Ceska zeradélska univerzita v Praze

Fakulta lesnicka ardvaska

Diplomova prace

Praha 2011 Bc. Jan Sajdl



Ceska zeradélska univerzita v Praze
Fakulta lesnicka arfdvaska

Katedra ochrany lesa a myslivosti

Diplomova prace
Aktivita hydrolytickych enzym v bachoru sr&

zveére v polnich oblastech Mladoboleslavska

Vedouci prace: Ing. Petra Novakova, Ph.D.

Vypracoval:
Praha 2011 Bc. Jan Sajdl



ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou praci na témtivita hydrolytickych enzym v
bachoru sréi zwie v polnich oblastech Mladoboleslavska®“ vypracosamostaté a

pouzil jen pramein, které cituji a uvadim vilozeném seznamu literatury.



CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE
Katedra ochrany lesa a myslivosti
Fakulta lesnicka a drevarska

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Sajdl Jan

Lesni inzenyrstvi

Nazev prace
Aktivita hydrolytickych enzym( v bachoru srnéi zvére v polnich oblastech Mladoboleslavka

Anglicky nazev
The activity of hydrolytic enzymes in roe deer rumen in the field areas of Mlada Boleslav (Central Bohemia, Czech
Republic)

Cile prace
Cilem prace je zhodnoceni aktivity hydrolytickych enzym v bachorech srncizvéfe v polnich oblastech
na Mladoboleslavsku.

Metodika

V praci se zaméfte zejména na zpracovani prehledu o soucasné Urovni poznani feseného tématu,
podrobnou charakteristiku oblasti, vyznam a zhodnoceni aktivity hydrolytickych enzym v bachoru
srnéi zvére, vysloveni zavéru a doporuceni pro mysliveckou praxi.

Harmonogram zpracovani
Vytistény strukturovany rukopis diplomoveé prace predlozte do 30.4.2011. Pfi zpracovani prace
vychazejte z pokynt uvedenych na adrese https://moodle.czu.cz/course/category.php?id=45



Rozsah textové casti
cca 50 stran

Kli¢ova slova
hydrolytické enzymy, srnéi zvé¥, bachor,Mlada Boleslav, Ceska republika

Doporuéené zdroje informaci
Chesson A., 1993:Feed Enzymes. Anim. Sci.Feed Technol. 45, 65-79.
Eisenthal, R, Danson, M.J. (Eds) 2002: Enzyme Assays. A Practical Approach. Oxford University Press, Inc., New York, 282 pp.

Simunek J., Skiivanova V., Hoza ., Bfezina P, Marounek M., 1995: Ontogenesis of enzymatic activities in the
gastrointestinal tract of young goats. Small Ruminant Research 17,207-211.

Van Soest, P.J. 1982: Ruminant metabolism, nutritional strategies, the cellulolytic fermentation and the chemistry of
forages and plant fibres in Nutritional Ecology of the Ruminants. Published by O.and B.Books Inc., USA.

Van Soest, P.J. 1983: Nutritional Ecology of the Ruminants. Published by O.and B.Books Inc., USA., 374 pp.

Vedouci prace
Novakova Petra, Ing., Ph.D.

Konzultant prace
MVDr. Jifi Simanek, CSc.

Termin SZZ .
2011/06 (Cerven)

., “ '
£ Aowg” (WSRAN

Vedouci katedry Dékan fakulty




Velmi rad bych poékoval vedouci své diplomové prace Ing. ieeNovakove,
Ph.D. za jeji odborné vedeni. Déle bych radggodal MVDr. Jiéimu Siminkovi, CSc.,
Ing. Hare¢ Bartaiové a Ing. Ingrid Koppové, Ph.D. za poskytovaningeh rad, vsicnou
pomoc, vhodné ifpominky acas, ktery mi ¥novali. Chél bych také po&kovat gateiim

mysliveim, své rodig a blizkym za podporu a tivost.



Abstrakt

Nutricni strategie fezvykavér je zaloZena na fermentaci rostlinné potravy
probihajici prosednictvim mikrobialniho ekosystému osidlujiciho Hmc Populace
mikroorganisni produkuji fadu enzym Ucastnicich se degradace jednotlivych slozek
potravy, jez by jinak byly pro hostitelsky organissmevyuzitelné.

PredloZena prace popisuje aktivity vybranych hydiokgich enzyni srréi zwre
ve vzorcich bachorového obsahu odebranéhoeeoh tokalitach Mladoboleslavska liSicich
se celkovou charakteristikou Uzemi, charakteristikbizemi a dostupnosti potravy.
Schopnost bachorové fermentace&indé degradovat tzné strukturni a zasobni
polysacharidy obsazené v krmivech bylaéimvana porovnanim aktivity celulazy,
celobiohydrolazy, endoglukanazyg-glukosidazy, pektindzy, xylanazy, chitindzy, N-
acetylglukosaminidazy, amylazy, inulinazy, proteaay lipazy. Metodou zymografie
v systému PAGE pro jednotlivé enzymové aktivityebprokdzanaiftomnost izoenzyiin
Vysoka aktivita enzyrn podilejicich se na degradaci celul6zy (endoglukgna
celobiohydrolazy 8 glukosidazy) byla zaznamenana ve vzorcich z lpk@radlec, kde
byly rovrnéz napada vyssi aktivity pektinolytickych enzyin Levoliezni oblast Jizery
byla charakteristickd zvySenou aktivitou chitin@idych, lipolytickych a proteolytickych
enzymi, pravoliezni naopak pektinolytickou aktivitou.

Ve vSech oblastech byla detekovana aktivit&éravanych hydrolaz, jednotlivé
lokality se aktivitou enzyiin znang liSily, obecré vysSi hodnoty byly nadieny v lokalig
Bradlec pravdpodobr s ohledem na strukturu krajiny poskytujici pestnabidku vhodné
potravy a zfisob grikrmovani srii zvére v této lokali.

Kli ¢ova slova Hydrolytické enzymy, bachorova fermentace ¢sawet, Mlada Boleslav,
Ceska republika



Abstract

Nutritional strategies of ruminants are based enfémmentation of plant foods by
acting of the rumen microbial ecosystem. The pdpmraof micro-organisms produces
wide spectrum of enzymes involved in degradatibiood components that would be
otherwise unusable by the host organism.

The present work describes the activities of setbbtilydrolytic enzymes in the roe
deer rumen content samples collected iv three airedgllada Boleslav district with
different general characteristics, landscape cleriatics and food availability. The ability
of rumen fermentation effectively degrade the wasiostructural and storage
polysaccharides contained in the feed was invdstighy comparing the activities of
cellobiohydrolase, endoglucanasg@;glucosidase pectinase, xylanase, chitinase, N-
acetylglucosaminidase, amylase, inulinase, proteask lipase. The active isoenzymes
were detected by zymography. High activities ofyemes involved in celulose degradation
(endoglucanase, celobiohydrolase @rglucosidase) was observed in samples collected in
Bradlec, which showed also markedly higher peciitilactivity. Samples collected on
the left bank of the Jizera river were characteribg increased chitinolytic, lipolytic and
proteolytic activities, contrary to that pectinityactivity was higher on the right bank of
the river.

According to our findings, samples collected in aleas showed significant
activities of tested hydrolases. Markedly highduga were measured in the area Bradlec.
That fact can be explained in terms of the langsgaoperties providing a wide range of

appropriate food and care on roe deer feedingisnarea.

Keywords: Hydrolytic enzymes, rumen fermentation, roe dbdada Boleslav, the Czech
Republic



(@] 0157 | o [T OPOP PP PPPPPRI 9
LU 1Yo T TS TPPPPPPPP 11
R O I o = o PP PPPEUUUPPUPRR 12
2. LItEr&rni BENIEA ........oooeiiiieeee et e e e e e e e e e e e e e as 13
728 U 1Y T USRS 13
2.2 VYZIVA ST ZVEIF ...ceeeeeeeeeeeeeeee s e e e e e e st ettt e e e aaeeeeaeaaaeeeens 13.
2.3 Anatomie a fyziologie traviciho traktu srnceobeho ................cceeeeciiiiiiiinneee. 6..1
Usporadani a stavbafedzZaludku Srei ZVEFe.........ccvvvvviiiiiiiiiiiiiicieeeeeeee e 18
Motorickacinnost predZaludku SIi ZVEF.........uuveiiiiieei i 19
2.4 Mikroflora a mikrofauna bachoru..........c e 20
2.5 Wast hydrolytickych enzyfv bachorové fermentaci............o.ocveeviceeceeeeveennnn. 23
2.5.1 CelUlOIYEICKE ENZYMY ...ovviiiiiiiiiii e 24
ENdoglukanaza (EC 3.2.1.4) ....cccc i eeeee e s e e e e e e e e e e e e e eaaeaannannne 25
Celobiohydroldza (EC 3.2.1.90).....cccceiieiiiiiiieeeeeer e eeeee e e e e e e e e e e eeeeaannnnes 26
L-0IUKOSIAAZA (EC 3.2.1.21) ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e 26
2.5.2 ChitiNOIYLICKE ENZYMY ....uiiiiiiiiiiiiiieeee e 26
ChiItINAZA(EC 3.2.1.14) ..ottt et e e e e e e e e e e e e e e e ennns 27
N-acetylglukosaminidaza (EC 3.2.1.50)......ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiine e eeeeeee e 27
2.5.3 PeKLNOIYLICKE ENZYMY .......ccoiiiiieescmmmmm e e e e e e e e e e e e e e e e e e 27
PEKHNAZA (EC 3.2.1.15). . eteeiiiiiiiiiiieee e eeeree e e e e e e e e e e e e e e e e e s nnneneenenees 28
2.5.4 XylanOlytiCKE& @NZYMY ......uuiiiiiiiiiiiieeeeei e e e ees 28
XYIANAZA (EC 3.2.1.8)...ceeeeieieiiiiiiie e e e e ettt s e e s e e e e e e e e e e e e eeaennnennnnns 29
2.5.5 Enzymy $pici zasobni polysacharidy ..................comeeeeenniniinenneeeeeeeseeenn. 29
A-AMYIAZA (EC 3.2.0. 1) et e e e 30
INUIINAZA (BEC 3.2.0. 7. oottt e eeeeet et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s e aannnnns 30
2.5.6 LIPOIYLICKE ENZYMY ....ciiiiiieeeeeeeee et e e e e e e e e e aeeeeneaeeeees 31
o T2 V= W (ST O Tt 0 T 3 PRSP 31.
3.5.7 ProteolytiCK@ @NZYMY .....oviiiiiiiiiiiiieeeee e e e e 32
Proteaza (EC 3.4.21.64)......cccooi ittt ee e e e e e e e e e e e e e e e e e 32
3. Material @ METOAY .....uvueeriiiiiee e e e e et e e e e e e e e e e e e e eaeeeeaeeeeeeeeeeenennnnns 33
3.1 POUZItE CheMIKANIE: .......uuiiiiiiiiiiiiieeeeee e 33



3.2 Laboratorni BIStrO)e: .....coi ittt e e e e e e e e e e e e 33

3.3 Charakteristika lokalit, odba zpracovani vzotK............ccceeeeeviiiiiiiiiiieinnnnnnn, 34.
S.3LL LOKANTA A ettt 35
3.3.2 LOKANTA B ..ottt 37
TG T B o] €11 = N U PPUUUPPPTT 39
3.3.4 OdBI VZOTKIL: ...t 40.
R T IV o] = (o101 V7= 1 a1 Y7 0] i G 43

K o 1N 4 | (=38 (0 7.4 (0] QS 43

3.5 ANAIYEIICKE MEIOAY: ..uuiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e s e s ennes 44
3.5.1 StanoVveni Protain.........ccccuiiiiiiiiiiiiiiiie e 44
4.5.2 Stanoveni aktivity enzyntelulazy, xylanazy, fruktunazy, pektinazy, amylazy
(0] 1111 F= V.4V 2 44
3.5.3 Stanoveni protedzove aktiVity ... eeeeeeeeeieiiiiciiiiiiieeeee e 45
3.5.4 Stanoveni aktivitg-glukosidazy) a N-acetylglukosaminidazy.................. 46
3.5.5 Stanoveni aktivity celobiohydrolazy .....cccccccoooeeeeiieeiiiiiiieee e 46
3.5.6 Stanoveni lipazy miskovou metodou..........ccooeeviiiviiiviiiiiicree e a7

3.6 Elektroforéza na polyakrylamidoVem gelu. e eeeeeeeiiiieeeeeeeiiiiiieeciieeee 47
3.6.1 ZYMOGIATI....ciiiiiiiiiiiiiiiiii e sttt a e e e 49

3.7 StatistiCKE VYNOUNOCENI ......coei i ceeeeeee ettt 50

ANYSIEAKY ..ottt et ettt een e e e e e e e e e e e e aaeeetaraaaaaan—_ 51

4.1 Aktivita hydrolytickych enzyrinv bachoru Sréi ZVEe ........ccoceeeeeevvvvvveveiieen, 51
4.1.1 Aktivita enzym G¢astnicich se degradace celuldzy: ..........ooeeeeriivvieeennnn. 51
4.1.2 Aktivita chitinolytickyCh eNzymiL.............coovieiiiiiiiiiiieeeeee s 53
4.1.3 AKLVITA PEKLINAZY .....vueeiiiie e e e e e e e e eeeeeer e eeeenanes 55
4.1.4 AKLVITA XYIANAZY .....ceeeeeeieiiiiiiimmmmm e e eeeeeeeeaattasss s s e e e eeeeaaeseeseeeeenneeeeeeesnnes 57
4.1.5 Aktivita amylazy @ iNUIINAZY ..........oueeeeeiiieiieeieeeeeccceee e 58
A A/ = W 1] = V74 OO UUURPRPR 62
O Y AV 1 v= W o] (0 (== VY2 PPPPR 63

5. DISKUZE ...ttt s ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e arn e 65
B. ZANBT ... e e e e e eeeaeeeeete——————————————————————aaaaaas 67
10T = LU ] - U PP UTRRR 68

10



Uvod

Nejrozstensjsi sparkatou zui v Ceské republice je sth zvét. Srnec obecny
(Capreolus capreolyd.innaeus 1758) se vyskytuje t&ma celém jejim Uzemi - ve vSech
nadmdskych vyskach, v lesich, v krafirntenzivre zemeédélsky vyuzivané a v poslednich
letech i v okrajovycliastech velkych &st.

