova analyza pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu

Na KTM FT TUL byly zhotoveny snimky enzymaticky upravenych vlaken vlny pomoci
elektronového rastrovaciho mikroskopu. Snimky byly hodnoceny a porovnavany opét se
standardem, kterym jsou chlorované vinéna vlakna.

3.5. Kombinace enzymii

Na zaklad¢ vysledkli z méfeni pevnosti a taznosti vlaken, na zakladé hmotnostnich ubytka
a vysledkli obrazové analyzy (elektronovy rastrovaci mikroskop), dale na zéklad€ znalosti
o ucinku studovanych enzymut bylo stanoveno nékolik moznosti kombinace jednotlivych
enzymi. Zkoumany byly kombinace dvou a tfi enzymil vzdjemné. Podminky enzymatické
hydrolyzy ziistaly stejné, jako v experimentech s jednotlivymi enzymy. U takto upravenych
vlaken byla méfena opét pevnost a pruznost vldken, hmotnostni ubytky a studovany byly
1 zmény ve struktufe vlaken pomoci obrazové analyzy.

3.6. Bakteriologie

1 gram Ccisté neprané surové ov¢i viny byl intenzivné promichavan 10 min. ve 4 ml
fyziologického roztoku. Vznikla smés byla piefiltrovana ptes sterilni filtr Whatman (Cerveny
pruh). Na filtru se zachytily kromé vinénych vlaken 1 mechanické necistoty z viny.

Do Ccistého filtratu pieSla uvolnénd mikrofléra. Nebot bylo mozné ocekdvat, ze tato
mikroflora bude tvofena hlavné nepatogennimi gram negativnimi bakteriemi, byla k jejich
totalni kultivaci zvolena univerzalni bakteriologickd ptida Mekong ( poskytnuta Krajskou
nemocnici Liberec). Na povrch této kultivaéni ptidy bylo rozetieno 50 w1 filtratu standardni

bakteriologickou metodou. Pda byla kultivovana 24 hodin v termostatu pfi teploté 33 °C.

3.7. Morfologie

K prikazu existence elastinu v nativnich ov¢ich vinénych vldknech byly pouzity histologické
fezy vinénych smotkd. Malé vinéné smotky o priméru cca 5 mm byly vysusSeny, zality po
prosyceni parafinem do paraplastovych blocki. Paraplastové blocky byly krajeny na rotacnim
mikrotomu na fezy o sile 0,5 mikronu. Vzniklé fezy byly pteneseny na podlozni
mikroskopicka skla. Po odparafinovani byly na fezech vInénych vldken provadény
histologické a histochemické testy.

3.8. Méreni celkového omaku systémem KES-FB

Syst¢tm KES — FB navrzeny profesorem Kawabatou je nejpouzivanéj$Sim zafizenim pro
objektivni hodnoceni omaku textilii [40].

Umoziuje objektivné odhadnout celkové pocity vétSiny lidi pii pfimém kontaktu s textilii.
KES ma schopnost nejen predpovidat odezvu smysla ¢lovéka, ale také poskytuje moznost
pochopeni toho, jak je rozdilné struktura vldkna, ptize, tkaniny a nakonec pfispiva k vnimani
jemnosti tkanin.



KES se sklada ze Ctyt pristrojit FB 1 - 4 a testuje patnact zakladnich charakteristickych
vlastnosti plo$nych textilii s rozdélenim do Sesti skupin: tahové, smykové, ohybové,
kompresni, povrchové konstrukéni.

Princip tohoto systému spociva v naméfeni mechanickych vlastnosti, které odpovidaji
zakladnim deformacim textilie pfi manipulaci s nimi. VSechna méfeni jsou provadéna ve
sméru osnovnich a ttkovych niti textilie

Kazdé méfeni probiha takovym zatizenim, které odpovidda malé deformaci, podobné jako
,»ohmatani* u subjektivniho hodnoceni omaku.

