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The inhibitory effects of sphagnan were compared with the effects of another moss pectin
isolated from Leucobryum glaucum and selected phenolic compounds (humic substances from
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1 Uvod

Raselinisté piedstavuje unikatni mokiadni ekosystém, ve kterém dochazi k akumulaci
raSeliny a jsou tak vyznamnou zasobarnou uhliku. Ke vzniku raseliny dochazi zejména
hromadénim rostlinnych zbytkt v trvale zaplaveném prosttedi. Na tvorbé raSeliny se vétSinou
podili odumiela pletiva mecht raselinikd a cévnatych rostlin. Pomaly rozklad raSeliny je
zpusobeny fadou abiotickych faktort (napfiklad anoxickymi podminkami, nizkym pH
anizkou teplotou) i chemickym slozenim rostlinného opadu. Mezi organické slouceniny
rostlinného puvodu zpomalujici rozklad opadu a raSeliny patii fenolické latky, které mohou
inhibovat enzymy pudnich mikrobialnich spolecenstev (Frolking et al., 2001, Gongalves
a Romano, 2017, Rydin a Jeglum, 2013).

Raseliniky obsahuji pektinovy polysacharid sphagnan, ktery je béhem rozkladu
uvoliiovan do pidniho prostfedi raSeliny (Painter, 1991). Tento polysacharid je povazovan
také za jeden z divodi pomalého rozkladu raseliny (Painter, 1991, Hajek et al., 2011).
Sphagnan snizuje pH prostedi s nizkou pufra¢ni kapacitou. Snizeni pH zptsobuje inhibici
mikrobialniho rustu druhd, které jsou citlivé na kyselé prostiedi (Stalheim et al., 2009).
Sphagnan mtze piimo potlacovat aktivitu enzymt prostiednictvim interakce
mezi disociovanymi karboxylovymi skupinami sphagnanu a volnymi aminoskupinami
enzymu (Ballance et al., 2008). Neni vSak znamo, v jakém rozsahu jsou enzymy timto

polysacharidem inhibovany, ¢imZ se experimentalné zabyva tato prace.

Podstatou této prace je ovéfeni, zda sphagnan inhibuje enzymatickou aktivitu hydroléz,
a porovnani jeho inhibi¢nich schopnosti s fenolickymi latkami a dal§iho mechového pektinu.
Bude porovnan vliv téchto inhibitord na aktivitu vybranych Cd&istych (komerc¢nich)

hydrolytickych enzymii a enzymt v extraktu z raselinného prostiedi.



2 Raselinisté

Jak uz bylo zminéno v Givodu, jedna se o jedine¢ny mokiadni ekosystém, jehoz ptidni
pokryv je tvofen raSelinou. Pomaly rozklad raseliny zptsobuje také odolnost n¢kterych pletiv
vegetace raSelinisté vuci rozkladu (pfedevsim raselinikd) (Frolking et al., 2001, Hogg, 1993,
Rydin a Jeglum, 2013).

Utvareni raSelinisté obvykle doprovazi vznik dvou vrstev uvniti raselinového profilu,
a to akrotelmu a katotelmu. Akrotelm predstavuje horni aktivni vrstvu raseliny, ve které kolisa
hladina vody a je ovlivnéna zivymi rostlinami, které zde kofeni. Akrotelm se vyznacuje
vysokym obsahem organickych latek a vyS$i mikrobidlni aktivitou. V této vrstvé
oproti katotelmu probiha intenzivni rozklad, nebot zde dominuje aerobni dekompozice.
Raselina v této vrstvé neni Gplné rozloZzena, ma vysokou porovitost a vyssi hydraulickou
vodivost, tudiz je umozZnén snaz$i transport zivin. Spodni vrstva raseliny Kkatotelm je
permanentné nasycenda vodou. V této vrstvé se nachazi rozlozengjsi organicky material.
Ragelina v katotelmu obsahuje malé pory, coz zapfiinuje mnohem mensi hydraulickou
vodivost, a tedy pomaly pohyb vody v katotelmu. Se zvétsujici se hloubkou dochazi k poklesu
mikrobidlni aktivity a ke sniZovani rychlosti rozkladu, probihd zde pomalejsi anaerobni

dekompozice (van Breemen, 1995, Frolking et al., 2001, Holden, 2005, Strack et al., 2008).
2.1 Raselinisté jako ulozisté v globalnim cyklu uhliku

Uhlik patii mezi prvky, které jsou uzce spojené se zivotem. Piedstavuje hlavni slozku
tkani vSech organisml. Zprostiedkovava pienos energie v biosféfe, uvniti organismi

a ekosystému (Lavelle a Spain, 2001).

Raselini$té jsou vyznamnou zasobarnou uhliku (C) v celosvétovém méfitku. Severska
raselini$té obsahuji ptiblizné jednu polovinu z mnozstvi uhliku, které je ulozené v pudach
celého svéta (Nichols a Peteet, 2019). Mnozstvi uhliku v raSeliniStich ptedstavuje vice
néz polovinu zasoby uhliku v atmosféte ve formé oxidu uhli¢itého, piestoze pokryvaji zhruba
3 % svétové rozlohy. Probihd zde vyména uhliku mezi Zivou biomasou, raselinou, vodou
a plyny v atmosféie (Rydin a Jeglum, 2013). V raselinistich pfesahuje ro¢ni ¢ista primarni
produkce vegetace dekompozici raseliny a opadu, proto zde dochazi k akumulaci uhliku
(Frolking et al., 2001).



Rostliny podilejici se na vytvareni raselini$té, naptiklad raseliniky, produkuji odolné;si
opad vuci rozkladu, ktery spolecné se zaplavenim raselinisté vodou zpiisobuje snizeni
rychlosti rozkladu. Rychlost produkce je pak vys$si nez rychlost rozkladu a nasledné tim

dochazi k hromadéni uhliku ve formé¢ raSeliny (Holden, 2005).
2.2 Kolobé¢h C v raselinisti

Béhem fotosyntézy dochazi k fixaci CO; rostlinami, ktery je nasledné zpracovan
do rostlinné biomasy. Cast CO2 se do atmosféry vraci prostiednictvim rostlinného dychéni.
Cast rostlinné biomasy odumira a vytvaii tak opad v akrotelmu. Podstatné mnozstvi tohoto
a houbami, které se v této ¢asti nachazeji. Odumiela organicka hmota, ktera se hromadi
v akrotelmu, se postupné dostava do katotelmu. V anoxickém katotelmu dochézi k rozkladu
¢asti opadu na methan a COg, ale vétsina tohoto opadu zlstava uloZena V raseling. Produkci
methanu zajist'uji za vysoce redukovanych podminek methanogenni bakterie. Tvorba methanu
tedy probiha ve vodou nasycené zoné, odkud mize byt methan transportovan difazi, bublanim
¢i prostiednictvim cévnatych rostlin do atmosféry. Pii pohybu methanu skrz méné redukované
zOny raseliny (napiiklad nenasycenou padni vrstvou) mize dochéazet k oxidaci methanu
na COg, ktera je zptisobena metanotrofnimi bakteriemi. Ke ztratam uhliku z raseliny dochazi

také odtokem vyluhovanych organickych latek (Rydin a Jeglum, 2013, Strack et al., 2008).
2.3 Vyznam raSelinikl v raseliniStich mirného az subarktického pasma

V borealnich oblastech vytvaieji mechorosty kolem 45 % raseliny (Turetsky, 2003).
Bez mecht raseliniki a jejich typickych vlastnosti by boredlni raSelini§t€¢ neméla
své specifické rysy ani rozsah. Raseliniky jsou pfizpusobené kyselym, podmacenym,
chladnym a na ziviny chudym podminkam. Souc¢asné se podileji na utvaieni tohoto prostiedi
tim, Ze ho okyseluji a zbavuji ho kysliku (van Breemen, 1995, Rydin a Jeglum, 2013). Tyto
mechy maji zna¢nou kapacitu pro zadrzovani vody. Jejich hyalinni bunky jsou obvykle
nasycené vodou. OvSem vétsi mnozstvi vody je uloZzeno mezi listky raselinikti v dalSich
kapilarnich prostorach mechového porostu. Zadrzovani vody raseliniky ma pro ekosystém
velky vyznam. Diky trvale vysoké hladiné vody dominuji anoxické podminky, které zpomaluji
dekompozici, a tudiz mize dochazet k postupnému hromadéni raseliny (Rydin a Jeglum,
2013).



Raseliniky slouzi mnoha druhim cévnatych rostlin, které obyvaji raSelinisté,
jako ristovy substrat, ale soucasné musi cévnaté rostliny s nimi bojovat o svétlo, ziviny
a prostor. Raseliniky tak jako jiné mechy nemaji kofeny. Z tohoto diivodu nemohou raseliniky
soutézit o Ziviny uvoliované rozkladem raSeliny pod povrchem. Dokazou vsak Gé¢inné
zachycovat ziviny, které jsou obsazené v destové vodg, pred tim, nez se dostanou ke kofentim
cévnatych rostlin. Toto je limitujici pro cévnaté rostliny pifedevsim ve vrchovistich, kde je
hlavnim zdrojem zivin destova voda. Cévnaté rostliny jsou tak do zna¢né miry omezeny
na mineralizované Ziviny v umirajici zoné raseliniki nebo na Ziviny z deStové vody,
které projdou raseliniky. Cévnaté rostliny maji vyhodu pfi pfijimani svétla, protoze prevysuji
koberec raselinikli. Aby mohly zminéné rostliny vyuzivat této vyhody, musi drzet krok v riistu
do vysky s raseliniky. Pokud by cévnaté rostliny rostly pomaleji nez raseliniky, hrozilo by,

Ze budou pohibeny v mechu (Rydin a Jeglum, 2013).

Mezi zajimavé vlastnosti raSelinikt patii to, Ze nejsou potravou téméi nikoho. Hlavni
divodem bude, Ze raseliniky obsahuji malo dusiku a velké mnozstvi organickych kyselin.
Raseliniky vSak predstavuji prostfedi pro mnoho mikroorganismii a bezobratlych zivocicht

(Clymo a Hayward, 1982, Rydin a Jeglum, 2013).
2.4 Pfic¢iny hromadéni raseliny (pomalé dekompozice)
2.4.1 Specifika raSelinného ptidniho prostredi

Na dekompozici pasobi abiotické faktory, kvalita opadu, slozeni a Cetnost
mikrobialniho spoleCenstva. Mezi vyznamné abiotické faktory, které ovliviuji rychlost
dekompozice, se fadi vyska vodni hladiny a jeji fluktuace pro jeji vliv na typ mikrobialni
respirace (aerobni a anaerobni respirace) (Rydin a Jeglum, 2013). Rychlost rozkladu
Vv anaerobnich podminkach je pomalejsi ve srovnani s aerobnimi podminkami (Strack et al.,
2001). Prestoze dostupnost kysliku je zéasadnim faktorem, ktery limituje rychlost
dekompozice, zalezi i na dalsich abiotickych faktorech, zejména na pH, teploté a dostupnosti

zivin (Rydin a Jeglum, 2013).

Dekompozice je ovlivnéna i slozenim vegetace kvili rozdilné rozlozitelnosti
organickych latek, které jsou obsazené v riznych druzich rostlin. Zalezi také na chemismu
dostupného substratu (Strack et al., 2001). Kvalita substratu se odviji od toho, jak snadno je

organicky material rozlozitelny mikroorganismy (Rydin a Jeglum, 2013).



Organické slouceniny mohou byt sefazeny zhlediska nardstajici odolnosti

vuci rozkladu nasledovné:

1. cukry, skroby, proteiny;

2. hemicelul6za;

3. celuldza;

4. tuky a vosky;

5. ligniny a fenolické slouc¢eniny (Weil a Brady, 2017).

Podil téchto sloucenin v raSeliné je dan jejim botanickym slozenim — raselinikova

raselina, dfevinova raselina, ostficova raselina a dalsi podtypy (Rydin a Jeglum, 2013).
2.4.2 Biochemicka specifika raseliniki

Raseliniky obsahuji fenolické latky, které zptisobuji pomaly rozpad raselinikového
opadu. Mechy neobsahuji lignin jako cévnaté rostliny, u nichz ptispiva k mechanické pevnosti
buné¢né stény. Pravdépodobné jiné fenolické latky vykonavaji podobnou strukturalni funkci
v buné&cné sténé jako lignin. Tyto latky podobné ligninu jsou odolné viéi rozkladu a diky tomu
dochazi k hromadéni jejich derivatl v raseliné (Rydin a Jeglum, 2013). Toxicita fenolickych
latek hromadicich se v raselinikové raseliné ptredstavuje dalsi z pficin, ktera zpiisobuje pomaly
rozklad (Dobrovol’skaya et al., 2014). Raseliniky maji antibiotické G¢inky. Antibiotické
sekundarni metabolity, které jsou piitomné v rostlinaich, mohou zpusobovat inhibici

mikrobialniho rustu (Verhoeven a Toth, 1995).

Raseliniky obsahuji v bunééné sténé kyselé (neesterifikované) pektiny, které umoziuji
efektivni ziskavani zivin z vody v chudych raselinistich. Uronové kyseliny téchto pektind
uvoliuji H* a vytvareji tak na bunéénych sténach negativné nabité karboxylové skupiny. Tyto
skupiny tvofi vazebna mista pro kationty z raselinné vody. Tyto pektiny, jak vazané v bunééné
sténé, tak uvolnéné do raselinného prostredi rozkladem raSeliniki, byly pro své pfedpokladané
unikatni vlastnosti oznaceny jako sphagnan. Sphagnan je povazovan za jeden z faktord,
ktery zpomaluje rozklad opadu raselinikti tim, Ze podobné jako fenolické latky tlumi aktivitu
pudnich mikrobialnich enzymut (Hajek et al., 2011, Painter, 2001).



