KARLOVA UNIVERZITA V PRAZE
Prirodovédecka fakulta

DISERTACNI PRACE

Metabolismus pektinu u bakterii izolovanych z traviciho
traktu kralika

Vypracoval: Mgr. Lenka Slovakova
Skolitel: prof. Ing. Milan Marounek DrSc.
Studijni obor: Fyziologie Zivocichi

Praha 2007



ProhlaSuji, Ze jsem v predlozené disertac¢ni praci pouzila jen prameni, které cituji
a uvadim v seznamu literatury.
Prohlasuji, Ze jsem disertac¢ni praci ani Zadnou jeji ¢ast nepiedlozila k ziskani jiného

akademického titulu.

. /
V Praze 28.5.2007 &{U&wd\wﬁm



UvVoD 3
PODEKOVANI 5
SOUHRN 6
SUMMARY 8
I. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
1. BIOLOGIE KRALIKA OBECNEHO
1.1. Puvod a rozsiieni kralika obecného 10
1.2. Produkce krali¢iho masa 11
1.3. Chov krilikii v Ceské republice po roce 1990 12
2. TRAVICI TRAKT KRALIKU
2.1. Anatomie a fyziologie traviciho traktu kralika 15
2.2. Ontonogeneze traveni kraliki 19
2.3. Role strevni mikrofléry v travicim procesu u kraliku 20
2.4. Cékotrofie 21
2.5. Vlaknina a jeji vliv na travici procesy u kraliki 22
2.5.1. Chemické slozeni vlakniny 22
2.5.2. Vliv vlakniny na traveni kralikd 26
3. PEKTIN
3.1. Struktura pektinu 28
3.2. Chemické a biologické vlastnosti pektinu 31
3.3. Metabolismus pektinu 32
3.3.1. Intracelularni metabolismus uronovych kyselin 34
3.3.2. Fermentace pektinu smeésnou kulturou mikroorganismi slepého
streva kralikd 37
3.4. Pektinolytické bakterie v travicim traktu kraliku 38
3.5. Vliv pektinu na travici procesy kraliki 39
IL. EXPERIMENTALNI CAST
4. MATERIAL A METODIKY
4.1. Seznam pouzitych chemikalii a pristroji 41

4.2. Izolace a charakterizace pektinolytickych bakterii ze slepého stireva kralika 42



4.2.1. Pouzita zvirata

4.2.2. Izolace a identifikace pektinolytickych bakterii
4.3. Pektin
4.4. Kultiva¢ni média
4.5. Kultivace smésnych kultur obsahu slepého stieva
4.6. Stanoveni ethanolu a tékavych mastnych kyselin
4.7. Stanoveni CO, , Hy a CHy
4.8. Stanoveni pektinu, glukosy, Skrobu a xylanu
4.9. Stanoveni suSiny a bunécné bilkoviny
4.10. Priprava buné¢ného extraktu
4.11. Stanoveni aktivity polygalakturonat lyasy
4.12. Stanoveni aktivity polygalakturonat hydrolasy
4.13. Stanoveni aktivity KDPG aldolasy
4.14. Syntéza KDPG
4.15. Viskozimetrické stanoveni

4.16. Vypocty

5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Metabolismus pektinu a glukosy a aktivity pektinolytickych enzymu
u Bacteroides caccae KWN izolovaného ze slepého streva kraliki

5.2. Metabolismus pektinu a glukosy a aktivity pektinolytickych enzymi
u kmene Bifidobacterium pseudolongum P6 izolovaného ze slepého
stfeva kralika

5.3. Pektinolytické enzymy ¢tyr kmeni bifidobakterii izolovanych
z traviciho traktu kralika

5.4. Fermentace pektinu ve smésné kulture mikroorganismu slepého

streva kralika

6. ZAVER

7. LITERATURA

ZVLASTNI PRILOHA

Publikované prace

42
42
43
43
45
46
46
47
47
47
48
48
48
49
49
50

51

56

59

63

65

67



UVOD

Kralik je v soucasné dob¢ zvitetem s hospodaiskym vyznamem i jednim z Zivocichd
bézn¢ pouzivanym v biomedicinském vyzkumu.

Kralici maji vhodné vlastnosti pro efektivni produkci-rychly rast, dobrou konverzi
krmiva a vysoky reprodukéni potencidl. Za pfedpokladu vyuZiti vSech vé€deckych poznat-
ki a jejich aplikace do praxe miizZe byt intenzivni chov rentabilni{ a spliiovat poZzadavky na
produkci dietniho krali¢iho masa s vysokym obsahem kvalitnich bilkovin a nizkym podi-
lem tuku a cholesterolu, maso kralikéi ma ptiznivé sloZzeni aminokyselin a obsahuje nékte-
ré vyznamné stopové prvky.

Z hlediska fyziologie vyZivy kralik patii mezi byloZravé savce s jednoduchym Zalud-
potravy smiené. Zadny savec totiz neni schopen vlastnimi enzymy travit rostlinné poly-
sacharidy, jedinou vyjimkou je §krob. Proto se travici ustroji byloZravych savct v pribéhu
evoluce uzpusobilo k vyuzivani energie ze strukturalnich polysacharidi a bylozravci
vytvofili symbiosu s mikrobidlni populaci, ktera jim potfebné enzymy poskytuje. Kralik
hosti symbiotické mikroorganismy v tlustém a piedevSim v slepém stieve, které se
postupné preménilo v mohutny organ se silnou fermentacni aktivitou. Produktem mik-
robidlni fermentace rostlinnych polysacharid(i jsou pfedevSim tékavé mastné kyseliny
s kratkym fetézcem: octova, propionova, maselna, valerova a kapronova, které po resorp-
ci do krve hradi u kralikt az 40% zakladni metabolické potfeby energie. Znac¢nou nut-
ricni hodnotu maji tézZ Ziviny obsazené v bakterialnich burnikach, proteiny, sacharidy, lipi-
dy a vitaminy B a K. Pro jejich ziskani a vyuziti praktikuji kralici c€kotrofii, neboli poziraji
tzv. ,,mc¢kké“ vykaly, coz je vlastn€ obsah slepého stieva. Cékotrofii nelze zaménovat
s koprofagii neboli poziranim vykald, kterou praktikuje fada zivo¢iSnych druhi.

Pektin je jednim z rostlinnych polysacharidd, které tvofi hlavni potravu krélika. Je
to strukturalni heteropolysacharid, tvoreny linedrnim fetézcem kyseliny polygalakturo-
nové spojené vazbou a1 — 4). Pektin se fadi mezi tzv. ,snadno stravitelnou vidkninu®,
jeho utilizace travicim traktem kraliki je vysoka a proto jeho mnoZstvi v potravé vyznam-
n¢ ovliviiuje travici procesy a tim i zdravotni stav kraliki. Znamym problémem u kralikd,
piedevsim v obdobi po odstavu, je mala tolerance vétSich mnozstvi Skrobu. Pfi pretizeni
zadni ¢asti traviciho traktu Skrobem dochazi snadno k pomnoZeni enterotoxickych bak-
terii, tyto bakterie produkuji toxiny a u kralik pak dochazi k fatalnim prijmém. Proto se

¢ast Skrobu v potravé kralikli nahrazuje predevsim snadno stravitelnou vlakninou. V sou-



casné dobé je provadén intenzivni vyzkum, ktery se tyka slozeni krmnych smési pro kra-
liky, kde optimalni pomér pektinu hraje vyznamnou tdlohu.

Jedingm pracovitem v Ceské republice, které se fyziologii traveni hospodaisky
vyznamnych savci dlouhodobé a systematicky zabyva je Ustav Zivodisné fyziologie
a genetiky AV CR. Zmifime konkrétné Laboratof fyziologie vyzivy se sidlem v Praze-
Kréi. Tradice této laboratofe sahaji na pocatek sedmdesatych let minulého stoleti.
Pracovnici laboratofe navazuji na praci jejiho zakladatele dr. BartoSe a rozsiftili
bachorové studie o vyzkum fermentacnich procesi v zadnich oddilech trévictho traktu
kralikt, driibeze a prasat. Tato situace trvd dodnes. Experimenty popisované v této
disertacni préci jsou soucasti vySe uvedené¢ho vyzkumného usili. Jejich cilem bylo ptispét
k poznani metabolickych procest, které se podileji na traveni pektinu, vyznamné slozky
potravy kralikd.

Od roku 2001 se naSe laborator podilela na ¢innosti Akce 848 ,,Rabbits* programu
COST. Nasim piispévkem bylo feSeni projektu ,,Isolace a charakterizace amylolytickych,

pektinolytickych a hemicelulolytickych bakterii ze slepého stfeva kralikG“.
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SOUHRN

Kralik je soucasn¢ zvifetem s hospodarskym vyznamem i jednim z zivocichli bézné
pouzivaném v biomedicinském vyzkumu. Cilem této prace bylo piispét k objasnéni
metabolismu pektinu, jedné z vyznamnych slozek potravy kralikd, u bakterif z traviciho
traktu.

Kmen Bifidobacterium pseudolongum P6 utilisoval vS§echnu glukosu a témér vSechen
pektin, kultury rostouci na glukose produkovaly vyznamné vice formidtu, laktatu a etha-
nolu a méné acetdtu a sukcinatu nez odpovidajici kultury na pektinu. Pektin byl degra-
dovan pidsobenim polygalakturonat hydrolasy, aktivita polygalakturonat lyasy nebyla
detekovana. B. pseudolongum P6 mél aktivitu 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonat aldolasy
(KDPG aldolasy), monomerni jednotka pektinu je v buice metabolisovdna modifikova-
nou Entner-Doudoroffovou drahou, zatimco 6-fosfoglukonat, produkt utilizace glukosy,
metabolisovan neni. Konvencni Entner-Doudoroffova drdha degradace glukosy tedy
u tohoto kmene neprobihd. K metabolismu glukosy je tudiz vyuZivana glykolysa.

U kmene S. bovis X4 nebyla nalezena aktivita KDPG aldolasy coz miize byt divod,
pro¢ tento kmen neni schopen vyuZit degradacni produkty pektinu. U kmene S. bovis X4
byla nalezena aktivita polygalakturonat hydrolasy i polygalakturonat lyasy, aktivita poly-
galakturonat hydrolasy byla velmi nizka.

Bacteroides caccae KWN utilizoval vSechnu glukosu a téméf vSechen pektin.
Kultura rostouci na pektinu produkovala vyrazné vice acetatu a méné formiatu, laktétu,
fumarétu a sukcinatu nez kultura rostouci na glukose. Pektin je u této bakterie degrado-
van extracelularni hydrolasou, kterd $tépi polymer od konce a extracelularni lyasou
s nahodnym tc¢inkem uvnitf fetézce. Intracelularni metabolismus D-galakturonatu pro-
bitha modifikovanou Entner-Doudoroffovou metabolickou drdhou. Konvenéni Entner-
Doudoroffova draha metabolismu glukosy u Bacteroides caccae KWN neprobiha.

Kmeny Bifidobacterium pseudolongum P13, Bifidobacterium pseudolongum G1,
Bifidobacterium globosum G4 a Bifidobacterium globosum P11 degraduji pektin plsobe-
nim polygalakturonat hydrolasy, polygalakturonat lyasa nebyla detekovana, podobné
jako u Bifidobacterium pseudolongum P6 v predchozim pokusu. U kment B. pseudolon-
gum P13, B. globosum G4 a B. pseudolongum G1 je polygalakturonét hydrolasa typu
,€x0“, zatimco u kmene Bifidobacterium globosum P11 je typu ,,endo®.

Ve smésnych kulturach mikroorganismi obsahu slepého stfeva kralikt se fermen-

tace pektinu vyznacovala vysokym podilem acetdtu a nizkym zastoupenim ostatnich



metaboliti. Mezi metabolity pektinu a Skrobu ve smésnych kulturdch byly obdobné roz-

dily jako mezi pektinem a glukosou v ¢istych kulturach bakterii slepého streva kraliki.



SUMMARY

The digestive system of the rabbit is characterized by the relative importance of the
ceacum and colon when compared with other species. As a consequence, the microbial
activity of the caecum is of great importance for the processes of digestion and nutrient
utilization. The aim of this study was to extend the knowledge on pectin metabolism in
bacteria from the rabbit caecum.

Bifidobacterium pseudolongum P6 utilized almost all glucose and ca 76% of pectin.
Cultures grown on glucose produced significantly more formate, lactate and ethanol per
gram of substrate used and less acetate and succinate than corresponding cultures grown
on pectin. In cultures B. pseudolongum P6 pectin macromolekule was degraded by the
action of extracelullar pectinase. Pectate lyase activity was not present in cells or culture
supernatant fluids of this bacterium.

Streptococcus bovis X4 possessed both pectate lyase and pectinase activity. Activity
of pectinase, however, was very low. Activity of 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate-
aldolase (KDPG aldolase) was found both in pectin- and glucose-grown cells of B. pseu-
dolongum. The cell extract did not metabolize 6-phosphogluconate. We cann assume that
acidic products of pectin degradation are catabolised via a modified Entner-Doudoroff
pathway. The KDPG aldolase activity was not found in cells of Strep. bovis. None of the
enzymatic activites was found in strain N13 of Bifidobacterium sp.

Molecular-genetic analysis identified the KWN isolate as a strain of B. caccae with
98% identity of 16S rDNA sequence. B. caccae KWN utilized almost all glucose and 81%
of pectin. Cultures grown on pectin produced significantly more acetate and less forma-
te, lactate, fumarate and succinate than cultures grown on glucose. Pectin macromoleku-
le was degraded by the action of pectate lyase and pectinase Specific activities of both
enzymes were higher in culture supernatants than in cell extracts. Action pattern of pec-
tic enzymes was determined by viscosimetric and reaction product analyses. Comparison
of the time course of the concentration of reducing sugars and relative viscosity indica-
ted that the pectinase has an exo-type mode of action in B. caccae KWN, but an endo-
type mode of action in Strep. bovis X4. Action pattern of lyases were similar in both bac-
teria. In former work was the lyase of Strep. bovis X4 identified as endopolygalacturonate
lyase, so we propose that an enzyme the same type is produced in pectin-grown cultures
of the strain KWN.



Both pectin- and glucose-grown cells of B. caccae KWN possessed activity of KDPG
aldolase. Phosphogluconate was not metabolised by the cell extract of this strain, this
indicates that the conventional Entner-Doudoroff pathway of glucose metabolism cannot
operate in B. caccae KWN.

Strains of Bifidobacterium pseudolongum P13, Bifidobacterium pseudolongum G1,
- Bifidobacterium globosum G4 and Bifidobacterium globosum P11 possessed activity of
pectinase but activity of pectate lyase was absent similar. The pectinase of strains
Bifidobacterium pseudolongum P13, Bifidobacterium pseudolongum G1, Bifidobacterium
globosum G4 has an exo-type mode of action, Bifidobacterium globosum P11 has an endo-

type mode of action.



I. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1. BIOLOGIE KRALIKA OBECNEHO

1.1. Pivod a rozsireni kralika obecného

Krélik doméci (Oryctolagus cuniculus, var domestica) je domestikovanou formou
divokého kralika a vSechna existujici plemena kralikd pochéazeji pouze z tohoto druhu.
Zoologicky zafazujeme kralika divokého mezi obratlovce do tiidy savcii. Podle paleonto-
logickych nalezi bylo prokazano, ze kralici a zajici se vyvijeli samostatné, rozdilné od pra-
vych hlodavct jako jsou morcata a mysi, a proto byli zarazeni do samostatného fadu zaji-
covci (Lagomorfa), Celedi zajicoviti (Leporidae) a rodu kralik (Oryctolagus). Spole¢nou
charakteristikou rfadu zajicovcil je typicky zubni vzorec s velkym a stale doristajicim
parem fezaki v horni i dolni éelisti. Za kazdym hornim fezakem vyrista dal$i maly pod-
pe€rny zub, ktery pravym hlodavcim chybi. Dalsi biologickou charakteristikou fadu je
provokovana ovulace. Kralik patii mezi byloZravce s dobrou schopnosti rozmnozovani .

V paleontologickych vykopavkach zejména z obdobi rannych tietihor byly objeveny
pozistatky pfedchiidci dnesSnich kraliki z ¢eledi zajicovitych, ktefi se nevyskytovali na
uzemi Evropy, ale byli rozSifeni v Americe a Asii. V obdobi pozdnich tietihor se presu-
novali z Asie do Evropy a od konce ¢tvrtohor do doby ledové pravdépodobné jiz obyvali
Evropu. V dobé ledové byli vytlaceni na jihozapad Evropy a sever Afriky a po ustupu
ledovci krali¢i populace opét migrovaly do stfedni Evropy.