Vlastni automatizovany métici systém je slozen ze 4 pfistroju:
KES - FB 1 — pro méfeni tahu a smyku

KES - FB 2 — pro méteni ohybu

KES - FB 3 — pro méteni tlaku

KES - FB 4 — pro méteni povrchovych vlastnosti

4. Prehled dosaZenych vysledki

4.1. Vysledky hmotnostnich ubytki

Vysledky hmotnostnich tbytkll viny po enzymatické hydrolyze jsou zobrazeny v nasledujici
tabulce. Je zde uvedeno pH pufru, ve kterém enzymatickéd hydrolyza probihala. Jak jiz bylo
uvedeno, tyto hmotnostni ubytky byly stanoveny po 90 minutach enzymatické hydrolyzy

Nazev enzymu pH Aktivator Ubytek hmotnosti
nebo zdroje enzymu v %
NaClO 4,0 - 7,02
Asprergillus saitoi 4,5 - 9,11
Esteraza 7,2 - 6, 64
Bromelain 7,2 - 3,34
Trypsin 7,2 CaCl, 4, 49
Chymotrypsin 7,2 - 8, 80
Bacillus polymyxa 7,2 - 8,79
Streptomyces griseus 7,2 - 8, 85
Proteaza z pankreatu 7,2 - 5, 67
Aspergillus oryzae 7,2 - 7,23
Collagenaza 7,2 - 6, 67
Elastaza 7,2 - 4,65
Tritirachium album 7,2 - 8,56

Pozn. U nézvl bakterii v tabulce se jedna o pouziti proteazy produkované danou bakterii.
Tab.- ¢. 1: Hmotnostni tbytky po enzymatické hydrolyze

4.2. Hodnoceni hmotnostnich ibytkii po enzymatické digesci

Ptijatelny hmotnostni ibytek pro vinéna vlakna je 7 — 9% [2, 3]. Nad tuto hodnotu se prudce
k hor§imu méni pevnost a taznost vlaken.



Na vInéném substratu bylo testovdno 12 enzymi, nejdiive samostatné, ndasledné
v kombinacich a byly porovnavany se standardem, tj. ipravou chlornanem sodnym (NaClO),
¢ili se soucasnou upravarenskou technologii.

Hmotnostni ubytek po hydrolyze protedzou z Aspergillus saitoi byl po 90-ti minutich
nejvetsi- 9,11%. Velmi podobnych vysledkd bylo dosazeno s pouzitim dal$ich bakteridlnich
proteaz. Bacillus polymyxa — 8,79%, Streptomyces griseus — 8,85%, Tritirachium album —
8,56% a u zivocisné protedzy chymotrypsin je hmotnostni ubytek 8,8%.

bromelainu — 3,34% a zivoCiSné proteazy trypsinu — 4,49%. U enzymu elastazy byl
hmotnostni Ubytek — 4,65%.

4.3. Vysledky pevnosti a taznosti enzymaticky upravenych vlaken

Primérné hodnoty pevnosti a taznosti jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Cas,ktery je uveden
u kazdé polozky, zndzortiuje celkovou dobu inkubace.

Vysledné hodnoty jsou pro prehlednost vyneseny do nize uvedenych grafil.

Vzorek Taznost % Pevnost(CN/te
X

Neupravend vina 40,2 14)1,86
NaClO 60 min 34,2 14,12
NaClO 90 min 34,9 14,06
NaClO 120 min 31,2 13,94
Aspergillus saitoi 60 min 40,2 15,97
Aspergillus saitoi 90 min 37,7 16,2
Aspergillus saitoi 120 min 47,7 18,29
Esteraza 60 min 42.4 17,23
Esteraza 90 min 43,1 17,03
Esteraza 120 min 41,7 16,03
Bromelain 60 min 34 14,93
Bromelain 90 min 41,5 15,97
Bromelain 120 min 45,3 16,19
Trypsin 60 min 38,4 16,47
Trypsin 90 min 37,5 16,42
Trypsin 120 min 37,5 16,86
Chymotrypsin 60 min 41 15,81
Chymotrypsin 90 min 40,2 16,92
Chymotrypsin 120 min 34,4 15,55
Bacillus polymyxa 60 min 39,9 16,52
Bacillus polymyxa 90 min 39,7 16,22
Bacillus polymyxa 120 min ~ [33,9 14,62
Streptomyces griseus 60 min 33,2 14,04
Streptomyces griseus 90 min 35 15,3
Streptomyces griseus 120 min 37,7 15,82
Proteaza z pankreatu 60 min 35,7 15,57
Proteaza z pankreatu 90 min 35,7 15,98
Proteaza z pankreatu 120 min (37,2 15,86




Aspergillus oryzae 60 min 26 14,14
Aspergillus oryzae 90 min 32,4 14,58
Aspergillus oryzae 120 min 38,6 16,13
Colagenaza 60 min 31,4 14,25
Colagenaza 90 min 34,4 14,95
Colagenaza 120 min 36,2 14,85
Elastaza 60 min 33,8 14,75
Elastaza 90 min 35,3 15,36
Elastaza 120 min 40,8 15,87
Tritirachium album 60 min 27,4 13,69
Tritirachium album 90 min 28,3 14,25
Tritirachium album 120 min (31,7 14,6

Tab. €. 2: Hodnoty taznosti a pevnosti testovanych vlaken

V disertacni préci jsou vyse uvedené hodnoty taznosti a pevnosti vlaken vyhodnoceny
graficky.