3 Podstata rozkladu organické hmoty v padé

3.1 Enzymy

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly, které pusobi jako biokatalyzatory. Podili se
na fizeni a koordinaci sit¢ chemickych dé&ju, kterd zajistuje pifisun a vyuziti energie
a stavebniho materialu z okoli na provoz organismi a vystavbu jejich soucéasti (Gongalves
a Romano, 2017, Vodrazka, 2002). Enzymy maji fadu pozoruhodnych vlastnosti. Mezi ty
Vjakém je mozné jejich katalytickou aktivitu regulovat prostiednictvim pfirozené
vyskytujicich se sloucenin. Tato aktivita mize byt regulovana jinymi molekulami, malymi
ionty nebo malymi zménami kovalentni struktury enzymu. Enzymy ovliviiuji rychlost
chemickych reakci. Tuto rychlost jsou schopné zvysit az 1017krat. VétSina enzymi je vysoce
specificka v katalyzované reakci a soucasné i vV povaze vyuzivaného substratu ¢i substrati
(Price a Stevens, 1999). Aktivitu enzymu ovliviiuje mnoho faktort, mezi které patii naptiklad
koncentrace specifického enzymatického substratu a enzymu, ale také piitomnost inhibitort

(Gongalves a Romano, 2017).

Nézvoslovi enzymt se v prubéhu let upravovalo, protoZe v§ak pojmenovavani enzymi
bylo nejednotné a slozité, ptistoupilo se ke klasifikaci a pojmenovani enzymii dle povahy
chemické reakce, jenz katalyzuji. Enzymy byly rozdéleny do Sesti hlavnich tfid:
oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy a ligaizy. Enzymy hydrolazy,
na které se zamé&fuje tato prace, Katalyzuji hydrolytické reakce, pii kterych dochézi za pomoci
molekuly vody ke $tépeni vazeb v dané molekule (Kodicek et al., 2015, Robinson, 2015, Voet
a Voetova, 1995).

V pidach maji hydrolazy dilezité postaveni v cyklu uhliku a zivin a odpovidaji
za degradaci polymernich latek. Primarné obstaravaji zdroj uhliku, energie a mineralnich zivin
pro pudni mikroby. Hydroldzy jsou aktivni V aerobnich i1 anaerobnich podminkéch.
Mezi hydrolazy patii napfiklad glukosidazy (glykosyl hydrolazy), které zajist'uji katalyzu
hydrolyzy glykosidické vazby, kterd je mezi molekulou sacharidu a dalsi skupinou. Timto
dochazi kuvolnéni menSich cukrd (napfiklad glukozy). Konkrétné enzym
beta-glukosidaza katalyzuje hydrolyzu koncovych neredukujicich zbytkd beta-glukozy

a hydrolyzuje tak produkty celulazové degradace celuldzy, nejhojnéjsiho polymeru na Zemi.

Podobné celobiohydrolaza odstépuje dimer glukdzy, celobidézu zkonct celulézovych



polysacharidovych fetézci (Deng a Popova, 2011, Dunn et al., 2014, Lynd et al., 2002,
Parvin et al., 2018).

Mezi hydrolazy se fadi i enzym fosfatdza, kterd uvoliiuje fosfatovou skupinu
z organickych molekul. Uvolnéni této skupiny je provedeno hydrolyzou monoestert kyseliny
fosfore¢né na molekulu s volnou hydroxylovou skupinou a na fosfatovy aniont; jedna se o tak
zvanou defosforylaci (Dunn et al., 2014). Tento proces byva dilezity pro primarni produkci
ekosystému, pro které muze byt dostupnost fosforu omezujici (Saraswati et al., 2019).
Raselinisté¢ se vyznacuji relativné vysokou aktivitou tohoto enzymu, ktera je dusledkem

vysoké poptavky mikrobt po fosforu (Parvin et al., 2018).
3.2 Mechanismus u¢inku enzymu

Pro vyvoj nazori na mechanismus u¢inku enzymt mély zasadni vyznam dv¢ teorie,
ato teorie komplementarity a teoric L. Michaelise a M. L. Mentenové. Podle teorie
komplementarity, kterd byla formulovana jiz v roce 1894, je G€innd jen omezend oblast
molekuly enzymu, ktera je dnes nazyvana aktivni centrum. Tato oblast umoziuje kontakt
jenom se substratem, ktery ma vhodnou geometricky doplitkovou strukturu, tudiz do aktivniho

centra padne jen substrat s vhodnou velikosti a tvarem molekuly (Vodrazka, 2002).

Teorie L. Michaelise a M. L. Mentenové z pocatku 20. stoleti piedpoklada,
ze molekuly enzymt vazou substrat za vzniku meziproduktu. Vznik tohoto meziproduktu Ize
vystihnout zdkonem o chemické rovnovaze. Pozdéji byla né€kolikrat prokdzana existence
komplexu enzym-substrat, ktera se stala vychozim bodem vSech souéasnych interpretaci
mechanismu ptsobeni enzymu. K nazoru, ze enzymova reakce se uskuteciuje odlisnym,
energeticky vyhodnéj§im mechanismem nez nekatalyzovana reakce, vedl ptedpoklad vzniku
meziproduktu reakce — komplexu enzym-substrat. Na zakladé samotného chemického
metabolismu vsak nelze vysvétlit velkou katalytickou u¢innost enzymi. Ta je zpusobena

pusobenim fady faktor vychazejicich ze struktury molekul enzymi (Vodrazka, 2002).

Mezi faktory, které jsou zodpovédné za vysokou Uc€innost a specificitu enzymové
katalyzy, patfi chemicky aparat aktivniho centra, vazebné misto, pfesnd orientace a zpusob
fixace substratu. Chemicky aparat aktivniho centra deformuje ¢i polarizuje vazby
v substratech a déla je reaktivnéjSi. Vazebné misto umoziuje koncentrovani substratu
zZ okolniho roztoku a imobilizuje ho ve spravné geometrii vhledem ke skupinam, jenz se podili

pfi chemické preméné substratu. Diky pifesné orientaci substratu v aktivnim centru



se uskutecniuje kazdy krok reakce s miniméalnim rotaénim ¢i translaénim pohybem substratu.
Energie pro enzymovou reakci je poskytovana zpiisobem fixace substratu v aktivnim centru

(Vodréazka, 2002).

Katalytické skupiny aktivnich center enzymu maji stejnou povahu jako skupiny,
které se ucastni nekatalyzovanych reakci. Jednd se piedevSim o skupiny s volnymi
elektronovymi pary, které mohou vytvafet koordinacni vazby s elektrofilnimi skupinami
substratu. V nékterych pfipadech naopak pfijimaji elektronovy pér katalytické skupiny
enzymu od nukleofilni skupiny substratu. Mnoho enzymu pusobi na zakladé acidobazické
katalyzy, to znamena, ze k zvySeni reaktivity jednoho z reaktanti dochazi odstépenim
¢inaopak pfiddnim protonu. Znacné mnozstvi enzyml zvySuje rychlost reakce tim,
ze produkuje velmi reaktivni kovalentni meziprodukty se substratem. Katalyzovana reakce tak
probihd ve dvou ¢i vice dil¢ich d&jich, ¢cimz dojde i k rozdé€leni celkové aktivacni energie
na nékolik mensich casti. Kazdd znich je mens$i nez energie, kterd je potiebna

pro nekatalyzovanou reakci. Jedna se 0 takzvanou kovalentni katalyzu (Vodrazka, 2002).
3.3 Mikrobidlni a enzymatické aktivita v padé

Piidni enzymy jsou dilezité pro zajisténi toku latek mezi zZivou a neZivou slozkou pady.
Na ¢innosti enzymu jsou zavislé vSechny biochemické pfemény, které probihaji v pudé, a to
jak premény, které se uskutecnuji ve vnéjSim prostredi, tak ty, co probihaji uvnitt organismt.
Pudni enzymy jsou nepostradatelné pro pfeménu zivin (naptiklad proteinti na aminokyseliny)
a stépeni biopolymert jako zdroju uhliku a energie (naptiklad celulozy na glukézu). Enzymy
nachdzejici se v piidé maji primarné mikrobidlni plivod a mohou byt prostorové 1 ¢asové
oddéleny od buriky, které je vyprodukovala (Kiss et al., 1975, Santrii¢kova et al., 2018, Wall,
2012).

Extracelularni enzymy jsou dileZité pro vyzivu bunky, protoZze preméiuji slozité
organické molekuly mimo buniku na malé molekuly, které mohou byt nésledné asimilovany.
Cinnost extracelularnich enzymtl zvy3uje moznost preziti mikrobialni populace a umoziiuje
jeji rozsifeni. Tyto enzymy jsou pro mikroorganismy vyznamné pouze V piipade¢, kdy jsou
produkty téchto enzymovych reakci piistupné rostoucim a mnozicim se bunkdm. Pfi produkeci
extracelularnich enzyml je spotiebovavan dusik a uhlik, proto musi mikroorganismy
optimalizovat naklady na ziskavani zivin a uhliku. Vét$ina téchto enzymi je produkovana
podle aktualni lokalni koncentrace substratu. Dekompozice urCitého substratu je zajiSténa

smési enzymii s riiznou efektivitou (Allison a Vitousek, 2005, Santrtickova et al., 2018).
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S naristajici  padni hloubkou klesa podil odumielé organické hmoty (substratu),

a proto dochazi ke snizovani aktivity enzyma (Gianfreda a Ruggiero, 2006).
3.4 Mg¢feni enzymatické aktivity

Pfeména ptidnich biopolymerid na jednodussi slouceniny, které pak mohou vyuzivat
rostliny a mikroorganismy, je zprostiedkovana pusobenim hydrolytickych enzymu.
Na zéklad¢ studia enzymatické aktivity ve vzorcich pidy ¢i opadu lze posoudit funkéni
rozmanitost mikrobidlniho spolecenstva v ptidé ¢i obrat piidni organické hmoty (Baldrian,
2009, Kandeler et al., 1999). Enzymatické testy mohou byt provadény bud piimou
nebo nepifimou metodou. Piima metoda se zakladd na tom, Ze reakeni substrat je piidan
do studovaného systému. U nepfimé metody jsou enzymy ziskany z pudy a poté jsou
testovany. Problém nepiimé metody ptredstavuje to, ze kvili vazbé na slozky piidy neni fada

enzymu extrahovatelna z pidy (Baldrian, 2009).

Protoze béhem experimentalni ¢asti prace byla enzymaticka aktivita méfena metodou
vyuzivajici specifické fluorescencni substraty pro hydrolytické enzymy, zabyva se dalsi

kapitola touto metodou
3.4.1 Specifické fluorescencni substraty pro hydrolytické enzymy

Substraty, které jsou napojené na vysoce fluorescenéni latku 4-methylumbelliferon
(MUF, v né¢kterych pracich tézZ MUB), kterd je excitovana zafenim o vlnové délce 330 nm
a emituje fluorescenci pii 450 nm, piedstavuji systém, ktery umoznuje citlivou detekci

a kvantifikaci enzymatické aktivity (Chrost a Krambeck, 1986, Freeman et al., 1995).

K latce MUF muizZe byt navazano mnoho sloucenin. Timto vSak MUF ztraci
své fluorescencni vlastnosti. Fluorescence MUF silné vzroste, dojde-li k jeho uvolnéni
enzymovou hydrolyzou vazby mezi MUF a pfipojenou slouceninou (Freeman et al., 1995).
Fluorescence uvolnéného MUF zavisi na jeho koncentraci (a tedy na enzymové aktivite)
a na pH (Baldrian, 2009, Chrost a Krambeck, 1986). Vyhodou této metody je, Ze diky vysoké
fluorescenci latky MUF je mozZné lehce detekovat i malé mnozstvi hydrolyzovaného substratu,
a tudiz provadét testy pii nizkych koncentracich substratu (Marx et al., 2001).
MUF asamy mohou byt fluorescencni, je dualezit¢é mit sadu standardd pfipravenych
ze zasobniho roztoku MUF (Baldrian, 2009, Deng et al., 2011), ptidanych k paralelnim vzorkt

bez substratu. Dale je podstatné provadét odecet prirozené vyskytujici se fluorescence
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substrati pomoci slepych vzorkt bez enzymu (blank) (Hendel a Marxsen, 2005). Se vzorky,

standardy a slepymi vzorky je nutné zachazet piesné stejnym zptusobem (Deng et al., 2011).

Pii tomto typu enzymatickych testli se v soucasnosti vyuzivaji fluorimetry
zaznamenavajici fluorescenci z jamek mikrotitracnich desticek, které umoznuji analyzovani
velkého mnozstvi enzymii a vzorkil pidy v kratkém case. Méfeni tvorby produktu mutize
probihat pfimo na mikrotitracni desticce bez predeslé extrakce a ¢isténi produktu (Marx et al.,

2001).
3.5 Rozklad organickych slou¢enin v acrobnich pidach

V pud¢ probiha rozklad velkych organickych molekul na mensi a jednodussi slozky.
Poté co se organicka pletiva dostanou do aerobni ptdy, nastanou ¢tyii obecné procesy. Jedna
se 0 oxidaci, uvolfiovani, syntézu a ochranu, které jsou vysledkem mikrobialni ¢innosti.
Béhem enzymatické oxidace rostlinnych slou¢enin uhliku dochazi k tvorbé CO2 a vody.
Pfi této reakci vznika energie a biomasa rozkladace. Esencialni prvky (naptiklad fosfor, dusik,
sira) jsou uvoliiovany V reaktivnich (asimilovatelnych) formach, jako je fosfat, amonny iont,
siran. Poté nasleduje syntéza novych sloucenin ¢innosti mikrobt jako bunéénych slozek
¢i jako produktii rozkladu nebo sekundarnich metabolitd. Nékteré rostlinné slouéeniny a jejich
produkty, které vznikly béhem rozkladu, jsou chemicky nebo fyzicky chranény pted dalsim
mikrobialnim rozkladem. Tato ochrana je zajisténa interakci rostlinnych slou¢enin s ptidnim

prostfedim (Weil a Brady, 2017).