Srrei zwt se €Si zn&né pozornosti myslivecke i laicke tegnosti. Je proto velmi
Zadané ¥novat pozornost zdravotnimu a vyzivhému stavu agid@mu kvalitu Zivotniho
prostedi, zejména potravni nabidky.

Srrei zwéF pati mezi gezvykavce. Jeji travici trakt je vyjiriey tim, Ze jeho
souasti je tikomorovy gedzaludek. V této objemné vyduti travici trubiceliha diky
mnoha fiznym mikroorganisriam (houby, bakterie a prvoci) vyznamgast zpracovani
potravy, tzv. pregrasticka fermentace. Tyto mikgamismy fisobi na fjatou potravni
hmotu mechanicky postupnym rogmenim rostlinnych pletiv, fedevSim vSak produkci
velké mnozstvi iznych enzym nebo jinych latek vyznamnych pro dalSiulpsh
ferment&nich proced (FLINT 1997). Nejvyznam¥)Si tfidou enzynd podilejici se na
Sttpeni gedevsSim rostlinnych slozek potravy jsou hydroldzgndpglukanaza,
celobiohydrolasa}-glukosidaza, amylaza, xylanaza, lipadza, protepektindza, chitinaza,
fruktanaza, N-acetylglukosaminidaza).

Enzymy jsou produkovanyifpozerg vSemi Zivymi organismy od jednobtimych
v béZném Zivok, kdy se uplatuji nagF. v potravinéském pamyslu, kde jeflovek vyuziva
pii vyrobé vina, syfi nebo pi zpracovani masa, v léksivi i [écbé a predevSim
diagnostice, v biochemii, nezastupitelné je jepstuziti v ramci fiznych biotechnologii,
Z biologického pohledu rpdstavuji jedny z nejvyznarg8ich pisobki podmiiujicich
existenci a funé&nost Zivé hmoty jako takové jednak ve své funkciakakée ale i
regulani. Pro naplani cili této prace bude pozornost omezena na vybrané Iigiidké
enzymy podilejici se ip bachorové fermentaci u s¥in zwte Zijicich v odliSnych
podminkach prostdi, zejména potravnich zdiiop mize tak vypovidat o rozdilné arovni

chovatelskych podminek, zejména vyZivy a potrawgrdu z¥t ma k dispozici.
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1. Cil prace

Prace je zawifena na stanoveni aktivit hydrolytickych enzyma bachorovém
obsahu sr&i zwie ulovené v iznych lokalitach v polnich oblastech Mladoboleskavs
liSicich se charakteristikou Uzemi, dostupnoskiterych sloZzek potravy. Cilem této prace
je stanovit Grove aktivity téchto hydrolaz a porovnat spektrum izoenayrjako

vyznamného parametru uravhachorové fermentace.
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2. Literarni p fehled

2.1 Uvod

Srnec obecnyQapreolus capreolysLINNAEUS 1758) je naSi jvodni z\&fi. Ve
velkém pdtu obyva ténst celou Evropu vyjma severu Skandinavie, Islandus&al. V
Ceské republice je nejhajji zastoupenym sudokopytnikefeho pa@etnost je odhadovéna
na zhruba 300000 kas Pati do #idy savci Mammalig, fadu sudokopytnici
(Artiodactylg, celedi jelenoviti Cervidag. Je to nejmensi evropsky zastupce jelenovitych.
Dorasta vysky az 90 cm v kohoutku. Hmotnost je p¥nliva, podle prosedi a pdetnosti
populace mZe dosahovat az 35 kg. Podle typtijimané potravyiadime srnce mezi
byloZravce, podle zpracovavani potravy megizpykavce CERVENY A KOL. 2004).Srnsi
zveéi byla vzdy vazana na lesostepni krajinu, kde vyalaiweSkeré potravni nabidky na
luké&ch, okrajich les kde se vzdy vyskytovaly &kké dreviny jako nap vrba jiva a tvrdé
dieviny jako nap buk lesni, habr obecny a dub letnia@ 1993). V dnedni dabse
zdrzuje pevazrié v lesich, zije ale také ve velkych lanech gdéskych monokultur,
odkud je nucena migrovat do lesnich &dkych porosi, hlavre za &elem zpeseni

potravni nabidky (ZBLODIL ; KORHON 2010)

2.2 VyZiva srn €i zvére

Diky stavlg travici soustavy ma séhzwt moznost zpracovavat balastniédce
stravitelnou rostlinnou potravu @iLER 2009). Ma polyfazickou denni aktivitu ANzAL
A KOL. 2005) piijem potravy probiha dednv osmi az dvanéacti periodach. deo
pastevnich period odpovidadgho cykla prezvykovani (\McH 1993). Polni s zvéi ma
vySSi denni aktivitu ve srovnani sectivz lesnatého prosdi (HANzAL A KoL. 2005).Z
potravniho hlediska patsrrti zwt mezi tzv. okusow#&e a specializuje seigvazné na
potravu, ktera je sloZzena z bylin, letofgstétvicek a puped riznych druli dievin.
Z&kladni skladba potravy dle gmich obdobi je uvedena v tabulte (VACH 1993 IN
DRMOTA A KOL. 2007)
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Tab. I.: Potravni sloZeni stizvéie dle r@éniho obdobi (v procentech)

Obdobi Dreviny Byliny (kromé travin) Traviny | Houby
Jaro 57 39 4 ojedéhe
Léto 65 15 17 3

Podzim 47 39 14 -
Zima 63 24 13 -

Vhodnym dopikem potravy jsou jadrna krmiva. Ta, pokud jsou pa@aé ve
spravny¢as (od konce léta po dobu zhruba &), zaji¥'uji dostaténé vytvaeni zasob
tuku az o hmotnosti 3 kg. S timto deponovanym tukeiz\&i vétSi Sanci peckat zimni
obdobi. Vhodné je podavat saib¢ s jadrnymi krmivy také mineralni daidy (4%
koncentrace v krmivu), které vytkiodostaténé zasoby vapniku pro parozeni a pro
podporu fistu kostry mladé ate. Sowasti mineralniho krmiva jsou dalSi mineralni prvky
(fosfor, sodik, hitik) a stopové prvky (&', mangan, zinek, jod, kobalt, selen), které jsou
dulezité pro optimalni vyvoj (nappro podporu vyvoje plodu, tvorbu kvalitniho mhezia
mléka u srn, kladeni silnych s@at a jejich postnatélni vyvoj). Séasti mineralnich
doplikt jsou vitamino-mineralni preparaty obsahujici vitaynpredevsim A, D3 a E, které
jsou faktory nezbytnymi proast a metabolismus. Spravna aplikace mineralnichnéap
v krmivu plnohodnotdé dophuje srrei zwti komponenty diety, které jsou v krmivech
s ohledem na jejich kvalitu a sloZzenidy ¢asto obsazeny v nedostatém mnoZstvi.
Denni davka jadrného krmiva s mineralnim dépeim by n¢la predstavovat fiblizn¢ 0,25
kg.ks* srmii zvste (BABICKA A KOL. 2008).
travicich proces v travicim traktu a hrozi, Ze dojde ikznym porucham travicich funkci.
Pii nadmeérném poZiti jadrného krmiva a zejménia pedostatku hrubé vlakniny dochazi
k nadngérné tvorkg kyselin, zejména kyseliny migé a naslednk tzv. bachorové acidéze
(prekyseleni), projevujici seazné vaznym naruSenim celkového zdravotniho stavu.
Neodborny zfisob gikrmovani nerespektujici fyziologické peby sréi zwtre tak miize
vést casto k zavaznym iledkim. V piirock se firozend potrava smi vyrazré jen [i
porovnani letniho a zimniho obdobi, ale tentechod probiha pozvolna. Ve voln&irpdk
dochazi k porucham pouze v jarnim obdobi, kdy Vyna&a vegetace a v letnim, kdy se

zZwet pase na polich s obilninami. Kazdy kusievby nél mit moznost se aspgednou
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denré¢ dostat k jednotlivé sloZce potravy. Pokud jdspn jednotlivych vyznamnych
potravnich komponetitomezen, dochazi i ke 2Zm¢ sloZeni mikroorganistnv bachoru a
tim charakteru fermentaiho procesu.

Potravni nabidku zasadnimugobem ovliviuje predevsim zpsob zemidélského
vyuziti krajiny, zejména pak osevni postup a skiagistovanych plodin. V zimnim
obdobi je pro sri z\wt velice atraktivni dvounulovéepka olejka, ktera ma vSak negativni
vliv na jeji organismus. Poit8im poziti mladychtepkovych listk obsahujicich nadénné
mnozstvi dusikatych latek a velmi maly podil stanki vlakniny dochazi ke dma na
sok® nezavislym procésn. Prvni proces se projevuje Spatnym vyzivnym stgve
piekrvenim vnitnich orgad a vodnatym aZz zménym obsahem bachoru. Tyto projevy
vedou ¢asto k rychlému uhynu.fPdruném procesu dochazi ke zérgglachosti, snizeni
vnimavosti, slepét a poté krychlému uhynuti. Tyto fipnaky zgisobuje S-
metylcysteinsulfoxid (stavebni latka bilkovin), Kteje v piibchu traveni peménén na
jedovaty dimetyldisulfid. Ten po vu&bani do krve zdfEini rozpadéervenych krvinek, coz
ma za nasledek nedost&atié okysléeni krve. Ta naslednnemiZze dostaténé zasobovat
kyslikem dilezité organy a dochazi k poruse mozkovych cenpaté ke znsnam chovani
(VODNANSKY 2008).

Pro peziti nepiznivych podminek si st zwi vytvorila nékolik adaptaci,
vedoucich k tomu, Ze v zimnim obdobi m& vyeanizSi spatebu energie. V zimnim
obdobi stai srrti zweii pouze vlastni zasoby tuku a malé mnozstvi éémlitni potravy.
NejvyrazrEjSi adaptaci je zmenSeni traviciho traktu, zmengemd vnitni vstebavaci
plochy, vymizeni mikroorganisim které jsou specializovany na energeticky bohlatgkyg
potravy a zpomaleni metabolismuA¥LER 2009). V obdobi prosinec - leden ma bachor
srméi zvére nejmensi plochu viiiti strany svalové &by a bachorové papily jsou
redukovany. V jarnim obdobi, kdy sfrevéi zatina @ijimat vice zelené potravy, sedsi
papily a plocha bachoru seétsi 18 az 20 krat (WMcH 1993). K zaatku €chto zmén
dochézi p zmeéné potravy a jeji kvality. Jadrna krmiva jsou atrakii pro srti zwet
celora@ng, ale girozené jsou pouze v podzimnim obdobi, kdy si vittakové zasoby.
V tomto obdobi je minimalni riziko vzniku travicigoruch. B prijimani jadrného krmiva
po prechodu do klidového stadia, nastane zvySeni intemzétabolismu a tim sp@by
energie a hrozi vznik akutni acidézyAMLER 2009).
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2.3 Anatomie a fyziologie traviciho traktu srnce ob  ecného

Travici soustava (Obr. 1,2) umnje @ijem, dopravu a zpracovani potravy,
vstrebavani vyuZzitelnych latek a transport nevyuZziteingbytki potravy.

Dutina ustni slouzi kifjmu, rozn€lnéni a zvikkeni potravy. Ta nasledrprochazi
hltanem, pes jicen do Zaludku.i®Zvykavci maji vicekomorovy slozity ZaludekieR
vlastnim Zaludkem (slez) jefgrdZaludek, ktery se sklada zé& komor (bachorgepec,
kniha). Bachor @&epec tvéi spol&énou dutinu, potrava se zde pohybuje tam & age zde
podrobena fermentaim proceém. Dolie roznglnéna potrava se posouva do knihy, kde
dochazi k reabsorbci vody z tekutého chymoREITEK A KOL 2009). DalSicasti travici
soustavy je sevni kanal, coz je mnohonasaébstatena trubice (WINKELMAYER A KOL .
2005). Z&ina tenkym sevem, které ma délku 10-15 metbiky enzyntim slinivky kisni
a jater se zde dokounje proces traveni Zivin a dochazi kergbivani produki traveni.
Vstitebavani bilkovin je zahdjeno jiz ve slezu, zbytebfha v tenkém sw. Zde také
probih& vatebavani tui. K jejich zpracovani ffispiva zI&, ktera se dostava dovymi
kanaly do dvanactniku. Nestraveny a neresorbovaytgk potravy se posouva do tlustého
streva. V prvnicasti, kterou tvéi slepé stevo, se $pi vlaknina a ostatni Ziviny, které
nebyly fermentovany v bachoru. Poté zpracovanaapatpostupuje do tlustéhoresta o
délce 4 aZz 6 mdir Zde se nestravitelna potrava vysuSujefenpiuje na trus. Travici
soustava usti v koteik, ktery gechazi witni kanal zakodeny fitnim otvorem(VACH
1993).
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Obr. 1: Stavba zaZivaciho traktu srnce obecnéhaKg\fnayer a kol., 2005)

bachor
Gepec
kniha

slez

Tenké stfevo Tlusté stfevo

[[TIT] dvanactnik Bl slepc strevo
T 1acnix R tracnik
(D wycetni B ronetnix

Obr. 2: Organy srnce obecného (Forejtek a kol.,2009

1 - jazyk, 2 - pidudnice, 3 - jicen, 4 - plice, 5 - srdce, 6 - slazi/ -¢epec, 8 - bachor, 9 -
slepé stevo, 10 - tlusté #tvo, 11 - tenké svo
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Uspo radani a stavba p redzaludku srn ¢i zvére

Zpusob vyzivy a intermedialni metabolismugepvykavé se znané lisi od
ostatnich byloZzravMic Prezvykavci zpracovavaji a travi potravu ie@zaludcich, kde
aktivita mikrobialni enzym je nejvysSi, a pak v mensiimiv tlustém sew. Mikrobialni
fermentace potravy u niggvykavych byloZravic probiha pevazr v tlustém stew
(STeEVENS, HUME 1995). Struktura traviciho trakturgzvykavaé je ukazkou dokonalého
piizptisobeni na plné vyuZziti rostlinného krmiva. Ve si@vins ostatnimi druhy zit
spaiva tato adaptace hlagywe zvlastnim usgadani Zaludku (BRT0S1987).