Prvni zpravy o vyskytu krélikii na jihu Pyrenejského poloostrova pochazeji od
Fénicand, ptiblizné€ z roku 1100 pf. n. I. K domestikaci dochézelo kolem 2.-5. stoleti n. 1.
zejména v jihozapadni Evropé, Francii a Belgii. Pravd domestikace zacala pravdépodob-
né v 16. stoleti v klasternich chovech v tzv. leporariich. V této dobé se zacaly vybirat
k zdmérnému pafeni nové mutace, které se projevily v Siroké paleté barev a struktury
srsti, vytvofily se rozdily v Zivé hmotnosti. Za nejnapadnéj$i domestikacni znaky lze u kra-
likG povazovat podstatné zvySeni Zivé hmotnosti a zmény ptivodniho ochranného zbarve-
ni souvisejici s rozvojem albinotickych forem, barevnosti a strakatosti.

Na tizemi Cech se kralici vyskytovali jiz ve 13. stoleti, kdy se piivazeli jako lovna
zvet z Némecka. Pozdéji byli kralici chovani ve stajich, kde Zili pod velkymi hospodai-
skymi zvitaty. Chov kraliki se v Cechéach zacal rozvijet v 60. letech 19. stoleti. Koncem

19. stoleti byla vyslechténa prvni éeska plemena Cesky straka¢ a Moravsky modry. K vel-
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kému rozvoji chovu kraliki u nds do$lo mezi svétovymi valkami, kdy byla vySlechténa
dalsi ceskd plemena kralikd. Na zacatku 90. let 20. stoleti doSlo k novému budovani
faremnich chovi kralika a poklesly stavy kralik chovanych v drobnych chovech a i jed-
notlivych chovanych plemen.

Kralici se chovaji na produkci kozek, produkci angorské viny, jako laboratorni zvi-
fata a predevSim na produkci masa. Kozky jsou vyuzivany v textilnim pramyslu jako koze-
Siny a jako suroviny pro vyrobu kloboucnické plsti. Angorska vlna je produkovana ple-
menem kralik angorsky a je cen€na zejména pro svou lehkost, jemnost, délku vlakna,

izolaéni a antirevmatické vlastnosti.

1.2. Produkce krali¢ciho masa

Z jednotlivych produktd chovu kralikd ma v souc¢asné dobé€ nejvétsi vyznam pro-
dukce masa. ZvySujici se zajem o produkci krali¢iho masa souvisi pfedevsim s racionalni
vyzivou, presto vSak zlstava krali¢i maso pres sv€ nesporné vyznamné nutri¢ni a senzo-
rické vlastnosti pouze doplitkovym masem. Ve svété se jej v soucasné dobé ro¢né produ-
kuje asi 1-1,3 milionu tun, zna¢né problematické jsou odhady produkce z tradi¢nich
chovii. Mezi nejvetsi svétové producenty kralictho masa patii Italie (300), Rusko (200),
Francie (150) a Cina (120), v zdvorkdch uveden roéni objem produkce tis. tun. Ten je
v CR odhadovén na 36 tis. tun. Ceska republika se roéni spotfebou cca 3 kg na obyvate-
le fadi mezi zemé s pomérné vysokou konzumaci krali¢iho masa, v pievazné mire se vSak
jedna o produkci drobnych, tradi¢nich chovii.

Krali¢i maso patii mezi dietni masa s vysokym obsahem bilkovin a nizkym podilem
tuku a cholesterolu, ma priznivé sloZzeni aminokyselin, obsahuje nékteré vyznamné sto-
pové prvky. Produkce masa kralikii souvisi podobné jako u jinych druht hospodariskych
zvitat s reprodukci, ristem a slozenim jateéného téla. Reprodukéni schopnosti kralikt
jsou dobré a kralici maji vysokou intenzitu riistu.

Maso krélikl se fadi mezi tzv. bild masa s jemnymi svalovymi vlakny. Ve srovnani
s masem jinych druhid hospodaiskych zvitat je krali¢i maso bohatsi na bilkoviny, n¢které vita-
miny a mineralni latky. Stravitelnost bilkovin krali¢tho masa je 95%. Z vitamint je kralici
maso v porovnani s jinymi druhy mas bohaté na kyselinu nikotinovou a na kyselinu pantot-
henovou.

Tuk obsahuje esencidlni mastné kyseliny, ma niz$i obsah kyseliny stearové a olejové nez
tuk jinych zvitat. Pomérné vysoky je podil polynenasycenych mastnych kyselin a nizky pomér

n6/n3 mastnych kyselin. V krali¢im mase je 57-59% nenasycenych mastnych kyselin. Kralici

Yov s
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Tab. 1 Porovnani obsahu zivin v 1 kg masa jednotlivych druht hospodaiskych zvitat

Zivina
Druh masa N-latky (g) Tuk (g) Popeloviny (g) Voda (g)
Hovézi libové 20,0 12,0 1,0 66,5
Hovézi tuéné 15,5 35,0 0,7 49,0
Skopové libové 18,0 14,5 14 66,0
Skopové tuéné 15,0 31,0 1,0 53,0
Vepiové libové 17,0 21,0 0,8 61,0
Veprové tuéné 15,0 29,5 0,6 54,4
Kufeci 19,5 12,0 1,0 67,0
Kralici 21,0 8,0 1,0 70,0

Tab. 2: Obsah mineralnich latek v mase jednotlivych druhl hospodafiskych zvitat

Minerélni latka (mg/kg)
Druh masa Viépnik Fosfor Draslik Sodik Zelezo
Hovézi libové 12 195 350 65 3,0
Hovézi tuéné 8 140 350 65 2,5
Skopové libové 10 165 350 75 1,5
Skopové tuéné 10 130 350 75 1,0
Vepiové libové 10 195 350 70 2,5
Vepiové tuéné 9 170 350 70 2,2
Kureci 10 240 300 70 1,5
Kraélici 20 350 300 40 1,5

1.3. Chov krilikd v Ceské republice po roce 1990

K intenzivnimu rozvoji faremnich chovi doslo v souvislosti se zménénymi politic-
kymi a ekonomickymi poméry po roce 1990. Od roku 1991 stouply celkové stavy kralika
v priméru z 12 mil. kust na 14,5 mil. kus v roce 1997. Kralici jsou chovani ve velkocho-
vech a stfednich chovech, které slouzi pro dodavky na vnitini chov a predevS§im pro
export. Ddle jsou chovani v malochovech, které slouzi pro samozéasobeni a pfimy prode;.
Béhem let 1991 az 1997 se zménil pomér chovanych zvitat z faremnich chovli a malo-
chovii. Zatimco v roce 1991 byl podil kraliki z faremnich chovii 7,7% z celkového poctu
jate¢nych kralik nakoupenych na porazku a export, v roce 1997 uz ¢inil 61,4%. Obdobné
je tomu v EU, kde podil kralikd produkovanych z intenzivnich faremnich chovii byl 60%
v roce 1997.
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Rist stavil kraliki pokracoval az do roku 1999 a to jak ve faremnich chovech, tak
1v malochovech. Od roku 2000 do roku 2002 je situace opacna. Stavy kralikti celkem proti
roku 1999 zaznamenaly pokles (o 27,8%) a to pifevazné u malochovi, ale u faremnich
chovi stavy kralik( vzrostly o 29,5%. V roce 2003 doslo k mirnému néridstu poc¢tu cho-
vanych kralikd, v roce 2004 v§ak doslo opét k poklesu.

Technologické postupy faremnich chovi v CR jsou propracovany, napi. 90% kralic
je inseminovano, systémy produkce jsou sice srovnatelné s drovni chovli v EU, dosazené
vysledky jsou viak aZ na vyjimky niz$i. V CR je v soucasné dobé cca 140 faremnich chovi,
jejich velikost je vSak rlizna (situace zmapovédna ve 136 chovech). Vyrazné prevladaji
chovy s poctem krélic do 50 ks (jejich primérny pocet je cca 35 kusi). Otazkou je, zda se
v tomto piipadé da viibec hovofit o faremnim chovu. V CR, narozdil od napi. Polska
nebo Mad’arska, je prakticky nulova finan¢ni podpora chovateld. VSichni nasi chovatelé
vyuzivaji pro chov brojlerovych krélikii budovy, které diive slouzily jinym uceliim
(kraviny, teletniky aj.). Kralik chovany ve vét§im méfitku je vSak naro¢ny na prostredi, je
tfeba zajistit teplotu mezi 14-16 °C, vyménu vzduchu 3-4 m3/kg/h0d piirychlosti proudéni
mezi 0,2-0,4m/s atd., coZ byva v adaptovanych prostordch problém. Adaptované objekty
také vEétSinou neumoznuji turnusovy systém chovu (plna-prdzdna c¢ast haly), ktery je
naprosto b€Zny u prasat ¢i dribeze. Jsou-li v jednom objektu ustijeny zpravidla
kontinualné€ vSechny kategorie chovanych zvifat (kralice s mlad’aty, odchov, vykrm), diive
nebo pozdéji se tato skuteénost promitne do zhorSeni zdravotniho stavu a poklesu
uzitkovosti.

Pokud ma byt faremni chov brojlerovych krélik( dostate¢né€ rentabilni, je mj. tieba,
aby na jednu inseminaci bylo vyprodukovano 14-15 kg jate¢nych kralikd (v zivé hmot-
nosti). Tomu odpovida 56-60 vykrmenych krélikd na jedno misto pro chovnou kralici.
Tyto vysledky Ize v CR povazovat za $pickové a jsou priabézné dosahovany v necelé &tvr-
tin€ chovi, ve faremnich chovech zapadni Evropy se jedna o vysledky primérné. Na sou-
¢asné stagnaci (az na vyjimky nevznikaji nové chovy, cela fada chovateli svou ¢innost
ukoncila, resp. o tom uvazuji) se rovnéz podili pomérné vysoké soucasné ceny komplet-
nich krmnych smési a stagnace cen zemédélskych vyrobkd. Je to viak $koda, protoze kva-
litni chlazené krali¢i maso je jednou z mala komodit, kde poptavka v zemich zapadni

Evropy pfevySuje moznost naSeho exportu (Mach a kol. 2005).
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Tab. 3: Stavy kraliki v tis. ks
Druh chovu 1992 1993 1994 1995 1996 1997
Faremni 285 332 391 454 512 558
Malochovy 13350 11908 14100 13550 13730 14020
Celkem 13635 12241 14491 14004 14232 14578
Druh chovu 1998 1999 2000 2001 2002 2003
Faremni 579 599 817 776 776 826
Malochovy 14700 16200 13337 11942 11345 11310
Celkem 15279 16799 14154 12818 12121 12136
Tab. 4: Spotieba krali¢tho masa v CR v kg na obyvatele
Rok 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000
Spoticba 3,6 35 35 34 34 35 33 3,1 3.0
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2. TRAVICI TRAKT KRALIKA

2.1. Anatomie a fyziologie traviciho traktu kralika

Kralik patii mezi bylozravce (Herbivora). Bylozravci maji travici trakt prizpisoben
k vyuziti rostlinné potravy. Travici Ustroji (apparatus digestorius) umoznuje organismim
ziskat z pfijaté potravy vSechny latky potfebné ke stavbé vlasniho téla a k tvorbé energie
pro zachovu vlastniho Zivota, k pohybu, k produkci riiznych tkéni téla, véetné hospodai-
sky vyuzitelnych casti a k reprodukci.

Zacina v hlavé dutinou ustni (cavum oris), kterd je vybavena jazykem, slinnymi Zla-
zami a zuby (dentes) jeZ jsou upraveny podle druhu Zivocicha a pfijimané potravy. U kra-
lika jsou fezaky hypselodontniho typu-stile dorfistaji, ostatni zuby jsou brachyodontni.
Zubni vzorec kralika je nasledujici: 2 0 3 3 nahofe a 1 0 2 3 dole. Travici astroji pokracu-
je hltanem (pars oralis pharyngis) a pak jako vlastni travici trubice (canalis alimentarius),
ktera je rovnéz rizné upravena. Nasleduje jicen (esophagus) a zaludek (ventriculus), roz-
déleny na nékolik oddili podle anatomie a funkce. V téchto oblastech jsou rizné typy
Zlaznaté sliznice, ve fundalni a pylorické ¢asti se ve vétsi mife vyskytuji buriky hlavni
(sekretuji pepsinogen), kryci (sekretuji HCI) a vedlejsi, produkujici hlen (mucin). Dals{
c¢asti traviciho ustroji je tenké stievo (intestinum tenue), anatomicky délené na dvanac-
ternik (duodenum), la¢nik (jejunum) a kycelnik (ileum). Dvanécternik je od la¢niku zfe-
teln€ oddélen (flexura duodenojejunalis), prechod la¢niku v kycelnik jiz neni patrné. Do
dvanacterniku vstupuji vyvody slinivky bfi$ni a Zlu¢ovodu (ductus choledochus) ve dva-
nacternikovém ohbi (flexura duodeni caudalis). Cely vnitini povrch tenkého stieva je
pokryt fasnatou sliznici, ktera tvofi klky (vili intestinales) vysoké cca 0,5-2,0 mm a mikro-
klky. Tim se vyznamné€ zvét$i resorpéni plocha na nékolik desitek m* (Marvan 1992,
Koenig a kol. 2002).

Travici trubice pokracuje jako tlusté sttevo (intestinum crassum) d€lené na colon
ascendens, colon transversum a colon descendens (tra¢nik vzestupny, pficny a sestupny)
a je zakoncena konecnikem (rectum). Cely travici trakt se navenek otevira fitnim otvo-
rem (anus) a uzavira dvojitym mohutnym svéra¢em (musculus sphincter ani internus exter-
nus). Soucasti tlustého streva je stievo slepé (caecum) s viditelnou zakladnou (basis ceci),
mohutnym télem (corpus ceci) a je zakonceno asi 15 cm dlouhym piivéskem-hrotem
(apex ceci). Morfologicky jsou na tlustém a slepém stfevu patrny ténie a hily, které napo-

mahaji motorice stfeva a resorpci vody. Tlusté (a slepé) sttevo nema vyvinuty klky, zato
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krypty jsou hluboké. Vysvétleni této skuteé¢nostli podava embryologie. Pivodné zalozené
klky srostly a tim se zna¢n€ prohloubily krypty (Marvan 1992, Koenig a kol. 2002).

K travici trubici patii také velké organy dutiny bfiSni-jatra (hepar) a slinivka bfis$ni
(pankreas). Nejvyznaméj$im produktem jater je Zlu¢ (bilis) a pfedevSim v ni obsazené
cholové kyseliny, které emulguji tuk a tim usnadnuji jeho St€peni lipasami a vstfebavani.
Slinivka bfiSni produkuje pankreatickou Stavu, tj. smés proteas (jejich neaktivnich
forem), lipas, nukleas a amylasy. V zZaludku dochazi a¢inkem pepsinu a nizk¢ho pH
k denaturaci proteini krmiva a jejich ¢aste¢nému Stépeni. U kralikl je Zaludek stale
z ¢asti zaplnén, pH kolisa od 1 do 5 v zavislosti na ¢asti zaludku a pfitomnosti nebo absen-
ci ,mékkych“ vykalt a dob¢ pfijmu potravy (Griffiths 1963).

V tenkém stfevé probiha za tucasti enzymi travicich $fav (pankreatické, stfevni
a zluce) hydrolyza vSech tif zakladnich slozek potravy (bilkoviny, sacharidy a lipidy) na
nizkomolekularni latky rozpustné ve vodé a jejich vstiebavani (Marvan 1992, Koenig
a kol. 2002).

Slepé stfevo je vakovity organ dosahujici nejvétS§ich rozméri u nepiezvykavych
bylozravci. U kralika je dlouhé asi 40 cm, jeho hmotnost je asi 25 g a pojme az 100 g tra-
veniny, tj. cca 40% (Gidenne 1996). Z celkové hmotnosti orgénii traviciho traktu pfipa-
da u kralika na slepé stievo 35% (Marounek a kol. 1999).