Vysledky taznosti vinénych vlaken pii kombinacich enzymu (digesce 90 minut)
a) bromelain + elastaza — 44,1%
b) bromelain + esterdaza + Aspergillus saitoi — 46,1%
c) chymotrypsin + Bacillus polymyxa — 40,7%

Vysledky pevnosti vldken pti kombinacich enzymi (digesce 90 minut)
a) bromelain + elastaza — 17,4 cN/tex
b) bromelain + esterdza + Aspergillus saitoi — 16,3 cN/tex
¢) chymotrypsin + Bacillus polymyxa — 17,2 cN/tex

Literatura uvadi [3, 25], Ze optimalni hodnota taZnosti (za sucha) vinénych vladken se ma
pohybovat mezi 20 — 35%. Pevnost (za sucha) by se méla pohybovat mezi 9 — 18 cN/tex.

Nas standardné upraveny vinény vzorek (pomoci NaClO) po 90 —ti minutdich mél tyto
hodnoty: taznost — 34,9% a pevnost — 14,06 cN/tex.

Obecn¢ se v technologické praxi piedpoklada, ze dojde-li ke ztrat€¢ hmotnosti materialu, musi
této ztrat¢ odpovidat niz§i hodnoty pevnosti a taznosti. U provedenych pokusl se tento
piedpoklad nepotvrdil, ale nastal jev opacny (viz tabulka ¢. 2). Pfi¢ina tohoto jevu neni
doposud zndma a je proto predurcena k dalsimu vyzkumu.

Lze pouze piedpokladat, dle zndmych teoretickych poznatkii, Ze heterolyticky Stépené vazby
mezi jednotlivymi aminokyselinami se ¢astecné preformovaly do jinych vazeb a v prostoru
zaujimaly jinou konfiguraci. Tou hlavni pfi¢inou zvySeni pevnosti a taznosti vldken viici
standardu je vSak pravdépodobné pieskupeni intra a itermolekularnich vazeb, které uzce
souvisi se zménou sekvenci aminokyselin v jednotlivych fetézcich.

Druhou moznosti vysvétleni tohoto jevu je pfitomnost elastinovych a eventualné dalSich
vlaken, které se nachéazeji ve vnitini struktufe vinéného vlakna.

Pro hodnoceni vysledkl je ztabulky €. 2 rozhodujici idaj, ktery odpovidd enzymatické
inkubaci 90 minut ( pro porovnani se standardem).

Vyrazné nizsich hodnot u taznosti bylo dosazeno u proteazy z Tritirachium album 28,3%.
U ostatnich pouzitych enzymii jsou bud’ hodnoty srovnatelné se standardem, ale vétSinou ho
prevysuji.



U pevnosti vldken byla u vsSech pouzitych enzymi hodnota pevnosti vldken vyssi, nez
u standardu. Nejvyssi pevnosti bylo dosazeno u esterazy 17,03 cN/tex, dale u chymotrypsinu
16,92 cN/tex.

4.4. Kombinace enzymi

U kombinace enzymi (viz tabulka ¢. 3) byla taZnost vldken pomérné vysoka. Nejvyssi
hodnoty tj. 46,1% bylo dosazeno u pouziti trojkombinace enzymi, u kombinace bromelain +
elastdza je taznost 44,1% a chymotrypsin + Bacillus polymyxa 40,7%.

Pfi hodnoceni pevnosti vlaken u obou dvoj kombinaci enzymi je hodnota velice podobna
(pohybuje se kolem 17 cN/tex). U troj kombinace se hodnota pevnosti asi o 1 cN/tex sniZila
v porovnani dvoj kombinace.