Pred vlastnim Zaludkem (slezeahomasumma srei zwet predzaludek, ktery ma
tiéi oddily: bachor umer), ¢epec (eticulum), knihu Emasun (Obr. 3). Podle ¥ku srrei
zwéie a r@niho obdobi je objemipdzaludik 2 az 6 lith. Svalovina pedzaludku je
uspdadana do dvou vrstev hladkého svalstva (zevni pddabbihajici vrstva a vriti
kruhow probihajici vrstva). U dosgfych jedinai je nejwtSim oddilem bachor Lus A
KoL. 1969). Jedna se o velky svalnaty vak, uloZenkewa strag biiSni dutiny (RANDSON
1974). Bachor nikdy néstane prazdny a také se nikdy nenaplni do plnédigpdo
dlouhé ranni periadbyva naplgn zhruba na 60 az 70 % AgH 1993). SEtny bachoru jsou
vystlany kuténni sliznici (BLEKTIV AUTORU 1999), coZ je silna vrstva zrohowigho,
mnohovrstevnatého dlaZzdicovitého epitelu, kteryveit papily o vySce az 1 cm. Ty
ZVétSuji resorpni plochu bachoru.

Nejmensi z oddil predzaludku jetepec, ktery ma kulovity tvar. Sta cepce ma
podobnou strukturu jako &ta bachoru. Sliznice vyty@listy vysoké zhruba 1 cm, které
ohrantuji ¢epcové sklipky. Cepec je propojen s dutinou bachorovou pomoci
¢epcobachorového splavu, ktery je Siroce f#ay a s knihowepcoknihovym otvorem.
Kniha je spojena s vlastnim Zaludkem knihoslezowgworem. Tento otvor je uzaviratelny
dvéma polongsicitymi chloprémi a svalovym valem na jeji spodtésti. Sliznice na 8h¢
knihy vytv&i vysokérasy tzv. listy. Ty se rozliSuji podle velikosti listy 1.-IV. fadu.

Z bachoru do slezu se posouvaji nestravené roétlitkoviny a plnohodnotné
bilkoviny obsazené v biomase mikroorganispostupujicim z bachoru. Oba tyto druhy
bilkovin se nasledhtravi ve slezu a veige.

Vedle degradénich proces v predZzaludku dochazi kitezité syntéze vitamin
Syntezuje se ndpvitamin K, ktery je rozpustny v tucich. Z vitamirozpustnych ve vad

je to nap. vitamin B By, H a B (HOLUB A KOL. 1969).
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Obr. 3: Uspeadani pedzaludku (The McGraw-Hill Companies, Inc.)

Copyright & The WetirawHill Gompanies, Inc. Permissian required for reprodustion or display.

Small Rumen
intestine

Esophagus

Abomasum Omasum

Motoricka ¢éinnost p Fedzaludku srn éi zvére

Bachor, ¢epec a kniha vykonavaji rytmické pohyby, které jsa@rusovany
pravidelnymi dobami klidu. Po narozeni¢aaji pohyby pi pfechodu na volumindzni
krmivo. Pohyby bachoru @&epce jsou v Uzké zavislosti a jsou nazyvany jake. tz
¢epcobachorové cykly. Délka jednoho cyklu jezre dlouhd. Pimérna dobacini 1
minutu. Cepcobachorovy cyklus je ti#en dwma kontrakcemidepce a d¥ma
kontrakinimi vinami bachoru. Kontrakcéepce nastava jako prvni,ad u jicnového
Zlabu a jako kontraini vina se &i po stné ¢epce. Na tuto kontrakci, kdy gepec smrsti
zhruba o polovinu, navazuje druha kontrakce, kd§epec smrsti jeStvice.

Prvni kontrakcecepce pechazi v primarni kontrakci bachoruii fxteré dochazi
k jeho smr&ini. Po primarni kontrakci bachoru nastava sekundéontrakce, u které
dochézi k dalSimu smusti.

Pri kontrakcich bachoru dochazi k promichani jehoabhbs k vypuzeni plyin a
k prechodu bachorového obsahu @pce. B kontrakcichcepce se uskutéuje prechod
tuzSiho obsahu Zepce zpt do bachoru, fechod tekujSiho obsahu do slezu a knihy a
dochézi ke i2déni obsahu bachoru.

Frekvencetepcobachorového cyklu je zavisla na velikosti n&lachoru a&epce.

MensSi napi snizuje frekvenci a vyssi ndjphaopak frekvenci zvysuje.

19



Béhem druhé kontrakcéepce dochazi k dilataci &ate ¢epcoknihového, tim se
snizi tlak v kanalu knihy a obsah se do rdspuva. Poté, co kontrak¢epce odezni, se
smrsti s¥éra¢ cepcoknihovy a nastava stazeni knihy.

Kontrakce knihy z&naji tak, Ze u konce jicnového Zlabu se snigpicoknihove
asti, nasledise smrsti fedsfi, most a nakonec&ta knihy. Bhem sekundéarni bachorovée
kontrakce nastava u knihy druhé sramst které je mensi. Kontrakce knihy trvaji delSi
dobu nez smr&hi bachoru &epce. Smivani a zvySeny tlak uviiknihy napomahaji k
drceni hrubychéastic. Pohyby knihy a sliznicové wgtky usnaduji posun obsahu do
slezu. Obsahy knihy a slezu se posouvaji devsbchem period klidu (léLuB A KOL.
1969).

2.4 Mikroflora a mikrofauna bachoru

Prostedi bachoru fedstavuje idealni podminky vhodné pro Zivot mikgzovismi.
Je zde anaerobni préstli, pH se pohybuje u zdravych jedinpodle sloZzeni krmiva
zpravidla vrozmezi 6 — 7 a je zde také vysoky bbgady. Teplota je dana teplotou
hostitele, krmiva a intenzitou fermentace a pohgbsg¢ mezi 39 - 40 °C. Bachorove
mikroorganismy fispivaji zasadnim Zigobem ke zpracovani rostlinné potravy. Dochazi
zde ke &tpeni rostlinnych polysachafid jak strukturalnich (celul6za, hemicelul6za a
pektin), tak i zasobnich (Skrob, inulin). &b pitomnych mikroorganisin kolisad podle
roéniho obdobi, nejménjich je v obdobi listopad - ledeRada fakto mé vliv na ponir
mezi jednotlivymi druhy: sloZeni potravy, stdpeanaerobidzy, mmbeh traveni,
fyziologicky stav zvfete a hodnota pH @iuB A koL. 1969). Jednotlivé druhy
mikroorganisnd maji riznou toleranci k gnicim se podminkam bachorového piredt,
piedevsim slozeni bachorové zazitiny, ale i stupaeawbidzy a pH. Bakterie, které&st
nestrukturalni sacharidy (Skrob) pozaduji pH v rezirb-6,6. Celulolytické bakterie, které
Stepi celul6zu, hemicelulézu a pektin snaseji pH od @p 6,8. Prvoky nachazime
v bachoru p pH 6,2-6,6 (ANONYMOUS 2011a).
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Bakterie

Mikrobialni populace je tv@na hlavl bakteriemi. Jejich pet je zavisly
predevéim na sloZeni diety, kolisd vrozmed®-10"" .ml*. Velikost bakterii je
individualni, pohybuje se mezi 0,3 az 50 um. Rdviejich tvar je éznorody, od
ty¢ovitého po kulovy (koky). Bastni se &peni strukturnich polysachatidoiipadré i
zasobnich polysachatidFLINT 1997). Existuje vice nez 2 000 dfubakterii. Jestlize se
koncentrace bakterii pohybuje v rozmezi nejiné&®-10">ml*, ozna&ujeme je za
dominantni (v bachoru asi 20-30 dixhV poslednich letech bylo prokazéno, Ze v bachoru
Zije velky pa@et bakterii, které nelze kultivovat v podminkactvitro. Je mozné, Ze&t¢hto
bakterii je dokonce &Sina (WLMES; BOND 2006). V literatie je rozdleni bakterii
vyskytujicich se v bachoru nejednotné. Riohi na zaklad metabolického produktti
$peného substratu je uvedeno v tabulce IlAMKA 2005)., Rada bakterii dovede

vyuzivat rekolik riznych substrét a proto se jednotlivé skupinygkryvaiji.

Tab. Il.. Rozdleni vyznamnych bachorovych bakterii podle metaoetaného substratu
Celulolytické bakterie Xylanolytické bakterie
Fibrobacter succinogens Butyrivibrio fibrisolvens
Ruminococcus flavefaciens Prevotella ruminicola
Ruminococcus alsus Selenomonas ruminantium
Clostridium cellobioparum Fibrobacter succinogenes
Clostridium longisporum Ruminococcus albus
Clostridium lochheadii Ruminococcus flavefaciens
Eubacterium cellulosolvens Eubacterium ruminantium
Butyrivibrio fibrisolvens
Cellulomonas fimi Lipolytické bakterie

Anaerovibrio lipolytica
Hemicelulolytické bakterie Butyrivibrio fibrisolvens
Butyrivibrio fibrisolvens Treponema bryantii
Prevotella ruminicola Eubacterium sp.
Ruminococcus sp. Fusaocillus sp.
Eubacterium xylanophilum Micrococcus sp.
Eubacterium uniformis Clostridium lundense
Clostridium proteoclasticum
Pseudobutyrivibrio xylanivorans
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Amylolytické bakterie Chitinolytické bakterie

Ruminobacter amylophilus Clostridium tertii

Prevotella ruminicola

Streptococcus bovis Pektinolytické bakterie

Succinimonas amylolitica Butyrivibrio fibrisolvens

Prevotella ruminicola

Proteolytické bakterie Lachnospira multiparus
Ruminobacter amylophilus Succinivibrio dextrinosols
Prevotella ruminicola Treponema saccharophilum
Butyrivibrio fibrisolvens Streptococcus bovis

Streptococcus bovis

Clostridium bifermentans

Clostridium proteoslasticum

Prvoci

Kromg bakterii maji vyznamnou UGlohu v bachoru také pn¢@6*-10° ml™). Bylo
popsano asi 160 drahprvoki vyskytujicich se v bachoru,édnych je piblizné 40
(Jouany 2006). \ktSina bachorovych prvakjsou zastupciitdy Ciliata. Z morfologického
hlediska se prvocidi na dw velké podtidy: Entodiniomorpha a HolotrichgHUNGATE
1966; DEUTSCH A KOL 1997). Mikrobialni biomasa je tiena ze 40% prvoky, kitiejsou
ponerné citlivi k vnégSim vlivam. Nag. po chemickém zasahujipdlouhotrvajicim
hladowni zwie nebo B extrémnich hodnotach pH mohou i vymizet. Jejitdvhi el v
bachoru je #peni polysacharid predevsim Skrobu, hemicelul6zy cast&né celuldzy

(DEVILLARD A KOL . 2003).

Houby

Anaerobni houby jsou specialni skupinou mikroorganii osidlujici bachorove
prostedi (TRINCI A KOL. 2001). Poprvé byla prokazana jejickitpmnost v bachoru
piezvykav@ v 70. letech 20. stoleti €»IN 1975). Do dne3ni doby bylo izolovano a
popsano 21 drudhanaerobnich hub, které nalezi do 6iroBiromyces Neocallimastix
Orpinomyces, Caecomyces, Cyllamyaésiaeromyce§THEODOROU A KOL 1996). Oproti
bakteriim nedosahuji houby takovécpmosti a pohybuji se okolo #@0° ml™. Jejich
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hlavni vyznam v bachoru je degradace rostlinny@&ipl¢imz umozni bakteriim snadny
piistup do mist protpavodre nedostupnych. Jsou producenty Sirékey enzyni, véetrg
celulaz a xylanaz (@we A KoL. 1987; TEUNISSEN A KOL 1993).

2.5 Uéast hydrolytickych enzym & v bachorové fermentaci

Z&kladni sloZky potravy séhzwete jsou sacharidy, tuky a bilkoviny. V travicim trak
se musi tyto latky rozlozit na jednodussitebatelné slozky, aby mohli byt &V paticné
vyuzity. K enzymatickému &penia rozkladu potravy uipzvykava@ slouzi bachor. Zde
piitomné mikroorganismy produkuji Sirokou Skélu engiyrpofrebnych pro daplné
odbourani vSech sloZzek potravy. Tyto enzymy degieidypiedevsim polysacharidy
rostlinnych pletiv neni schopen organismus hostipgZzvykavce produkovat, proto se
v pribéhu fylogenetického vyvoje vyt¥o toto symbiotické spojeni @cHor 1977).

Podle mista &inku se @li enzymy na intracelularni a extracelularni. In&dalarni
enzymy (¥tSina) Zistavaji uvnit buiky, kde vznikly a vykonavaji zde své specifické
funkce. Extracelularni enzymy jsou vyhwvany vré buiky, vyskytuji se v tkaovych
kapalinach (nap krev, ma, travici §avy), u mikroorganisiin jsou vylwovany do
vngjSiho prostedi. Enzymy byly mivodrgé pojmenovavany nahodnymi trivialnimi nazvy,
n¢které se dodnes pouzivaji (pepsin, trypsin). Bjobyla pro nazev zvolena koncovka —
asa fesky —aza) a nazev je tem podle substratu, ktery enzym katalyzujernamylaza,
celulaza a nebo podle charakteru katalyzované ecafif. oxidaza, hydrolaza. Zakladem
klasifikace je rozéleni enzyni do Sesti hlavnichiid podle typu katalyzované reakce na
oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izmvéry a ligdzy. Dale jsou enzymy
téidény do poditid a skupin, coZz umdkje vytvaeni ctyimistnéhociselného kédu (EC
&islo). Treti skupinu enzyiintvori hydrolazy. Stpi hydrolyzovatelné vazby za&asti vody,
které vznikly kondenzaci (nappeptidové, glykosidové, esterové). Jsotghoou skupinou
enzymi, vesngs povahy jednoduchych bilkovin, pliddu biochemicky nezastupitelnych
funkci v organismu ndp pii traveni, @i sraZzeni krve pomoci thrombinu @BRAZKA
1996).