Fyzikaln€-chemické parametry ve stifevnim systému jsou dosti stalé navzdory che-
mickym zménam, ke kterym pfi fermentaci dochdazi. Stfevni prostfedi se vyznacuje anae-
robiosou, kontinudlnim pritokovym charakterem, hodnotami pH v rozmezi 5,8-7,2 a tep-
lotou 39-40°C. Prostredi zadnich oddill traviciho traktu charakterizuje vy$8i viskozita
dana vy$Sim obsahem suSiny a pfitomnosti mucinu.

Mikroorganismy se zde acastni traveni zivin, které nebyly vyuzity v Zaludku a ten-
kém strevu (pektin, celulosa, hemicelulosy apod.). Ze slepého a tlustého stieva je také
vstiebavano vyznamné mnozstvi vody, ionti predev§im sodnych, draselnych, vapenatych
a hotecnatych kationtl spole¢né s chloridovymi a fosfore¢nanovymi anionty. Doba zdr-
Zeni tekutiny ve stievé kraliki je daleko vétsi nez doba zdrzeni pevnych ¢astic. Retenéni
¢as pro kapalnou fazi se uvadi mezi 16 a 42 hodinami, zatimco pro hrubé ¢astice je to jen
7 az 16 hodin (Gidenne 1996).
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Obr. 1. Schéma mikroskopické stavby travici trubice (podle Marvana 1992)

1-sliznice, 2-podslizni¢ni tkan, 3-svalova vrstva, 4-povrchova vrstva, 5-epithel, 6-vlastni
list sliznice, 7-svalovina sliznice, 8-vnitini (kruhové) svalova vrstva, 9- vn€jSi podélna sva-
lova vrstva, 10-serosa, 11-adventicie, 12-zaludecni zlazy, 13-stfevni klky, 14-stfevni Zlazy,

15-dvanacternikové Z1azy ve slizni¢ni vrstve, 16-zlazy tlustého stieva, 17-mizni uzliky

17



Obr. 2. Anatomicka stavba travici trubice krélika (podle Strawa 1988)

Zaludek E:

Pankreas

Appendix Tenké stfevo

Slepé stievo

Tlusté stfevo

Koneénik
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2.2. Ontonogeneze traveni kraliki

Zptisob traveni kralikG se po narozeni vyviji podobné jako u jinych Zivocicha.
Riizné oddily traviciho systému se vyvijeji rtizn€ rychle. Slepé stievo a kolon se vyvijeji
rychleji nez zbytek téla v obdobi od 3 do 7 tydne véku, zatimco relativni velikost tenkého
stfeva a Zaludku se od 3 do 11 tydne neméni. Slepé stievo dosdhne své velikosti mezi 7-9
tydnem v&ku (Carabano a Picquer 1998).

Zasadnich zmén doznévaji také enzymové aktivity, které se u kralika vyznamné
podileji na rozkladu potravy. Zlomovym momentem u vSech savcl je odstav-pfechod
z mlé¢né stravy na tuhou potravu. U 4-tydennich krélicat aktivita zalude¢ni lipazy repre-
zentuje vétSinu lipolytické aktivity celého traviciho traktu, u 3-mésic¢nich kralika uz jeji
aktivita neni detekovatelnd (Marounek a kol. 1995). Odstavem se téZ méni Zaludec¢ni pro-
tedza. V obdobi mlécné vyZivy je ji rennin, ktery ma schopnost mlé¢nou bilkovinu srazet
do podoby vlocek tak, aby ze Zaludku rychle neodesla. Mé optimalni pH asi 4, coz odpo-
vid4 nizké zaludecni kyselosti u sajicich kralikd. Po odstavu je Zalude¢ni proteasou pep-
sin s pH optimem kolem 2.

Po odstavu velmi vzrostou aktivity enzymd, které v tenkém streve $tépi Skrob a pro-
dukty jeho ¢aste¢né hydrolyzy, tj. aktivity amylasy a maltasy. Prvni 2 tydny jsou jejich akti-
vity nepatrné, v 3. a 4. tydnu Zivota a déle po odstavu se vSak prudce zvysi. Mezi naroze-
nim a odstavem vzrostou 7-9x aktivity proteolytickych enzymi, trypsinu a chymotrypsinu,
po odstavu se jiz méni malo. V disledku pf{jmu pevného krmiva se méni i aktivity enzy-
mi ve slepém stiev€. Dospéli kralici maji signifikantné vyssi aktivity pektinas a celulas
nez kralici pred odstavem (Marounek a kol. 1995).

Také mikrobidlni osidleni traviciho traktu neni béhem vyvoje konstantni. U Cerstvé
narozenych krdlicat je travici trakt sterilni. Béhem prvniho tydne Zivota je kolonizovan
fakultativné anaerobnimi bakteriemi, predevSim rody Streptococcus a Enterococcus.
Predni ¢ast traviciho traktu zdstava prakticky sterilni 3 tydny po narozeni (tj. do pocétku
cékotrofie), divodem je pritomnost antimikrobidlnich latek, kyseliny kaprylové a kapri-
nové, v mlééném tuku krélikd. Fakultativné anaerobni bakterie jsou po zacatku piijmu
pevné potravy vystfidany bakteriemi pfisné anaerobnimi, predev§im rodem Bacteroides,
dale rody Bifidobacterium, Bacillus a v mensi mite i Clostridium. Malé pocty streptokoki
a enterokok zlistavaji v travicim traktu i nadale. Osidleni traviciho traktu je dokonéeno
pfichodem metanogennich bakterii, ke kterému dochazi az ve véku 6-8 tydnt (Gouet
a Fonty 1979, Gidenne 1996, Marounek 1999).
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2.3. Role stfevni mikrofléry v travicim procesu u kraliki

Ptitomnost mikrobialni populace ve slepém stfevé spole¢né s cékotrofii umoziiuje
kralikGim ziskavat z rostlinné potravy energii, aminokyseliny a vitaminy. Mikroorganismy
jsou vSak pfitomny ve vSech usecich travici trubice. Dutina dstni, slepé a tlusté stievo jsou
nejvice osidleny, nejméné je osidlen zaludek a horni ¢ast tenkého stieva.

Za nejhojnéji zastoupeny bakteridlni rod byl dosud povazovan rod Bacteroides
(Gouet a Fonty 1979, Forsythe a Parker 1985). Cortez a kol. (1992) ve stfevé nalezli
kromé& rodu Bacteroides téz rody Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Escherichia
a Clostridium. BéZznym obyvatelem slepého stieva je také rod Bifidobacterium. Dale zde
byly nalezeny kvasinky Cyniclomyces guttulatus ( 106/g). Symbioticka protozoa ani anae-
robni houby nebyly pozorovany. Je diilezité zminit, Ze vétSina bakterii traviciho traktu je
pravdépodobné nekultivovatelnd v Cisté kultufe. Podle de Rozas a kol. (2002) je kultivo-
vatelnych méné nez 25% bakterii ze slepého stfeva kralika. VySe uvedené vysledky byly
ziskany pomoci klasickych mikrobiologickych a biochemickych metod. Je vSak ziejmé, ze
dosavadni poznatky o mikrobidlnim osidleni traviciho traktu kralikd se budou ménit
s tim, jak bude pokracovat mapovani osidleni za pomoci genetickych metod. Abecia
a kol. (2005) mapovali bakteridlni diverzitu slepého stfeva kralikii za pouziti PCR.
Identifikovali 44 novych bakteridlnich druhd a zfejmé dokonce i bakterialn{ rod, ktery
nebyl dosud popsan. Je zajimavé, Ze nebyla nalezena Zadna sekvence odpovidajici skupi-
né Bacteroides/Prevotella, jejiz zastupci byli zatim vzdy ve slepém stfevu krélika identifi-
kovéni. Vyskyt novych sekvenci je u kralik( vysoky a ziejmé souvisi s cékotrofii.

Mikroflora v zaludku obsahuje hlavné striktni anaeroby (bakteroidy) a je vysledkem
recyklace bakteridlni fléry pfi cékotrofii. Bakterie, které se timto zptisobem do zaludku
dostavaji, jsou straveny, ¢imz kralik ziska hodnotné bakteridlni proteiny a nckteré vita-
miny (Jilge a Meyer 1975).

Mnozstvi bakterii v distalni ¢asti traviciho traktu je 100-1000x vyss$i nez v tenkém
stiteve. Pocet kultivovatelnych mikrobd se ve slepém stievé pohybuje mezi 1010 az 1012
v 1 g trdveniny (Gouet a Fonty 1979).

Emaldi a kol. (1979) ve své studii uvadi, ze dtlezité enzymatické aktivity stifevni
mikrofléry jsou deaminacni, ureolyticka, proteolyticka, amylolytickd a v malé mife i celu-
lolyticka. Dalsi velmi vyznamné enzymatické aktivity jsou xylanolytickd a pektinolyticka
(Forsythe a Parker 1985, Marounek a kol. 1995).

Vysledkem fermentacni aktivity stfevni mikroflory jsou tékavé mastné kyseliny
(TMK), amoniak a metan. U dospélych kralikt jsou TMK produkovany v mnozstvi 60-

80 mmoli acetatu, 8-20 mmold butyratu a 3-10 mmolt propionatu na 100 mmold TMK.
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V malé mife jsou produkovany téz isobutyrat, valerat, isovalerat a kapronat (Gidenne
1997). Koncentrace TMK je nejvy$si (az 100 mmol) ve slepém stieve, nizsi (asi S0 mmol)
v tlustém stieve a nizka (asi 10 mmol) v zaludku a tenkém stfevé. Tyto proporce jsou vSak
ovlivnény denni dobou (cékotrofie), vékem kralika a druhem potravy. Profil produkova-
nych TMK je pro kralika specificky, propionatu vznikd méné neZ butyratu, u ostatnich
zivociSnych druh@ tomu tak zpravidla neni. Bakteridlni traveni se tyka hlavné polysacha-
ridid, které tvofi nejvétsi dil rostlinnych krmiv (celulosa, hemicelulosy, pektin, $krob)
(Marty a Vernay 1984).

2.4. Cékotrofie

Cékotrofie je prijem specifickych vykald, tzv. ,,mékkych* vykalt, pochazejicich ze
slepého stfeva. Rozdil mezi ,mékkymi ,, a ,tvrdymi“ vykaly se vytvafi béhem prichodu
traveniny slepym stfevem a proximdlnim kolonem. Podle Bjoernhagena (1972)
a Pickarda a Stevense (1972) se ,,tvrdé vykaly tvofi mechanickou separaci traveniny, ve
vodé rozpustné ¢astice a malé ¢astice (v priméru mensi nez 0,3 mm véetné bakterif) jsou
transportovany zpét do slepého stfeva pomoci antiperistaltickych pohybl a zpétného
toku traveniny. Vetsi ¢astice (v praméru vétsi nez 0,3 mm) piechazeji do distalni casti
kolonu a tvoff ,, tvrdé“ vykaly. Béhem cékotrofické faze prochazi travenina slepym stie-
vem bez vétsich zmén (pouze zmény v obsahu vody a mineralt), motilita slepého stfeva
a kolonu je béhem cékotrofické faze minimalni. ,,M¢&kké“ vykaly krélici poziraji ptimo od
andlniho otvoru jiZ asi od 20. dne od narozeni (Gouet a Fonty 1979, Carabano a Piquer
1998).

Cékotrofie u kralik predstavuje specializovanou strategii umoznujici ziskat Ziviny
obsazené v bakteridlnich bunikich, hlavné proteiny a lipidy, a rovnéZ vitaminy skupiny
B a K. Cékotrofii kralici vétSinou provozuji v rannich hodinach a béhem této doby nevy-
lucuji ,,tvrdé* vykaly a i pfijem potravy je nizky. Koncentrace TMK ve slepém stievé je
vy$§i béhem vylucovani ,,tvrdych vykalii, coz je zptisobeno vétsim tokem substratu do sle-
pého stfeva a obohaceni slepého stieva o mikrobidlni populaci jako ddsledek antiperi-

staltickych pohybi proximalniho kolonu (Bellier 1995).
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Tab. 5: Primérné chemické slozeni "mékkych" a "tvrdych" vykalt

Mekké vykaly Tvrdé vykaly
Suchd hmota (g/kg) 340,0 470,0
Hruby protein (g/kg)* 300,0 170,0
Hrubad vldknina (g/kg)* 180,0 300,0
MgO (g/kg)* 12,8 8,7
CaO (g/ke)* 13,5 18,0
Fe,0, (g/kg)* 2,6 2,5
anorg. P (g/kg)* 104 6,0
org. P (gke)* 5,0 3,5
Cl- (mmol/kg)* 55,0 33,0
Na+ (mmol/kg)* 105,0 38,0
K+ (mmol/kg)* 260,0 84,0
Bakterie (1010g-1)* 142,0 31,0
Kys. nikotinova (mg/kg) 139,0 40,0
Riboflavin (mg/kg) 30,0 9,0
Kys. pantothenova (mg/kg) 52,0 8,0

* pocitano na mnozstvi suché hmoty

2.5. Vlaknina a jeji vliv na travici procesy u kraliki

Vldknina je hlavni sloZzka potravy krélik. Vyslovit pfesnou definici vlakniny je
pomérné slozit€. V oblasti humanni vyzivy je dietni vliknina definovana jako pozivatelné
¢asti rostlin nebo analogy sacharidi, které jsou rezistentni k traveni a absorpci v tenkém
stfeve, s kompletni nebo ¢astecnou fermentaci v tlustém stfevé. Vldknina zahrnuje poly-
sacharidy, oligosacharidy, lignin a pfidruzené rostlinné substance.

V Zivocisné vyzivé je Iépe vlakninu definovat jako soucet neSkrobovych polysacha-
ridi a ligninu, protoze tyto jsou hydrolyzovany jen bakteridlnimi enzymy a maji spole¢né

fyziologické vlastnosti (Gidenne a Lebas 2002).

2.5.1. CHEMICKE SLOZENI VLAKNINY

Chemické rysy vlakniny velmi kolisaji a zavisi na mnoha faktorech (molekulova
vaha, povaha monomernich jednotek a typ vazeb). Jak bylo vySe uvedeno, vlaknina je
odvozena zejména z bunéénych stén rostlin. S vyjimkou ligninu jsou sloZky rostlinnych
buné¢nych sté€n hlavné neskrobové polysacharidy sloZzené z neutralnich nebo kyselych
sacharidt (Gidenne a kol. 1998). Mezi hlavni neskrobové polysacharidy bunécnych stén

patii: celulosa, hemicelulosy (arabinoxylany, B-glukany, xyloglukany, xylany) a pektin.

22



Lignin je jedinou slozkou vlakniny, ktera se neradi mezi polysacharidy (Gidenne a kol.
1998, Gidenne a Lebas 2002, Gidenne 2003).

Celulosa je hlavnim strukturalni polysacharid buné¢énych stén. Je to homopolymer
tvofeny fetézcem B(1—4) glukopyranosovych jednotek, stupeni polymerace je vétSinou
8000-10000, ma vysokou molekulovou hmotnost a jeji St€peni neni snadné. Molekuly
celulosy tvori vlakna , kde se stfidaji oblasti paralelniho uspofadani, tzv. krystalické,

s oblastmi kde tomu tak neni, tzv. amorfni. Stépeni molekul v oblastech krystalickych je

Obr. 3. Struktura celulosy

OH
~o 0 oH
wo on © O/
fe) (0]
HO OH 9) 9)
OH HO OH OH

//////

rym disponuje jen omezeny pocet bakterii. U kralik( celulolytickd slozka mikroflory
téméi chybi. Celulosa tvoii 40-50% suSiny luSténin a olejnatych semen a 10-30% suSiny
picnin a cukrové tepy.

Hemicelulosy jsou skupina heterogennich glykani s niz§im stupném polymerace
neZ celulosa a jsou po celulose druhymi v ptirodé nejhojnéjSimi polysacharidy. Skladaji
se z B(1—>4) vazanych xylosovych, manosovych nebo glukosovych zbytkli a mohou tvofit
vodikové vazby s celulosou. Mezi hemicelulosy fadime predev§im xylany, xyloglukany

a arabinoxylany.