H Organické Ubytek hmotnosti
Kombinace enzymu p AKtivator rozpouétédlo (celkovy) v [0/0]
bromelain + elastaza 7,2(PO4) - DMF (0,5 ml) 8,18
7,2(PO4™) pro
. prvni dva

bromelazn.%- ester‘as.a * enzymy pak pH - DMF (0,5ml) 9,07

Aspergillus saitoi — 45

(CH3;CO0O)
a - chymotrypsin + 3- )
Bacillus polymyxa 7,2(PO4™) DMF (0,5ml) 6,23

Tab. ¢.3: Vysledky hmotnostnich ubytkl pti pouziti kombinace enzymi po 90-ti minutové
digesci

Experimenty prokézaly, Ze vybrand kombinace tifi enzymi vede zbytecné k velkému
hmotnostnimu ubytku (bromelain + esteraza + Aspergillus saitoi — 9,67%). Kombinace
bromelain + elastdza poskytla hmotnostni ubytek 8,18% a kombinace chymotrypsinu
a proteazy z Bacillus polymyxa poskytla hmotnostni ubytek 6,23%.

Hmotnostni tbytek pii pouziti posledné uvadénych enzymi je piiblizné o 2% niz§i. K tomuto
snizeni dochazi pravdépodobné na zaklad¢ soutéze pouzitych enzymi o substrat. Dochazi tak
ke steoreotaktickému vzdjemnému vytésiovani enzymi [39].

Jde o efekty, které soucasna teoreticka enzymologie registruje, v technologické praxi vSak
tyto efekty nejsou dosud popsany .

4.5. Bakteriologické vysledky ukézaly, ze zdkladni a pro nativni ov¢i rouno velmi
charakteristické bakterie, dokazi plné svou energetickou a proliferacni spotiebu kryt St€penim
ov¢i viny.

Bylo jednozna¢né prokézano, Zze vSechny testované bakterie produkuji pfislusné
keratinolytické, elastolytické a pravdépodobné i jiné proteolytické enzymy.

Pigmenty druhu Pseudomonas a Seratia maji dale vyznamné antibiotické ucinky. Nelze proto
odmitnout teorii, Ze tyto bakterie vytvareji obranny systém citlivé ovéi pokozky proti
bakterialnim infekcim.

Zavérem je tfeba konstatovat nutnost pokraCovani tohoto bakteriologického studia, nebot
prislusna selektivni mikroflora ovciho rouna je schopna pIn€é a pochopitelné zdarma
produkovat  veSkeré specifické protedzy, které jsou nutné k zuSlechtovacim
biotechnologickym postupiim pii zpracovani ovéi viny.



4.6. Morfologické vysledky

Zasadni vysledky pfinesla elastinova pozitivita pii pouziti orceinové metody na
polopfti¢nych fezech.

Obr. €. 1 — priikaz elastinu orceinem.

Barevna, Cerveno-oranzova depozita, maji charakter krat§ich fragmentéarnich fibril a postupuji
veelku homogenné zastizenou plochou fezu vlakna. Lze tézko identifikovat tyto struktury
s konven¢né popisovanymi strukturami vinéného vlakna. Lze pouze diskutovat vztah téchto
struktur k tzv. mikrofibrilam.

Orceinova metoda je v ramci klasickych histologickych metod vysoce citliva pro detekci
elastinu [27].

Na fezech exponovanych specifickou elastdzou pozitivita téchto elastinovych struktur
naprosto chybi.

Obr. ¢. 2 — fez exponovany elastazou, elastin negativni.

Za neoddiskutovatelné specifické metody jsou v soucasné dobé povazovany metody
imunohistochemické, které jsou zalozeny na neopakovatelné individualni antigenicité
prokazovanych proteinovych struktur. Na rozdil od orceinového barveni byl v tomto ptipadé
imunohistochemicky priikaz elastinu zcela negativni.



Tento vysledek byl ofekavan a velmi naro¢ny imunohistochemicky postup byl zvolen spise
z diivodll ,,alibistickych®. Negativita prikazu je dana pochopitelné odliSnou anigenicitou
elastinu lidského, proti kterému jsme méli protilatku a elastinu ovciho, proti kterému dosud
monoklonalni protilatka neexistuje.

4.7. Hodnoceni celkového omaku méreného syst¢émem KES-FB

Celkovy omak (THV) je vyjadfen Skélou hodnot od 0 do 5, pti¢emz prvni hodnota znamena,
ze omak textilie je nevyhovujici, druha hodnota znamené naopak omak textilie vyborny. Po
proméfeni vSech vySe okomentovanych hodnot, program vybral jako nejvhodnéjsi kategorii
pro praktické pouziti textilie ddmskou zimni Satovku.