Polysacharidy jsou v bachoru utilizovangitpmnymi mikroorganismy aZ na volné
mastné kyseliny, kterér@dstavuji primarni zdroj energie pro hostitele (OHr 30-50%
celulézového materidlu je v bachoru¢g@no mikrobialni populaci, 60% Skrobu je

degradovani v zavislosti na mnoZstvi potravy a y@hlosti posunu potravy bachorem.
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V¢étSina cuki je v bachoru zcela degradovangkdvé mastné kyseliny jsou absorbovany
do krevnihoregiste a transportovany d@lhich tkani, kde jsou vyuZity jako zdroj energie

pro zachovani,ust, reprodukci a pro tvorbu mlékaABros 1987).
Obr. 4: VyuZiti strukturnich polysachatia potravy

Polysacharidy v krmivu

{

Celuloza  Hemiceluloza Pektin - Skrob Cukry

@ ——»  Metan

Glukoza
\
ﬂ Laktat

Tekavé mastné Kyseliny
(acetat, propionat. butyrat)

l

ZDROJ ENERGIE

2.5.1 Celulolytické enzymy

Celuléza je nejvice zastoupenym polysacharidemiirogg. Je slozena z
glukdzovych jednotek spojenycB-1,4 glukosidickou vazbou. &teni celulézy na
jednoduché cukry (disacharid celobiozu a monomekdiu) vyZaduje finejmensim dva
typy hydrolytickych  enzymx  endoglukanazy a  exoglukanazy rgg@evsim
celobiohydrolazu), které uwuvalji celobiosylové jednotky z neredukujicich kanc
celul6zovéhorettzce (Obr. 5). Mezi enzymy nezbytné pro hydrolyzirgani celulozy
fadime endoglukanazu, celobiohydrolazi+glukosidazu.

Jiz v 60. letech minulého stoleti byly z bachorolasany a popsanyyiit rody

celulolytickych bakterii: Fibrobacter succinogenes Ruminococcus flavefaciens
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Ruminococcus albugHUNGATE 1966). Celulolytivcka aktivita byla popsana také u
anaerobnich hubleocalimastix frontalisOrpinomyces joyonia Caecomyces communis
(TEUNISSEN A KOL 1993; FODROVA A KOL. 1998) a u prvok (COLEMAN 1971).

Obr. 5: Sgpeni celuldzy

HOHZC HOH2C HOH,C HOH,C

\ —
o / OH o
Qg /P Q\_ / Q ‘ /‘\N/ OH ‘ /P

Celobiohydrolaza

s
‘\ Celobid
\_\/ N\OH / e

\ B—glukosidaza

HOH,C
\—o

\—\/

Glukéza

Endoglukanaza (EC 3.2.1.4)

Systematicky nazev: 4-D- glucan 4-glucanohydrolase

Alternativni nazvy: Celulaza, Karboxymetyl celulaeado-1,43-glukanaza
Endoglukanaza &pi 1,4$-D-glykosidické vazby celulézy. Zajigje Stpeni

rostlinnych vidken na menSi celky, které obsahuflikézu. Ritomnost endoglukanazy

byla popsana u bachorovych bakteRuminicocus albysRuminicoccus flavefaciens,

Fibrobacter succinogend&RUSELL; WILSON 1996).
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Celobiohydrolaza (EC 3.2.1.91)

Systematicky nadzev: -D-glucan cellobiohydrolase
Alternativni ndzvy: Exoglukanaza

Enzym hydrolyzuje 1,4-D-glykosidické vazby, z neredukujiciho konce
polysacharidovéhdetzce od3tpuje disacharid celobiézu @e°NY; HODROVA 1997).
Produkce celobiohydrolazy byla popsana u bachotovyeakterii Ruminococcus
flavefaciens Cellulosilyticum ruminicola(Cal S. A koL. 2010), a také u anaerobnich hub

Neocalimastix patriciaruniDENMAN 1992).

B-glukosidaza (EC 3.2.1.21)

Systematicky naze -D-glucoside glucohydrolase
Alternativni ndzvy: celobidza

B-glukosidaza je glukosidazovy enzynmg@ti -1-4 vazby. Je specificky prédané
B-D-glykosidové substraty (n&pdisacharid celobiézu), z nichz s& pydrolyze uvohuje
glukéza (ANoNYMoOus 2011b). V bachoru produkce: anaerobni houbspinomyces
Neocalimstix frontalig L1 X. 1991) bakterieBacteroides ruminicola.

2.5.2 Chitinolytické enzymy

Po celuléze je druhym nejvice zastoupenym polyséddra v @girode chitin.
Nachazi se v buinych sénach vysSich hub a ve slpkach kory8. Je nerozpustny ve
vodé i v mnohych organickych rozposgtech. Casténou N-deacetylaci chitinu vznika
chitosan, linearni polysacharid temy jednotkami glukosaminu a N-acetylglukosaminu
spojenymi 1,48-glykosidickou vazbou. Produkce chitinolytickychzgma byla popséana u
fady mikroorganisrin, predevsim hub a bakterii. Extracelularni komplexicbliytickych
enzyni byl popsan u bakterii izolovanych z traviciho teagezvykavé (SMUNEK A KOL.
2001, 2004). Mikrobialni degradace chitinu zahrnogkolik kroka (Obr. 6). Chitinazy
hydrolyzuji chitin na oligosacharidy. Ty jsou nabk pasobenim ii eznymi (B-N-
acetylglukosaminidaza, glukosaminiddza a chitodémsa) degradovany na monomer N-
acetylglukosamin a v menSiiaina chitobiosid (GobAY 1990).
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Chitinaza (EC 3.2.1.14)

Systematicky nazev: {¢4)-2-acetamido-2-deoxf-D-glucan glycanohydrolase
Alternativni ndzev: Endochitinaza

Produkce byla popsana u bachorové haitbgeromycesOrpinomycegNOVOTNA
A KoL. 2008)

Obr. 6: Speni chitinu

N-acety+p-glukosaminidaza Endochitinaza

CHZOH \ CHZOH
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COCH, COCH, COCH, COCH, COCH,
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Chitobiosidaza

N-acetylglukosaminidaza (EC 3.2.1.50)

Systematicky nazew-N-acetyl-D-glucosaminide N-acetylglucosaminohyedsa
Alternativni ndzev: glykosidaza, NAGaza
Produkce byla popsana u bachorové bakteBistridium aminovalericum

(SIMUNEK A KOL. 2004)

2.5.3 Pektinolytické enzymy

Hodnotnou sloZzku rostlinné potravyreglstavuji pektiny. Jsou to strukturni
polysacharidy, nachazejice se hlawe stedni lamele a primarni b&né séné vysSich
rostlin. Travy obsahuji v sugirB—4 % pektinu (WITE; GORROD 1959), lu&niny 5-10%
(VAN SOEST 1983) a obsah pektinuiepnychiizcich dosahuje az 25% $AINALL 1970).

Z&kladni struktura molekula tohoto polysacharidivgena linearninfettzcem jednotek
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D-galakturonové kyseliny (25-100) spojenyeRl,4 vazbou. Tentdettzec se nazyva
polygalakturonova kyselina (Obr. 7). Ddzného stup& jsou jednotky galakturonové
kyselina esterifikovany methanolem. Degradace pakde v bachorudastnirada bakterii
- Prevotella ruminicolla Lachnospira multiparus Butyrivibio fibrisolvens (BRYANT;
SMALL 1956; MAROUNEK; DusSkovA 1999) a wkteré druhy prvok — Diploplastron,
Entodinium, Isotricha(CoLEMAN A koL. 1971). Fermentace pektinu je doprovazena
tvorbou vysokého mnozstvi plynu, cofigpiva k nadymani (M\ SOesT 1983) acasto
muze byt g@icinou vaznych onemoéni. Na SEpeni pektinu se podileji enzymy:
pektinmetylesterdza i pektin na kyselinu polygalakturonovou a methgnutktindzu a
pektatlyazu (odgpuje digalakturonat nehydrolytickym mechanizmem)ofdlEcHOWICZ
1971).

Obr. 7: Zakladni struktura pektinu

COOCH3 coocrg OH

,,,,,, /‘ H \fo /‘ \’7
j<—/ oLy <— o NLo
COOCH, COOCH;

Pektinadza (EC 3.2.1.15)

Systematicky nazev: {34)-a-D-galacturonan glycanohydrolase

Alternativni nazev: Polygalakturonidaza, pektin toJdza, pektin depolymeraza
Pektinaza  katalyzuje  hydrolyzu o-1,4-glykosidové  vazby  kyseliny

polygalakturonové, za tvorby kyseliny galakturonoptivita pektinazy byla popsana u

fady bachorovych bakterii napPseudobutyrivibrio xylanivorangKopPecNyY; HODROVA

1995), Lachnospira multiparugDuUSKoVA; MAROUNEK 2001) a bachorovych hub, rrap

Neocallimastixa OrpinomycegKOPENY; HODROVA 1995).

2.5.4 Xylanolytické enzymy
Xylan je polysacharid sloZzenygvazrt z jednotek xyl6zy spojenydbr1,4 vazbou

(Obr. 8). V postrannichrettzcich obsahuje xylarfadu neutralnich cultr (arabinéza,
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glukdza, galaktéza, kyselina uronova) v zavislaséi rostlinném zdroji. Je hlavnim
polysacharidem bugnych sén rostlin. V bachoru je degradovan pouze v malétithu.

Z bachoru bylo izolovaneéada xylanolytickych druln bakterii, prvok a hub. Mezi hlavni
zastupce péit bakterieButyrivibrio fibrisolvens Fibrobacter succinogendguminicoccus
albus (DEHORITY 1965, 1966)Eubacterium ruminantiunHESPELL, WHITEHEAD 1990) a
Prevotella ruminicola BRYANT; SMALL 1958).

Obr. 8: Zakladni struktura xylanu

OH

S e i
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CH

Xylanaza (EC 3.2.1.8)

Systematicky nazev: @-D-xylan xylanohydrolase

Skupina enzyni, degradujicich linearni polysacharid@tp-1,4-vazbu s produkci
monosacharidové jednotky xylozy. Xylanazova akdivityla popsana u bachorovych hub
nag. Neocallimastix frontalis, Anaeromyces mucrongiuswe A KOL. 1987; NOVOTNA A

KoL. 2010) a bachorovych bakterii iia@naeromyces ruminicol@AN A KoL. 2006).

2.5.5 Enzymy St épici zasobni polysacharidy

Hlavni zasobni polysacharid rostlin je Skrob. Jardm z linearniho polysacharidu
amylozy a ¥tveného polysacharidu amylopektinu. Amyléza i arpgktin jsou tveéeny
jednotkami a-D-gluk6zy. Rirodni Skrob obsahuje 10-20% amylézy a 80-90%
amylopektinu. Jeho hydrolyzou jsou dlouhé polysadoaé ietézce Sépeny na kratsi,
piipadré se uvohuje maltézaii glukdza.

Inulin (Obr. 9) je sloZen z jednotek fruktdzy spuojeh -1,2 vazbou. Koncovou
jednotkou byva glukoza. U ¢kterych rostlin nahrazuje zasobni polysacharid Bkro

Bakterialni mikroflérou je inulin pl&degradovan (@essoN FORSBERG1997).
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A-amylaza (EC 3.2.1.1)

Systematicky nazev: 14-D-glukan glucanhydrolaze

Tento enzym katalyzuje hydrolyzu 104Db-gluosidickych vazeb. Produkce byla
popsana u anaerobnich hub Neocalimastix frontdll©UNTFORD ASHER 1988) a
bachorovych bakteriClostridium butyricun{HoBsSON MCPHERSON1952).

Inulindza (EC 3.2.1.7

Systematicky nazev: 1-beta-D-fructan fructanohyakel

Alternativni ndzev: endoinulinaza

Mikrobialni inulinaza od&puje koncové jednotky D-frukt6zy. Produkce inulipdz
byla popsana u bakterii, kvasinek a hub. NicénzZa hlavni producenty se povaZzuji vyssi
houbyAspergillussp. (RNDEY A koL. 1999). Degradace inulinu v bachoru byla popsana u
bakterieTreponema sacharophilu(MAsPEROWICZ MICHALOWSKI 2002)

Obr. 9: Z&kladni struktura inulinu
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2.5.6 Lipolytické enzymy

Rostlinna potravaiezvykavaé obsahuje zigvaznésasti 5 - 10 % lipid z celkové
susiny ($IORTLAND 1963). Lipidy v potray prezvykavaé pochazeji pedevSim z picnin a
obili. Prvnim krokem odbourdvani ligidz potravy je jejich hydrolytické &beni, kdy
dochazi k uvolaéni esterovych vazeb a vzniku volného glycerolu astmah kyselin
(VODRAZKA 1996). Dikyc¢innosti bachorovych bakterii dochazi k hydrolyzadii, malo
informaci je znamo o podilu bachorovych hub na toprbcesu (WRFOOT, HAZLEWOOD

1988).Existuje jen velmi malé mnoZstvi informagbb prvoka pii degradaci lipid.

Lipadza (EC 3.1.1.3)

Systematicky nazev: Triacylglycerol acylhydrolase

Tento enzym &pi lipidy na glycerol a volné mastné kyselin (O10). Je rozpustny
ve voc&t. Lipaza uéuje mnozstvi synthetizovaného tuku, zajig¢ redukci tukové zasoby a
ve vySSim mnozstvi napoméahi jeho spalovani.

V sowasné dob je popsanarada lipolytickych bachorovych bakterii — dap
Anaerovobrio lipolytica Butyrivibrio hungatei Pseudobutyrivibrio sp., Clostridium
proteoclasticumBacillus sp. (HOBSON MANN 1961; GRNE A KOL. 2006; NawANI; KAU
2000).