Obr. 4. Struktura xyloglukanu

B-Xyl a-Xyl a-Xyl
1 1 1

S B

6 6 6
4)-B-Gle-(1->4)-B-Gle-(1->4)-B-Gle-(1->4)-B-Gle-(1->4)-B-Gle-(1->4)-B-Gle
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Obr. 5 Struktura arabinoxylanu (f-furanosa, p-pyranosa)

o-L-Araf
i
2
4)-B-D-Xylp-(1->4)-B-D-Xylp-(1>4)-B-D-Xylp-(1->4)-B-D-Xylp-(1 >4)-b-D- Xylp-(1
3
|
o-L-Araf

Xylany se skladaji z B-D-xylosovych zbytkii vazanych vazbou p(1—4) a ¢asto jsou
substituovany a-L-arabinosou nebo a-D-glukosou. Xylany se ¢asto vazou k povrchu celu-
losovych mikrofibril. Xyloglukany maji zakladni fetézec podobny celulose, B-D-glukosa
vazana (1—4), ale jsou bohaté substituovany a-D-xylosou, kterd mize byt dale substi-

Obr. 6 Fenylpropanové stavebni jednotky ligninu

Ry

OH CH=CH-CH,—OH

R;

p-kumarylalkohol, R,=R,=H
koniferylalkohol (ferulylalkohol), R,=OCH;, R,=H
sinypylalkohol, R,=R,=0CH;

tuovana predev$im B-D-galaktosou nebo a-L-fukosou. Hemicelulosy tvofi zhruba 10-
25 % suché hmoty v picninéch.

Lignin je jediny polymer bunéénych stén, ktery se nefadi mezi polysacharidy. Lignin
tvofi velmi vétvenou a komplexni sif o vysoké molekulové hmotnosti. Lignin se sklada ze
tii hlavnich aromatickych sloucenin: p-kumarylalkoholu, koniferylalkoholu a sinapin-
alkoholu. Soucasti ligninu je i kutin.

Dalsi polysacharidy, neobsazené v bunécnych st€nach, fazené mezi vlakninu jsou
galaktomannany, glukomannany a fruktany. Galaktomannany se skladaji z fetézce

o(1—>4) vazanych B-D-mannosovych zbytkid, ke kterym jsou na pozici C6 vazany
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a-D-galaktosové zbytky. Glukomannany jsou linearni polymery B-D-glukosovych
a B-D-mannosovych zbytki vdzanych vazbou o (1>4) .

NesSkrobové polysacharidy mohou byt bud ve vodé rozpustné ¢i nerozpustné.
Obecné rostliny obsahuji smés rozpustnych i nerozpustnych neskrobovych polysacharidi
v rlizném poméru v zavislosti na druhu a staf{ rostlin.

Mnozstvi vlakniny v krmivu kralikd je velmi vyznamné, protoze deficit vlakniny
vede k vaznym travicim problémim. V krmivech pro kraliky se vldknina stanovuje nej-
Castéji na zaklad¢ frakcionace bunécnych stén kombinovanym plisobenim detergenti
(neutrdlnich a pak kyselych), kdy se ziskaji tfi vlaknité frakce: NDF, ADF a ADL (van
Soest a kol. 1991). NDF (neutral detergent fibre) vyjadfuje obsah hemicelulos, ligninu
a celulosy, ADF (acid detergent fibre) obsah lignocelulosy a ADL (acid detergent lignin)
obsah ligninu. Z té€chto je mozné zjistit obsah hemicelulos (NDF-ADF), celulosy (ADF-
ADL) a ligninu (ADL). Nevyhodou této metody je velka variabilita obsahu hrubého pro-
teinu v NDF frakci (1-20%) a ztrata pektinovych latek a neskrobovych polysacharidi pfi
ADF procedtife. Presto je technika dle van Soesta nejvice vyuzivanou metodou pfi sta-
noveni vlakniny v krmivech (Gidenne a Lebas 2002).

Stanoveni pektinu v krmivech je velmi problematické. Céste¢né lze mnozstvi pekti-
nu stanovit uréenim obsahu uronovych kyselin (hlavni sloZzka pektinu) dle
Blumenkrantze a Ashboe-Hansenové (1973). Tato metoda se kombinuje s méfenim obsa-
hu neutrdlnich cukri, takZze mnozstvi pektinu je suma uronovych kyselin a neutralnich
cukrl. AvSak jak bude popsano v kapitole ,Struktura pektinu“, mnozstvi neutralnich
cukri se velmi lisi v jednotlivych typech pektinu a mnozstvi pektinu v rostlin€ zavisi i na

jejim stafi (Gidenne a Lebas 2002).

Obr. 7 Schématické rozlozeni hlavnich stavebnich jednotek v rostlinné burnce

Rostlinné buriky Zasobni polysacharidy,
Cytoplasma proteiny
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2.5.2. VLIV VLAKNINY NA TRAVENI KRALIKU

Vlaknina hraje dtlezitou roli v travicim procesu kralikd predevsim v dobé€ po odsta-
vu. Travici poruchy krélicat po odstavu jsou ¢asto zplisobeny nevyhovujici krmnou smési,
kterou kralici v té dob¢ prijimaji. Dilezitym bodem pfi sestavovani receptur krmnych
smé&si pro tuto kategorii kralik(i je obsah vlakniny a Skrobu, ptipadn¢ jejich optimalni
pomér. Pfili§ velké mnozZstvi Skrobu v krmnych smésich nestaéi tenké stievo (hlavni misto
traveni Skrobu) malych kralik( vzhledem k rychlému priichodu traveniny stravit a nestra-
veny Skrob tak vstupuje do zadnich oddill traviciho traktu. Fyziologie traveni v§ak neni
jesté zcela vyvinuta. Sekrece pankreatické amylasy (enzym odpovédny za hydrolyzu Skro-
bu) neni v potfebné mirfe a Skrob je proto neuplné hydrolyzovan. Ptebytek Skrobu pak
mize pozménit stievni fermentaéni aktivitu a inhibovat ¢innost symbiotické mikroflory,
ktera je urcitou ochranou pred rozvojem pathogenni mikroflory. PretiZzeni tlustého stre-
va Skrobem pak umoznuje proliferaci enteropathogennich bakterii pfedev§im z rodu
Clostridium a Escherichia coli. Tyto skute¢nosti pak vyvolavaji travici potize, snizuji pfi-
ristky a mohou byt fatalni. Urc¢itou moznosti jak témto problémidm predchézet je ¢as-
te¢nd nahrada Skrobu (zrnin) stravitelnou vlakninou. Vhodnymi zdroji stravitelné vlakni-
ny jsou cukrovarské fizky a pSeni¢né otruby (Cheeke a Patton 1980, Bennegadi a kol.
2001, Gidenne a kol. 2002).

Pro odstranéni travicich problémi u rostoucich kralikid a pro zachovani optimalni-
ho rastu je tfeba zajistit adekvatni mnozstvi vlakniny v potravé. Je vSak také nutné vzit
v ivahu typ vlakniny. Gidenne a Lebas (2002) stanovuji 4 body pro optimalni pomér vl4k-
niny v potravé kraliki:

1. mnozstvi ADF frakce 19%

2. pomér lignin/celulosa vyssi nez 0,4

3. mnoZstvi stravitelné vlakniny ve srovnani s lignocelulosou (pomér stravitelné

vlakniny/ADF) 1:1,3

4. mnoZstvi Skrobu

Gidenne a kol. (1998) zjistili, ze tzv. zdravotni riziko (nemocnost +umrtnost) se
zvySilo z 18 na 28% kdyz poklesl obsah ADF v potravé z 19 na 15%. Vyznamny je vSak
nejen obsah ADF, ale také pomér lignin/celulosa. Lignin zvySuje konverzi potravy a sni-
Zuje stravitelnost, tim Ze urychluje priichod traveniny travicim traktem. Konverze potra-
vy je ovlivnéna i botanickym plivodem ligninu. Vliv celulosy je podobny, av§ak v porov-
nani s ligninem méné vyznamny . Ligninu by proto mélo byt v krmivech pro kraliky po

odstavu 5-7g/den a celulosy 11-12g/den, pomér lignin/celulosa ma byt vyssi nez 0,4. Pokud
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je pomér lignin/celulosa nizsi nez 0,4 sniZuje se rychlost riistu a zvySuji se travici problé-
my (Gidenne a Lebas 2002, Gidenne 2003).

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mezi stravitelnou vldkninu se fadi hemicelulosy a pektin.
Retendni ¢as traveniny v travicim traktu je u kralika pomérné kratky, coz predstavuje
limitujici faktor pro méné stravitelnou ¢ast vlakniny. Snadno stravitelnd vlaknina pak
hraje vyznamnou roli pfi travicich procesech a ma vliv na zdravotni stav kraliki. Garcia
a kol. (2000) ukazali, Ze uronové kyseliny (hlavni soucéast pektinu) vyznamné ovliviiuji
fermentacni aktivitu ve slepém stieveé (zvySeni mnozstvi TMK) a pfiznivé ovliviiuje pH ve
slepém stieve. Bylo také zjisténo, Ze travici problémy kralikl se zmensi, je-li v jejich dieté
Skrob nebo protein ¢aste¢né nahrazen stravitelnou vlakninou (Gidenne a Bellier 2000).
Avsak pfili§ vysoké mnozstvi stravitelné vlakniny v potravé kréliki ¢asné po odstavu zpu-
sobuje zvySenou umrtnost (Gidenne a kol. 2004, Volek a kol. 2005). Zda se, Ze vysvétle-
nim by mohlo byt zvySeni viskozity traveniny v tenkém stieve, které zpomaluje tok zaZiti-

ny a napomaha proliferaci pathogenii ve stievnim traktu (Volek a kol. 2005).
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3. PEKTIN

3.1. Struktura pektinu

Pektin je strukturdlni heteropolysacharid, ktery se nachdzi v pletivu vysSich rostlin.
Je soudasti stén primdrnich bun¢k a mezibunéénych prostor kde tvofi sit spolecné s celu-
losou a hemicelulosou. Pektin je odpovédny za udrzovani integrity a soudrznosti rostlin-
ného pletiva a tvoii asi 56% celkové hmoty rostlinné bunécné stény (Vincken 2003).
Pektin vznikd a uklada se hlavné v rannych stadiich ristu rostlin, kdy se zvétSuje plocha
rostlinnych stén. Pektin se nachazi prakticky ve vSech druzich ovoce a zeleniny, jeho
obsah vSak neni vysoky, v ovocné duzing kolisa okolo 1%, vice pektinu se nachazi napf.
v jablkach, citrusovych plodech, $vestkach, rybizu, angrestu, ze zeleniny obsahuji nejvice
pektinu rajcata a mrkev, trava obsahuje 3-4% pektinu, luSténiny 5-10% a cukrova fepa
25% (Marounek a kol. 1999).

Zakladni struktura pektinu je tvorena linearnim fetézcem jednotek D-galakturo-
nové kyseliny spojenych vazbami a (1—>4), které se také nazyva kyselina polygalakturo-
nova. V roztoku je fetezec kyseliny polygalakturonové zakfiven. Polygalakturonovy fet¢-
zec muze mit fadu modifikaci. Jednotky galakturonové kyseliny jsou do rizného stupné
esterifikovany methanolem. Podle stupné esterifikace se pektin d€li na nizkomethylova-
ny pektin (methylovdno je méné nez 50% karboxylovych zbytki) a vysokomethylovany
pektin (methylovano je vice nez 50% karboxylovych zbytki). Stupen esterifikace metha-

nolem vyrazn€ ovliviiuje fyziologické i chemické vlastnosti pektinu (Rombouts a Pilnik

Obr. 8 Schématicka struktura pektinu

COOCH; COOCH; COOCH;

/0 OH o OH 0 OH °

OH OH OH

1980). Dalsi moznou modifikaci polygalakturonového fetézce je acetylace v poloze C2
nebo C3. Vyssi stupen acetylace se nachézi predev$im v pektinu z cukrové fepy (Baciu
a Jordening 2004). Linearni sekvence jednotek a- D-galakturonové kyseliny mohou byt
prerusovany jednotkami a-L-rhamnopyranosy vazané glykosidovou vazbou a (1— 2).

Tyto dseky se nazyvaji rhamnogalakturonany (Baciu a Jordaning 2004, Vincken a kol.
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Obr. 9 Struktura rhamnogalakturonanu v roztoku
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2003). Galakturonovy fetézec miize dale obsahovat postranni fetézce 3-D-xylopyranosy,
pak se nazyva xylogalakturonan. Xylogalakturonany se vyskytuji ptedevSim v reprodukc-
nich c¢astech rostlin-plody, semena (Vincken a kol. 2003, Willats a kol. 2003).

Dalsi z moznych modifikaci je usek deviti galakturonovych zbytkd, na které jsou
navazany Ctyfi postranni fetézce obsahujici rizné spise netradi¢ni sacharidy. Takto modi-
fikovany tsek pektinu se nazyvd rhamnogalakturonan II. (Vidal a kol. 2000). Nazev
rhamnogalakturonan je v tomto pfipad¢€ zavadéjici, protoze naznacuje pfitomnost rham-
nosy v zdkladnim polygalakturonovém fetézci. Rhamnosa je ov§em ptfitomna pouze jako
¢ast postrannich fetézci, presto se tento ndzev v odborné literatufe pouziva.

Rhamnogalakturonan I. se skldda z vice nez 100 opakovani disacharidu [ »2)-a.-L-
Rha-(1— 4)-a-D-Gal-(1— ]. Rhamnosylové zbytky mohou byt na O4 substituovany neu-
tralnimi cukry. Tyto postranni retézce neutralnich cukri obsahuji predevsim galaktosylo-
vé a arabinosylové zbytky, a to bud’ jeden zbytek nebo delsi polymer. Polymerni postran-
ni fetézce se rozliSuji na arabinogalaktany nebo arabinany (Willats a kol. 2003).
Arabinogalaktany se dale rozliSuji na arabinogalaktany I. a arabinogalaktany II.
Arabinogalaktany I. maji v hlavnim postrannim fetézci vdzanou B-D-(1— 4) galaktopy-
ranosu a jsou substituovany kratkymi retézci tvofenymi a-L-arabinofuranosou pfipoje-

nymi na C3 galaktosy. Jednotky arabinosy jsou vzdjemné vazany vazbou a (1— 5).
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Arabinogalaktany I. se vyskytuji v pektinech jablek, citrusovych plodd, zeli, rajcat a bram-
bor (Vincken 2003).

U arabinogalaktant II. se nachazi hlavni postranni fetézec tvofeny jednotkami B-
D-galaktopyranosy vzajemné vazanymi vazbou a (1— 3). Zékladni galaktopyranosova
kostra obsahuje kratké postranni fetézce a-L- arabinofuranosy. Arabinogalaktany II.
jsou v rostlinném pletivu spojeny s proteiny (arabinogalaktanové proteiny). V odborné

literatufe se objevuji ndzory, zda je tuto cast jeSt€ moZno povaZovat za pektin

Obr. 10 Struktura arabinogalaktanu v postrannim fetézci pektinu

4)-B-D-Galp-(1—-4)-B-D-Galp-(1—4)-B-D-Galp-( l—>4)-B-D-(§alp-(l

i :

I |
5)-a-L-Araf.... ....... 5)-a-L-Araf-(1->5)a-L-Araf

(Vidal a kol. 2000). Arabinanogalaktany II. se vyskytuji predevSim v jablkach, hroznech
a cukrové fepé€.
Arabinany jsou vétvené polysacharidy s hlavnim postrannim fetézcem tvorenym

a-L-arabinofuranosami spojenymi vazbami a(1 — 5). Tento fetézec je déle substituovan

Obr. 11 Struktura arabinani v postrannim fetézci pektinu

o-L-Araf
1
3
...5)-a-L-Araf-(1-5)-a-L-Araf- (1>5)-a-L-Araf-(1-5)...
T T
1 1
...2)-o-L-Araf o-L-Araf
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riznym pocétem arabinofuranosovych zbytkid vazanych na jednotky v poloze C2 nebo C3.
Postranni fetézce byvaji velmi ¢asto mnohonasobné vétvené (Vincken 2003).

Repny pektin obsahuje na rozdil od pektint z jinych zdroji kyselinu ferulovou
(0,5-1%), jednu z hlavnich fenolickych kyselin vyskytujicich se v rostlinnych bunéénych
sténdch. Kyselina ferulova se pfipojuje na O2 pozici (1— 5) vazanych arabinos v arabi-
nanech a k O6 pozici galaktopyranosovych zbytk v arabinogalaktanech (Baciu
a Jordening 2004). Arabinany a arabinogalaktany jsou ¢asto oznacovany jako tzv. ,,vlaso-
vé“ oblasti pektinu, zatimco nesubstituované ¢asti polygalakturonového fetézce (ptipad-
n¢ rhamnogalakturonového) jako ,hladké* oblasti (Baciu a Jordening 2004, Oomen
a kol. 2003).