V provzdusnéné Casti raSeliniSt¢ jsou aktivni oxidativni enzymy peroxidazy
a fenol-oxidazy, které degraduji fenolické latky. Pfi oxidaci fenolickych latek vyuzivaji
fenol-oxidazy kyslik a peroxidazy peroxid vodiku. Aktivita téchto enzyml obecné narlsta se
zvysujici se hodnotou pH pudy a zajistuje dilezité ekosystémové funkce (degradace ligninu,
humifikace, export rozpusténého organického uhliku, mineralizace uhliku). Vysoka oxida¢ni
aktivita vede k omezeni hromadéni organické hmoty v pidé (Freeman et al., 2004, Min et al.,
2015, Sinsabaugh et al., 2008, Sinsabaugh, 2010).

V akrotelmu omezuji rozklad zivé raseliniky, které okyseluji prostiedi. Okyseleni je
zpusobené hromadénim organické hmoty kyselého charakteru a iontovymeénou, v mensi miie
i fyziologickym vylu¢ovanim kyselin z bunky (protont a napi. kyseliny sphagnové)

(Verhoeven a Liefveld, 1997).
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3.6 Rozklad v anaerobnich ptidach

V zaplavené ptidé muze dojit k vyCerpani zasob kysliku, protoze voda zabranuje difuzi
plynii z atmosféry. Pfi nedostatku kysliku nemohou Vv pidé fungovat aerobni organismy,
které jsou tak nahrazeny anaerobnimi organismy (Weil a Brady, 2017). Anaerobni
mikroorganismy vyzivaji nizky oxidoredukéni potencial, ktery piedstavuje pomér

mezi redukovanymi a oxidovanymi latkami v prostiedi (Votava, 2005).

V zamoktenych anaerobnich pidach se hromadi znacné mnozstvi ¢astecné rozlozené
anaerobniho metabolismu jsou pro mikroby jedovaté a tim Uc¢inkuji jako konzervacni latka
pro organickou hmotu. Pfi anaerobnim rozkladu vznikda methan a caste¢né oxidované
organické slouceniny, mezi které¢ patii alkoholy a organické kyseliny (Weil a Brady, 2017).
V raseliniStich mize za anaerobnich podminek dochazet k hromadéni fenolickych latek rizné
molekulové hmotnosti, protoze kvili nedostatku kysliku nejsou rozkladany oxidativnimi
enzymy. Tyto latky mohou zplsobovat inhibici hydroldz (Freeman et al., 2001, Freeman et
al., 2004), i kdyz tento proces v raSelinném prostiedi nemusi byt vyznamny (Urbanova
a Hajek, 2021). Rozkladem raselinikii je uvolnovan sphagnan, ktery by mohl reagovat
s enzymy a inhibovat je (Ballance et al., 2008, Painter, 1991).

3.7 Inhibice enzymi

Inhibitory enzymu jsou latky, které reverzibilng ¢i ireverzibilné sniZuji enzymatickou
katalytickou aktivitu ¢i ji uplné€ zabranuji. Pti ireverzibilni inhibici se obvykle enzym méni
chemicky, ale reverzibilni inhibitory, které se dé&li na kompetitivni, akompetitivni

a nekompetitivni, se vazou nekovalentn¢ (Gongalves a Romano, 2017).

Béhem kompetitivni inhibice se na enzym muize vazat bud’ substrat nebo inhibitor,
ktery tak konkuruje substratu o aktivni misto (Gongalves a Romano, 2017). Kompetitivni
inhibitory maji podobnou strukturu jako substrat do té miry, Ze je enzym neni schopen
rozeznat. Misto komplexu enzym-substrat vznika inaktivni komplex s inhibitorem. Timto
mechanismem dochazi k blokovani enzymu. Mira kompetitivni inhibice je zavisla na poméru
koncentraci substratu a inhibitoru a na poméru afinit téchto latek k enzymu. Uplného
odstranéni ucinku kompetitivniho inhibitoru lze docilit dostatecné vysokou koncentraci
substratu (Vodrazka, 2002).
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U akompetitivni inhibice dochazi k vazbé¢ inhibitoru na komplex enzym-substrat,
coz vede k zabranéni pfemény tohoto komplexu na produkt a ke vzniku neaktivniho komplexu
enzym-substrat—inhibitor. Nekompetitivni inhibitory, Které nemaji vliv na vazbu substratu
na enzym, zpusobuji zpomaleni rychlosti pfemény substratu na produkt. Jsou schopné se
stejné dobie vazat jak na komplex enzym-—substrat, tak na volny enzym (Gongalves a Romano,
2017, Vodrazka, 2002).

Protoze je ¢ast mé experimentélni prace zamétena na vyhodnoceni inhibi¢ni aktivity

fenolickych latek pochazejicich z raselinné pudy, zamétuji se nasledujici kapitoly na né.
3.7.1 Fenolické latky

Fenolické¢ latky predstavuji sekundarni metabolity produkované rostlinami
s rozmanitou strukturou (Cheynier, 2012). Bylo uréeno vice jak 8000 riznych struktur téchto
latek (Martin a Apple, 2010). Podle odhadl je ve fenolickych latkdch obsazeno 40 %
organického uhliku, ktery cirkuluje v biosféfe. Sekundarni metabolity neptedstavuji
slouceniny, které jsou nutné pro zakladni respira¢ni a fotosynteticky metabolismus. Tyto
slou€eniny jsou vSak diilezité pro pteziti rostlin v Zivotnim prostfedi. Na rozdil od primarnich
metabolitl,, mezi které se fadi zejména aminokyseliny, mastné kyseliny, cukry a nukleové

kyseliny, jsou sekundarni metabolity chemicky a strukturné rozmanitéjsi (Lattanzio, 2013).

Fenolické slouCeniny jsou primarn¢ bezdusikaté latky, které obsahuji alespon jedno
aromatické jadro, na kterém je navazana nejméné jedna hydroxylova skupina (Mika, 2001,
Velisek a Cejpek, 2008, Vermerris a Nicholson, 2006), ale toto kritérium neni pro definici
fenolickych latek dostatecné. Pro ptesncjSi vymezeni této skupiny se jeSté navic vyuziva
kritérium jejich biosyntézy. Aromaticka jadra fenolickych latek vznikla z metabolismu
Sikimovée kyseliny nebo polyacetatu, ptipadné kombinaci obou zminénych sloucenin (Mika,
2001). Hydroxylové skupiny fenolickych latek mohou byt methylovany, oxidovany, ptipadné
spojené s karboxylovymi kyselinami, cukry ¢i jinymi fenolickymi latkami (Velisek a Cejpek,
2008).

Fenolické latky maji rizné funkce v rlstu, vyvoji a obrané rostlin (Vermerris
a Nicholson, 2006). Mezi vyznamné funkce patii to, ze slouzi jako prostiedek ochrany proti
herbivorim a davaji rostlinam specifické vlastnosti (naptiklad vzhled a vini) (Mika, 2001).
Mezi fenolické latky, které slouzi k ochran¢ pfed hmyzem a jinymi herbivory, se fadi taniny

(tfisloviny). Tyto slouceniny sviravé chuti se kombinuji s proteiny, ¢imz dochazi ke vzniku
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komplext se snizenou stravitelnosti. Taniny funguji i jako inaktivatory enzymu (Lattanzio,
2013). Velmi rozsitenou polymerickou fenolickou latkou je lignin, ktery je charakteristicky
pro cévnaté rostliny, jimz slouZi jako podpurna struktura. Naopak mechorosty a fasy skute¢ny

lignin neobsahuji (Mika, 2001).

V pudé funguji fenolické latky jako regulatory ptdnich procesti a mohou fidit formu
zivin dostupnych pro mikroby a rostliny. Svym pfimym vlivem na aktivitu a slozeni
spolecenstva dekompozitorti ovliviiuji fenolické latky rychlost dekompozice a cyklus zivin
(Lattanzio, 2013).

3.7.2  Fenolické latky jako inhibitory enzymi

Fenolické latky (ptipadné obecnéji huminové latky, které jsou organickymi polymery
obsahujici vyznamné mnozstvi latek fenolické povahy) se mohou v pudé¢ vyskytovat ve tiech
ruznych forméch, a to Vv rozpusténé (volné), sorbované ¢i polymerizované S ostatni ptdni
organickou hmotou. Rozpusténa forma se pohybuje volné v piadnim roztoku,
zatimco sorbovana forma je reverzibilné vazana na proteiny ¢i ptdni ¢astice (Min et al., 2015).
Fenolické latky rozklada jen velmi malo enzymu (Freeman et al., 2001). Mezi enzymy,
které maji tuto funkci patii fenol-oxidazy a peroxidazy. Tyto oxidativni enzymy potiebuji
pro svoji ¢innost kyslik, proto jsou v raselinisti aktivni jen v provzdusnéném akrotelmu a tim

dochazi k hromadéni fenolickych latek (Freeman et al., 2004).

Fenolické latky maji potencial jako inhibitory enzymu (Gongalves a Romano, 2017).
Pokud se fenolické latky vyskytuji pti vysSich koncentracich, tak mohou inhibovat hydrolazy
az o vice nez 80 % (Vuorinen a Saharinen, 1996). K inhibici hydrolaz pravdépodobné dochazi
uz pii nizkych koncentracich fenolickych latek (2-5 mg-I") (Freeman et al., 2004).
V rageliniStich mize koncentrace fenolickych latek dosahovat hodnoty vys§i nez 100 mg-I*

(Toberman et al., 2008).

Fenolické latky mohou zpiisobovat inhibici enzymt naptiklad vznikem komplexu
enzym—fenolicka latka. Dale mohou potlacovat mikrobidlni riist tim, Ze dojde ke snizeni pH
nebo zvladdnou z prostiedi vyvazat kovové ionty. Vyvazani kovovych iontil je zplisobeno
jejich velkou kationtovou vyménnou kapacitou (Min et al., 2015). Mezi inhibitory enzymu
patii napiiklad taniny, které se poji senzymy vodikovou vazbou mezi fenolickou
hydroxylovou skupinou a kyslikem peptidické vazby enzymu. Dtlezitym faktorem,

ktery ovliviiuje interakci mezi enzymem a taninem, je molekulova hmotnost. Pro inhibici
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enzymatické aktivity je optimalni molekulovd hmotnost oligomernich fenolickych latek,
zejména taninl (napfiklad kyselina tfislovd). Naopak u monomeri a fenolickych latek
nemohou utvaret ¢etné vodikové vazby s enzymy kvili jejich malé velikosti a fenolické latky
s vysokou molekulovou hmotnosti jsou moc velké na to, aby mohly efektivné pronikat
k mikrobialnim proteinim (Field a Lettinga, 1992). Ackoliv fenolické latky inhibuji
mikrobialni aktivitu v padé, mohou byt ptudnimi mikroorganismy vyuzivany i jako zdroj
uhliku (Souto et al., 2000).
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4 Sphagnan

Vyznamnou slozku stélek, a tedy i opadu raSelinik, pfedstavuje pektinovy
polysacharid, ktery ma schopnost potlacovat mikrobialni aktivitu. Tento polysacharid byl
pojmenovan sphagnan a je otazkou, jak zdsadni je jeho podil na pomalé dekompozici
raSeliniki a raSeliny. Sphagnan je soucasti bunéénych stén a diky kovalentni vazbé
s hemicelulézou a celulézou je v zivych raSelinicich nerozpustny (Dobrovol’skaya et al.,
2014, Painter, 1991, Stalheim et al., 2009). Béhem piemény odumfielych raselinikti na raselinu

dochazi k postupnému uvoliiovani sphagnanu autohydrolyzou do okolni vody (Painter, 1991).

Sphagnan je tvofen Kkyselinou galakturonovou a ramnézou (ramnogalakturonan)
tvofici kostru, na kterou jsou navazany postranni fetézce dal$ich cukrt (zejména galaktoza,

glukoza, xyloza) (Ballance et al., 2007).

Painter (1983a) ovSsem uvadi, Ze kromé zbytku kyseliny D-galaktouronové
aneutralnich cukri obsahuje sphagnan také kyselinu ketouronovou, konkrétné
5-keto-D-manuronovou. Podle Paintera (1991) se sphagnan vyznacuje tim, ze kromé
obvyklych redukénich koncovych skupin obsahuji jeho fetézce také mnoho téchto reaktivnich
karbonylovych skupin vazanych na manuronovou kyselinu. Proto je sphagnan reaktivni
a nestabilni, a to jak v uvolnéné, rozpustné formé, tak v nerozpustné formé, ktera je stale
vazana Vv bunénych sténach. Ob¢é formy se pomalu preménuji kysele katalyzovanou
dehydrataci a ¢aste¢nou dekarboxylaci na kysely hnédy polymer (Bersheim et al., 2001,
Painter, 1983b).