Vzorek 0 — 1 (pouze vyprand vlna) — 2,38

Vzorek 0 — 2 (standard — chlorovana vinéna textilie) — 2,56

Vzorek 0 — 3 (postupna kombinace enzymt bromelain a esteraza) — 2,75

Vzorek 0 — 4 (postupna kombinace enzymil elastdza a bromelain) — 2,93

Z téchto vysledkli hodnoceni celkového omaku jednoznacné plyne, Ze vinéné textilie
enzymaticky uprané, dosahuji lepsich vysledki, nez standard.

Enzymatickd uprava pomoci enzymt elastiza a bromelain vykazuje jednoznacné nejlepsi
vysledek, nebot’ hodnota celkového omaku se blizi 3, coz je mozné hodnotit jako omak velice
dobry.

4.8. Hodnoceni snimkii z elektronového rastrovaciho mikroskopu

Obr. 3 - Bromelain

Snimek demonstruje Setrnou digesci Supin. Supiny
jsou zaoblené, povrch vldkna je téméf hladky. Jde
o jiny typ digesce, ktera je velmi neselektivni.
Dochézi  k univerzalnimu vyhlazovani Supin.
Morfologicky Ize tento typ digesce popsat jako
vytvareni struktur formy ,,rozteklého vosku®.

- h i

SEM MAG: 10.00 kx  DET: BE Detector

HY: 300KV DATE: 04/01/05 10 pm Vega ©Tescan
TU Liberec

Obr. 4 - Elastaza

Snimek demonstruje selektivni schopnost elastazy
vytvaret silny efekt tzv. ,rozteklého vosku®. Jde
o morfologicky odraz Setrného  povrchového
odstépeni urcitych komponent v rozsahu celé
Supiny.

SEM MAG: 20.00 kx  DET: SE Det + BE L Ll
HV: 300KV DATE: D6/03/06 5pm Viega ©Tescan
TU Liberec
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TU Liberec

Obr.5 - Kolagenaza 120 minut

Tento snimek demonstruje selektivni, proteolyticky efekt kolagendzy. Napadné marginélni,
provazcim podobné, struktury jednotlivych Supin jsou uchovédny. Z plochy Supin jsou
odstépeny komponenty dosud neznamého slozeni a funkce. Jsou tak odhaleny rezistentni

vnitini ,,zebra“

(lamely), které vytvaii vnitini stroma Supin.

5.  Zhodnoceni vysledkii a novych poznatki

Predlozena prace reprezentuje vysledky zakladniho vyzkumu mnoha let. Zakladnim ukolem
bylo testovani fady enzym pro jejich biotechnologické vyuziti v ekologicky inosnych uprav

ov¢i viny.

V praci tak musela byt feSena fada aspekta.
1) Samotna struktura a slozeni ov¢iho vinéného vldkna.
2) Mikrobialni kolonizace fyziologického, nativniho ovéiho rouna.
3) Uginek proteolytickych a esterolytickych enzymi na ovéi vlakno.
4) Ultrastrukturalni zmény, které enzymatické digesce vyvolava.
5) Technické zhodnoceni vysledného omaku enzymaticky upravené vinéné tkaniny.

A)

B)

0

D)

Mikrobiologické studie ukézaly existenci pomérné stabilniho spektra gram-
negativnich bakterii, které kultivuji nativni ov¢i rouno zdravych ovci. Testy
ukazaly, Ze tyto mikroorganismy jsou schopny produkovat enzymy, které §tépi
ov¢i vlakno.

Histologické studium tenkych ezl ov¢iho vlakna prokézaly existenci proteinu,
ktery ma charakter elastinu. Po digesci fezu vlakna elastdzou pozitivita elastinu
(orceinova reakce) mizi. Jde o priikaz struktur, které dosud nejsou v odborné
literatufe dokumentovany.

Rastrovaci elektronovéa mikroskopie ov€ich vldken, podrobenych hydrolyze
prislusnymi enzymy a jejich kombinacemi, ukazala existenci novych struktur
povrchovych Supin ovéich vldken. Tyto struktury (fotograficky
dokumentovany) nejsou dosud v jiné odborné literatufe popsany.