Obr. 10: Skpeni lipich

H2C_O_ CO_ Rl

H,C — OH
| Lipaza |
HC—O—CO— R — ™ HC—OH + 3RCOOH
| H,O |
H,C— O— CO— Ry H,C— OH Mastné kyseliny
Triacylglycerol Glycerol
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3.5.7 Proteolytické enzymy

VétSina informaci tykajicich se proteolytické aktyiv bachoru je zndma diky
experimenim se smsnymi kulturami mikroorganisth AZ 75% celkové bachorové
proteolytické aktivity je vazana n&sté&ky potravy, proteolytické enzymy jsou vessn
vazané na hiku a aktivita v bachorové tekutipe nizka (RACKBURN; HOBSON 1960).

Smesné kultury bakterii a prvdk vykazuji silnou proteolytickou aktivitu. Na
z&kladt experimeni bylo prokadzano, Ze hlavni roliipdegradaci proteiin hraji bakterie.

Prvoci a houby maji na odbouravani prolgoouze minoritni podil (Bock A koL. 1982).

Proteadza (EC 3.4.21.64)

Souhrnny nazev pro skupinu enzyrhydrolyzuji peptidové vazby aminokyselin
v polypeptidovémietézci. Jejich pitomnost byla popsana ve vSech organismech, jsou
zapojeny do velkého mnozstvi fyziologickych reakdf.bachoru byla popséana
proteolyticka aktivita nap u zastupt bakteridlnich rot@l Bacteroides Prevotellg
RuminobacterButyrivibrio, Streptococcus Clostridium (CHEN; RUSELL 1989). Restoze
hlavni dlohu pi proteolyze hraji bakterie, byla proteolyticka igith popsana takée u
prvoki (Diplodinium pentacanthum, Entodinium simplé€oLEMAN 1983; FORSBERG A
KoL. 1984) a hubNeocallimastix frontalisPiromycessp.) (WALLACE; JOBLIN 1985; ASAO
AKOL. 1993)
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3. Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie:

Bézné chemikalie byly ziskany od firem Lachema a.sratbvice, P-LAB s.r.o.
Praha a Sigma Aldrich s.r.o. Od firmy Difco byl keapen agar, hydrazid 4-
hydroxybenzoové kyseliny od firmy Acros Organids;yégamid od firmy Amresco.

Mikrokrystalicka celuléza byla dodana z Pliva-Lagtaea.s. Brno, xyléza a sodna
sul karboxymetylcelul6zy od firmy Fluka-Labicom s.r.o

Standard molekulovych hmotnosti pro elektroforéguzakoupen u firmy BioRad
(USA) a Fluka (Nmecko).

3.2 Laboratorni p Fistroje:

spektrometr: Thermo spectronic Biomate 5 (ThermpecBonic, ChromSpec, UK)
Sunrise Tecan (Schoeller)

vodni laza: Julabo TW 12 (Rmecko)

odstedivka: MLW K 23D Janetzki (Bimecko)

MLW K 24D Janetzki (Nmecko)
Hawk 15/05, MSE (UK)
analytické vahy: L420 D Sartorius laboratory
mikropipety: Nichipet EX Nichiryo (Japonsko)
Transferpette (Japonsko)
Spicky: Neptune
termostat: TCH 100 (Laboratorniigtroje Praha, CZ)
Vortex 2’ VELP (Scintifica, Italie)
Vaii¢ Eta 2109 000 (C2)
Zdroj na ELFO PowerPac 1000 (BioRad, USA)
Fotodokumenténi systém GelDo¢'XR" (Biorad)
Softwer Image Lab verze 2.0 (Biorad)
Ultrazvukovy desintegrator

pH metr 3310 Jenway (Velka Britanie)
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Autoklav PS 20A (Chirana Praha, C2)
Termostat TCH 100 (Laboratorniigtroje Praha, CZ)
Mrazici box VT327 (Vestfrost, &necko)
GraphPad instat ver 3.0 (GraphPad software, USA)

3.3 Charakteristika lokalit, odb  ér a zpracovani vzork d

Od za&atku druhé poloviny 20. stoleti byla krajina vlivemanedélské cinnosti, kdy
prioritou byly vySSi vynosy ze#délskych plodin, znéné preménovana a festala nabizet
dostatek krytu a potravy pro &vjako v minulosti. V gkterych oblastech byly zény
v krajin¢ vyrazné a v jinych nedosahovaly takové razance.

Pro svou préaci jsem si vybrdl tokality na okrese Mlada Boleslav, ktera se polni
strukturou, dostupnosti potravy a charakteristikmemi od sebe liSi. Hranice mezi
lokalitami je tva@enatrekou Jizerou a rychlostni komunikaci R10 (Obr. 11).

Uzemi Mladoboleslavska je na rozhrani niteplé oblasti s mignsuchym a miré
vihkym podnebim. Srazky jsou zde rovnmé po cely rok s maximem v letnim obdobi.
Lokality se nachazeji v nadirsié vysSce 200 az 350 m n. m.gperné ra@ni teploty jsou
zde 8,0 — 8,5C s pfimérnymi rosnimi srazkami 500 az 600 mm. Rozloha poli zdemha

prevlada nad rozlohou l@§MoORAVKOVA 2001).
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Obr.11: Mapa Mladoboleslavska s vyzaaymi lokalitami (A-Pravy teh, B-Levy leh,
C-Bradlec) www.seznam.cz/mapy
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3.3.1 Lokalita A

Tato rovinata lokalita se nachazi na pravémhbieky Jizery (Obr. 11). Na této

strar¢ feky Jizery jsou mat@ou horninou vapnité piskovce, které pokryvévazre padni
typ hrédozem. \&tSinu této oblasti tvi@ rozsahlé lany polnich monokultur. Mezi
negastjSi plodiny paii fepka olejka, pSenice,gmen arepa cukrovka. Lesy jsou omezeny
jen na stra#é udoli a louky se nachazeji pouze vénieky Jizery (MDRAVKOVA 2001).
Z davodu vyrazného omezeni chovu skotu, se zde uZitéragstuji picniny a ani
neudrzuji (s vyjimkou luk deky Jizery) trvalé travni plochy, které by zvySilyivnost a
potravni nabidku. V tétoéasti okresu se nenachazi v polich Zadné vaédofmotoze voda
neni zachycovanaipodnimi gekazky.
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Vzorky jsem ziskal ze&tyt honiteb, které zaujimaji celkem rozlohu 4 505 ha,
¢ehoz ornd fda tvai 3 763 ha, les 677 ha, vodni plochy 9 ha a osptthy 56 ha (Graf.
1). Srrei zwt se zde vyskytuje dle jarnich kmenovych étae vysoké péetnosti viz Tab.
[ll. V poslednim desetileti zde ulovila &myslivecka sdruzeni (MS3tyii srnce, jejichz
trofeje dosahovaly vyziaych bodovych hodnot v tabulce IV. MS Sucha-Rokgtov

pravidelrg pridava do krmiva mineralnimi dafily a dosahuje nejsi#jsich trofeji.

Tab. lll: Pa&etnost, plan lovu, lov a thyn sirevéie k 31.3. 2010 v lokalitA

Honitba JKS* Plan lovu Lov Uhyn
(3-2-89) (3-2-89) | (8-2-89) | (8-2-89)
MS Staechov Jizerni
Vielno-Hrugov 40 (14-14-12) 14 (6-6-2) 5(3-1-1) 9 (2-5-2
MS Jezirek Bezno 81 (31-30-20 38 (14-14-10) 228%) | 27 (4-7-16)
MS Sucha-Rokytovec| 111 (41-43-27) 66 (21-22-23) (12810-9)| 19 (6-8-5)
Honitba Hajek 38 (15-12-11) 19 (7-8-4) 11 (4-3-4) (2&4-2)
* jarni kmenovy stav
Tab. IV: Vyzna&né trofeje ulovené v lokaditA v obdobi 2005- 2010
Honitba Datum uloveni Body CIC
MS Sta‘echov:llzernl 26.9 2006 110
Vtelno-HruSov
MS Sucha-Rokytovec 29.5.2006 118,82
MS Sucha-Rokytovec 29.6.2008 115,46
MS Sucha-Rokytovec 14.9.2009 112,45

36



Graf.1: Zastoupeni jednotlivych ploch lokality A

O Pole

B Les

B Voda

B Ost. plochy

3.3.2 Lokalita B

Na levém behu feky Jizery se rozklada druha lokalita (Obr. 1l)eré&t je
charakteristicka svojilenitosti. Nenajdeme zde skoro zadné velké lamymansi potika,
ktera jsoucasto rozdlena \&trolamy, remizy a také ve velké imivodotéemi, které tvoi
mozaiku mezi polemi a 2¥ zaji&'uji dostatek vody po cely rok. M&mou horninou jsou
zde sliny a kvadratové piskovce, na kterych seamatidni typy ¢ernozem, h&dozem,
oglejené fddy tzv. ,Cernavy” a podzol, na ktery jsou vazany lesyofMvkovA 2001). V
n¢kterychcéastech je patrny pmyslovy vliv, mezi vyrobnimi halami a sklady nebgeyich
blizkosti se nachazi neoHdna mda, kterd z¥i zvySuje potravni nabidku a poskytuje
krytové podminky. Oproti lokalitéislo 1. se zde nachazi daleko vice trvale travpiocbh
a v okoli kopce Chlum se iheme setkat sékolika neoplocenymi sady a byvalymi
pastvinami, které postuprzaristaji kéi a pionyrskymi devinami.

Velikost vSech Sesti honiteb, z kterych byly ziskazorky je celkem 5 825 ha,
orna mida zaujima plochu o velikosti 4 603 ha, les 1 0&2vodni plochy 12 ha a ostatni
plochy 164 ha (Graf. 2). @vmysliveckd sdruzeni obhospddpa dvé honitby, jelikoz
puvodni byly rozdleny rychlostni komunikaci R10. Dle porovnani jamikmenovych
stavi a rozlohy je pdetnost srovnatelna s prvni lokalitou. V uplynulyadseti letech zde
bylo uloveno 5 vyzrénych trofeji viz. Tab. VI, pevazi v oblastech, kde jsou podavany

mineralni dopiky.
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Tab. V: P&etnost, plan lovu, lov a thyn siirevéie k 31.3. 2010 v lokabitA

JKS*

Honitba (3-9-39)

plan lovu

(8-2-39)

lov ahyn

(8-2-39) (8-2-39)

MS Chlum- Tynec| 130 (53-44-38107 (46-37-24

109 (39-34-36)| 27 (10-12-5

MS Bor- Sukorady| 76 (28-31-1

7) 51 (15-18-18)

51-{8518) 8 (2-3-3)

MS Rozséveka | S0 (14-10-6) | 30 (14-9-6) 25 (11-8-6) 8 (3-1-4)
pesden 20 (8-8-4) 14 (7-5-2) 2 (2-0-0) 11 (4-5-2)
MS Brodee nad | 43 (14-13-14) 26 (9-10-7) 12 (6-3-3) 11 (2-6-3
Jizerod 53 (19-19-15)| 24 (9-8-7) 17 (7-5-5) 7 (1-4-2)

* jarni kmenovy stav

Tab. VI: Vyzna&né trofeje ulovené v lokaditB v obdobi 2005- 2010

Honitba Datum uloveni Body CIC
MS Chlum- Tynec 23.7.2008 112,48
MS Chlum- Tynec 26.9.2007 99,88
MS Bor- Sukorady 12.8.2007 102,75
MS Bor- Sukorady 2.8.2004 109,85
MS Brodce nad Jizerou 8.8.2006 119,42
Graf.2.: Zastoupeni jednotlivych ploch lokality B
O Pole
Wles
@ Voda
B Ost. plochy
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3.3.3 Lokalita C

Treti oblast se nachazi me&ekou Jizerou a rychlostni komunikaci R10 v blizkost
mésta Mlada Boleslav (Obr. 11), které ji vyznahovliviiuje. Lokalita je charakteristick&
svou krajinou iiznorodosti. Na jiznéasti Uzemi se rozklada narodrirpdni park (NPP
Radou), kde jsou rozgené xerotermni traviny (MRAVKOVA 2001), na které navazuji jen
z ¢asti oplocené zahradiské kolonie. Ve sedni ¢asti lokality se vyskytuji mensi lesni
celky, které navazuji nigku Jizeru, rozsdhla motokrosovéa draha, kterdgstauzi svému
Gcelu a uUzemi, ktera jsou dana kvystavd a da@asr ponechana ladem. Pole
s ojedirglymi remizy se vyskytuji hlavhv severnicasti acasté&n¢ v piiméstské oblasti
meésta Mlada Boleslav. DalSiatkzitou charakteristikou je izolovanost Uzemi, kdejizni
straré tvori hranici nesto, na zapad az severozapédieka Jizera a na vychédaz
severovychod rychlostni komunikace R10. Sfinz\&ét je zde zné&né izolovand a ma jen
omezené moznosti migrace.

Tuto lokalita o velikosti 691 ha, ktera je tema 491 ha polnigaly, 188 ha lesni
pady a 12 ha vodnimi plochami (Graf. 3), obhosga@apouze jedno myslivecké sdruzeni
(MS Bradlec). Dle jarniho kmenového stavu se zdskytyje zhruba 50 kussrnti zveére
viz Tab. VII. Za poslednich deset let zde byly @oy 2 vyznané trofeje viz. Tab. VIII.
Kvalita trofejové srtii zwéie je zde z dvodu dobré dostupnosti pestrérpzené potravy

velmi vysoka.