3.2. Chemické a biologické vlastnosti pektinu

Pektiny jsou obecné€ rozpustné ve vodé a nerozpustné ve vétliné organickych roz-
poustédel. Rozpustnost ve vodé klesa s rostouci molekulovou hmotnosti a stupném este-
rifikace karboxylovych skupin (vysokoesterifikované pektiny se rozpoustéji za tepla).

Vyznamnou vlastnosti pektinu je schopnost tvorby gelu. Mechanismus tvorby gelu
zavisi na stupni esterifikace pektinu. Vysokoesterifikované pektiny tvoii gely za pfitom-
nosti sacharidil v kyselém prostiedi, nizkoesterifikované pektiny tvofi gely v pfitomnosti
vapenatych iontd. Schopnost pektinu tvofit gel se vyuziva pfedev§im v potravinaiském
priamyslu (Thibault a Ralet 2003, Kohnové4 a Kohn 1981).

Novym uplatnénim pektinu je nahrada tuku v nizkokalorickych potravinach
(Thakur a kol. 1997).

Dalsi vlastnosti pektinu je schopnost vazat divalentni kationty v¢éetné tézkych kovi.
Tato schopnost je zaloZena na ptitomnosti neesterifikovanych galakturonovych zbytki.
Pektin vaze kationty selektivné Cu?t>Pb2+>7Zn2+>Cd2t>Ni2t > a2t (Thibault
a Ralet 2003).

Pektinu se prisuzuje schopnost snizovat hladinu cholesterolu v krvi. Pfedpoklada se,
Ze tento jev je zpusoben zvySenym vylucovanim zZlucovych kyselin stolici a snizenim pie-
ucinku pektinu je v tenkém strevé. Pektin zde tvofi gel, ktery ztéZuje absorpci choleste-
rolu, Zlucovych kyselin a lipidti. (Kohnova a Kohn 1981, Judd a Truswell 1985, Hexenberg
a kol. 1994).

Tsujita a kol. (2003) se zabyvali vlivem pektinu na traveni a absorbci triacylglycero-

18. Po oralnim podani pektinu potkaniim doslo k poklesu koncentrace triacylglycerold
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v plazmé, koncentrace volnych mastnych kyselin v plazmé ovlivnéna nebyla. Déle byl
zkouman vliv pektinu na aktivitu pankreatické lipasy. Pektin inhiboval ¢innost pankrea-
ucinky vykazoval pektin o molekulové hmotnosti 90 000 pti pH niz$im nez 7, z téchto
vysledkt vyplyva, Ze pektin mize inhibovat i gastrickou lipazu.

Pektin a pfedevSim oligogalakturonidy vzniklé jeho degradaci vykazuji i urcité pro-
biotické vlastnosti. Bylo vSak zjiSténo, Ze probioticky efekt je nizsi ve srovnani s dosud

pouzivanymi probiotiky (Olano-Martin a kol. 2002).

3.3. Metabolismus pektinu

Pektin stejné jako ostatni rostlinné polysacharidy s vyjimkou Skrobu, neni §t€pen
endogennimi enzymy savci, ale je fermentovan bakteriemi v travicim traktu, u kralika ve
slepém stievu.

Velka molekula pektinu (molekulovda hmotnost 30 000-300 000 ) neumoznuje pek-
tinu vstoupit do buniky pfimo, enzymy degradujici pektin jsou tedy bud’ uvolniovany do
extracelularniho prostfedi nebo vazany na buriku na jeji extraceluldrni strané.

Pektinolytické enzymy lze obecné rozdélit na deesterifikujici enzymy a enzymy $t¢-
pici fetézec. Deesterifikujicim enzymem je pektinesterasa (EC 3.1.1.11), ktera odStépuje
z pektinu methanol a produkuje kyselinu polygalakturonovou. Depolymerasy $tépi gly-

kosidickou vazbu pektinu bud hydrolyticky (hydrolasy) nebo B-eliminaci (lyasy).

Tab. 6: Zakladni typy pektinolytickych enzymi

Jméno EC é&islo preferovany substrat zplisob
ticinku
endopolygalakturonasa 3.2.1.15 kys. polygalakturonova random
exopolygalakturonasa 3.2.1.67 kys. polygalakturonova termindln{
endopectate lyasa 4.2.2.2. kys. polygalakturonova random
exopectate lyasa 4.2.2.9 kys. polygalakturonova terminalni
endopectin lyasa 4.2.2.10 pektin random

Hydrolasy a lyasy mohou byt dale dé€leny podle preferen¢niho substratu. Bud’ jsou schop-
ny atakovat pfimo pektin, nebo vyzaduji pisobeni esterasy, ktera od$tépi methylové zbyt-
ky a depolymerizujict enzym tak St€pi kyselinu polygalakturonovou. Lyasy a hydrolasy se
déli jesté podle zpiisobu ataku pektinové molekuly na endo- enzymy, které atakuji poly-
mer v kterémkoliv misté feté€zce (random mechanismus), a exo- enzymy, které Stépi poly-

mer terminalné (Rombouts a Pilnik 1980). Lyasy Sté€pi pektin -eliminaci za vzniku dvoj-
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né vazby mezi C4 a C5. Konjugace dvojnych vazeb s karboxylovou skupinou na C5 zpii-
sobuje vznik absorpéniho pasu pfti vinové délce 235 nm. Lyasy od hydrolas lze odliSit i tim,
Ze lyasy pro svou aktivitu vyZaduji pfitomnost Ca2% iontd (Collmer a kol.1988).

Pektinesterasa

Pektinesterasy jsou produkovany vy$$imi rostlinami, houbami, kvasinkami a bakte-
riemi. Enzymaticka deesterifikace probiha linearné podél molekuly. Pisobenim pektine-
sterasy vznika kyselina polygalakturonova a methanol.

Endopolygalakturonasa

Endopolygalakturonasa (nebo také endopektat hydrolasa ¢i pektinasa) je produko-
vana rGznymi pro rostliny pathogennimi a saprofytickymi houbami, bakteriemi a také
nékterymi kvasinkami. Endopolygalakturonasa Stépi polygalakturonat, schopnost hydro-
lyzy tohoto enzymu klesa se zvySujicim se stupném esterifikace a klesa s klesajicim stup-
ném polymerace. Digalakturonat uz hydrolyzovan neni, trigalakturonat zridka.
Endopolygalakturonasa degraduje pektin ndhodné v kterémkoliv misté fetézce.

Exopolygalakturonasa

se naléza u vysSSich rostlin, v travicim traktu hmyzu, u hub a nékterych bakterii.
Aktivita tohoto enzymu je zavisla na délce fetézce substratu, preferenénim substratem je
kyselina polygalakturonova. Enzym $tépi polymer terminéaln€. Mezi nejlépe popsané bak-
terialni exopolygalakturonasy patii exo-D-galakturonasa izolovana z bakterie Butyrivibrio
fibrisolvens. pH optimum tohoto enzymu je 5,6, preferenénim substratem digalakturonat,
produktem hydrolyzy je kyselina D-galakturonova (Heinrichova a kol. 1985).

Endopektat lyasa

je produkovana riznymi typy bakterii a nékterymi houbami pro rostliny pathogen-
nimi. VSechny dosud popsané enzymy tohoto typu maji vysoké pH optimum a vyzaduji
ptitomnost Ca2? iontt. Preferenénim substratem je kyselina polygalakturonova. Dobie
popsanym enzymem tohoto typu je endopektat lyasa izolovana z bakterie Steptococcus
bovis. pH optimum tohoto enzymu je 8,0-8,5, vapenaté ionty aktivitu enzymu stimuluji,
EDTA aktivitu inhibuje. Degrada¢nimi produkty jsou nenasycené tetra- a trigalakturoni-
dy (Wojciechowicz a Ziolecki 1984). Endopektat lyasa podobného typu je produkovana
i bakterii Bacteroides caccae KWN (Sirotek a kol. 2004).

Exopektat lyasa

je produkovana predevSim bakteriemi a plisnémi. Enzym preferuje jako substrat

Pvv .

nosti, ktery je tento enzym schopen degradovat. VSechny dosud popsané enzymy tohoto
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typu mély vysoké pH optimum (8,0-9,5) a vyzadovaly ptfitomnost Ca2* iontd.
Wojciechowicz (1982) popisuje exopektat lyasu izolovanou z Butyrivibrio fibrisolvens,

enzym ma pH optimum 8,0-8,5, je stimulovan Ca2t

ionty, hlavnim degrada¢nim pro-
duktem je nenasyceny trigalakturonat.

Endopektin lyasa

je produkovana téméi vyhradné houbami, nékolik vyjimek bylo zaznamenano
u pseudomonad pathogennich pro rostliny. NejlepSim substratem pro tento enzym je
vysoce esterifikovany pektin, kyselina polygalakturonova degradovana neni. Endopektin
lyasa je stimulovana Ca2t ionty, pro svou aktivitu je vSak nepotiebuje (Mc Donough
a kol. 2004)

Mezi pektinolytick€é enzymy se dale fadi enzymy Stépici rhamnogalakturonanovou
soucast pektinu. Jsou to rhamnogalakturonan acetylesterasa, ktera odstépuje acetylové
zbytky z rhamnogalakturonanu, rhamnogalakturonan hydrolasa, ktera hydrolyticky §t€pi
a(l — 4) vazbu mezi L-rhamnosou a D-galakturonovou kyselinou, a rhamnogalakturo-
nan lyasa $tépici vazbu a(1 — 4) B-eliminaci. Tyto enzymy se vyskytuji predev§im u pek-
tinolytickych plisni a u saprofytickych bakterii, u bakterii z traviciho traktu krélika popsa-
ny nebyly (Molgaard 2003, McDonough a kol. 2004).

3.3.1. INTRACELULARNI METABOLISMUS URONOVYCH KYSELIN

Degradacni produkty vzniklé pisobenim extracelularnich pektinolytickych enzymi
jsou predevSim nasycené nebo nenasycené di- a trigalakturonidy, vzacnéji monomery
nebo tetra- ¢i pentagalakturonidy. Zplisob, jakym se tyto degradacni produkty dostavaji
dovniti bakterialni bunky neni u bakterii izolovanych z traviciho traktu dosud zcela
objasnén.

Byla prokazana existence oligogalakturonat lyasy a oligogalakturonat hydrolasy,
enzymd, které $tépi degradacni produkty na monomerni jednotku D-galakturonat. Van
Rijssen a kol. (1992) se zabyvali intracelularnim metabolismem pektinu u Clostridium
thermosaccharolyticum. U této bakterie byly do bunky transportovany di- a trigalakturo-
nidy a oligogalakturonat hydrolasa je St€pila uvnitf bunky. V nékterych starSich pracech
(Rombouts a Pilnik 1980) jsou popisovany oligogalakturonat lyasa a hydrolasa jako
enzymy vazané na bunécnou sténu, které se liSi od extracelularnich pektinolytickych
enzym tim, Ze vyrazné preferuji nizkomolekulové substraty. Jednou z nejlépe prostudo-

vanych pektinolytickych bakterii je Erwinia chrysanthemi, ktera zpisobuje nékteré choro-
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by rostlin. Zde byly identifikovany a popsany dva transportni systémy pro monomery
(Hugovieux-Cotte-Pattat 1996, Pellinen a kol. 2003).

Obr. 12 Konvenéni Entner-Doudoroffova metabolicka driha

Glukosa

GLK
Glukosa-6-Fosfat
GFD

6-fostat-glukonolakton

PGL
Y ,
6-fosfat-glukonat

FGD

Y
KDPG

KDPGA

glyceraldehyd -3- fosfat pyruvat

GLK - glukokinasa, glukosa-6-fosfat dehydrogena-
sa, PGL - fosfoglukonolaktonasa, FGD - 6-fosfog-
lukonat dehydratasa, KDPGA - 2-keto-3-deoxy-6-

fosfoglukonat aldolasa

V bakterialni burice je D-galakturonat , nasyceny i nenasyceny, dale metabolizovan.
Jednou z drah, kterou se D-galakturonat odbourava je tzv. modifikovanad Entner-
Doudoroffova metabolicka drdha. Konven¢ni Entner-Doudoroffova metabolickd draha
je vedle glykolyzy alternativni cestou odbouravani glukosy na pyruvat. Tato metabolicka
cesta, objevend r. 1952 Entnerem a Doudoroffem u Pseudomonas saccharophila, se
nevyskytuje obecné, je vSak pomérné Siroce rozsSitend mezi Gram-pozitivnimi 1 Gram-
negativnimi bakteriemi i u nékterych eukaryot (Conway 1992). Jeji pribéh je znazornén

na obr 9.
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Obr. 13 Intracelularni metabolismus polygalakturonatu u baktérii
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Prvni krok metabolismu glukosy je shodny s prvnim krokem glykolyzy a druhy je
shodny s druhym krokem pentosového cyklu. Teprve tieti krok je specificky, dehydratasa
odejme z 6-fosfoglukonatu vodu za vzniku 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonatu, ktery je
enzymem 2-keto-3-deoxy-6-fosfoglukonét aldoldzou (KDPG aldolaza) pfeveden na gly-
ceraldehyd-3-fosfat a pyruvat, ob¢ tyto latky jsou pak dale zpracovavané jako v pripadé
glykolyzy. Energeticky je Entner-Doudoroffova drdha méné Gc¢inné ve srovnani s glyko-
lyzou (Conway 1992).

V modifikované Entner-Doudoroffové metabolické draze je D-galakturonat pre-
veden na 2-oxo-3-deoxy-6-fosfoglukonat dvéma moznymi zpisoby: pomoci uronat izo-
merasy na D-tagaturonat, ktery je redukovan D-altronat dehydrogenasou na D-altronat
a ten je dehydrovan D-altronat dehydrasou na 2-oxo-3-deoxyglukonat. Nebo je D-galak-
turonat pieveden na 4-deoxy-5-hexoseulosauronat, ktery je izomerizovan na 3-deoxy-
2,5-hexodiulsonat a ten je redukovan oxodeoxyglukonat dehydrogenasou na 2-oxo-3-deo-
xyglukonat. Tento meziprodukt je dale metabolizovan Entner-Doudoroffovou drahou.
Nejprve je fosforylovan na 2-oxo-3-deoxy-6-fosfoglukonét a ten je pteveden KDPG aldo-
lasou na koneéné produkty pyruvat a glyceraldehyd-3-fosfat. KDPG aldolasa je enzym
unikatni pro Entner-Doudoroffovu metabolickou drdhu. VySe popsanym zpisobem je
pektin degradovan u mnoha pektinolytickych bakterii, napt. Pseudomonas, Aeromonas,
Bacillus polymyxa, Erwinia carotovora a Escherichia coli (Rombouts a Pilnik 1980).

V nasi laboratofi byl intracelularni metabolismus pektinu podrobné studovéan
u vybranych pektinolytickych bakterii izolovanych z traviciho traktu zvitat, u Butyryvibrio
fibrisolvens a Prevotella ruminicola (Marounek a Duskova 1999), Lachnospira multiparus
(Duskova a Marounek 2001), Bifidobacterium pseudolongum (Slovdkova a kol. 2002)
a Bacteroides caccae (Sirotek a kol. 2004).

Jako dal8i moznost degradace D-galakturonatu je pifedpokladana jeho dekarboxy-
lace za vzniku L-arabinosy, ktera dale vstupuje do pentosového cyklu. Pfi této metabo-
lick€ reakci se uvoliiuje CO,. Tato metabolickd draha je zmifovana piedevsim v souvis-
losti s bakteriemi izolovanymi z bachoru ptezvykavci (Phillipson 1970, Mackie a White

1997). Soucasti dizertace je vyvraceni téchto predpoklada.