Informace v pfedchozim odstavci jsou vSak chybnymi interpretacemi praci Paintera,
jak pozdéji prokazali Ballance et al. (2007). Ugelem jejich studie bylo opétovné prozkoumani
slozeni a struktury polysacharidi raselinikti, zadnad analyza vSak neprokézala pfitomnost
5-keto-D-manuronové ¢i  jiné ketouronové kyseliny, ani v buné&nych sténach,

ani v izolovaném sphagnanu.
4.1 Inhibice mikrobialni aktivity sphagnanem

Sphagnan je obtizné rozkladan mikroorganismy (Dobrovol’skaya et al., 2014).
Predstavuje vysoce rozvétvenou makromolekulu. Tato struktura pravdépodobné brani

snadnému piistupu hydrolaz (Hajek et al., 2011).
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Disociované karboxylové skupiny sphagnanu mohou interagovat s volnymi
aminoskupinami extracelularnich enzymu, ¢imz dojde ke wvzniku polyelektrolytového
komplexu a enzymy se tak stanou neucinnymi. K tomuto procesu dochazi V roztocich,
které maji malou iontovou silu pii pH 2,0-4,8, to znamena za podminek, které jsou podobné
podminkam ve vrchovistni vodé¢ (Ballance et al., 2008, Hajek et al., 2011). Enzymova inhibice
vede nejen komezeni mineralizace uhliku, ale i mineralnich zivin, zejména dusiku,
jehoz nizka dostupnost snizuje produkci enzyml a nepiimo potlacuje mikrobidlni rist

(Hajek et al., 2011).

Sphagnan ma schopnost siln¢ vazat vapnik a dal$i kationty vicemocnych kovi,
ionty vapniku. Bylo navrzeno, Ze sphagnan mize ¢astecné zodpovidat za nizkou intenzitu
mikrobialni aktivity v raSeliné tim, Ze vaze nezbytné kationty multivalentnich kovu

(Bersheim et al., 2001, Painter, 1991).

Sphagnan muze inhibovat mikrobialni rust mikroorganismd citlivych na nizké pH tim,
7e shizuje pH prostiedi s nizkou pufraéni kapacitou. Zjisténé antimikrobidlni vlastnosti
sphagnanu nejsou mezi sacharidy jedinecné, protoze i dalsi sacharidy, v nichz je obsazeno
vyznamné mnozstvi uronovych kyselin, jsou schopné potladovat rust bakterii snizenim pH

(Stalheim et al., 2009).

16



5 Hypotézy
V experimentalni ¢asti prace jsou ovéfovany nasledujici hypotézy:

Piedpokladame, ze pektinovy polysacharid sphagnan bude inhibovat aktivitu hydrolaz
a 7¢ mira této inhibice bude srovnatelna s inhibici oligomernimi fenolickymi latkami,

jejichz schopnost inhibovat aktivity enzymu je dobfe znama.

Ocekavame, ze inhibice oligomerni fenolickou latkou kyselinou tfislovou bude vétsi
nez inhibice monomernimi fenolickymi latkami kyselinou sphagnovou, kyselinou gallovou
a kyselinou 4-hydroxybenzoovou. Inhibice kyselinou tislovou by méla byt vétsi nez inhibice
polymernimi fenolickymi latkami, které jsou reprezentované rozpusténymi huminovymi
latkami z raselinné vody. Zejména inhibi¢ni ucinek jejich vysokomolekularni frakce by mél

byt maly.

Ocekavame, ze enzymaticky aparat piirozeného mikrobialniho spoleCenstva
raSelinisté, které je dlouhodobé vystaveno vysokym koncentracim fenolickych latek, bude
na toto prostfedi adaptovan a mira inhibice tak bude mensi nez v piipadé Cistych enzymu

izolovanych z jinych zdrojt.
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6 Cile prace

Hlavnim cilem této prace je ovefit, do jaké miry raSelinikovy pektin (sphagnan)
inhibuje aktivitu enzymt a zda jsou jeho pfipadné inhibi¢ni schopnosti mezi mechovymi
pektiny jedinecné. Proto bude ucinek sphagnanu na enzymatickou aktivitu porovnan

s t¢inkem pektinu izolovaného z jiného mechu (Leucobryum glaucum).

Dalsim cilem je porovnat vliv sphagnanu a vybranych fenolickych latek na cistou
(komerc¢ni) fosfatdzu a fosfatazu extrahovanou z piirodniho raselinného spolecenstva

a ptipadné jejich vliv na dalsi enzymy.

Enzymaticka aktivita bude hodnocena méienim fluorescence s vyuzitim specifickych

fluorescencénich substrati pro hydrolytické enzymy.
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7 Metodika

7.1 Usporadani experimentl

Pro zjisténi a porovnani vlivu pektinovych a fenolickych latek na enzymatickou
aktivitu byly vybrany nasledujici potencialni inhibitory: (a) polysacharidy raselinikovy pektin
sphagnan a pektin izolovany z bélomechu sivého (Leucobryum glaucum) a (b) latky fenolické
povahy 4-hydroxybenzoova kyselina, kyselina sphagnova, Kyselina gallova, kyselina tiislova

a huminové latky z raselinné vody (LMW a HMW HS, viz. nize).

V ramci praktické C¢asti této prace byly provedeny tii experimenty. V prvnim
experimentu byl testovan vliv vybranych fenolickych a pektinovych latek na aktivitu Cisté
(komeréni) kyselé fosfatazy (8 mg-1™) a celobiohydrolazy (50 mg-1). Byla posuzovéana mira
inhibice fosfatdzy vSemi osmi vySe uvedenymi potencidlnimi inhibitory a mira inhibice
celobiohydrolazy sphagnanem a kyselinou tfislovou. Byly testovany dvé hladiny
pH — 4 a5 — které svym rozmezim reprezentuji vrchovisté a kysela slatinisté, tedy biotopy
typické hojnym zastoupenim raselinikii. Vyhodou tohoto rozmezi bylo pouziti jediného
(acetatového) pufru, ktery neovliviioval enzymatickou reakci (naopak morfolinové biologické
pufry MES a MOPS testované pro pH 6 a 7 nemohly byt pouzity, protoze potlacovaly

enzymatickou aktivitu testované fosfatazy).

V druhém pokusu byl zkouman vliv vSech pektinovych a fenolickych potencialnich
inhibitor na aktivitu &isté (komeréni) fosfatdzy o snizené koncentraci (0,333 mg-I?),

tedy aktivitu, ktera je srovnatelna s environmentalnimi vzorky.

Kyseld fosfatdza (Typ |, extrahovana ze =zarodkd psenice; 0,4 U-mg?)
a celobiohydrolaza (Typ I, puvodem z houby Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina)

a extrahovana z kukufice (rekombinantni); 0,13 U-mg™) byly zakoupeny u Sigma Aldrich.

Ve tfetim pokusu byl urcovan vliv vybranych fenolickych potencialnich inhibitord
asphagnanu na aktivitu hydrolytickych enzymi, konkrétné fosfatazy a beta-glukosidazy,
které byly extrahovany z raSelinného prostredi. V tomto pokusu mezi zkoumané potencialni
inhibitory patfily sphagnan, kyselina sphagnova, kyselina tfislova a raelinné huminové latky

o molekulové hmotnosti vyssi nez 14 kDa (HMW HS).
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7.2 Pfiprava inhibitorti enzymu

Nasleduji kapitoly popisuji pfipravu moznych inhibitord sphagnanu, pektinu
izolovaného z Leucobryum glaucum a raselinnych huminovych latek. Dalsi pouzité inhibitory
(4-hydroxybenzoova kyselina, kyselina sphagnova, kyselina gallova a kyselina tislova) byly
dodany komer¢nimi firmami. Kyselina 4-hydroxybenzoova byla zakoupena od spole¢nosti
Merck, kyseliny gallova a tfislova od spolec¢nosti Sigma-Aldrich. Kyselina sphagnova

(Jako trans-isomer) byla syntetizovana na zakazku spole¢nosti Exclusive Chemistry (Rusko).
7.2.1 Ptiprava raselinnych huminovych latek

Pro ptipravu raelinnych huminovych latek obsahujicich fenolické latky byla odebrana
raselinna voda z mélkého jezirka v lokalité Cervené blato (48°51'36.1"N, 14°48'45.2"E).
Raselinné jezirko po revitalizaci diive t€Zen¢ho raselini§té¢ a v misté odbéru bylo jiz témet
zazemnéno suchopyrem pochvatym (Eriophorum vaginatum) a raSelinikem bodlavym
(Sphagnum cuspidatum). Koncentrace fenolickych latek v této vodé byla 66,6 mg:I?t
(Folin-Ciocalteuova metoda, kyselina tfislova jako standard; Box, 1983). Raselinna voda byla
filtrovana ptes piskovy filtr, nasledné ptes Ctyfi vrstvy filtraéniho papiru a sklenény filtr
(0,40 pm) a poté lyofilizovana. Vytéznost susiny piedstavovala piiblizng 300 mg-I?. Dale byl
lyofilizat rozpustén v destilované vod¢ a rozdé€len pies dialyza¢ni membranu (regenerovana
celuloza, délici molekulova hmotnost 14 kDa) na huminové latky o molekulové hmotnosti
nizsi nez 14 kDa (LMW HS) a vys$§i nez 14 kDa (HMW HS). Poté byly roztoky obou frakei
lyofilizovany. V téchto dvou ziskanych frakcich huminovych latek byla stanovena
koncentrace fenolickych latek, ktera predstavovala jednu pétinu suSiny, tedy cca 0,2 g

standardu kyseliny tfislové na 1 g huminovych latek.
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7.2.2 Pfiprava sphagnanu

Ptiprava sphagnanu byla provedena podle Ballance et al. (2007). Jako zdroj byl pouzit
raselinik hnédy (Sphagnum fuscum), sebrany na vrchovistnim raselinisti u obce Zahvozdi
na Sumavé. Ve struénosti, o¢istény mechovy opad, tedy odumielé asti stélek, které jeste
nenesou znamky rozkladu, byly nejdifive povaieny v acetonu a nasledné¢ extrahovany
pusobenim oxidu chlori¢itého pti 75 °C po dobu 6 hodin (oxid chloric¢ity se uvolnil z pfidaného
chloritanu sodné¢ho do okyseleného roztoku). Po extrakci byl materidl promyt destilovanou
vodou, okyselen 20 mM kyselinou chlorovodikovou a opét ditkladné promyt vodou, acetonem
a dosuSen. Pfi této extrakci doSlo k degradaci fenolickych polymerti bunéénych stén,
vyslednym produktem jsou polysacharidy bunéénych stén, tzv. holoceluloza, jejiz pektinova
slozka bohatd na volné (neeserifikované) uronové kyseliny je plné€ protonizovana (nevéaze
kationty). Tato kysela holoceluldza pak byla ptevedena do nadoby s téméf viici destilovanou
vodou, nadoba byla uzaviena pro zamezeni piistupu kysliku a inkubovédna po dobu 24 h
pii 100 °C, aby doslo kuvolnéni pektinii kyselou autohydrolyzou. Nasledné byl obsah
zfiltrovan a filtrat byl lyofilizovan, znovu rozpustén v mensim mnozstvi destilované vody
a dialyzovan (membrana zregenerované celulozy, délici molekulova hmotnost 14 kDa),
aby byly odstranény nizkomolekularni necistoty. Po lyofilizaci byl ziskan kysely rozpustny

pektinovy polysacharid, sphagnan.
7.2.3 Ptiprava pektinu izolovaného z Leucobryum glaucum

Postup ptipravy pektinu z bé€lomechu sivého (Leucobryum glaucum) odpovidal
postupu ptipravy sphagnanu. Zdrojem mechového materialu byl smrkovo-borovy les u obce

Horni Zd’ar na Ttebonsku.

7.3 Vliv sphagnanu a vybranych fenolickych latek na aktivitu hydrolytickych

enzymu V extraktech z raselinného prostredi

Méfenim aktivity enzymi fosfatazy a beta-glukosidazy pochazejicich z ptirozeného
raselinného spolecenstva, bylo zjistovano, zda pouzité inhibitory (Sphagnan, HMW HS,
kyselina tfislova, kyselina sphagnova) budou mit srovnatelnou schopnost inhibovat enzymy
z ptirozeného raSelinného spolecenstva jako Cisté komeréni enzymy. Ze vzorkit mechovych
bultl byl pfipraven vyluh, ktery obsahoval enzymy. Protoze vyluh obsahoval pomérné
vysokou pozad’ovou koncentraci fenolickych latek, byl navic i extrahovan pomoci PVPP

(polyvinyl polypyrrolidon), aby doslo ke snizeni koncentrace fenolickych latek.
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7.3.1 Pfiprava vyluht

Byly pfipraveny vyluhy (extrakty) dvou raselinnych substratti: mladé vrchovistni
raSeliny z hloubky 10-30 cm (Ex1) a opadové vrstvy borivkového bultu (Ex2). Substratem
pro vyluh Ex1 byly Céastecné zraselin€lé zbytky piedevsim raseliniki (vlaknita raselina),
pochazejici z riznych Sumavskych vrchovistnich raSelinist’ (smésny vzorek). Opad pro Ex2
pochazel z tdolniho vrchovi§té u Zahvozdi na Sumavé a obsahoval pfedeviim malo rozlozené
stélky neraselinikovych mechit s pfevahou travniku Schreberova (Pleurozium schreberi)
a listd vlochyné (Vaccinium uliginosum); staii opadu bylo piiblizné 3 mésice az 4 roky.
Od sbéru v terénu byly raselinné substraty ulozeny v chladni¢ce v PE saccich po dobu

1 mésice (pro Ex2) a 6 mésict (pro Ex1).