Tab. VII: Pa@etnost, plan lovu, lov a uhyn sirevéie k 31.3. 2010 v lokakitC

Honitba JKS* Plan lovu Lov Uhyn
(3-2-89) (3-2-89) | (8-2-89) (3-2-89)
MS Bradlec 51 (18-17-16) 18 (8-6-4) | 15 (7-543) B53¢1)

* jarni kmenovy stav

Tab. VIII: Vyznainé trofeje ulovené v lokaditC v obdobi 2005- 2010

Honitba Datum uloveni Body CIC
MS Bradlec 7.8.2008 112,92
MS Bradlec 23.9.2006 130,35
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Graf. 3: Zastoupeni jednotlivych ploch v lokalE

O Pole
B Les

® Voda

3.3.4 Odbér vzork U:

Vzorky bachorového obsahu &rnzvéie byly odebrany veié¢ch uvedenych
lokalitich Mladoboleslavska. Z¥ byla ulovena v rannich nebo deenich hodinach.
Jednalo se o zdravou &v s vyjimkou jednoho kusu, ktery jevil fignaky otravy
(pravcEpodobré po poziti dvounulovéepky olejky), tento vzorek nebyl do souboru
zkoumanych vzork zarazen. Od kazdého jedince byl odebran obsah bachloru
piipravenych uzaviratelnych sterilnich zkumavek. Wybv termoboxu s vychlazenymi
vloZzkami transportovany a co néjke (zpravidla do 1 hodiny) ulozeny do mraznice o
teplot —30C. Seznam vzork je uveden v tabulkach (I1X, X, XI). Z lokality A naravém
biehu Jizery bylo odebrano 20 vzérkz lokality B na levém ighu bylo ziskano 24
vzorki, z lokality C Bradlec bylo ziovodu niz8iho lovu ziskano 8 vzairk

Z davodu kapacity migcich gistroja a finartni nakladnosti jednotlivych &teni

bylo pouzito ke zpracovani 33 vzarktere jsou v tabulkach ozéeny zeles.
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Tab. IX: Vzorky odebrané z lokality na pravétiebu Jizery (A)

(ozn&eni, lokalita, datum, pohlavi, vaha)

Pravy breh Jizery
oznaceni lokalita datum odbéru | pohlavi | vdha
Rokytovec 20.12. srnée | 9kg
Rokytovec 31.12. srna | 13kg
Rokytovec 14.10. srna | 13kg
Rokytovec 1.12. srna | 11kg
Rokytovec 5.12. srna | 12kg
Rokytovec 6.12. srnce | 7kg
Bezno 13.11. srna | 12kg
Bezno 12.12. srna | 16kg
Jizerni Vtelno 31.12. srnée | 12kg
Jizerni Vtelno 20.9. srna | 14kg
Jizerni Vtelno 25.9. srna | 15kg
Jizerni Vtelno 6.9. srna | 12kg
Jizerni Vtelno 28.9. srna | 14kg
Jizerni Vtelno 3.12. srnée | 13kg
Jizerni Vtelno 25.9. sma | 15kg
17 Jizerni Vtelno 31.11. srna | 12kg
Hajek 26.12. srna | Ghyn
Hajek 8.1. srnée | 10kg
Hajek 6.10. srna_ | 14kg
19 Hajek 8.10. srna | 12kg
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Tab. X: Vzorky odebrané z lokality na levédfebu Jizery (B)

(ozn&eni, lokalita, datum, pohlavi, vaha)

(ozn&eni, lokalita, datum, pohlavi, vaha)

Levy breh Jizery

oznaceni lokalita datum odbéru | pohlavi | vdha
Brodce 6.11. srna_ | 13kg

Brodce 23.10. srna | 12kg

Brodce 23.10. srnée | 10kg

Brodce 23.10. srnée | 7kg

- Brodce 28.12. srna_ | 11kg
Brodce 28.12. srna_ | 13kg

Brodce 12.11. srnée | 9kg

Brodce 12.11. srna | 12kg

- Tynec 3.11. srnée | 8kg
Tynec 3.11. srnée | 9kg

Tynec 23.12. srna_ | 15kg

Tynec 1.12. srnée | 8kg

Sukorady 28.12. srna | 14kg

Sukorady 28.12. srnée | 9kg

Sukorady 27.12. srna_ | 14kg

Sukorady 12.12. srne | 8kg

Sukorady 3.11. srna | 13kg

Sukorady 5.12. srnée | 10kg

Sukorady 3.11. srna_ | 13kg

Sukorady 30.11. srnée | 10kg

61 Sukorady 14.12. srna_ | 11kg
H Bezdédin 10.12. srnée | 9kg
29 Bezdécin 10.12. srna | 13kg

Tab. XI: Vzorky odebrané z lokality Bradlec (C)
Bradlec

oznaceni lokalita datum odbéru | pohlavi | vaha
Bradlec 20.12. srnée | 10kg

Bradlec 27.12. srna | 13kg

Bradlec 30.12. srna | 13kg

Bradlec 13.12. srna | 12kg

Bradlec 7.12. srnée | 9kg

Bradlec 3.11. srna | 7kg

Bradlec 6.12. srnée | 9kg

Bradlec 12.10. srnce | 10kg
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3.3.5 Zpracovani vzork

Z kazdého vzorku bylo navazeno 6 g obsahu bachormogé sterilni zkumavky.
Bylo pridano 6 ml fosfatového pufru (pH 6). Pro homogegiidayly vzorky intenzivis
tiepany 30 min (1 100 mi). Zbytky organické hmoty byly odstramy odstedsnim i
4 000 ot.mift po dobu 15 minut. Enzymovy extrakt byl zamraz&ng0C pro naslednou
analyzu. V enzymovém extraktu byly stanoveny ativisledovanych enzyin a

koncentrace protein

3.4 Pouzité roztoky:

Fosfatovy pufr 100mM (pH 6): 15,6 §.NaH,PO, . H,O
Roztok Bradford (200 ml): 100 mg Coomasie Brilliddlue G-250, rozpusho v 50 ml
etanolu, bylo fidano 100 ml 85 % PO,
25% kyselina trichloroctova 25 + 75 vody
0,5 N NaOH: 20 gt
200 mM TRIS: 24,22 g1
0,2% PNP-beta-D-glukopyranosid: 2 nig.|
2% NaCOs: 20g.I*
0,3 M ZnSQ: 86,262 g.f
0,3 M Ba(OH): 94,644 g
PNP cellobiosid: 1 mg.r
PNP glykosid: 2 mg.ri
1M NacCl: 58g/I
0,2% kongaservai: 2 g.I"
0,5% substrat: 5 gHl(pektin, CMC, &krob, azokasein, inulin, sonikovasian, koloidni
chitin)
Lugolav roztok: KI 10 gt
l,5g.I*
1% tributyrin: 1 ml do 100 ml O
50mM CaC}: 5,55 g.I'
2,5% agar: 25 gl
0,2% PNP-acetyp-D-glukosaminid: 2 g1
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3.5 Analytické metody:

3.5.1 Stanoveni protein G (BRADFORD 1976)

Metoda je zaloZena na Zn¢ absorgniho maxima Coomasie Brilliant Blue G-250
z vinové délky 465 nm na vinovou délku 595 nm. ®eitdikator existuje ve dvou
barevnych formach, modré &rvené. V kyselém prastdi dochazi k interakci mezi
Coomasie Brilliant Blue G-250 a bilkovinou. Diky mia je pomoci iontovych a
hydrofobnich interakci stabilizovana aniontova far@oomasie Brilliant Blue G-250.

Do 96 jamkové desiky bylo napipetovano 0,004 niled€ného enzymového
extraktu a 0,2 ml pracovniho roztoku (1 objem rkaté + 8 objeni destilované vody).
Reakni snmés byla promichdna a po 5 min (ponechah@gkojové teplot) byla intenzita
vznikléeho modrého zabarveni¢tena i vinové délce 595 nm pomoci spektrometru
Sunrise Tecan. Obsah proteinu bylo stanovenétedam z kalibrani kiivky v rozsahu O -
2 mg.mi’. Jako standard byl pouZit roztok BSA v destilovanés. Kalibrace i vzorky
byly méteny ve tech paralelnich stanovenich.

4.5.2 Stanoveni aktivity enzym G celulazy, xylanazy, fruktunazy,
pektinazy, amylazy, chitinazy (L EVER 1977)

Metoda je =zaloZzena na ¢heni iristku koncentrace redukujicich skupin
v hydrolyzéatu polysacharidu.

Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vhedimedného enzymového extraktu,
0,2 ml pufru a 0,1 ml substratu. Pouzité substpty jednotlivé enzymy jsou uvedeny
v tabulce XIl. Suspenze byla promichana a inkubaydnteplo& 40°C po dobu 60 min.
Slepé vzorky obsahujici stejnou &mnebyly inkubovany a reakce byla ihned zastavena
piidanim 0,4 ml ZnS@a 0,4 ml Ba(OH) Smes byla promichana a s&na v centrifuze po
dobu 10 min § 4000 ot.mif*. Po ukodeni inkubace byly vzorky o&eny stejnym
zpisobem. Do no¥ pripravenych zkumavek bylo napipetovano 0,2 ml,@HO,1 ml
odstedného supernatantu a 0,9 g@rstw pripravenéhocinidla PAHBAH. Roztok byl
promichan a inkubovantipeplo& 100°C po dobu 10 min. Extinkce roztoku bylaimna
ve spectrometru ip vinové délce 410 nm. Kalibrace i vzorky bylyétany ve fech

paralelnich stanovenich.

44



Ke kalibraci byla pouzitéedicitada roztok viz. tab. XII.

Tab. XII: Typ substratu, roztoku a rozsahu kalilerac

Enzym Substrat Roztok kalibrace Rozsah pg.nl
CMC CMC
Celulaza ) ) 0-100
(karboxymetyl celul6za)| (karboxy metyl celulaza
] CM xylan CM xylan
Xylanaza 0-100
(karboxymetyl xylan) (karboxymetyl xylan)

Fruktunaza inulin inulin 0-100
Pektinaza pektin kyselina galakturonova 0-100
Amylaza Skrob Skrob 0-100
Chitindza koloidni chitin N-acety-glukosamin 0 010

3.5.3 Stanoveni proteazové aktivity (K OPECNY; WALLACE 1982)

Metoda je zaloZena na dieni aktivity proteas, ktera je @ma mnoZstvi
uvolrénych bareva zna&enych aminokyselin z azokaseinu. Aktivita enzymwdgyozena
od absorbance enzymu, které j&fema i vinové délce 440 nm.

Do zkumavek bylo napipetovano 0,2 ml vhédmredného vzorku, 0,4 ml
fosfatového pufru a 0,1 ml substratu. Jako subbiigpouzit roztok azokaseinu. Suspenze
byla promichana a inkubovan# peplo& 40°C po dobu 60 min. Slepé vzorky, obsahujici
stejnou sms, nebyly inkubovany a reakce byla ihned zastay#ganim 0,2 ml 25%
kyseliny trichloroctové. Po uk@eni inkubacéyla reakce ukafena stejnym zisobem.
Extinkce roztoku byla gfena i vinové délce 440 nm pomoci spektrofotometru Theerm
Spectronic. Kalibrace i vzorky byly #¢eny ve fech paralelnich stanovenich. Jako
kalibrace byl pouZit roztok azokaseinu v rozsahul Qug.mi".
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3.5.4 Stanoveni aktivity B-glukosidazy (S AHA AKOL . 1996) a

N-acetylglukosaminidazy (B IDOCHKA A KOL . 1993)

Metoda je zaloZena nagieni girastku uvolného zlutého p-nitrofenolu.

Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vheédiiedtného enzymového extraktu,
0,2 ml pufru a 0,1 ml substratu. Pouzité substpty jednotlivé enzymy jsou uvedeny
v tabulce XlII. Suspenze byla promichana a inkubavgi teplot 40°C po dobu 60 min.
Slepé vzorky obsahujici stejnou &mnebyly inkubovany a reakce byla ihned zastavena
piidanim 0,8 ml 2% N#LOs;. Po ukowreni inkubace byla reakce uk@mma stejnym
zpisobem. Extinkce roztoku byla &tena @i vinové délce 410 nm pomoci
spektrofotometru Thermo Spectronic 5. Kalibrace zorky byly ngfeny ve fech
paralelnich stanovenicKalibrace i vzorky byly miteny ve tech paralelnich stanovenich.

Ke kalibraci byla pouzitéedicitada roztok viz. tab. XIII.

Tab XIll: Typ substratu, roztoku a rozsahu kalilerac

Enzym Substréat Roztok kalibrace| Rozsah pg.nl
o PNP-pB -D- .
B-glukosidaza . p-nitrofenol 0-0,3
glukopyranosid
o PNP-acetylB-D- _
N-acetylglukosaminidaza o p-nitrofenol 0-0,3
glukosaminid

3.5.5 Stanoveni aktivity celobiohydrolazy (D ESHPANDE AKOL . 1984)

Metoda je zaloZena nadiieni @irastku uvolného Zlutého p-nitrofenolu.

Do zkumavek bylo napipetovano 0,1 ml vheédiiediného enzymového extraktu,
0,1 ml pufru, 0,1 ml laktonu kyseliny glukuronovédd ml substratu. Jako substrat byl
pouzit roztok PNPf -D-glukopyranosidu. Suspenze byla promichana abokana fi
teplo& 40°C po dobu 60 min. Slepé vzorky obsahujici stejmaéssnebyly inkubovany a
reakce byla ihned zastaven&#danim 0,8 ml 2% N#LOs;. Po ukoieni inkubace byla
reakce ukotena stejnym zisobem Extinkce roztoku byla &fena pi vinové délce 410
nm pomoci spektrofotometru Thermo Spectronic 5.ilifate i vzorky byly nifeny ve
trech paralelnich stanovenidfe kalibraci byla pouzitd#edicifada roztoku p-nitrofenolu

ve vodk v koncentracich 0 - 0,3 pg.ml
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3.5.6 Stanoveni lipazy miskovou metodou (S MELTZER AKOL. 1992)

Metoda je zaloZena na pozorovani zony pr@asna agarové misce visledku
rozkladu substratu. Jako substrat byl pouzit tyibnf jako standard slouZzil roztok lipazy
(zdroj Candida rugosaSigma, USA) o aktivitdich v rozmezi 0 - 10ul*. Roztok 1%
tributyrinu (sonikace 3 min) byl smichan s roztok2@®mM TRIS - 50 mM CaGl- 2,5%
agaru v porsru 1:1 a nalit do Petriho misek. Po zatuhnuti bylmiskach steril&
vytvoreno 7 jamek, do kazdé jamky bylo napipetovano 6&nziymového extraktu. Misky
byly inkubovany pi teplo& 37 °C po dobu 4 hod. Poté byl aden pamér zény
projasréni. Koncentrace byla odiena z kalibréni kiivky.

3.6 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu  (LAEmMMLI 1970)

Zakladni roztoky:

A — 30 g akrylamidu, 0,8 g N,N’-metylenbisakrylamjdiopinit do 100 ml vodou.