3.3.2. FERMENTACE PEKTINU SMESNOU KULTUROU MIKROORGANISMU
SLEPEHO STREVA KRALIKU
Fermentace pektinu ve smésné kultuie mikroorganismi jakou piedstavuje obsah

slepého stieva se v fad¢ ohledii li$i od fermentace ¢istymi kulturami bakterii. Ve smésné
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kultufe dochazi k interakcim, k soutézi o substrat, vzniku potravniho fetézce a soutézi
o metabolicky vodik mezi acetogenezi a methanogenezi, tj. mezi reakcemi sumarné vyja-
dienymi jako

COy + 2H, > CH3 COOH

a

COy + 4Hy » CHy + 2Hy0

Soutéz o vodik slozeni metabolitl velmi ovliviiuje. Fermentacéni stechiometrii v kul-
turdch obsahu slepého stieva kralikii popisuji Marounek a kol. (1997). Fermentac¢ni
poméry byly ovlivnény povahou substratu. Pektin a inulin byly fermentovany rychleji nez
Skrob a hemicelulosa. Hlavnimi metabolity byly acetat a butyrat, nasledované propiona-
tem. Produkce methanu korelovala s produkci TMK. Cilem niZe popsaného pokusu bylo
srovnat tvorbu metaboliti pfi fermentaci pektinu s fermentaci $krobu a xylanu obsahem
slepého stieva kralik. Porovnali jsme také vyt€zky proteinu, tj. i¢innost proteosyntézy

pfi rastu mikroorganisma na téchto substratech.

3.4. PEKTINOLYTICKE BAKTERIE V TRAVICIM TRAKTU KRALIKU

Pektin je jednim ze zékladnich rostlinnych polysacharidi nachézejicich se v potravé
krélika. Jak jiz bylo vySe uvedeno, organismus savci neni schopen metabolizovat rostlin-
né polysacharidy s vyjimkou Skrobu, a musi se proto pfi jejich degradaci spolehnout na
enzymy bakterii v travicim traktu. Hlavnim mistem mikrobialni degradace je u kralika
slepé stievo. Stravitelnost pektinu je u kraliki vyssi nez stravitelnost celulosy a hemice-
lulos. Celkové stravitelnost kyselin uronovych (hlavni slozka pektinu) je 71-76 %
(Gidenne 1992), podobné hodnoty zjistili ve své praci i Skfivanova a kol. (1996).
Mnozstvi pektinolytickych bakterii ve slepém stievé kralikti uvadi Sirotek a kol. ( 2001)
v tadu 107 CFU/g, Forsyte a kol. (1985) uvadgji poéty o néco vy (Fadové 108 CFU/g).

Podrobnéjsi zkoumani mikrobidlniho osidleni traviciho traktu krélikid brani skutec-
nost, Ze vétSina pfitomnych bakterii je ziejmé v izolované kultufe nekultivovatelna. Pri
identifikaci bakterii izolovanych z traviciho traktu kraliki byly dosud nejvice pouZivany
klasické biochemické a fyziologické parametry. S rozvojem modernich genetickych
metod se vSak objevuji nové poznatky o piibuznosti jednotlivych bakterii a pomoci
16S rRNA sekvenci se ukazuje existence novych a dosud nepopsanych bakteridlnich
druhi.

Za dominantni pektinolyticky rod ve slepém stieveé kralika byl dosud povazovan rod

Bacteroides, za pomoci klasickych metod byly identifikovany B. ovatus, B. thetaiotamicron,
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B. caccae, B. stercoris, B. capillosus. U viech vySe uvedenych bakterii byla nalezena vyso-
kéd aktivita pektinolytickych enzymi, hodnoty lyas byly vy$$i nez hodnoty hydrolas
(Sirotek a kol. 2001). U kmene Bacteroides caccae KWN byl u obou pektinolytickych
enzymi stanoven i mechanismus ptlisobeni. Polygalakturonat hydrolasa ma exo-typ
degradace, polygalakturonat lyasa endo-typ. D-galakturonat byl intracelularné metaboli-
zovan modifikovanou Entner-Doudoroffovou drahou (Sirotek a kol. 2004).

DalSim pektinolytickym rodem vyskytujicim se fyziologicky ve slepém stievu krali-
kil je ziejmé rod Bifidobacterium. Pektin fermentuje asi 10% bifidobakterii (Crociani
a kol. 1994). Detailnéji byl studovdn metabolismus pektinu u kmene Bifidobacterium
pseudolongum P6. 'Tento kmen produkoval jako jediny pektinolyticky enzym polygalaktu-
ronat hydrolasu, coz je neobvyklé. U viech dtive detailnéji studovanych pektinolytickych
bakterii byla dominantnim enzymem polygalakturonat lyasa, poptipadé byly produkova-
ny oba typy enzymi ( Wojcziechowicz 1972, Wojcziechowicz a kol. 1980, Wojcziechowicz
a kol. 1982, Wojciechowicz a Ziolecki 1984, Marounek a DuSkova 1999, Duskova
a Marounek 2001, Sirotek a kol. 2004). Kmen B. pseudolongum P6 utilizoval 76% pekti-
nu v kultivaénim médiu. D-galakturonat, degrada¢ni produkt ptisobeni pektinolytickych
enzymt, tento kmen metabolizoval modifikovanou Entner-Doudoroffovou drahou
(Slovakova a kol. 2002).

Abecia a kol. (2005) zjiStovali bakterialni diverzitu slepého stieva kralikt za pouzi-
ti PCR. Identifikovali 44 novych bakterialnich druht a zfejme dokonce i bakterialni rod,
ktery nebyl dosud popsan. Piekvapivé vSak nenalezli Zadného zastupce rodu Bacteroides.
Rody Bacteroides a Bifidobacterium byly dosud povazovany za nejvyznaméjsi pektinoly-
tické rody pfitomné v travicim traktu kralikd. Je vSak ziejmé, Ze dosavadni poznatky
o mikrobialnim osidleni traviciho traktu kralikd se budou ménit s tim, jak bude pokraco-

vat vyzkum osidleni za pomoci genetickych metod.

3.5. VLIV PEKTINU NA TRAVICI PROCESY KRALIKU

Pektin je z nutricniho hlediska oznacovan, spolu s hemicelulosou, jako tzv. stravi-
telna vlaknina. Vysoka stravitelnost pektinu souvisi s jeho ¢aste¢nou rozpustnosti ve vod-
ném prostredi, je tedy snadno dostupnym substratem pro mikrofléru slepého streva.
Ackoliv hlavnim mistem mikrobidlni fermentace u kréliki je slepé stievo, pektin je cca
z 25-50% fermentovan uz v ileu, na rozdil od hemicelulos a celulosy (0-17%) (Gidenne

1992). Vyznamna pektinolyticka aktivita byla nalezena i v zaludku kralikd, kde celuloly-
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ticka i xylanolyticka aktivita byly nulové (Marounek a kol. 1995). Tento fakt lze vysvétlit
cékotrofii, nebot ,, mékké“ vykaly se v zaludku zdrzi asi 5-6 hod (Gidenne 2003).

Vysoka stravitelnost pektinu v porovnani s ostatnimi slozkami vlakniny korespon-
duje i s vy$$imi poéty pektinolytickych bakterii v travicim traktu kralikd (Forsyte a kol.
1985, Sirotek a kol. 2001). Vysledkem fermentaéni aktivity mikrofléry jsou TMK. TMK
jsou vyuzity v intermedidlnim metabolismu a kryji az 40% z celkové energetické potieby
krélika.

Dospéli kralici krmeni potravou s vy$$im obsahem pektinu méli niz$i pH ve slepém
sttevé, pH pokleslo o 0,56 = 0,11 na kazdé 1% obsaZené koncentrace pektinu. Kralici
krmeni dietou s nejvy$§im obsahem pektinu produkovali nejvy$§i mnozstvi TMK
mnozstvi TMK (38,2 mmol.l'l) (Garcia a kol. 2000). Podobné u rostoucich kralik( vyssi
obsah kyselin uronovych v dieté zpisobil pokles pH ve slepém stievu a vzriist koncentra-
ce TMK (Garcia a kol 2002).

Perez a kol. (2000) demonstrovali snizeni mortality kralik po odstavu, byl-li Skrob
v potravé kralik nahrazen snadno stravitelnou vldkninou (pektin+hemicelulosy).

Volek a kol. (2005) se ve své praci zabyvali ndhradou $krobu v krmivu krélikd pek-
tinem a inulinem. Kontrolni krmna dévka (K) obsahovala 18,6% Skrobu a 4,3% pektinu,

potrava P obsahovala 12,5% Skrobu a 9,0% pektinu a potrava PI 10,3% Skrobu, 9,0%

cvv .

vy s

né vldkniny vSak snizila stravitelnost proteinu (Volek a kol 2005, Gidenne a kol. 2002).
Tento jev zfejm€ mize souviset s vy$§i viskozitou traveniny v tenkém stieve, kterd byla
pozorovana u kralikd krmenych dietou s vy$§im obsahem pektinu. Vys§i viskozita je ziej-
m¢ i odpovédna za vys$Si mortalitu kralik(i krmenych dietou P nez dietami K a PI, stejny
jev byl pozorovan u selat ve véku 21 dni, kdy zvySeni viskozity traveniny vedlo k prolife-
raci patogennich mikroorganisma a zvySeni mortality (Hopwood a kol. 2002). Pfidavek
inulinu do krmiva PI mél pfiznivy ucinek na mortalitu kralikl, coz zifejmé souvisi

s jeho prebiotickou aktivitou (Volek a kol. 2005).
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II. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem nize popsanych experimenti bylo objasnit metabolismus pektinu ve slepém
sttevu kralikd. Metabolismus pektinu byl zji$ tovan jak v Cistych kulturach bakteri, tak

i ve smésnych kulturach pfedstavovanych obsahem slepého stieva.

4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Seznam pouzitych chemikalii a pristroju

Chemikalie

B¢Zné chemikdlie jsme ziskali od firem Pliva - Lachema Neratovice, Lachema
Brno, Dorapis Praha.

Od firmy Sigma jsme zakoupili bovinni s€érovy albumin, semikarbazid, siran cerici-
ty, 3-fenylfenol, arsenitan sodny, TRIS [tris(hydroxymethyl)-aminomethan], glyceralde-
hyd-3-fosfat, glutathionat sodny, jodacetat sodny, cystein. HCI, kyselinu polygalakturono-
vou, kyselinu D-galakturonovou, hydrazid kyseliny p-hydroxybenzoové, pyruvat sodny.

Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo jsme ziskali od firmy Penta Praha.

Od firmy Supelco (Bellefonte, USA) jsme zakoupili materialy pro plynovou chro-
matografii: SP 1220, SP 2340, Carboxen 100, Chromosorb WAW, vesm¢s jiZ jako hotové
naplné kolon.

Kolona pro kapalinovy chromatograf obsahujici Ostion LG KS 0800W byla dodana
od firmy Tessek, CR.

Jable¢ny pektin byl dodan firmou Danisco Smifice, ovesny xylan firmou Fluka.

Kvasni¢ny autolyzat a agar jsme koupili od firmy Imuna Sari$ské Michalany (SR).

Komeréni Kity

Pouzivali jsme kit pro enzymové stanoveni glukézy Glukosa God od Plivy -
Lachemy Brno. Od tézZe firmy jsme zakoupili kity pro stanoveni biochemickych charak-
teristik izolovanych bakterii ENTEROtest 24 a ANAEROtest 23.

Laboratorni ptistroje

Plynovy chromatograf Carlo Erba GC 6000 Vega 2, vyrobce Carlo Erba (Italie)

Plynovy chromatograf Chrom 5 (Laboratorni pfistroje Praha)

Spektrofotometr UV-VIS Specord M40 (Carl Zeiss Jena)

Spektrofotometr Jenway 6100 (Jenway Ltd, Anglie)

Ultrazvukovy dezintegrator (Sonic&Materials Inc., USA) o akustickém vykonu
600 W
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Kapalinovy chromatograf Shimadzu série VP, (Shimadzu, USA)

Hoeppler-Viskozimetr B3 (VEB-MLW, Prufgerate-Werk Medingen, Sitz Freital)

Mikroskop Fluoval 2 (Carl Zeiss, Jena)

Bakterie

Bifidobacterium pseudolongum P6, Bifidobacterium pseudolongum P13 a Gl1,
Bifidobacterium globosum P11 a G4 a Bacteroides caccae KWN byly izolovany ze slepého
stteva kraliki prof. Ing. V. Radou z Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky Fakulty
agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroji Ceské zemédélské univerzity.
Bifidobacterium sp. byl izolovan ze slepého stfeva kufat na stejném pracovisti.
Streptococcus bovis X4 byl izolovan z bachorové tekutiny ovei v UZFG AV CR.
Pseudomonas fluorescens DBM 3056 jsme ziskali z Ustavu biochemie a mikrobiologie
VSCHT Praha.

4.2. Izolace a charakterizace pektinolytickych bakterii ze slepého streva kralika

4.2.1. POUZITA ZVIRATA

Pro izolaci mikroorganismi jsme pouzili dva typy kralikd. Dva krélici z drobnocho-
vu krmeni letni (luéni trava ad libitum, pSenice-30-40 g/d, oves apod.) a zimni (lu¢ni seno
ad libitum, jablka-cca 20 g/d, pSenice-30-40 g/d, oves apod.) dietou. Déle 3 kralici z vel-
kochovi (rGizné podniky v CR), tj. brojlefi typu HYLA 2000 (Achard, Francie) ¢i Hyplus
(Grimaud Feres, Francie), ktefi byli krmeni komerénim granulovanym krmivem (obsa-
hovalo je¢men, oves, pSeni¢né otruby, susenou vojtésku, slune¢nicovou moucku, sojovou
moucku a dopln€k mineralt a vitamini). Kralici byli utraceni ve véku 80 dni (komeréni)

¢i v hmotnosti 2,7-3,2 kg, tj. cca S mésicli (z drobnochovu).

4.2.2. IZOLACE A IDENTIFIKACE PEKTINOLYTICKYCH BAKTERII

V tomto pokusu jsme 1 ml nafedéného obsahu slepého stfeva kralikt vpravili na
Petriho misku a pfelili cca 20 ml vitamino-mineralniho agaru s 0,4% glukosou pro stano-
veni celkového poctu bakterii nebo vitamino-minerdlnim agarem s 0,4 g pektinu.
Naockované Petriho misky jsme kultivovali anaerobné ve 40° C dva dny. Pro kultivaci
Petriho misek jsme pouZili anaerostaty Oxoid Anaerobic Jar (HP11) o obsahu 3,5 litru.
V anaerostatu byl umistén paladiovy katalyzator "Oxoid Anaerobic Catalyst (BR 42)"
a prouzek bunicité vaty pohlcujici vznikajici vodu a tudiz udrzujici vnitfek nadoby suchy.

Po uzavreni jsme z anaerostatu vysali vzduch olejovou vyvévou na hodnotu 80 az 100 kPa
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a vpustili smés vodiku (90%) a oxidu uhlic¢itého (10%). Anaerobni prostfedi v anaero-
statu bylo kontrolovano pomoci "Oxoid Anaerobic Indicator (1058)".

Celkovy pocet mikroorganismd jsme zjistovali poéitanim jednotek tvoficich kolonie
(CFU) na agarové plotné. Poté jsme nékteré kolonie z ploten s pektinem preockovali do
vitamino-mineralniho bujénu s 0,4% pektinem. Takto izolované bakterie jsme podrobili
Gramovu barveni abychom zjistili morfologii bakterii.

Pro vySetieni biochemickych parametrii jsme pouzili soupravy komerénich identifi-
kacnich testi ENTEROtest 24 a ANAEROtest 23 (Lachema, Brno) a soupravu testii pro
anaeroby API Api-test 50 CHL (BioMérieux, Francie). Oddélené jsme provedli jesté
testy na katalazu a hydrolyzu Skrobu (Collins et al. 1995), rtst v piitomnosti 20% Zluci

nebo 5% NaCl, teplotni rozmezi ristu a vztah ke kysliku (Harrigan a McCance 1966).

4.3. Pektin

Jable¢ny pektin jsme ziskali z firmy Pektin, s.r.o. (nyni Danisco Smifice, CR). Pektin
jsme piecistili extrakci ethanolem (74% v/v) abychom odstranili nizkomolekularni kon-
taminanty. Obsah uronovych kyselin v pektinu jsme stanovili 3-fenylfenolovou metodou
za ptitomnosti kyselého tetraboritanu v bazickém prostfedi ve dvou paralelnich uspofa-
danich (s fenylfenolem a bez). Standardem byla kyselina polygalakturonova. Absorbanci
jsme méfili pfi 520 nm (Blumenkrantz a Asboe-Hansen 1973).

Obsah monosacharidi v pektinu byl ur¢en plynovou chromatografii na koloné€ pln¢-
né 5% OV225 (Serva, SRN) na Chromosorbu N-AW. Teplota byla programovéana v roz-
mezi 120-200 °C.