Raselinny material byl nejdiive rukama rozdruzen a vlozen do 10 mM acetatového
pufru v hmotnostnim poméru 1:5 tak, aby byl zcela ponofen. Obsah vody v raselinnych
substratech byl kolem 75 a 85 % (Ex2 a Ex1). Suspenze byla pfemisténa do malé ultrazvukové
lazné a za obcasného michani vystavena ultrazvuku po dobu 15 minut. Nésledné byl vyluh
filtrovan ptes cednik a ¢ajové sitko a centrifugovéan pti 30 000 xg. Takto vysokd odstfediva
sila se osvédcila (oproti diive testovanym 4777 xg) vys§i enzymatickou aktivitou extraktu,
pravdépodobné diky mensim ztratdm enzymu pii nasledné filtraci, nebot’ silny filtracni kolac
enzymy patrné zadrzuje. Supernatant byl pak filtrovan pod tlakem pfes sklenény filtra¢ni papir
o porozité 1,0 pm a 0,4 pm a nakonec pietlakem 2 bar pfes membranovy nitrocelulozovy filtr
0 porozit¢ 0,3 um (PRAGOPOR 7, Pragochema, Praha) pro odfiltrovani mikroorganismd.
Ziskané vyluhy obsahujici extracelularni enzymy byly naZloutlé (Ex2) aZz nahnédlé (Ex1)
barvy diky obsahu huminovych latek, tedy 1 latek fenolické povahy s ofekavanou inhibic¢ni
aktivitou vi¢i enzymim. Proto byla ¢ast vyluhu navic extrahovana pomoci PVPP
(polyvinylpolypyrrolidon ,,Polyclar”, granulovany, potravinafska kvalita, Lamothe-Abiet,
Francie). Tento polymer ma velkou afinitu k fenolickym latkdim a je proto pouzivan
napf. K odstranéni huminovych latek pfi izolaci a ¢isténi pudni DNA (Arbeli a Fuentes, 2007).
PVPP byl nejdiive hydratovan v destilované vodé po dobu alespoii jedné hodiny, béhem které
byla voda tfikrat vyménéna, a pak byl pfiddn k vyluhu v hmotnostnim poméru cca 1:5.
Suspenze byla pomalu tiepana na horizontalni tfepacce po dobu 30 min a nasledné filtrovana.
Bylo ovéteno, Ze delsi doba nema pro dalsi snizeni obsahu fenolickych latek vyznam. Vyluhy

byly uloZeny v lednici po dobu az dvou tydna.
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Koncentrace fenolickych latek ve vyluzich Ex1 a Ex2 byla 25,2 a 10,0 mg-1?
avyluzich osetfenych PVPP (PVP-Ex1 a PVP-Ex2) byla v obou pfipadech 3,7 mg-1™.
Pfirozené koncentrace extrahovatelnych fenolickych latek v raSelinnych substratech byly

po zapoéteni fedéni tedy pétinasobné, 126 mg-1 v raseliné a 50 mg-1" v opadu.
7.4 Mg¢teni enzymatické aktivity

Ve vSech tiech pokusech byla mira inhibice enzymatické aktivity potencidlnimi
inhibitory (oproti kontroldm bez inhibitorl) zjiStovana méfenim enzymatické aktivity.
Enzymaticka aktivita byla vyhodnocovana méfenim fluorescence, pii kterém jsou vyuzivany

specifické substraty pro hydrolytické enzymy.

Do mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano (a) 50 ul substratu (Tab. 1), ke kterému
bylo dodano (b) 50 pl inhibitoru (v riznych testovanych koncentracich) v acetatovém pufru
(10 mM, 1. pokus pH 4 a pH 5, 2. a 3. pokus pH 4), (c) acetatovy pufr (1. pokus 100 pl,
2. a3.pokus 150 pl) a (d) 50 pl enzymu (1. pokus enzym ve vod¢, 2. pokus enzym
Vv acetatovém pufru a 3. pokus vyluh v acetaitovém pufru). Kazdy vzorek byl ptipraven

ve 3 opakovanich.

Pro méteni pozadi fluorescence (bez substratu) bylo do (a) 50 pl MUF v mikrotitraéni
desti¢ce ptidano (b) 50 ul inhibitoru v acetatovém pufru, (C) acetatovy pufr (1. pokus 100 pl,
2. a 3. pokus 150 pl) a (d) 50 ul enzymu (1. pokus enzym ve vodé, 2. pokus enzym
Vv acetatovém pufru a 3. pokus vyluh v acetatovém pufru). VSechny standardy pro kalibraci

byly pfipraveny ve 3 opakovanich.

Pro vytvoteni slepych vzorkl (blankli bez enzymt) bylo do mikrotitracni desticky
napipetovano (a) 50 ul substratu, ke kterym bylo doplnéno (b) 50 pl inhibitoru v acetatovém
pufru. Poté bylo piidano (c) v 1. pokuse 50 pl vody a 100 ul acetatového pufru a ve 2. a 3.
pokusu 200 ul acetatového pufru. Vsechny blanky byly provedeny ve 3 opakovanich.
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Tab. 1 Pouzité enzymy a inhibitory a koncentrace substratu, MUF a inhibitoru v jednotlivych
pokusech pii ptiprave vzorkd, slepych vzorki a standardti. Uvedené koncentrace jsou konecné

koncentrace v jamce. Hvézdi¢ka specifikuje omezené experimentalni uspofadani pro tyto

kombinace.
Pokus | Enzymy Koncentrace | Koncentrace Inhibitor Koncentrace
substratu MUF (uM) inhibitoru
(1M) (mg'17)
sphagnan*
pektin z bélomechu 0
1 CZTOT) ;:)Z-a 329 ° kyselina tfislova* °
hydrolaza* 1000 10 kvseli Nova 10
3500 20 yselina gallova 20
kyselina sphagnova 50
kyselina 4-
hydroxybenzoova
100 0
2 | fosfatiza igg 0 25 jako v pokusu 1 2’5
3500 10
) 100 sphagnan
. E‘;iitaza 200 0 HMW HS 0
s 500 25 kyselina tfislova 50
glukosidaza
1500 Kyselina sphagnova

Fluorescence na fluorimetrech SPARK a Infinite F200 (Tecan, Svycarsko) byla
v 1. pokusu zmétena po 30, 90 a 150 minutach, ve 2. pokusu po 10, 20, 30, 60, 90, 120 a 150
minutach a ve 3. pokusu 10, 20, 30, 60, 90 a 150 minutach. Pokud néjaka zméfena hodnota
ze tfi opakovani byla zjevné chybnd, byla vymazana. Chybné zméteni hodnoty miize byt
zpuisobené chybovosti fluorimetru (v ¢asové fadé pro danou jamku je obvykle jedna vychylena
hodnota fluorescence) ¢i necistotou v mikrotitra¢ni desti¢ce (fluorescence v jednom ze tii
opakovani mé v Case systematicky jinou hodnotu). Detekce potencidlné chybnych hodnot byla
provedena tak, Ze se ze tifi naméfenych hodnot spocital variacni koeficient (smérodatna
odchylka délena primérem) a pokud byla jeho hodnota vétsi nez 10 %, provedla se kontrola

této trojice opakovani.
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7.5 Vyhodnoceni dat

V 1. a 2. pokusu byla aktivita enzymu na jamku (v pg MUF hl) spo¢itana standardné

pomoci blankt a kalibracnich standarda:

(fluorescence vzorku — fluorescence blanku — prisecik kalibra¢ni kiivky) / smérnice
kalibraéni k¥ivky (ug MUF1) / ¢as (h)

Protoze predevsim v 1. pokusu dochazelo u vzorka s vysokou enzymatickou aktivitou
ke zpomalovani rychlosti reakce v ¢ase (Obr. 1, Obr. 2), byla misto praimérné aktivity enzymu
pocitana aktivita maximalni, vyjadfena nejvyssi smérnici vyprodukovaného MUF v case,
obvykle ve 30 minutach. Ve druhém pokuse byla spocitana aktivita enzymu pouze za prvni

hodinu méfeni. V tomto Case nebylo méteni ovlivnéno zpomalovanim rychlosti reakce.

Ve 3. pokusu byla vysoka pozad'ova fluorescence vzorku oproti jeho enzymatické
aktivité, proto byla aktivita enzymu na jamku vypocitana bez zapocteni pruseciku kalibracni

kiivky, ale se zapoctenim extrapolace fluorescence v case nula:

((fluorescence vzorku — fluorescence blanku) — (extrapolace fluorescence vzorku
v Case t = 0 — extrapolace fluorescence blanku v ¢ase t = 0)) / smérnice kalibra¢ni kiivky /
cas (h)

Inhibi¢ni aktivita inhibitoru byla vyc¢islena jako procento inhibice enzymatickeé aktivity

vyjadiené vuci varianté s nulovou koncentraci inhibitoru:

100 — (aktivita enzymu s pfidanym inhibitorem / aktivita enzymu varianty s nulovou

koncentraci inhibitoru x 100)

Nasledné byl spocitan primér inhibi¢ni aktivity inhibitoru pro dané koncentrace
inhibitoru z hodnot inhibi¢nich aktivit spocitanych pro jednotlivé koncentrace substratil.
Protoze v 1. pokusu dochézelo k systematickému snizeni enzymatické aktivity pti nejvyssich
koncentracich substratu (3500 uM) bez inhibitoru (Obr. 1), nebyly do priméru miry inhibice
hodnoty pii této koncentraci substratu zapocitany. Pro porovnani inhibi¢niho potencidlu
inhibitord byla maximalni mira inhibice fosfatazy v pokusech 1 a 2 spoctena jako pramér ¢tyf,
resp. tii maximalnich hodnot inhibice napfi¢ koncentracemi substratu a inhibitoru, aby nedoslo

k podhodnoceni vlivem snizené enzymatické aktivity pii nejvyssich koncentracich substratu.
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Statisticky byly inhibi¢ni aktivity inhibitoru vyhodnoceny pomoci vicecestné
faktorialni analyzy variance (ANOVA). V prvnim experimentu to byla ¢tyfcestna ANOVA
(faktory inhibitor, koncentrace inhibitoru, koncentrace substrdtu a pH) pro kazdy
Z testovanych enzymii zvlast' (inhibice celobiohydroldzy byla testovdna pouze dvéma
inhibitory oproti osmi u fosfatazy), v druhém experimentu tficestna ANOVA (faktory
inhibitor, koncentrace inhibitoru a koncentrace substratu) a ve tietim experimentu Ctyfcestna
ANOVA (faktory enzym, inhibitor, extrakt a koncentrace substrdtu). Hladina statistické
vyznamnosti o je standardnich 0,05. V ramci pokusu 1 a 2 byl maximalni inhibi¢ni potencial
jednotlivych inhibitori porovnan jednocestnou ANOVou s naslednym Tukeyho testem. Data

byla vyhodnocena pomoci programu Statistica (v. 13.5, TIBCO Software).
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8 Vysledky

8.1 VIliv mechovych pektinti a fenolickych latek na enzymatickou aktivitu istych

enzymu
8.1.1 Fosfataza

Pti vysokych koncentracich substratu dochézelo k zpomaleni rychlosti enzymatické
reakce, aniz by byl pfidan inhibitor (Obr. 1). Proto nebyly do priméru miry inhibice hodnoty

pii této koncentraci substratu zapocitany.

— | L 20
T ¥ pH=4.0 pH=5.0
. ’ .
g 60 - - 60 Cas (min):
2 50 A , L 50 —e—30
g a .
< 40 - - 40 90
= -
= v
£ 30 4 - 30 150
o
2 20 4 . L 20
g 10 - 10
=
- 0 T T T T T T T T T T T T T T O

0 500 1000 1500 2000 2500 30003500 0 500 1000 15002000 2500 3000 3500

Koncentrace substratu (M) Koncentrace substratu (uM)

Obr. 1 Reprezentativni graf enzymatické aktivity (mnozstvi vyprodukovaného MUF
na jamku) enzymem fosfatazou po 30, 90 a 150 minutach bez ptidaného inhibitoru, pfi pH 4
a 5. Priklad jedné série, pii které byl testovan vliv sphagnanu jako jednoho z osmi inhibitorg.

Vyneseny priméry + S.D., n = 3.

Pti vysokych rychlostech enzymatickych reakci se rychlost enzymatické reakce v ¢ase

A4

snizovala. U nejnizsi koncentrace substratu bez inhibitoru doslo po 90 minutach az k zastaveni
reakce (Obr. 2).
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Obr. 2 Reprezentativni graf mnozstvi vyprodukovaného MUF na jamku enzymem fosfatazou
v &ase pro jednotlivé koncentrace sphagnanu coby inhibitoru (i; mg-1"). Koncentrace substratu

=100 a 3500 uM; pH = 4. Vyneseny praméry £ S.D., n = 3.