Efekt ,,taveného vosku* (tj. intenzivni modifikace povrchu ovciho vldkna) je
zpusobena hlavné enzymy bromelainem, elastazou a protedzou z Aspergillus
saitoi. Efekt ,,zebrovani* ( obnazovani vnitinich lamel Supin) byl pozorovan



u digesce vinénych vldken trypsinem a ptedevsim kolagenazou. Morfologicky
poskytuje nejlepsi vysledky kombinace enzymy bromelainem a elastazou.

E) Nejnizsich hmotnostnich ubytkt bylo dosazeno pouzitim bromelainu (3,34%),
trypsinu (4,49%) a elastazy (4,65%). Nejvyssi hmotnostni ubytek byl
zaznamenan po digescei protedzou z Aspergillus saitoi (9,11%). Obecné lze
konstatovat, ze u protedz bakteridlniho ptivodu by bylo proto vhodné snizit
dobu inkubace z 90 minut na 60 minut.

F) Hodnoty pevnosti vlaken byly nevyssi u esterazy (17,03cN/tex) au
chymotrypsinu (16,92cN/tex). Hodnoty taznosti u enzymaticky upravenych
vinénych vldken byly srovnatelné a vyssi, nez u standardu (chlorovana vina).
Z téchto udajti je mozné doporucit jako enzymatickou tipravu kombinaci
enzymi bromelain a elastaza, kde:

Hmotnostni ubytek byl : 8,18%

TaZnost vlaken byla: 44,1%

Pevnost vlaken byla: 17,4 cN/tex

Tyto hodnoty jsou technologicky velmi dobré, u pevnosti a taznosti vlaken
presahuji technologické pozadavky.

G) M¢feni a vysledky celkového omaku enzymaticky upravené vinéné textilie
Jednoznacéné vyplyva, ze vinénd tkanina upravena enzymaticky dosahuje
lepSich vysledkd, nez standard. Vysledny omak je hodnocen stupnici od 0 do 5,
piicemz hodnota 0 znamena omak nevyhovujici, hodnota 5 omak vyborny.
Vysledky jsou nasledujici:

Chlorovana vinéna textilie : 2,56

Enzymaticky upravend vinéna textilie (bromelain a esteraza) : 2,75
Enzymaticky upravena vinéna textilie (elastdza a bromelain) : 2,93

Pro enzymatickou Gpravu vinéné tkaniny tak 1ze doporucit kombinaci enzymi
elastazy a bromelainu, kde vysledny omak textilie je hodnocen jako velice
dobry, nebot’ vyslednd hodnota se blizi 3.
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8. Souhrn

PredloZzena mezioborova prace fesi zakladni otazky enzymatickych biotechnologickych
postupt, které jsou vhodné pro efektivni a ekologické zuslechténi ovéi viny. Prace ptindsi
fadu novych poznatkli o mikrobiologii, histochemii a ultrastruktufe ov¢iho vlakna. Je jasné
dokumentovéana vyhoda enzymatickych uprav pfed chemicko-anorganickymi postupy, které
se v soucasnosti stale pouzivaji. Byl vypracovan enzymaticky postup zusSlechténi ov¢i viny ,
déle byl vytipovan nejvhodnéjsi enzymaticky systém bromelain — elastaza, ktery pfinasi ve



vSech sledovanych parametrech nejlepsi vysledky. Veskeré vysledky jsou detailné
diskutovany.
The Summary

This interdisciplinary work solves the basic problems of enzymatic biotechnological
procedures which are appropriate for effective and ecological finishing of sheep wool. The
work brings new pieces of knowledge about microbiology, histochemistry and wool fibre’s
ultrastructure. The advantage of enzymatic modification to chemical-anorganic procedures
which are still used at present is clearly documented. The enzymatic procedure of wool's
finishing has been elaborated then the most appropriate enzymatic systém bromelain —
elastase has been chosen as the one which brings the best results in all observed parameters.
All the results are discussed in details.
Résumé

Le travail interdisciplinaire proposé ci-dessus résout les questions de base des procédures
enzymatiquse bitechnologiques aptes 4 bonifier la laine de mouton de facon efficace. Ce
travail porte un suite de nouvelles connaissancer sur la microbiologie, histochimique et sur
'ultrastructure de la fibre de mouton. La préférence des préparations enzymatiques aux
procédures chimioinorganiques actuellement employées en permanence est explicitée. Nous
avons ¢laboré la procédure enzymatique de la bonification de la laine de mouton, ensuite nous
avons choisi le systéme bromelain — elastase le plus susceptible de rapporter les meilleurs
résultats dans tous les paramétres suivis. Tous le résultats sont discutés en détail.
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