Obsah uhliku v pektinu byl zmé&fen v laboratofi elementalni analyzy VSCHT na pi-
stroji Perkin Elmer 2400.

Methanol jsme stanovili po pfedchozi alkalické hydrolyze v 0,5 M NaOH plynovou
chromatografii na koloné 2,4 m dlouhé plnéné Chromosorbem WAW s 15% SP1220/1%
H3;PO4 (Supelco, USA). Teplota stanoveni byla 100° C.

4.4.Kultivacni média

B. pseudolongum P6, B. caccae KWN, Bifidobacterium. sp, Bifidobacterium pseudo-
longum P13 a Gl1, Bifidobacterium globosum P11 a G4 a § .bovis X4 jsme kultivovali ve
vitamino-mineralnim médiu nasledujicitho slozeni (mnozstvi na 11 média):

NAHCO3 36¢g

Ca(OH), 025¢g

43



MgSO4.7H,0  05¢g
(NH4)SO4 5,2 g

kvasni¢ny autolyzat 2,2 g

baktopepton 22¢g
NaOH 13,5¢g
roztok vitamint 1 ml

roztok mikroprvk 1 ml

resazurin 1,1 ml
cekalni extrakt 90 ml
deion. H,O 900 ml
H3POy4 12,5 ml

Cékalni extrakt jsme pfipravili smichdnim obsahu slepych stiev kralikd a destilova-
né vody v objemovém poméru 1:1. Smés jsme sterilovali 1 h pti 110° C, poté odstredili 1 h
pfi 5000 ot./min. a supernatant opé€t vysterilovali (40 min pfi 110° C). Takto pfipraveny
cekalni extrakt byl skladovéan a pted pouZitim jeSté jednou odstiedén.

Po uvedeni k varu jsme médium rozplnili do 100 ml nebo 500 ml NTS lahvi, pro-
bublali CO,, redukovali ptidavkem cysteinu (0,5 g/l média) a uzavieli gumovou zatkou
s pievle¢nou hlinikovou matici. Médium jsme sterilovali 50 min pfi 110° C. Jako substrat
jsme pouzili pektin nebo glukosu, koncentrace byla 4 g/l (pro méfeni produkce metabo-
litG) nebo 6 g/l (méfeni aktivity enzymii).

Slozeni roztoku vitamin( (mnozstvi na 500ml):

Pyridoxin (B6) lg

Riboflavin (B2) lg

Thiamin (B1) lg

Nikotinamid lg

Pantothenol (B3) 1g

p-aminobenzoat 0,005 g

Kys. listova 0,025 g

Biotin 0,025 g

Kobalamin (B12)  0,0025 g

SloZeni minerélniho roztoku (mnoZzstvi na 500 ml):

NiSO,4.7H,0 0275 g
H3BO3 0,167 g
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NasMoOy4.2H>,O 0,075 g

FeSO4.7H,O 55¢g
MnS0O4.4H,0 025¢
ZnS04.7TH»O 025¢
CuS04.5H,0 0,127 g
CoCl,.6H,O 0,127 g
Chelaton 1 S0g
NaOH 5M 127 ml

KAI(SO4),.12H,0 0,05 g

P fluorescens DBM 3056 jsme kultivovali aerobné¢ v médiu dle Van Dijkena

a Quaylea (1977). Slozeni média (mnozstvi na 11):

K,HPO, 1,74 g
NaH,PO4.2H,0  1,66g
(NH4)7SO04 2g

MgSO4.7H,0 0,20 g

Roztok minerald 0,5 ml

Roztok vitaminta 0,5 ml

Médium jsme rozplnili do 500ml NTS lahvi, probublali O, a sterilovali 50 min pfi
110° C. Substrat byla glukosa o koncentraci 4 g/l.

4.5. KULTIVACE SMESNYCH KULTUR OBSAHU SLEPEHO STREVA

K pokusu jsme pouzili dva brojlerové kraliky z komeréni farmy, krmené béznou gra-
nulovanou smési obsahujici 17 % N-latek a 13 % hrubé vlakniny. Kralici byli porazeni ve
veku 12 tydnu. Slepa stfeva byla vyprazdnéna, jejich obsahy smichdny a ihned pouzity
k inokulaci kultur. Inkubace probihala na vodni 1azni pfi 39°C v 300 ml NTS lahvich, her-
meticky uzavienych zatkami z butylové gumy. Médium obsahovalo 25 mM NayHPOy, 20
mM NaHCOj3, 15 mM KCl, 0,1% kvasni¢ného autolyzatu 0,05% mocoviny a 10% (v/v)
cékalniho extraktu. Pfed pouzitim bylo médium pasterovano zahtatim na 100°C po dobu
3 min. Jable¢ny pektin, pSeni¢ny Skrob a xylan z ovesnych slupek (Fluka) byly pfidany
v mnozstvi 0,54 g na 90 ml média, k inokulaci byl pouzit 1 g obsahu slepého streva.
Anaerobiosa byla docilena pfidavkem 45 mg Na>S.9H»>O a atmosférou CO,. Kazdy sub-
strat byl inkubovan ve 4 kulturach. Ctyti kultury byly okamzité po inkubaci odstfedény
(5000 g, 30 min., 4°C). Ostatni kultury byly inkubovany 18 h, pak rovnéz odstfedény.
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Supernatanty byly do doby analyzy ulozeny pfi -20°C. Sedimenty byly 2x promyty fyziolo-
gickym roztokem a protein extrahovan 1 M NaOH pfi 100°C po dobu 1 h. Na konci inku-
bace byl v NTS lahvich zmefen manometricky tlak a odebran vzorek plynu k analyze na

plynovém chromatografu.

4.6. STANOVENI ETHANOLU A TEKAVYCH MASTNYCH KYSELIN

Pro stanoveni ethanolu a TMK byly bakterie kultivovany v 100 ml NTS lahvich v 6
opakovanich 24 hod. pti 39° C. B. pseudolongum, B. globosum a B. caccae rostly na pek-
tinu nebo glukose, koncentrace substratu byla 4g/l, Bifidobacterium sp. a S. bovis rostly na
smésném substratu pektin+glukosa 2 g/l. Narostlé kultury jsme odsttedili (30 min, 5000
ot./min, 4° C) a v supernatantu méfili produkci metaboliti.

Acetdt a ethanol jsme stanovili plynovou chromatografii na kolon€ plnéné
Chromosorbem WAW s 15% SP1220/1% HzPO4 (Supelco, USA). Teplotni program byl
od 120-195° C. Jako nosny plyn jsme pouZili Ny, nastfik byl 1 ul, jako kalibra¢ni sm¢s jsme
pouzili vodny roztok o sloZeni 50 mmol/l acetatu, 20 mmol/l propionatu, 20 mmol/l iso-
butyratu, 20 mmol/l butyratu, 5 mmol/l isovaleratu, 5 mmol/l valeratu a 50 mmo/I etha-
nolu, vnitfnim standardem byl 5 mmol/l roztok kyseliny 2-ethylbutyrové ve 20% H3POy.

Laktat a sukcinat jsme methylovali a stanovili plynovou chromatografii na koloné
plnéné DB-FFAP 30m x 0,53mm (J&W Scientific, Folsom, USA). Teplotni rozmezi bylo
110-165° C. Mobilni faze byl No, nastiik vzorku 1 pl. Jako kalibracni smés jsme pouzili
vodny roztok o koncentraci 10 mmol/l laktatu, 2 mmol/l fumaratu a 2 mmol/l sukcinitu,
vnitinim standardem byl 40 mmol/l roztok kyseliny glutarové v 20% H3POy4. Formiat
jsme stanovili spektrofotometricky acetamidovym cinidlem. Pfi této reakci se vzorek smi-
cha s kyselinou citronovou a v pfitomnosti acetanhydridu a roztoku acetamidu v isopro-

panolu dava formiat cervené zbarveni (Sleat a Mah 1984).

4.7. STANOVENI CO,, H, a CHy

Pro stanoveni CO5 jsme vitamino-mineralni médium modifikovali, vynechali jsme
NaHCO3 a médium probublali N,. Bakterie jsme kultivovali 48 h pfi 39° C v objemu
30 ml média v 100 ml NTS lahvich v 6 opakovanich. CO, jsme stanovili plynovou chro-
matografii na chromatografu s tepeln€ vodivostnim detektorem a kolonou plnénou
Carboxenem 100 (Supelco, USA). Kultury jsme okyselili pfidavkem 4 M HCI
(2ml/1ahev). Separace probihala pti 90° C. Produkci Hy jsme méfili ve 100 ml NTS lah-

vich v 6 opakovanich, objem kultivacniho média v lahvi byl 30 ml. Vzorky jsme analyzo-
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vali na stejném chromatografu a stejné€ kolon¢ jako CO,. Methan jsme rovnéz stanovili

na plynovém chromatografu, avSak s detektorem plamenové - ioniza¢nim.

4.8. STANOVENI PEKTINU, GLUKOSY, SKROBU A XYLANU

V odstfedéném médiu po kultivaci bakterii jsme méfili mnoZzstvi nespotiebovaného
substratu. Pektin jsme stanovili 3-fenylfenolovou metodou (viz kap. 2.1. Pektin). Glukosu
jsme stanovili za pomoci komeréniho kitu (Glukosa GOD, Pliva - Lachema, Brno , CR).
Skrob, ktery nebyl spotiebovan ve smésnych kulturach, jsme stanovili reakef s fenolem a
H,S04 (Herbert a kol. 1971). Nespotfebovany xylan byl rozpustén zvySenim pH na 10-

11, potom stanoven reakci s orcinolem (Herbert a kol. 1971).

4.9. STANOVENI SUSINY A BUNECNE BILKOVINY

Pro zjiSténi produkce suSiny jsme bakterie kultivovali v Sesti 300 ml NTS lahvich,
obsah média v kazdé lahvi byl 200 ml. Narostlé kultury jsme centrifugovali (30 min, 6000
ot./min) a 2x promyli promyvacimi roztoky (sloZeni promyvaciho roztoku 1: 1,12 g
KOH+1,8m | H3PO4+ 8,77 g NaCl doplnit do 11, pH 7, slozeni promyvaciho roztoku
2: 0,75 g NaCl/l). Promyté bunky jsme kvantitativné¢ pievedli do pfedem vysuSenych
a zvazenych lékovek a susili pti 80° C do konstantni hmotnosti.

V bunécné susin€ jsme stanovili mnozstvi bilkovin spektrofotometricky metodou
dle Lowryho (Herbert a kol. 1971). Bilkoviny z bunécné suSiny jsme extrahovaliv 1 M
NaOH 1 hod. pti 100 °C. Dalsi postup byl pro rizné vzorky spole¢ny: vzorky, vhodné
nafed€né, jsme nejprve inkubovali s roztokem CuSoy4 a vinanu sodno-draselného v alka-
lickém prostiedi pfi pokojové teploté. Pak jsme pfidali fedéné Folinovo ¢inidlo (Penta,
Chrudim, CR) a vzorky inkubovali 30 min pfi pokojové teploté. Absorbanci jsme méfili
pfi 750 nm proti slepému pokusu. Jako standard jsme pouZili bovinni sérovy albumin
(BSA).

4.10. PRIPRAVA BUNECNEHO EXTRAKTU

Bakterie jsme kultivovali v 500 ml NTS lahvich 24 hod. pfi 39° C. Narostlé kultury
jsme centrifugovali (30 min, 6000 ot./min, 4° C). Supernatant jsme dialyzovali 24 hod. pfi
4° C proti destilované vodé a pouzili pro stanoveni extracelularnich enzymii uvoliova-
nych do prostiedi. Bunky jsme dvakrat promyli 50 mM fosfatovym pufrem o pH 7,0 (pro
stanoveni KDPG aldolazy 25 mM fostatovym pufrem o pH 7,65), resuspendovali

v malém mnozstvi téhoz pufru a rozbili sonikaci. Sonikace probihala v ochranné atmo-
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stéfe CO5 a sonikacni nddobka byla umisténa v ledové drti. Rozbité€ buriky jsme odstre-
dili (40 min, 15000 ot./min, 4° C) a supernatant pouZzili pro stanoveni intracelularni enzy-

mové aktivity a enzymové aktivity vdzané na bunécnou sténu.

4.11.STANOVENI AKTIVITY POLYGALAKTURONAT LYASY

Aktivitu polygalakturonat lyasy jsme stanovili v bunééném extraktu i v dialyzova-
ném médiu. Reakce je zaloZena na riistu absorbance pfi 232 nm zptisobeném vznikajici-
mi 4,5 nenasycenymi degrada¢nimi produkty pti inkubaci vzorku se substratem (Collmer
a kol. 1988). Reakéni smés obsahovala vhodné nafedény vzorek, TRIS-HCI o pH 8,5,
CaCly a kyselinu polygalakturonovou jako substrat. Aktivitu jsme méfili na spektrofoto-

metru s temperovanym kyvetovym prostorem. Teplota reakce byla 40° C.

4.12.STANOVENI AKTIVITY POLYGALAKTURONAT HYDROLASY

Aktivitu polygalakturonat hydrolasy jsme stanovili v bunééném extraktu i v dialyzo-
vaném médiu. Reakce je zaloZzena na spektrofotometrickém stanoveni redukujicich
cukrii vzniklych reakci vzorku se substratem (Lever 1977). Vzorky jsme nejprve inkubo-
vali s roztokem 0,5% pektinu a SO0mM fosfatového pufru o pH 7 pri 40° C. Reakci jsme
zastavili pfidavkem 0,3M ZnSOy4 a 0,3M Ba(OH),. Vzniklou sraZeninu jsme oddélili
centrifugaci (10 min, 4000 ot./min) a v supernatantu stanovili redukujici cukry reakci

s hydrazidem kyseliny p-hydroxybenzoové (PAHBAH) pti 410 nm.

4.13. STANOVENI AKTIVITY KDPG ALDOLASY

Aktivitu KDPG aldolasy jsme stanovili v bunéé¢ném extraktu metodou dle Wooda
(1971). Reakéni smés obsahovala 0,25 ml 0,8 M TRIS o pH 7,65, 0,35 ml buné¢ného
extraktu (0,3-0,4 mg bilkovin) a 0,05 ml 0,06 M glutathionu sodného. Po dvou minutach
jsme ptidali 0,05 ml 0,01M MnCl,. Smés byla ponechdna 10 min pfi 37°C, pak jsme pfi-
dali 0,05 ml 0,1 M NaAsO,, ktery inhibuje dekarboxylaci pyruvatu, 0,05 ml 0,06 M
CH,ICOONa, ktery zabrafiuje tvorb¢€ pyruvatu vedlejSimi reakcemi, a 0,20 ml 0,35 M
roztoku substratu (KDPG nebo 6-fosfoglukonat). Smés jsme inkubovali 10 min (pro
KDPG) nebo 40 min (pro 6-fosfoglukonat) pii 37°C, pak byla reakce zastavena zahfatim
(100°C, 4 min). Reakéni smés jsme centrifugovali a mnozstvi vzniklého pyruvatu méfili
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na pfistroji Shimadzu série VP (Shimadzu,
USA) na kolon& Ostion LGKS0800H+ (Tessek, CR). Pyruvat byl z kolony eluovan

10 mM H»SOy4 a detekovan méfenim absorbance pfi 190 nm. Nalezy pyruvatu jsme kori-
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govali odec¢tem nélezli pyruvatu ve dvou inkubovanych slepych pokusech. Prvni byla

reakeéni smés bez substratu, druhy reakéni smés bez bunééného extraktu.

4.14. SYNTEZA KDPG

KDPG bohuzel nenf komercéné dostupny. Bylo proto nutno jej pfipravit z pyruvatu
a glyceraldehyd-3-fostatu (Meloche a Wood 1966). Metoda je zalozena na skutecnosti, Ze
KDPG aldolaza katalyzuje kondenzacni reakci obou latek jestlize je pyruvat v piebytku.
Jako zdroj KDPG aldolazy poslouzil bunéény extrakt z P fluorescens DBM 3056. Tuto
syntézu, kterd vyzaduje znaénou zkusenost, uskute¢nila Ing. D. Duskova z UZFG AV
CR.