Ctyfcestna analyza variance prokazala (Obr. P 1) rozdily uvnitf viech faktort
(inhibitor, koncentrace inhibitoru, koncentrace substrdtu a pH) a vSech interakci kromé
interakce vSech ¢tyf faktort (Tab. 2). Inhibice pii pH 4 byla v priméru o 2,3procentniho bodu
vyssi (52,5 %) nez u pH 5, ale tfi z osmi testovanych inhibitorii ptisobily vyssi inhibici
pii pH 5 (kyselina tiislova, sphagnova a gallova; prikazna interakce inhibitor x pH). Pii pH 5
a nejnizéi koncentraci inhibitorti 2 mg-1? viak byla inhibice vy$§i (prikazna interakce
koncentrace inhibitoru x pH), pfedevsim diky kyselin¢ tfislové a monomernim fenolim
(prukazna interakce inhibitor x koncentrace inhibitoru x pH; Obr. 3). Mira inhibice rostla
s koncentraci substratu pouze u ptidavkii monomernich fenolii, a to pouze mirné (interakce

inhibitor x koncentrace substrdru)
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Tab. 2 Vysledek pln¢ faktoridlni Ctyfcestné ANOVy testujici vliv faktorti inhibitor,

koncentrace inhibitoru, koncentrace substratu a pH na miru inhibice fosfatazy.

Efekt D.f. MS F P
Inhibitor 7 64303 5507,8 <0,0001
[Inhibitor] 4 18467 1581,7 <0,0001
pH 1 1018 87,2 <0,0001
[Substrat] 2 278 23,8 <0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] 28 1381 118,3 <0,0001
Inhibitor x pH 7 3942 337,6 <0,0001
[Inhibitor] x pH 4 868 74,3 <0,0001
Inhibitor x [Substrat] 14 212 18,2 <0,0001
[Inhibitor] x [Substrat] 8 103 8,9 <0,0001
pH x [Substrat] 2 165 14,1 <0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] x pH 28 117 10,0 <0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] x [Substrat] 56 35 3,0 <0,0001
Inhibitor x pH x [Substrat] 14 218 18,7 <0,0001
[Inhibitor] x pH x [Substrat] 8 47 4,0 0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] x pH %

[Substrit] b 56 J 08 0,91
Error 480 12

Celkov¢ byla schopnost sphagnanu inhibovat fosfatdzovou aktivitu pti hladiné pH 4
srovnatelna s huminovymi latkami z raselinné vody a pti pH 5 kyselinou ttislovou (Obr. 4).
Pfi nejnizsi testované koncentraci inhibitoru dosahovala mira inhibice (Obr. 3, Tab. P 1, Tab.
P 2) sphagnanem 64 % (pH 4) a 45 % (pH 5), huminovymi latkami z raselinné vody kolem
50 % a kyselinou tfislovou 10 % (pH 4) a 39 % (pH 5). Pfi nejvyssi koncentraci inhibitoru se
navySila mira inhibice sphagnanem na 94 % (pH 4) a 86 % (pH 5) a kyselinou ttislovou
na83% (pH 4) a 89 % (pH 5). Kyselina tiislova méla mezi vSemi testovanymi latkami
nejvyraznéj$i koncentracni zavislost. Huminové latky inhibovaly fosfatdzu pii své nejvyssi
koncentraci a pti hladin€ pH 4 zhruba z 96 %, pfi hladin€ pH 5 byla mira inhibice zpisobena
LMW HS 80 % a HMW HS 91 %.

Pektin z bélomechu mél oproti sphagnanu v obou pH inhibi¢ni aktivitu statisticky

cvwvr

pektinem 43 % (pH 4) a 38 % (pH 5), ktera stoupala s koncentraci az na 83 % (pH 4) a 63 %
(pH 5) (Obr. 3).
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Vsechny monomerni fenolické latky mély vyrazné nizsi, zhruba tietinovou inhibi¢ni
aktivitu oproti vS§em polymernim latkdm i oligomerni kyseliny tislové (Obr. 4). Inhibice
fosfatazy monomernimi fenolickymi latkami (kyselinou gallovou, kyselinou sphagnovou

a kyselinou 4-hydroxybenzoovou) nepiesahla 33 % (Obr. 3).
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Obr. 3 Mira inhibice fosfatazy sphagnanem (SFpek), pektinem izolovanym z Leucobryum
glaucum (LGpek), vysoko- a nizkomolekularnimi huminovymi latkami (HMW HS a LMW
HS), kyselinou tiislovou (TA), kyselinou gallovou (GA), kyselinou sphagnovou (SA)
a kyselinou 4-hydroxybenzoovou (HBA) v zavislosti na jejich koncentraci pti pH 4 a 5.
Vyneseny pruméry (ptes 3 koncentrace substratu) + S.D., n = 9. Koncentrace inhibitorti byla
2, 5,10, 20 a 50 mg-1* (datové fady byly vii¢i sobé& na ose x mirné posunuty, aby se chybové
useCky nepiekryvaly).
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Obr. 4 Maximalni mira inhibice fosfatazy (%) sphagnanem (SFpek), pektinem izolovanym
z Leucobryum glaucum (LGpek), vysoko- a nizkomolekularnimi huminovymi latkami (HMW
HS a LMW HS), kyselinou tiislovou (TA), kyselinou gallovou (GA), kyselinou sphagnovou
(SA) a kyselinou 4-hydroxybenzoovou (HBA) pii pH 4 a 5. Vyneseny prauméry + S.D., n = 12.
Rozdilné pismena nad sloupci zna¢i statisticky pritkazné rozdily mezi testovanymi inhibitory

pti dané hladin€ pH (jednocestna ANOVA p < 0,0001, Tukeyho test).

8.1.2 Celobiohydrolaza

U kontrolnich variant (bez pfidavku inhibitoru) byly enzymatické aktivity cisté
celobiohydrolazy zhruba 200x niZsi oproti Cisté fosfataze, proto jsou vysledky zatiZzeny vyssi

variabilitou.

Ctyfcestna analyza variance (Tab. 3, Obr. P 2) neprokazala rozdil mezi inhibitory
(sphagnanem a kyselinou tiislovou). Oproti fosfataze byla inhibice celobiohydrolazy
V praméru vyrazné veétsi pti pH 4 nez pii pH 5 (32,3 vs 19,6), vyrazngji u sphagnanu (prikazna
interakce inhibitor x pH). Zatimco pii pH 4 mira inhibice obéma inhibitory vzristala s jejich
koncentraci, pfi pH 5 za¢ind mira inhibice sphagnanem nartistat az pii jeho koncentraci
20 mg-1"? (priikazna interakce inhibitor x koncentrace inhibitoru x pH). P¥i koncentraci
sphagnanu 2 mg-1" dosahovala mira inhibice celobiohydrolazy pouze 17 % (pH 4) a 12 %
(pH 5) a pii nejvyssi koncentraci (50 mg-1"%) vzrostla na 59 % (pH 4) a 44 % (pH 5) (Obr. 5,
Tab. P 3). Inhibice celobiohydrolazy kyselinou tfislovou se p¥i koncentracich 5-50 mg-1*

vyrazné neliSila, nabyvala maximalné 40 % (pH 4) a 37 % (pH 5). Oproti fosfataze inhibice
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s koncentraci substratu spise klesala, zejména u ptidavkd sphagnanu (interakce inhibitor x

koncentrace substratu) a zejména pii pH 4 (interakce inhibitor x koncentrace substratu x pH).

Tab. 3 Vysledek pIn¢ faktorialni Ctyfcestné ANOVy testujici vliv faktord inhibitor,

koncentrace inhibitoru, koncentrace substrdru a pH na miru inhibice celobiohydrolazy.

Efekt D.f. MS F P
Inhibitor 1 98 0,9 0,35
[Inhibitor] 4 5257 476 <0,0001
pH 1 9699 87,8 <0,0001
[Substrat] 3 2575 23,3 <0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] 4 2145 194 <0,0001
Inhibitor x pH 1 760 6,9 0,0095
[Inhibitor] x pH 4 230 2,1 0,09
Inhibitor x [Substrat] 3 825 7,5 <0,0001
[Inhibitor] % [Substrat] 12 83 0,7 0,70
pH X [Substrat] 3 581 5,3 0,0017
Inhibitor x [Inhibitor] x pH 4 458 41 0,0032
Inhibitor x [Inhibitor] x [Substrat] 12 92 0,8 0,61
Inhibitor x pH x [Substrat] 3 531 4,8 0,0031
[Inhibitor] X pH x [Substrat] 12 132 1,2 0,29
Inhibitor x [Inhibitor] x pH x [Substrat] 12 110 1,0 0,46
Error 160 110
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Obr. 5 Mira inhibice aktivity enzymu celobiohydrolazy sphagnanem (SFpek) a kyselinou
tiislovou (TA) v zavislosti na jejich koncentraci pfti pH 4 a 5. Vyneseny priméry
(pfes 4 koncentrace substratu) = S.D., n = 12. Koncentrace inhibitorti byla 2, 5, 10, 20,
a 50 mg-1"? (datové tady byly viici sob& na ose x mirné posunuty, aby se chybové tsecky

nepiekryvaly).

8.2 VIiv mechovych pektini a fenolickych latek na aktivitu Cisté fosfatazy

srovnatelnou s environmentalnimi vzorky

Tticestna analyza variance (Obr. P 3) prokazala rozdily uvniti v§ech faktort (inhibitor,
koncentrace inhibitoru a koncentrace substratu) a vsech jejich interakci. Mira inhibice aktivity
enzymu sphagnanem, pektinem izolovanym z Leucobryum glaucum, huminovymi
raselinnymi latkami a kyselinou tfislovou rostla se zvySujici se koncentraci inhibitoru,
u monomernich fenolti vSak nikoli (priikazna interakce inhibitor x koncentrace inhibitoru;
Obr. 6, Tab. 4).

Mira inhibice fosfatazy pektiny o koncentraci 0,5 mg-I" dosahovala hodnoty
pfi pouziti sphagnananu 78 % a pektinu izolovaného z Leucobryum glaucum 44 %. Mira
inhibice sphagnanem se postupné navysSovala az na 87 % a pektinem izolovanym
z Leucobryum glaucum na 71 % (Obr. 6, Tab. P 4).
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U koncentrace inhibitoru HMW HS 0,5 mg-I? byla zji$téna mira inhibice 84 % a LMW
HS o téze koncentraci 70 %. Mira inhibice huminovymi latkami byla maximalné¢ 95 %
(Obr. 6, Tab. P 4). Inhibice fosfataizy monomernimi fenolickymi latkami (kyselinou

sphagnovou, gallovou a 4-hydroxybenzoova) nepiesahla 20 % (Obr. 6, Obr. 7, Tab. P 4).

Vliv koncentrace substratu na miru inhibice byl zanedbatelny, kromé kyseliny tfislové,

ktery pii jejich nizkych koncentracich prudce rostl (interakce inhibitor x koncentrace

cvwr
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stimulovana (mira inhibice —51 %); pfi nejvyssich koncentracich substratu i kyseliny ttislové

mira inhibice narostla az na 82 %.

Oproti piedchozimu experimentu s vyssi koncentraci fosfatdzy byla maximalni mira
inhibice sphagnanem i pektinem z bélomechu mirn¢ snizena (Obr. 7); totoZzna byla v piipadé

obou frakci huminovych latek a vyraznéji snizend v ptipadé monomernich fenolickych latek.

Tab. 4 Vysledek plné faktorialni téicestné ANOVYy testujici vliv faktort inhibitor, koncentrace
inhibitoru a koncentrace substratu na miru inhibice fosfatazy, jejiz neinhibovana aktivita je

srovnatelnd s environmentalnimi vzorky z raseliny.

Efekt D.f. MS F p
Inhibitor 7 50776 48423 < 0,0001
[Substrat] 3 827 78,9 <0,0001
[Inhibitor] 2 10229 9755 < 0,0001
Inhibitor % [Inhibitor] 21 247 23,5 < 0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] 14 2044 1949 < 0,0001
[Inhibitor] % [Substrat] 6 296 28,2 < 0,0001
Inhibitor x [Inhibitor] x [Substrat] 42 171 16,3 < 0,0001
Error 181 10
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Obr. 6 Mira inhibice fosfatazy, jejiz aktivita je srovnatelna s environmentalnimi vzorky,
sphagnanem  (SFpek), pektinem izolovanym zLeucobryum glaucum (LGpek),
vysoko a nizkomolekularnimi huminovymi latkami (HMW HS a LMW HS), kyselinou
ttislovou (TA), kyselinou gallovou (GA), kyselinou sphagnovou (SA) a kyselinou
4- hydroxybenzoovou (HBA) v zavislosti na jejich koncentraci. Vyneseny pruméry
(ptes 4 koncentrace substratu) + S.D., n = 12. Koncentrace inhibitord byla 0,5, 2 a 10 mg-1?

(datové tady byly viici sobé na ose x mirné posunuty, aby se chybové usecky nepiekryvaly).
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Obr. 7 Maximalni mira inhibice fosfatazy (%) sphagnanem (SFpek), pektinem izolovanym
z Leucobryum glaucum (LGpek), vysoko- a nizkomolekularnimi huminovymi latkami (HMW
HS a LMW HS), kyselinou ttislovou (TA), kyselinou gallovou (GA), kyselinou sphagnovou
(SA) a kyselinou 4-hydroxybenzoovou (HBA) v experimentu 1 a 2 (pifi vyS$Si a nizsi
koncentraci ¢istého enzymu). Vyneseny pruméry + S.D., n = 9. Rozdilna pismena nad sloupci
znaci statisticky prukazné rozdily mezi testovanymi inhibitory v daném experimentu

(jednocestna ANOVA p < 0,0001, Tukeyho test).