B — 10 g SDS, doplnit do 100 ml vodou

C —-9,1 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovaiik. HCI na pH 8,8 (asi 0,97 ml),

doplnit do 100 ml vodou

D — 3 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat Hi@Gd pH 6,8 a doplnit do 100 ml vodou

E — 30,3 g TRIS, 144 g glycinu, 10 g SDS, doploitld vodou

F — 10 mg bromfenolové médrozpustit v 1 ml roztoku D

G — 1 g persiranu amonného doplnit do 10 ml vodou

| — Zaostovaci gel: 1 ml A, 5, ml D, 0,12 ml B, 3,8 mb@, 5ul TEMED, 0,15 ml G

J — Vzorkovy pufr (neredukujici): 2,4 ml D, 2 ml Bml glycerolu, 4,4 ml kD, 0,1 ml F

K — Vzorkovy pufr (redukujici): 2,4 ml D, 2 ml B,rhl glycerolu, 4 ml HO, 0,1 ml F a 0,5
ml merkaptoetanolu

L — Ekvilibra¢ni roztok: 25 ml C, 24,5 ml #D a 0,5 ml B (SDS)

M — Elektrodovy pufr: 100 ml E a 900 mLE

N — Batrvici roztok 450 ml etanolu,100 ml kyselmgtove, 450 ml KO,
0,5 g Coomassie Blue R-250, 2,5 ml formaldehydu

O — Odbarvovaci roztok: 250 ml etanolu, 100 ml kpgeoctove, 650 ml HO,. 3%
glycerolu, 0,5 % formaldehydu
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Do sestavenych desek byl nalit po vy&@ou rysku sepatai gel (Tab. XIX),
ktery se pevrstvil isobutanolem nasycenym roztokem C. Gehaehal zpolymerovat ve
vodorovné poloze minim&nl hodinu. Z povrchu se poté odséal isobutanol a sgel
ekvilibroval roztokem L po dobu 30 min. Po odsa@ttoku L se uvolény prostor zalil
zaostovacim gelem a do desky se zasurtabimek. Poté co zadsvaci gel zpolymeroval,
se desky Ppevnily k chlazenému korpusu a horni anodova nkda® naplnila&erstvym
elektrodovym pufrem M. Elektrodovym pufrem M bylphan i dolni katodovy prostor.
Vzorky se nanesly podvrstvenim do jamek gebiinku. Ped nanesenim se vzorky po
fedni redukujicim vzorkovym pufrem poiity po dobu 2 min. Jako standart byl pouzit
Roti Mark Standart (celkové proteinygidecko) nebo Kaleidoscope standart (zymogramy,
BioRad, USA) (14,5 — 200 kDa). N&p 35 V se nastavi v ivodu a poté po dosazeni konce
zaostovaciho gelu je mozné n&pzvysit na 150 V. Gely po separaci byly pro vitzeci
proteini barveny Commassie blue, gely pouZzité pro zymograyhy nejprve renaturovany
a inkubaci vyvijeny.

Prehled pouzitych barviv je uveden v Tab. XV.

Tab. XIX: SloZeni sepataiho gelu

Roztoky Objem 10% gel
A — Akrylamid mi 10
B — SDS ml 0,3
C-TRISpH 8,8 ml 15
dH,O se substratem ml 4.4
TEMED ul 20
G - Persiran mi 0,3
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Tab. XV: Typ barveni gél

Identifikace proteid Substréat Typ barveni
Celkové proteiny Gel bez substratu Commassie blue
xylanazy 0,5 % CM-xylan Kongéervei
celulazy 0,5 % CMC Kongtervai
amylazy 0,5 % Skrob LugiV roztok
Chitindzy 0,5 % CM-chitin Kongoervai
pektinazy 0,5 % pektin Kongterven

3.6.1 Zymografie (F LINT AKOL. 1994)

Pro vizualizaci izoenzyf byla pouZzita vySe uvedena technika elektroforéay n
polyakrylamidovém gelu. iiP pripraw PAG se pida podle sledované enzymové aktivity
odpovidajici substrat, ktery je po ukeni gelu a nasledné renaturaci a inkubace gelu v
mistech aktivnich enzymovych band&pen a naslednvizualizovan. Renaturace se
provadi opakovanym promyvanim (3 x 15 min) gelu% Tritonu X-100 (1 x) a 50
mmol.I* fosfatovém pufru (pH Gjedtnym 1:1 dHO (2x). Po 1-4 hod. inkubaciip40 °C
v tomto pufru se gel vizualizuje dle tab. XV. (15n®,1% Kongocerveni a poté odbarvi
1M NacCl.)

Barveni kongoc¢erven

Po renaturaci byl gel inkubovan 1 hod v tom sameéfrugi teplot 37°C a poté
obarven 0,2% roztokem kongerveré 20 minut. Odbarven byl gel v roztoku 1M NaCl po
dobu 2 x 10 minut. Pro lepSi identifikaci byl geléirven v roztoku 0,5% kyseliny octové

(gel se obarvil maa a zvyraznily se kontrasty).

Barveni Commassie blue
Gel byl barven 2 hod roztokem N a poté odbarven®rbztokem O.
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Barveni roztokem jédu (E I1SENTHAL; DANSON 2002)
Po renaturaci byl gel inkubovan 2 hod v tom saméfrupai teplo 37°C a poté

obarven pdanim 25 ml Lugolova roztoku.

3.7 Statistické vyhodnoceni

Vysledky mefeni jsou prezentovany jakogonéry a snérodatné odchylky hodnot
vybéru o ¢etnosti n=12, 11, 8 pro lokality A, B, C. Vyznamheoszdili mezi hodnotami
byla analyzovana pomoci jednocestné ANOVA metodpA@ KoL. 1991). V pipact
signifikantniho rozdilu byl proveden Studiéwntt-test (SIEDECOR COCHRAN 1967).
VSechny statistické analyzy byly provedeny v progwa GraphPad Prism v. 5.04
(GraphPad Software, USA).
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4.Vysledky

4.1 Aktivita hydrolytickych enzym & v bachoru srn ¢éi zvére

4.1.1 Aktivita enzym U U€astnicich se degradace celulézy:

Specificka aktivita enzyfiendoglukanazy, celobiohydrolazypaglukosidazy byla
testovana v 31 vzorcich pochazejicich z bachorowdisahu sréi zweéte z lokalit A, B a
C. V lokalitt A bylo testovano celkem 12 vzdirkv lokalitt B 11 vzorki a v lokalig C 8
vzorki. Na grafu 4 jsou znazony pramérné aktivity sledovanych enzyinv jednotlivych
lokalitdch. NejvySSi aktivity byly zaznamenany kadit¢ C. Endoglukanazova aktivita
byla 1,426 + 0,183 nkat.rifg v lokalitt B 1,253 + 0,186 nkat.nly zatimco v lokali A
pouze 0,339 + 0,044 nkat.mgV pifpads celobiohydrolazy byly zjiny aktivity 0,091 +
0,012 nkat.mg v lokalitt A, 0,120 + 0,021 nkat.mgv lokalits B, zatimco v lokalit C
byla aktivita vice neZ dvojnasobna (0,271 + 0,0katmg"). Aktivita B-glukosidazy byla
ve v8ech lokalitach nejvy3si: 2,903 + 0,079 nkat'rfigkalita A), 4,425 + 0,049 nkat.mt
(lokalita B) a 5,514 + 0,09 nkat.nfqlokalita C).

Graf 4: Specificka aktivita celulolytickych enzynendoglukanazy, celobiohydroldzya

glukosidazy v bachorovém obsahuimvte z lokalit A, B a C (nkat.mb).
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Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v aktivitacketobiohydroladzy jsou vyznamné
na hladinach P<0,05. Rozdily v aktivitjgtylukosidazy a endoglukanazy byly ve vSech

piipadech statisticky nevyznamné.

Obr. 12: Zymogram celulolytické aktivity ve vzorhibachorového obsahu &rzveie
z lokality A, B a C detekované denattméSDS-PAGE na 10% gelu obsahujicim
karboxymetylceluld6zu. Aktivita celulaz byla vizuativana barvenim pozadi Kongo

gerveni.

b B

- “ ®

Aktivita celulaz detekovana pomoci jejich  schophoshydrolyzovat
karboxymetylcelulézu je iejma na zymogramu na obrazku 12. Ztpoa intenzity
aktivnich band je zZtejmé, Ze v jednotlivych vzorcich se nachazi velozidilné spektrum
celulazové aktivity. Lze konstatovat, Ze ve vzdncfwochazejicich ze vSech oblasti je
vétSina velmi aktivnich, s&Sim mnozstvim detekovanych izoenZynejich molekulova

hmotnost se pohybuje v intervaltitgizné 50 — 200 kDa.
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4.1.2 Aktivita chitinolytickych enzym

Specifickd aktivita chitinazy byla testovana ve 3&korcich pochazejicich
z bachorového obsahu 8&irnzwie z lokalit A, B a C. Na grafu 5 jsou znazénm
pramérné aktivity chitindzy v jednotlivych lokalitach.r@natelna aktivita chitinazy byla
v lokalitaich B a C (1,278 + 0,142 nkat.thgesp. 1,356 + 0,171 nkat.ifg V lokalits A
jsme zjistili vyznama niz&i aktivitu (0,830 + 0,202 nkat.iy

Pro stanoveni specifické aktivity N-acetylglukosaitiézy bylo testovana 31
vzorka pochéazejicich z bachorového obsahuiszte z lokalit A, B a C. Na grafu 6 jsou
znazorrny pramérné aktivity N-acetylglukosaminidazy. Aktivity vdaotlivych lokalitach
jsou srovnatelné: 0,394 + 0,005 pkatgokalita C), 0,475 + 0,005 pkat.mdlokalita
B) a 0,319 + 0,014 pkat.riglokalita C).

Graf 5: Specificka aktivita chitinazy v bachorovébsahu sré zvéie odebraného
v lokalitach A, B a C (nkat.mb

chitindza

O Lokalita A O LokaltaB W Lokalita C

Rozdily v aktivitach chitinazy v jednotlivych lokilch nebyly statisticky

nevyznamne.
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Graf 6: Specificka aktivita N-acetylglukosaminidazpachorovém obsahu sfrzveére
odebraného v lokalitich A, B a C (pkatMg
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Rozdily v aktivitach N-acetylglukosaminidazy v jexdlivych lokalitach nebyly

statisticky nevyznamné.

Obr. 13: Zymogram endochitindzové aktivity ve viohcbachorového obsahu &rzvere
z lokality A, B a C detekované denattmaSDS-PAGE na 10% gelu obsahujicim

karboxymetylchitin.
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Chitinazova (endochitinazova) aktivita ve vzorciblachorovych obsah byla
vizualizovand pomoci zymografie s CM chitinem (OlB), ktera odhalila vysokou
aktivitu endochitinazy vtémt vSech testovanych vzorcich rgishou do gkolika
aktivnich izoenzym. V poctech aktivnich band jsou vSak mezi jednotlivymi vzorky
znané rozdily. Molekulova hmotnost aktivnich protieise pohybovala v intervalu 50-150
kDa.

4.1.3 Aktivita pektinazy

Specifickd aktivita pektinazy byla testovana v 3Xkorecich pochazejicich
z bachorového obsahu &irnzwie z lokalit A, B a C. Na grafu 7 jsou znazénm
pramérné aktivity pektindzy v jednotlivych lokalitdch. lgkalit¢ A byla nangiena aktivita
1,089 + 0,833 nkat.mly v lokalits B 0,236 + 0,214 nkat.nly zatimco v lokali C byla
aktivita pektinazy vyznaminvyssi (7,248 + 0,665 nkat.nip

Graf 7: Specificka aktivita pektinazy v bachorovébsahu sri zwetre z lokalit A,BaC

(nkat.mg").
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Rozdily mezi lokalitami A vs C a B vs C v aktivitapektinazy byly na hladinach
vyznamnosti P<0,001 statisticky velmi vyznamnézdib mezi lokalitou A vs B byl

statisticky nevyznamny.
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Obr. 14: Zymogram pektinolytické aktivity ve vzashi bachorového obsahu &rrzvéie

z lokality A, B a C detekované denattméa SDS-PAGE na 10% gelu obsahujicim nativni
pektin. Aktivita pektindz byla vizualizovana baréenpozadi Kongaierveni a graficky
upravena ke zvyseni viditelnosti programem Image \texze 2.0 (BioRad, USA)

Spektrum proteif s pektinolytickou aktivitou jeiejmé ze zymogramu na obréazku
14. Ve vzorcich ze vSech oblasti Ize prokazabmnost proteifi s pektinazovou aktivitou,
jejich ¢etnost a intenzita je vyraZnvySSi ve vzorcich z lokality C. Jejich molekulova
hmotnost se pohybuje v intervalu 50-200 kDa.
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4.1.4 Aktivita xylanazy

Specifickd aktivita xylandzy byla testovana v 31oneich pochéazejicich
z bachorového obsahu 8&ifnzwie z lokalit A, B a C. Na grafu 8 jsou znazénm
pramérné aktivity Xxylanazy v jednotlivych lokalitach. fikita xylanazy byla nejvyssi
v lokalits C, kde bylo zji&no 1,027 + 0,09 nkat.nTg V lokalits A byla zji$&na aktivita
0,507 + 0,066 nkat.mba o réco vyssi v lokalit B 0,788 + 0,104 nkat.ngy

Graf 8: Specificka aktivita xylanazy v bachorovébsahu sréi zwte z lokalit A,BaC

(nkat.mg").
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Rozdily mezi lokalitami A vs B v aktivitach xylangsou vyznamné na hladinach

P<0,01, v ostatnichifpadech jsou rozdily statisticky nevyznamné.
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Obr. 15: Zymogram xylanolytické aktivity ve vzorbibachorového obsahu grzvere
z lokality A, B a C detekované denattmaSDS-PAGE na 10% gelu obsahujicim

karboxymetylxylan. Aktivita xylanaz byla vizualizama barvenim pozadi Kongerveni.