8.3 VIliv sphagnanu a vybranych fenolickych latek na aktivitu hydrolytickych

enzymu V extraktech z raselinného prostredi

PIn¢ faktoridlni uspofddani experimentu umoZnilo zahrnout do statistického
vyhodnoceni i faktor enzym. Ctyfcestna analyza variance (Obr. P 4) prokézala rozdily uvnitf
vSech faktor (enzym, inhibitor, extrakt a koncentrace substrdtu) a vétSiny jejich interakci.
Enzymatické aktivity extraktti byly jen minimaln¢ inhibovany pfidavky inhibitor (Tab. P 5,
Tab. P 6), Cast&ji enzymatické aktivity stimulovaly. Pouze kyselina tiislova méla v priméru
kladné hodnoty miry inhibice (13 %; prukazny vliv faktoru inhibitor, Tab. 5, Obr. 8). Nejvétsi
rozdil v mife inhibice obou enzymi pusobila kyselina sphagnova, ktera aktivitu fosfatazy
stimulovala (mira inhibice —17 %), ale aktivitu beta-glukosidazy inhibovala (6 %; interakce
enzym x inhibitor). U beta-glukosidazy se vyraznéji projevila inhibice fenolickymi inhibitory
pti niz8ich koncentracich substratu; HMW HS pak siln¢ stimulovala enzymatickou aktivitu

pii nejvyssi koncentraci substratu (mira inhibice —56 %; interakce enzym x inhibitor x
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[substrat]). Za touto stimulaci jsou extrakty z mladé vrchovistni raseliny Ex1 a zejména Ex1-

PVP (ackoli interakce vsech faktort neni statisticky prikazna).

Tab. 5 Vysledek plné faktorialni ¢tyfcestné ANOVy testujici vliv faktord enzym, inhibitor,

extrakt a koncentrace substratu na miru inhibice fosfatazy a beta-glukosidazy v extraktech

z raseliny.
Efekt D.f. MS F p
Enzym 2103 1 2103 0,0041
Inhibitor 35822 3 11941 <0,0001
Extrakt 19697 3 6566 <0,0001
[Substrat] 15286 3 5095 <0,0001
Enzym x Inhibitor 14678 3 4893 <0,0001
Enzym X Extrakt 3337 3 1112 0,0047
Inhibitor x Extrakt 22965 9 2552 <0,0001
Enzymex [Substrat] 6941 3 2314 <0,0001
Inhibitor x [Substrat] 12907 9 1434 <0,0001
Extrakt x [Substrat] 9271 9 1030 0,0001
Enzym X Inhibitor x Extrakt 17045 9 1894 <0,0001
Enzym X Inhibitor x [Substrat] 7153 9 795 0,0012
Enzym x Extrakt x [Substrat] 3603 9 400 0,12
Inhibitor x Extrakt % [Substrat] 8675 27 321 0,17
Enzyrn’>< Inhibitor x Extrakt % 8766 7 305 0,16
[Substrat]
Error 62485 249 251
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Obr. 8 Mira inhibice fosfatazy a beta-glukosidazy (%) obsazené v extraktu z mladé vrchovistni
raseliny (Ex1), v extraktu z opadu borivkového bultu (Ex2) a v téchto dvou extraktech
po sniZeni koncentrace fenolickych latek pomoci PVPP (PVP-Ex1, PVP-Ex2). Testovanymi
inhibitory byly sphagnan (SFpek), vysokomolekularni huminové latky (HMW HS), kyselina
ttislova (TA) a sphagnova (SA). Vyneseny priméry (pies 4 koncentrace substratu) = S.D.,

n=12.
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9 Diskuse

9.1 Vliv mechovych pektini a fenolickych latek a pH na enzymatickou aktivitu

Cistych enzymi

Raselinikovy pektin sphagnan se povazuje za jednu z pfic¢in pomalého rozkladu
raselinikového opadu. Schopnost sphagnanu napomahat pomalému rozkladu tohoto opadu by
mohla spocivat v inhibici enzymatické aktivity. Uz diive se né&kolik autorti zaobiralo
myslenkou, ze sphagnan inhibuje enzymatickou aktivitu tim, ze reaguje s enzymy (Ballance
et al., 2008, Hajek et al., 2011, Painter, 1991). Na zakladé¢ toho jsem piedpokladala,
7e sphagnan bude inhibovat enzymatickou aktivitu a Ze tato inhibice bude podobna inhibici
oligomerni fenolickou latkou kyselinou tfislovou, ktera je znama svymi inhibiénimi u¢inky

(Rao et al., 1998, Tejirian a Xu, 2011).

K inhibici sphagnanem doslo pfi obou hladinach pH jak u ¢&isté fosfatazy,
tak u celobiohydrolazy. Mira inhibice fosfatazy dosahovala mnohem vyssich hodnot
nez inhibice celobiohydrolazy. Inhibice extracelularnich enzymui sphagnanem je zptisobena
reakci disociovanych karboxylovych skupin sphagnanu skladné nabitymi volnymi
aminoskupinami enzymu a projevuje se v roztocich s malou iontovou silou pifi hladiné
pH 2,0-4,8 (Ballance et al., 2008). Proto mohla byt mira inhibice sphgnanem u obou enzymu
vys$i pii hladiné pH 4 nez pii pH 5, kdy kladny naboj volnych aminovych skupin sldbne.
Naplnilo se 1 o¢ekdvani, Ze inhibice sphagnanem bude srovnatelnad s inhibici kyselinou
tiislovou. Inhibice fosfatazy sphagnanem pii pH 4 dosahovala dokonce i vyssich hodnot

nez inhibice kyselinou tfislovou.

Kwvili ovéteni, zda jsou inhibi¢ni vlastnosti sphagnanu mezi pektiny jedinecné, byl
zjistovan vliv i dalsiho mechového pektinu na enzymatickou aktivitu. Ukazalo se,
ze i mechovy pektin izolovany z bélomechu (Leucobryum glaucum) inhibuje aktivitu
fosfatazy pifi obou hladindch pH. To vSak popira ptedstavu, Ze se sphagnan vyznacuje
mezi mechovymi pektiny jedine¢nymi inhibiénimi schopnostmi vici enzymam. Inhibice
pektinem izolovanym z Leucobryum glaucum byla mensi zhruba o 20-30 % nez inhibice
sphagnanem. Stejné jako v piipad¢ sphagnanu i inhibice pektinem z Leucobryum glaucum

dosahovala vyssich hodnot pfi hladiné pH 4 nez pti pH 5.
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Dale bylo predpokladano, ze inhibice oligomerni fenolickou latkou kyselinou tfislovou
bude vEtsi nez inhibice monomernimi (kyselinou sphagnovou, kyselinou gallovou a kyselinou
4-hydroxybenzoovou) a polymernimi (LMW a HMW HS) fenolickymi latkami. Inhibice
fosfatazy kyselinou tf¥islovou se vskutku projevila ve vy$s$i mife nez inhibice monomernimi
inhibice fosfatdzy kyselinou tfislovou s inhibici monomernimi fenolickymi latkami
srovnatelna. Pfi nejvyssi koncentracich inhibitoru byl uz vidét vyrazny rozdil v inhibici
kyselinou tfislovou a monomernimi fenolickymi latkami. To potvrzuje, ze oligomerni
fenolické latky maji siln€jsi inhibi¢ni u¢inky nez monomerni fenolické latky (Field a Lettinga,
1992). Tito autofi uvadi, ze pro inhibici enzymi maji pravé oligomerni fenolické latky
optimalni molekulovou hmotnost. Na rozdil od monomernich fenolickych latek jsou schopné
vytvafet Cetné vodikové vazby senzymy. | Tejirian a Xu (2011) zabyvajici se inhibici
enzymatické celulolyzy fenolickymi latkami dosli k zavéru, ze oligomerni fenolické latky jsou
silngj$imi inhibitory nez jednoduché fenolické latky. Kyselina tfislova méla vétsi vliv
na fosfatazu nez na celobiohydrolazu; vyssi afinitu této kyseliny k fosfataze potvrzuje i Rao

et al. (1998), ktefi srovnali miru inhibice kyselinou tfislovou na kyselou fosfatazu (nejvétsi

inhibice), na ureazu a invertazu (nejmensi inhibice).

Navzdory o¢ekavani nenabyvala mira inhibice fosfatazy kyselinou tfislovou vyssich
hodnot nez inhibice polymernimi fenolickymi latkami. Jediné pti hladin€ pH 5 a koncentraci
inhibitoru vyssi nez 2 mg- I prevysovala inhibice fosfatazy kyselinou tfislovou inhibici tohoto
enzymu polymernimi fenolickymi latkami LMW HS. Vysokomolekularni frakce HMW HS
méla prekvapivé silné inhibi¢ni u€inky. Raselinné huminové latky maji tak obecné velky
potencial inhibovat enzymy v raSelinisti. V tomto piipadé se jedna pouze o potencial,

protoze testovana fosfataza pochazi z pSenice.

U vysokych koncentracich substratu, aniz by byl pouzit inhibitor, dochazelo
ke snizovani rychlosti enzymatické reakce. Soucasné se enzymaticka reakce zpomalovala
Vv Case pii vysokych rychlostech enzymatické reakce. Vodrazka (2002) upozoriiuje na to,
Ze v ptipadé, kdy je substrat ve vysoké koncentraci, mize u nékterych enzymi dochazet
K inhibici substratem. Pfi¢innou této inhibice miZe byt navazani vice molekul substratu
do aktivniho centra enzymu. Rao et al. (1998), kteti se zabyvali vlivem kyseliny tfislové
na ¢innost kyselé fosfatazy, zjistili, ze pti koncentraci substratu vyssi nez 1 mM doslo
k inhibici substratem. P#i vysSich koncentracich kyseliny tfislové byl vSak ucinek substratové

inhibice mén¢ vyrazny. Tento jev nedokazali Rao et al. (1998) vysvétlit. V experimentu
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s Cistou fosfatdzou se sniZeni rychlosti enzymatické aktivity projevilo také pfi koncentraci
substratu vyssi nez 1000 pM. To ovSem nemusi jednozna¢né znamenat, Ze nastala inhibice
substratem. Pti vysSich koncentracich substratu muze dochazet k tvorbé vétsiho mnozstvi
produktu, ktery rovnéz muze fungovat jako inhibitor (Rao et al., 1998, Vodrazka, 2002).
Inhibice reakce produktem by mohla byt pfic¢innou zpomalovani enzymatické reakce v Case.
Gerritse a Dijk (1978) uvadéji, ze pii koncentraci fosfatu, ktera je vyssi nez 0,1 mM, dochazi
k silné inhibici kyselych a alkalickych fosfataz. Silna inhibice fosfatazy je mozna pti mnohem
mensSich koncentracich fosfatu. Jiz fosfat o koncentraci 10 uM inhiboval pSeni¢nou fosfatazu

z 85 % (Hajek a Urbanova, nepublikovana data).

9.2 VIliv sphagnanu a vybranych fenolickych latek na aktivitu hydrolytickych

enzymu V extraktech z raselinného prostredi

Na rozdil od ¢istych enzymi diskutovanych vyse, ani sphagnan, ani fenolické latky
tém&f neinhibovaly aktivity pfirozenych enzymua V raSelinnych extraktech. U vyluhu
extrahovanych pomoci PVPP byla snizena pozad’ova koncentrace fenolickych latek. Proto by
se dalo ocekavat, Ze inhibice téchto vzorkll pouzitymi potencidlnimi inhibitory bude vétsi
nez inhibice vzorku, které nebyly extrahovany pomoci PVPP. Tato situace ovSem nastala
pouze v nékterych ptipadech. Nelze ovsem vyloucit, Ze extrakce PVPP sniZila i koncentraci
enzymd, a tedy Ze se molekulovy pomér fenolickych latek vii¢i enzymim vyrazné nesnizil

a jejich aktivita tak zustala potlacena pfirozenymi inhibitory.

Oligomerni fenolicka latka kyselina tiislova inhibovala oba zkoumané enzymy.
Pro srovnani, nejvyssi hodnota inhibice fosfatazy kyselinou t¥islovou o koncentraci 50 mg-I*
byla v raselinnych extraktech jen 15 % (Tab. P 5), zatimco mira inhibice ¢isté fosfatazy,
jejiz neinhibovana aktivita byla srovnatelna s environmentalnimi vzorky, dosahovala 72 %
pii koncentraci inhibitoru 10 mg-I* (Tab. P 4). Inhibice obou enzymii kyselinou tfislovou byla
vEtSi nez inhibice monomerni fenolickou latkou kyselinou sphagnovou a polymernimi
fenolickymi latkami HMW HS. Verhoeven a Toth (1995) navrhli, ze kyselina sphagnova svym
antibiotickym u¢inkem odpovida za pomaly rozklad raselinikd. Mellegard et al. (2009) vSak
nezjistili vyrazné antibakterialni u¢inky kyseliny sphagnové, neinhibovala rist zkoumanych
bakteridlnich kmenl. Kyselina sphagnova se neukdzala ani jako silny inhibitor enzymd,

které byly extrahované z raselinného prostiedi.
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Freeman et al. (2001) se domnivaji, ze diky anaerobnim podminkam se v raselinisti
hromadi fenolické latky, protoze za danych podminek nemohou byt rozklddany oxidativnim
enzymem fenol oxiddzou. To ma za nésledek inhibici hydrolaz nahromadénymi fenolickymi
latkami. Podle studie Freeman et al. (2004) muze uz nizka koncentrace fenolickych latek
(2-5 mg-1'!) inhibovat hydroldzy o 1647 %, konkrétn& fosfatdzu o 18 % a beta-glukosidazu
0 26 %. Tento mechanismus tudiz mtze odpovidat za pomalou dekompozici a s ni souvisejici
ukladani uhliku v raselinisti. Fenolické latky by tak mohly hrat dualezitou roli v globalnim
cyklu uhliku jeho hromadénim v raseliniStich. OvSem nékolik dalSich studii tento
mechanismus nepotvrdilo (Hall et al., 2014, Urbanova a Hajek, 2021). K témto studiim se
ptiklani 1 tato préce, jelikoz zkoumané fenolické latky téméf neinhibovaly hydroldzy

Z raselinného prostredi.

Experimenty s ¢istymi enzymy sice ukazaly, ze oligomerni a polymerni fenolické latky
funguji jako silné inhibitory enzymatické aktivity, ale tyto inhibi¢ni schopnosti se neprojevily
vuci pfirozenym enzymiim z raSelinného prostfedi. V mé praci byly pouzity fenolické latky
(kyselina tfislova, kyselina sphagnovd a HMW HS) 0 mnohem vyssi koncentraci (50 mg-1™?)
nez ve studii Freeman et al. (2004), ale snizovaly ¢innost fosfatazy i beta-glukosidazy v mensi
mite (Tab. P 5, Tab. P 6), coz podporuje hypotézu, ze enzymaticky aparat mikrobialniho
spole€enstva raselinist¢ dlouhodobé vystaveného vysokym koncentracim fenolickych latek

bude na toto prostfedi adaptovan a mira inhibice téchto enzymu se tudiZ projevi v mensi mife.

Tato rozdilna citlivost enzymu na koncentraci fenolickych, respektive huminovych
latek v¢. mechovych pektini miize byt dédna typem raSelinist, na jejichz prostiedi je
enzymaticky aparat mikrobidlnich spolecenstev adaptovan. Urbanova a Hajek (2021)
upozoriiyji na to, Ze zminéné nizké koncentrace fenolickych latek (Freeman et al., 2001
a 2004) mohou souviset s oceanickym charakterem tzv. pokryvnych raselinist’, kde dochazi
k vymyvani rozpusténych organickych latek kvili hojnym srazkam. V této praci vSak pracuji
s enzymy a huminovymi latkami, které pochdzi ze subkontinentalnich raselinist’ s vys$Simi
Koncentracemi fenolickych latek. Urbanova a Hajek (2021) navrhuji, Ze enzymaticky aparat
mikrobidlniho spolecenstva, které je dlouhodobég vystaveno raSelinnému prostiedi s vysokymi
koncentracemi fenolickych latek, bude na toto prostiedi adaptovan. Jiz diive byla prokdzana
schopnost mikrobialniho spolecenstva pfizplisobit svij enzymaticky aparat zménam

Vv mnozstvi a charakteru rostlinnych fenolickych latek (Triebwasser et al., 2012).
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Vysledky této prace nasvédcuji tomu, ze schopnost sphagnanu ani fenolickych latek
inhibovat enzymy se zasadné nepodili na pomalé dekompozici raseliny. OvSem v této praci
nebyly testovany dalsi enzymy, jejichz niz$i aktivita byla zastinéna zna¢nou autofluorescenci
testovanych inhibitorti. Soucasn¢, na rozdil od fenolickych latek, neni znama skutecna
koncentrace sphagnanu v raselinném prostiedi, kde je spolu s fenolickymi latkami soucasti
rozpuSténych huminovych latek. Lze ocekéavat, ze fragmenty sphagnanu budou soucasti
makromolekul rozpusténych huminovych latek, nebot” kyselé sacharidy (obsahujici uronové
kyseliny) jsou vyznamnou slozkou huminovych latek v raselinné vodé (Smidsred a Painter,
1984). Na druhou stranu, hydrolyza obou testovanych frakci huminovych latek, HMW
a LMW, prokézala jen maly podil cukrt a nestanovitelné mnozstvi uronovych kyselin (Hajek
a Urbanova, nepublikovana data). Doposud jsme uvazovali o sphagnanu v jeho volné formé,
ale pted jeho uvolnénim béhem dekompozice odumfelych stélek raselinikil je vazan ve formé
kyselych pektini bunécnych stén, kde by mohl ptsobit obdobné (Painter, 1991). Tyto
nejasnosti spolu s potvrzenim velkého potencidlu sphagnanu v inhibici enzyma preduréuji

témata dal$itho mozného vyzkumu.
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10 Zavér

Experimenty s ¢istymi enzymy potvrdily hypotézu, Ze raSelinikovy pektin sphagnan
inhibuje enzymatickou aktivitu srovnatelné s oligomerni fenolickou latkou kyselinou
tiislovou. Mira inhibice fosfatdzy sphagnanem dokonce miru inhibice touto Kkyselinou
prevySovala. Inhibice fosfatazy pektinem izolovanym z bélomechu (Leucobryum glaucum)

vSak naznacuje, Ze tyto inhibi¢ni schopnosti sphagnanu nejsou mezi pektiny jedine¢né.

Byla potvrzena i hypotéza, ze oligomerni fenolicka latka kyselina tfislova bude vice
inhibovat enzymy neZz monomerni fenolické latky (kyselina sphagnova, kyselina gallova
a kyselina 4-hydroxybenzoova). Pouze pfi nejniz§i koncentraci inhibitoru byly miry inhibice
Cisté fosfatazy témito latkami srovnatelné. Kyselina tfislova inhibovala vice nez kyselina

sphagnova i enzymy V extraktech z raselinného prostiedi.

Dale bylo piedpokladano, Ze inhibice kyselinou tfislovou bude vy$si nez inhibice
polymernimi fenolickymi latkami, které byly reprezentované rozpu$ténymi huminovymi
latkami z raselinné vody (LMW a HMW HS) a Ze inhibi¢ni G€inek jejich vysokomolekularni
frakce bude maly. Experimenty s Cistymi enzymy tuto hypotézu vyvratily, pouze pti hladiné
pH 5 doslo k vyssi inhibici Cisté fosfatazy kyselinou tfislovou pii koncentraci vyssi
nez 2 mg-I™* nez LMW HS. Maxima miry inhibice &isté fosfatdzy HMW HS presahovaly 90 %.
Naopak inhibice enzymui v extraktech z raselinného prostiedi kyselinou tfislovou byla vyssi
nez inhibice polymernimi fenolickymi latkami HMW HS, které jen zanedbatelné inhibovaly

fosfatazu.

Experiment s enzymy v extraktu z raelinného prostiedi ukazal, Ze mira jejich inhibice
je vyrazné nizsi (pfechazejici az do stimulace enzymatické aktivity) nez mira inhibice ¢istych
enzym, které byly izolovéany z jinych zdroji. Tim se naplnilo ofekavani, Ze enzymaticky
aparat ptirozeného mikrobidlniho spolecenstva raseliniSt¢ bude adaptovan na prostiedi
s vysokou koncentraci fenolickych latek, kterému je toto mikrobidlni spolecenstvo
dlouhodobé vystaveno. Vysledky naznacily, ze tento enzymaticky aparat mize byt rovnéz
adaptovan na pfitomnost sphagnanu. Béhem experimenti s ¢istymi enzymy se sice ukézalo,
7e sphagnan ma velky potencial jako inhibitor enzymi, ovSem piirozené enzymy téméf
neinhiboval. Podle téchto vysledkii nemaji inhibi¢ni schopnosti sphagnanu zasadni vliv
na dekompozici raseliny. Nebyl vSak zkouman vliv sphagnanu na dal$i enzymy a neni znama

ani jeho priblizna koncentrace v raselinisti.
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12 Piilohy

Tab. P 1 Mira inhibice ¢isté fosfatazy (%) pouzitymi inhibitory v 1. pokusu pro jednotlivé

koncentrace inhibitoru pfi hladin€ pH 4 (pramér + S.D.).

Koncentrace inhibitoru (mg-17%) 2 5 10 20 50
Sphagnan 64+31 |89+1 91+1 93+13 [94+15
Pektin izolovany z Leucobryum [ 43+51 |66+16 |74+19 |80+16 |83+2
glaucum

HMW HS 49+43 |86+22 [92+0,4 |95+0,7 |96=+0,7
LMW HS 48 + 6 69+42 [84+39 |87+42 |95+1
Kyselina tfislova 10+£51 |[30+6,1 |49+£51 |69+3 83+1,2
Kyselina gallova 5+6,4 13+45 |16+54 |16+59 |23+86
Kyselina sphagnova 15+43 |14+32 |18+53 |13+52 |21+6,8
Kyselina 4-hydroxybenzoova 12+6,7 [22+3,7 |31+3,7 |32+6,4 [29+1,7
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Tab. P 2 Mira inhibice ¢isté fosfatazy (%) pouzitymi inhibitory v 1. pokusu pro jednotlivé

koncentrace inhibitoru pfi hladin€ pH 5 (primér + S.D.).

Koncentrace inhibitoru (mg-17%) 2 5 10 20 50
Sphagnan 45+59 |70+42 |76+25 |79+28 |86+2
Pektin izolovany z Leucobryum | 38+5,1 |49+6 53+49 |58+4,1 |63+4,7
glaucum

HMW HS 53+4,2 [79+29 |86+29 [89+25 [91+25
LMW HS 53+6,5 [53+36 |63+28 |70+3,7 |[80+5,.3
Kyselina tfislova 39+59 |55+6,6 [67+55 |83+26 |[89+16
Kyselina gallova 22+35 |16+5 18+4,7 |19+53 [20+8,1
Kyselina sphagnova 33+4 26+£93 |33+£79 [23+£129|31+12,9
Kyselina 4-hydroxybenzoova 15+32 [16+73 |19+6,9 [23+6,3 |24+7
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Obr. P 1 Mira inhibice ¢isté fosfatazy v 1. pokusu v zavislosti na inhibitoru, jeho koncentraci,

koncentraci substratu a pH. Graficky vystup Ctyfcestné analyzy variance programu Statistica.

Inhibitor*[Inhibitor]*pH*[Substrat]; LS Means Factors: Levels
Current effect: F(84, 640)=1.7343, p=.00014 Ll

Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Tab. P 3 Mira inhibice Cisté celobiohydrolazy (%) pouzitymi inhibitory v 1. pokusu
pro jednotlivé koncentrace inhibitoru pfi hladin¢ pH 4 a pH 5 (primér + S.D.).

Koncentrace inhibitoru 2 5 10 20 50
(mg-17)
pH 4 | Sphagnan 17+116 |27+10,5 |32+17,6 |[39+14,3 |59+12,7
Kyselina tfislova |17+14,4 |28+12,2 |34+119 |30+16 40+9.9
pH5 |Sphagnan 12+8,3 5+73 9+9 23+7,9 44 £ 8,7
Kyselina ttislova |7+ 10,6 15+134 |37+118 |23+8,3 21 £ 26
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Obr. P 2 Mira inhibice Cisté celobiohydrolazy v zavislosti na inhibitoru, jeho koncentraci,

koncentraci substratu a pH. Graficky vystup Ctyfcestné analyzy variance programu Statistica.

Inhibitor*[Inhibitor]*pH*[Substrat]; LS Means Factors: Levels
Current effect: F(12, 160)=.99154, p=.45936 ELIEL
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Tab. P 4 Mira inhibice Cisté¢ fosfatazy (%), jejiz neinhibovana aktivita byla srovnatelna
s environmentalnimi vzorky, pouzitymi inhibitory ve 2. pokusu pro jednotlivé koncentrace

inhibitoru (primér + S.D.).

Koncentrace inhibitoru (mg-17) 0,5 2 10
Sphagnan 78 +£3,3 83+3,1 87+ 1,6
Pektin izolovany z Leucobryum glaucum | 44 +4,8 62+28 71+3,3
HMW HS 84+14 91+0,8 95+1,1
LMW HS 70+2,4 88+1,6 94+ 1,6
Kyselina ttislova -8+32,2 42 + 13,2 72+12
Kyselina gallova -6+9 4+£53 3+11,4
Kyselina sphagnova 11+6,9 1+6,5 14+ 34
Kyselina 4-hydroxybenzoova 24772 6+5 8+3,7
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Obr. P 3 Mira inhibice ¢isté fosfatazy v 2. pokusu v zavislosti na inhibitoru, jeho koncentraci

a koncentraci substratu. Graficky vystup tficestné analyzy variance programu Statistica.

Inhibitor*[Inhibitor]*[Substrat]; LS Means
Current effect: F(42, 181)=16.280, p=0.0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Tab. P 5 Mira inhibice fosfatazy v extraktu z raselinného prostiedi (%) pouzitymi inhibitory

ve 3. pokusu pro jednotlivé extrakty (prumér + S.D).

Extrakt Ex1 Ex2 PVP-Ex1 PVP-Ex2
Sphagnan -16£16,2 |-1+£49 0+15 -1+18,7
HMW HS -2+ 16,2 -4+52 -32+£26,1 | 6+11,7
Kyselina ttislova 6+8 10+ 1,8 6+10 15+2,7
Kyselina sphagnova -13+9 -4+£27 -57+ 18,9 7+22
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Tab. P 6 Mira inhibice beta-glukosidazy v extraktu z raselinného prostiedi (%) inhibitory

pouzitymi ve 3. pokusu pro jednotlivé extrakty (pramér + S.D.).

Extrakt Ex1 Ex2 PVP-Ex1 PVP-Ex2
Sphagnan -16 +13,8 3+1,7 -4+215 1+1,6
HMW HS -6 + 56,5 -8+9,6 -49+718 |-9+12
Kyselina tfislova 15+ 10,8 17+9 17+7,6 19+ 8
Kyselina sphagnova 5+17,1 7+3,5 12+7,7 1+3
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Obr. P 4 Mira inhibice fosfatazy a beta-glukosidazy v extraktech z raseliny v zavislosti

na enzymu, inhibitoru, extraktu a koncentraci substratu. Graficky vystup Ctyfcestné analyzy

variance programu Statistica.
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