Velmi Siroké spektrum izoenzyimxylandz je rejmé na obrazku 15. Jejich
molekulova hmotnost se pohybuje v Sirokém rozme#ilipné 35-180 kDa. Intenzita
bandi a jejich rozlozZeni je velmi nehomogennitelre bohatSi na xylanazovou aktivitu se

vSak zdaji vzorky odebrané v lokalit.

4.1.5 Aktivita amylazy a inulinazy

Specificka aktivita enzyf amylazy a inulinazy byla testovana v 31 vzorcich
pochazejicich z bachorového obsahwisawvéie z lokalit A, B a C. Na grafu 9 jsou
znéazorgny pramérné aktivity sledovanych enzymv jednotlivych lokalitach. Aktivita
amylazy byla vySSi ve srovnani s inulinazou ve kSestovanych oblastech. Amylazova
aktivita byla nejvy3si v lokabitC (2,539 + 0,172 nkat.rf), stejré tak i aktivita inulinazy
(0,412 + 0,06 nkat.mb). V lokalitich A i B byly aktivity obou enzymniz$i. Pro lokalitu
A byla aktivita amylazy 1,416 + 0,055 nkat.thg inulindzy 0,321 + 0,062 nkat.mgPro
lokality B byly detekovany aktivity 1,235 + 0,16%at.mg" (amylaza) a 0,189 + 0,072

nkat.mg" (inulinaza).
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Graf 9: Specificka aktivita amylazy a inulindzy adinorovém obsahu stirevéie z lokalit

A, B a C (nkat.mg).

2,5 A

i 5 ]

o

£

IS

X 151

<

oo

S

i

<

0,5 1 -
-
0
Lokalita A Lokalita B Lokalita C

B amylaza O inulindza

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami A vs B a B & v aktivitach amylazy jsou
velmi vyznamné na hladinach P<0,01. Ostatni rgzatdjsou statisticky vyznamné

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v aktivitacmulindzy jsou statisticky

nevyznamne.
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Obr. 16: Zymogram amylazové aktivity ve vzorcicachorového obsahu sirzvéie
z lokality A, B a C detekované denattma SDS-PAGE na 10% gelu obsahujicim nativni
rozpustny Skrob. Aktivita amylaz byla vizualizovavgrvenim pozadi 5% Lugolovym

roztokem.

Na obrazku 16. je znazam zymogram pro amylotickou aktivitu. Detekovali jsm
nékolik aktivnich izoenzym o nizné molekulové hmotnosti i optické denzittNejmérk
aktivnich band jsme zjistili ve vzorcich zlokality A, naopak mé&je band bylo
detekovano v lokakt C, jeden vzorek s dokonce vyrézaySSi denzitou barid Jejich

molekulova hmotnost se pohybuje v intervalu 50-RD@.
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Obr. 17: Zymogram inulinaz ve vzorcich bachorovéheahu sréi zvéie z lokality A, B a
C detekované denatwrsi SDS-PAGE na 10% gelu obsahujicim nativni rozpustulin.
Aktivita aktivnich enzymi byla vizualizovana po fixaci kyselinou octovou \eamim
pozadi TTC roztokem.

Zymogram na obrazku 17 zna#oje napadé cetnou inulinazovou aktivitu
s mnoha izoenzymy fpdevsim ve vzorcich odebranych v lokality B. Zaptni a
rozloZeni bandél ukazuje na vyraznou nehomogenitu inulinaz v testgeh vzorcich.

Molekulova hmotnost se pohybovala v rozmezi 60-KDA.
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4.1.6 Aktivita lipazy

Lipolytickd aktivita byla zjiovdna miskovou metodou v 31 vzorcich
pochazejicich z bachorového obsahwiszrere z lokalit A, B a C. Kalibréni kiivka byla
sestrojena s vyuzitim roztoku konder lipazy (zdrojCandida rugospo aktivit v rozmezi
0 - 10 Upl™. Na grafu 10 jsou znazammy primérné aktivity lipazy v jednotlivych
lokalitach. Byla zji&na vyznami vy$$i aktivita v lokalit B (13,583 + 4,188 nkat.r)y.
Aktivity v ostatnich lokalitach byly srovnatelnd/.lokalit¢ A byla aktivita 3,149 + 1,000
nkat.mg" a v lokalit B 2,871 + 0,806 nkat.nTy.

Graf 10: Specificka aktivita lipazy v bachorovénsabu srii zvéie z lokalit A,Ba C

(nkat.mg").
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Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v aktivitadch ipazy jsou statisticky

nevyznamne.
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4.1.7 Aktivita proteazy

Protedzova aktivita byla testovana v 31 vzorciclthpaejicich z bachorového
obsahu sr&i zwie z lokalit A, B a C. Na grafu 11 jsou znazom pramérné aktivity
proteazy v jednotlivych lokalitach. NejvyssSi hodnadbyly zaznamenany v lokalit B
(12,088 + 0,072 pkat.n, v ostatnich lokalitach hodnoty vyznaénnizsi. V lokalit B

e

(7,376 + 0,468 pkat.n).

Graf 10: Specificka aktivita proteadzy v bachorové@imsahu sr&i zvéie z lokalit A, Ba C
(pkat.mg")
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Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami v aktivitachr@teazy jsou statisticky

nevyznamne.
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Obr. 18: ELFO PAGE celkovych protéirve vzorcich bachorového obsahucsravéie
z lokality A, B a C detekované denatéma SDS-PAGE na 10% gelu. Gel byl barven
Coomassie Blue R-250.

Spektrum  celkovych protein rozdtlenych pomoci elektroforézy na
polyakrylamidovém gelu je patrné na obrdzku 18lekteoforegramu je patrna vyrazna
odliSnost a bohatost proteinového spektra v jedryoth vzorcich. Detekované bandy se
pohybuji ve velmi Sirokém rozmezi molekulovych hnasti od piblizné 7 do 200 kDa.
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5. Diskuze

V této praci jsme se zabyvali sledovanim aktivit énzynii podilejicich se na
kompletni degradaci celulézy (endoglukanazy, celoirolazy aB-glukosidazy). Ta je
hlavni stavebni sloZkou bé tvorici strukturu rostlinnychét, které srii zvéfi prijima
jako potravu. Nejvyssi aktivity vSech celulolytiakyenzyni byly zaznamenény v lokalit
Bradlec. To je prawpodobr zpisobeno tim, Ze se zde &vprikrmuje lwnim a
vojteSkovym senem a také vysokym podilem ploch, ktecéi thyvalé sady, zahrady a
parcely, které nejsou zastany a nabizeji dostatek travin, kteréde z\&f vyuZzivat po cely
Jizery, coz bylo &&jme¢ zpasobeno nadsinym pikrmovanim jadrného krmiva, které &v
preferovala ped objemovym a také vyskytem rozsahlych pdpkou olejkou, ktera je
pro ni velice atraktivni a obsahuje nizSi podiluktarni vidkniny a vyssi podil tuk
Pisobenim endoglukanazy je celulézapgha na kratSi celodextriny. Ty, hromadici se
v bachoru jsou dale rychle degradovarisgbenimp-glukosidazy az na glukézu. Nizka
aktivita celobiohydrolazy s¥ci o tom, Ze &peni celuldzy na kratsetezce, ze kterych je
dale od&fpovana glukdéza je energeticky vyhe@i nez odtpovani cellobiosid ¢i
cellotetrasid.

Aktivita enzymi se méni v pribéhu roku. Sezdénnimi zémami celulolytické
aktivity v bachoru sri zvéie se zabyvali DEUTSCH a kol. (1998). Z jejich vyl jsou
ziejmé vyraz® vysSi aktivity v jarnim obdobi pravdodobré souvisejici s potravni
nabidkou. Nami analyzované vzorky byly odebranykoiaci roku. Ze zymogramu (Obr.
12) je patrnd nehomogenita celulolytické aktivityednotlivych vzorcich bachorového
obsahu pochazejiciho &znych lokalit a dokonce i v jednotlivych lokalitackizorky se
liSi v intenzig jednotlivych band (vysledky denzimetrie nejsou prezentovany) i ¥tpo
aktivnich band v jednotlivych vzorcich sd¢icim o rozdilném mnoZzstvi aktivnich
izoenzymi. PrestoZe je v literatie popisovano &kolik hlavnich celulolytickych bakterii,
zejménaFibrobacter succinogeng&obyashi a kol., 2008), s ohledem na velmi vyrazno
diverzitu mikrobialni populace bachorového ekosysté \Cetrg celulolytickych
mikroorganisni Ize rozdilnost v rozlozeni celulolytickych enzym ramci sledovaného
souboru éekéavat.

Zabyvali jsme se také aktivitou enzygn$pici strukturni polysacharidy chitin,

pektin a xylan. Ty jsou ideZitou stavebni slozkou rostlinnych organismesp. vysSich
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hub. Na zaklagl stanovenych aktivit jednotlivych enzynfchitindza, pektindza, xylanaza a
N-acetylf-glukosaminidaza) je rejmé, Ze z¥ v jednotlivych oblastech konzumovala
rozdilnou skladbu potravy. V lokalitC byla zjiS¢éna vysoka pektindzova aktivita. To bylo
pravdépodobr zagicinéno pikrmovanim krmnouiepou (vysoky obsah pektinu) a
ovocnymi vylisky. Prav&podobr se zde projevila také konzumace ovoce, které maita
Zwet zpristupréné v neoplocenych zahradach a na byvalé motokrododge. Také na
pravém lbehu Jizery byla pektinazova aktivita nejvyssi vgyomiani s chitinolytickou a
xylonolytickou, nicmén nedosahovala takovych hodnot jako v lokalgradlec. To je
pravéEpodobré dano tim, z¥ zde neni krmovana duznatym krmivem. Naproti tomu na
levém krehu Jizery byla zaznamenana nejvySSi aktivitarély. Jednou z moznosti je, Ze
zde z¢i konzumovala shnilé ovoce v byvalych sadech a n&hetnym skladovanim
krmiva, kterym byla s zwvét piikrmovana. Na zymogramech na obr. 13, 14 a 15 je
patrna nehomogenita enzyrdtepici strukturni polysacharidy &znych lokalitach. Pty
aktivnich band a jejich vyraznost ¥¢i o vySSi aktivié jednotlivych izoenzym pro
vSechny enzymy v lokatit Bradlec, coz je vsouladu se stanovenymi hodnotami
specifickych aktivit &chto enzyn.

Dostupna literatura je na informace o bachorovénéertaci u sréi zvére pongrné
chuda, narazili jsme pouze na 2 prace pojednavajisezénnich zsmach v intenzit
traveni (DEUTSCH A KOL 1998; HbLAND 1992). Vychazeli jsme proto spiSe z analogie
k hospodéskym pezvykavém.

Pti porovnani aktivity enzyiinS€pici zasobni polysacharidy (amylaza, inulindza),
je zZ‘'ejmeé, Ze bachorové mikroorganismy ve vSechno Itddi vyuZivaji polysacharid
Skrob. Hodnoty amyldzové aktivity jsou v porovnaninulindzovou aktivitou vice nez
Sestinasobné (resptyinasobné v lokalkit na pravem fehu Jizery). To je dano nizkym
vyskytem inulinu v rostlinach, které preferuji jakasobna latku Skrob. V oblasti Bradlec,
kde je z¢i pravidelré prikrmovana topinambury (obsahuji vysoky podil Skrphe
amylazova aktivita nejvyssi. Na obr. 16 (zymogramyi@zova aktivita) je patrné, Ze
aktivita amylazy je nejvysSi v lokalit Bradlec. Pro ostatni oblasti jefigpmnost
jednotlivych izoenzyrm velmi nizka, coZz ovSem ime byt zgisobeno detalim limitem
pro vizualizaci amylazy touto technikou. Z obr. jg7patrné, Zetizné formy inulindzové

aktivity jsou nejvice patrné v oblasti Bigstoze {i jednotlivych n&feni zde byly hodnoty

e
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Vysoka aktivita lipazy na levéniehu Jizery je dana praggbdobré prikrmovanim
luSttninami, kukdici a fepnym seminkem. V ostatnich lokalitich nedosahal@wvych
hodnot, protoZe je zde prasgbdobré omezeny fistup k potra¥ bohaté na tuky (lipidy).

Srovnatelna aktivita proteazy ve vSech lokalitadukazuje na to, Ze &leni
bilkovin jako zakladni sloZky potravy probih& sejirsbu ngrou.

Na obr. 18 je znazo&no spektrum celkovych proteina je patrné, Ze ve vSech

lokalitach jsou proteiny vysoce aktivni.

6. Zaver

Na zaklad ziskanych vysledkpii feSeni diplomové pracetreme konstatovat, ze
cile byly splgny. Podgilo se nam prokazat rozdilnost enzymovych aktivibkalitach,
které se liSi pedevsim typem krajiny a potravni nabidkou.

Po porovnani vysledkbyly prokazany rozdily mezi hodnotami aktivit vBetti
lokalit. S vyjimkou lipazy a proteazy byla nejvy&Shzymova aktivita nasiena vzdy
v lokalité¢ Bradlec. Rozdily hodnot mezi touto a ostatnimialdkmi byly v rekterych
piipadech velmi vyrazné.iRinou tohoto rozdilu byla pra¥godobré znané rozdilnost
v potravni nabidce jednotlivych oblastéetnd Urovre myslivecké pée. Rozdily mezi
lokalitami A a B nebyly jiz tak vyrazné.

Z mysliveckého, odborného i laického hlediska Izendtatovat, Ze nejlepsi
podminky pro vyskyt sifi zwie se nachazeji v lokalitBradlec, kde se nachazi Siroka
Skala potravnich fflezitosti a aktivita bachorové fermentace odpouviél®d substratove
pestrosti.

Pro mysliveckou praxi jeidezité, aby v souladu s intenzivni zélskou ¢innosti
byla zwt prikrmovana krmivy vyvazenbohatymi na zasobni a strukturni polysacharidy,
které by nahrazovaly potravni pestrost, ktera \jilkkachybi. \&tSi mnoZstvi kvalitni
potravy zajisti dostat@¢ pocty mikroorganismi potebnych k optimalni bachorové

fermentaci a tvorbbilkovin, které jsou pdeba k optimalnimu vyvaoiji.
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