4.15. VISKOZIMETRICKA STANOVENI

Pomoci viskozimetrickych méfeni jsme urcili zptisob §té€peni pektinu u obou pekti-
nolytickych enzymi produkovanych B. caccae KWN (Sirotek a kol. 2004) a u kmeni
Bifidobacterium pseudolongum P13 a G1 a Bifidobacterium globosum P11 a G4.
Pektinolytické enzymy $tépi pektinovy polymer na kratké degradaéni produkty, coz zpi-
sobuje pokles viskozity. Podle rychlosti poklesu viskozity a soubé€zn€ mefené rychlosti
vzristu mnozstvi redukujicich cukrd (hydrolasy), popf. nenasycenych produkti (lyasy),
Ize urdit, zda enzym $tépi pektin terminalné nebo nahodné v kterémkoliv misté fetézce
tzv. random mechanismus (Rombouts a Pilnik 1980, Aymard a Mouquet 2001). Reakéni
smés pro méfeni viskozity obsahovala 100 ml 1,2% pektinu v 100 mM sodno-acetatovém
pufru o pH 7,5 nebo 5,6 a 20 ml vzorku (dialyzované médium). Cast této reakéni smési
jsme pouzili pro méreni viskozity v Hoepplerove viskozimetru. Tento viskozimetr pracu-
je na principu méfeni doby padu kalibrované kulicky reakéni smési. Hoeppleriv viskozi-
metr zarovenl umoznuje temperovani reakéni smési na presnou teplotu, coz je v ptipadé
enzymatickych reakci dulezité. Teplota reakce byla 40°C. Zaroven s méfenim poklesu vis-
kozity jsme druhou ¢ast reakéni smési pouzili pro stanoveni redukujicich cukrd (enzym
polygalakturonat hydrolasa) nebo nenasycenych degradacnich produktl (enzym polyga-
lakturonat lyasa), které byly méteny spektrofotometricky pti 232 nm. Do reakéni smési

pro polygalakturonat lyasu byl pfidan CaCl, o koncentraci 7,5 mM.
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4.16. VYPOCTY

Recovery metabolického vodiku (2H) ve smésnych kulturdch bylo zjisténo podle
Demeyera (1991).

2H o] =2A +P +4B + 3V
2H 4o =4M + 2P + 2B + 4V

2Hpec, = (2Hgec /2Hpey ) - 100

kde A, P, B, V a M predstavuji molarni produkci acetatu, propionatu, butyratu,
valeratu a methanu. K statistickému vyhodnoceni rozdili mezi substraty byla pouzita

analyza variance a Bonferroniho test.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Metabolismus pektinu a glukosy a aktivita pektinolytickych enzymu
u Bacteroides caccae KWN izolovaného ze slepého stireva kraliki

Molekularné genetickou analyzou, kterou provedli kolegové z Laboratote anae-
robni mikrobiologie UZFG, byl pektinolyticky izolat identifikovan s vysokou pravdépo-
dobnosti (98%) jako Bacteroides caccae. Identifikaci jsme navic potvrdili biochemickymi
testy a nepochybujeme o jeho identité, ackoliv Abecia a kol. (2005) ve své studii nena-
lezli ve slepém stfevé kraliki zadnou sekvenci odpovidajici skupiné
Bacteroides/Prevotella.

Kmen utilizoval v§echnu glukosu a cca 81% pektinu. Kultura rostouci na pektinu
produkovala vyrazné vice acetitu a méné formiatu, laktatu, fumaratu a sukcinatu nez
kultura rostouci na glukose. Pektin je vice oxidovany substrat nez glukosa a proto byly
jeho metabolity méné redukované nez metabolity glukosy. Proto produkce acetatu, jehoz
tvorba nevyzaduje redukéni ekvivalenty, byla o 40,7% vySsi u kultury rostouci na pektinu
v porovnani s kulturou rostouci na glukose (o 72,7% vyjadfeno na gram vyuzitého sub-
stratu). AvSak produkce laktatu, fumarédtu a sukcinatu byla niz$i na pektinu. Laktat byl
produkovan pouze u kultur rostoucich na glukose. V souladu s literaturou (Johnson
a kol. 1986) byla zaznamenana nizka produkce vodiku. Produkce CO5 byla vyrazné vyssi
u kultur rostoucich na glukose. To je pravdépodobné disledek vyssi produkce acetatu oxi-
da¢ni dekarboxylaci pyruvatu nez dekarboxylaci D-galakturonové kyseliny na L-arabino-
su. Uplna dekarboxylace nami pouZitého pektinu by vedla k produkci cca tiikrat vétsiho
mnozstvi COy nez bylo pozorovéano. Produkce methanolu z pektinu byla 11,5 + 1,7
mmol.I", Vytézky bunééné susiny a bunécného proteinu byly totozné u obou substrata.

Molekula pektinu miize byt Sté€pena bud’ B-eliminaci (lyasy) nebo hydrolyticky (hyd-
rolasy). Oba typy enzymid mohou degradovat pektinovy polymer v kterémkoliv misté
fetézce (random mechanismus) nebo termindln€ (Rombouts a Pilnik 1980). Pektin byl
bakterii Bacteroides caccae KWN §tépen plisobenim extracelularnich polygalakturonat
hydrolasy a polygalakturonat lyasy. Typ ptisobeni pektinolytickych bakteri byl uréen vis-
kozimetricky a analyzou reakénich produkti. Viskozimetrie je citlivou metodou vhodnou
k méreni aktivity pektinolytickych enzymi, oproti spektrofotometrickym metodam je
vyhodnéjsi v tom, Ze pomoci méfeni poklesu viskozity reakéni smési lze urcit zpisob
jakym enzym polymer degraduje. Pokles viskozity pfi enzymatické reakci je zptisoben $té-

penim dlouhého fetézce pektinu na kratké degrada¢ni produkty (Rombouts a Pilnik

51



1980, Aymard a Mouquet 2001). Vysoky vzrist koncentrace redukujicich cukri
u Bacteroides caccae KWN byl provazen velmi malou zménou viskozity, naproti tomu byl
zjistén maly narlst redukujicich cukrd a rychly pokles viskozity u kontrolniho kmene
Streptococcus bovis X4. Tyto udaje napovidaji, Ze polygalakturonét hydrolasa Bacteroides
caccae KWN §tépi pektin termindlné (exo-typ), zatimco hydrolasa Streptococcus bovis X4
je typu endo.

Tvorba nenasycenych vazeb a pokles viskozity u Streptococcus bovis X4 byl mno-
hem rychlejsi nez u Bacteroides caccae KWN. Pomér obou ukazatelt je vSak u obou bak-
terii témér shodny. Wojcziechowicz a Ziolecki (1984) identifikovali enzym Stépici pektin
u Streptococcus bovis E13 jako endopolygalakturonidt (endopektat) lyasu.
Predpokladame, Ze enzym stejného typu je produkovan i bakterii Bacteroides caccae
KWN.

U obou pektinolytickych enzymii byla aktivita extracelularni frakce mnohem vyssi
nez aktivita bunééné frakce, coz znamen4, Ze enzym je prevazné uvoliiovan do okolniho
prostiedi. Oproti tomu, pektinolytické enzymy bakterie Bacteroides thetaiotamicron, poly-
galakturonat lyasa a polygalakturonat hydrolasa, byly vazané na bunku, z vné;si strany
bunécéné stény (McCarthy a kol. 1985).

Vysoka koncentrace methanolu u kultur rostoucich na pektinu (11,5 =+ 1,7 mmol.l'l)
ukazuje, ze methoxylové skupiny pektinu byly hydrolyzovany. Produkty degradace pekti-
nu jsou metabolizovany intraceluldrné. U kmene Bacteroides caccae KWN byla nalezena
aktivita KDPG aldolasy, enzymu katalyzujictho kone¢ny krok Entner-Doudoroffovy
metabolické drahy stejn¢ jako u mnoha dalSich bakterii: Treponema saccharolyticum
(Paster a Canale-Parola 1985), Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola (Marounek
a DuSkova 1999), Lachnospira multiparus (DuSkova a Marounek 2001), Bifidobacterium
pseudolongum (Slovakova a kol. 2002). Kmen Bacteroides caccae KWN nevyuzival fos-
foglukonat, produkt metabolismu glukosy. Tento vysledek napovida, Zze nami zkoumany
kmen nema aktivitu fosfoglukonét dehydrasy, enzymu produkujictho KDPG z 6-fosfog-
lukonétu (Touster 1969) a tudiz, Ze u kmene Bacteroides caccae KWN neprobiha klasic-

ka Entner-Doudoroffova draha metabolismu glukosy.
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Tab. 7 Produkce metabolitii u bakterie Bacteroides caccae KWN rostouci na pektinu

a glukose.

sMpgi?ggétgrgg?lgIZ{i%strétu) Pektin Glukosa
Formiat 0,20 + 0,08 0,62 +0,16
Acetat 767 +035 552 +0,11
Propiondt 236 +021° 1,95 +020
Laktat 0 L15 +0,22
Fumarat 0,08 + 0,03 032 0,12
Sukcinat 1,55 +0,28 205 +036
Oxid uhlicity 1,85 +025 0,59 0,07
Vodik 0,038 + 0,002 0,033 + 0,007

" vyznamné odliné od glukosy (P<0,05)

Priiméry a SD byly spocitany ze 6-ti kultur.

Tab. 8 Riistové vytéZzky bakterie Bacteroides caccae KWN rostouci na pektinu a glukose.

Vytézek (mg.g’ :

spotfebované%o substratu) Pektin Glukosa
SuSina 325 + 53 328 + 16
Protein 102 = 15 105 =7

Priméry a SD byly spocitany ze 6-ti kultur.

Tab. 9 Aktivity pektinolytickych enzym bakterie Bacteroides caccae KWN.

Substrat

Enzym . Pivod enzymu Pektin Glukosa Glukosa
nmol.min.mg” B.caccae KWN | B. caccae KWN | Ps. fluorescens
Lyasy Bunécny extrakt 29+ 0,5 03+ 0,1 -

Supernatant 30,2+ 5,1 28+ 07 -
Hydrolasy Bunécny extrakt 5+ 1,1 05 01 -

Supernatant 559+ 79 55+ 03 -
KDPGA Bunéény extrakt 662,0 = 55,0 719,0 = 31,0 568
PGD Bunécny extrakt 0 0 95

" Kontrolni kmen
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Graf 1 Zména viskozity reakéni smési s 1% roztokem pektinu pti pH = 5,6 u pektinoly-

tickych bakterif Bacteroides caccae KWN a Streptococcus bovis X4
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Graf 2 Produkce redukujicich skupin v reakéni smési s 1% roztokem pektinu pfi pH =

5,6 u pektinolytickych bakterii Bacteroides caccae KWN a Streptococcus bovis X4
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Graf 3 Zména viskozity reakéni smési s 1% roztokem pektinu pifi pH = 7,5 u pektinoly-

tickych bakterii Bacteroides caccae KWN a Streptococcus bovis X4
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Graf 4 Tvorba nenasycenych produktii v reakéni smési s 1% roztokem pektinu pfi pH =

7,5 u pektinolytickych bakterii Bacteroides caccae KWN a Streptococcus bovis X4
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5.2. Metabolismus pektinu a glukosy a aktivita pektinolytickych enzymii
u kmene Bifidobacterium pseudolongum P6 izolovaného ze slepého streva
kralika

B. pseudolongum P6 utilizoval témét vSechnu glukosu (3,92 * 0,1 g.l‘l) acca76 %
pektinu. Také sloZzeni metabolith se liSilo dle substratu, kultury rostouci na glukose pro-
dukovaly vyznamné vice formiatu, laktatu a ethanolu a méné acetitu a sukcinitu nez
odpovidajici kultury na pektinu. Metabolismus glukosy je u rodu Bifidobacterium speci-
ficky, glukosa je fermentovana tzv. fruktosa-6-fostdtovym zkratem, kdy enzym fruktosa-
6-fosfoketolasa Stépi fruktosu-6-fostdt na acetylfosfat a erythrosa-4-fostat (Scardovi
a Trovatelli 1965). Pti fermentaci hexos u bifidobakterii by teoreticky mél vzniknout ace-
tat a laktat v molarnim poméru 1,5:1. Pfi rlistu na pektinu se fermentaéni pomér zménil
ve prospéch acetatu a sukcinatu. Podobné zmény odpovidajici zméné substratu (glukosa
vs. pektin) byly pozorovany u bachorovych bakterii Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella
ruminicola a Lachnospira multiparus (Marounek a Duskova 1999, Duskova a Marounek
2001). Pektin je vice oxidovany substrit nez glukosa a proto jeho metabolity byly méné
redukované nez metabolity na glukose.V rozporu s Bergeyho mikrobiologickym manula-
lem B. pseudolongum P6 produkoval malé€, ale méfitelné mnozstvi CO5 pfi rlistu na glu-
kose. Vytezek suché hmoty byl u kmene P6 nesignifikantné vysSsi u kultury rostouci na
glukose.

U kmene B. pseudolongum P6 byl hlavni pektinolyticky enzym polygalakturonat
hydrolasa, aktivita polygalakturonat lyasy nebyla nalezena. Tento vysledek je neobvykly,
protoze u vSech dosud zkoumanych pektinolytickych bakterii byla dominantnim pektino-
lytickym enzymem polygalakturonat lyasa, popfipadé byly piitomny oba enzymy
(Wojcziechowicz 1972, Wojcziechowicz a kol. 1980, Wojcziechowicz a kol. 1982,
Wojcziechowicz a Ziolecki 1984, Sirotek a kol. 2001, DuSkovd a Marounek 2001).
Aktivity extracelularni frakce byly u obou kmeni mnohem vy$si nez aktivity bunécné
(intracelularni) frakce, coz pravdépodobné znamen4, Ze enzym je uvoliiovan do okolni-
ho prostiedi. Pektin je jako velkd makromolekula §t€pen pouze mimo burku, to bylo jiz
diive pozorovano u bachorovych bakterii Prevotella (diive Bacteroides) ruminicola
(Wojcziechowicz 1972), Lachnospira multiparus (DuSkova a Marounek 2001) a také
u bachorovych hub (Kope¢ny a Hodrova 1995).

U kmene B. pseudolongum P6 byla detekovana aktivita KDPG aldolasy, enzymu
katalyzujiciho finalni krok Entner-Doudoroffovy metabolické drahy. Tato enzymova akti-

vita byla prokazéana i u bachorovych pektinolytickych bakterii Treponema saccharophilum
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(Paster a Canale-Parola 1985), Butyrivibrio fibrisolvens, Prevotella ruminicola (Marounek
a Duskova 1999), Lachnospira multiparus (Duskova a Marounek 2001) a u dalsich sap-
rofytickych bakterii. Podobné jako u vy$e zmin€nych bachorovych bakterii, kmen B. pseu-
dolongum P6 nevyuzival 6-fosfoglukonat, pravdépodobné kvili chybéjici aktivité 6-fos-
foglukonat dehydrasy. Z téchto vysledkl vyplyva, ze u kmene B. pseudolongum P6 je
pektin degradovan modifikovanou Entner-Doudoroffovou drdhou, Zadny z vysledki
nenaznacuje pritomnost reakéni sekvence, kdy D-galakturonat je dekarboxylovan na
L-arabinosu a dile metabolizovan pentosofosfatovou drahou, ktera je zminovana v sou-
vislosti s nékterymi bachorovymi bakteriemi (Leng 1970, Van Soest 1983). Kultury na
pektinu neprodukovaly zadny CO,, ackoliv dekarboxylaci mnozstvi pektinu pouzit€¢ho
v tomto pokusu by teoreticky mohlo vzniknout 5,08 mmol CO,/g. Nami zkoumany kmen
Bifidobacterium pseudolongum P6 nem¢l aktivitu fosfoglukonat dehydrasy, enzymu pro-
dukujictho KDPG z 6-fosfoglukonatu (Touster 1969), tudiz u néj nemize probihat kla-
sicka Entner-Doudoroffova draha metabolismu glukosy.

Pti méfeni pektinolytickych aktivit kmene B. pseudolongum P6 byly pouzity dva
kontrolni kmeny: pektinolyticky Streptococcus bovis X4 a Bifidobacterium sp., ktery pek-
tin nedegraduje.

S. bovis X4 degraduje pektin na nenasycené oligogalakturonidy, které dale nevyu-
ziva (Wojciechowicz a Ziolecki 1984). Proto byl kultivovan na smésném substratu pektin
+ glukosa. U kmene S. bovis X4 nebyla nalezena aktivita KDPG aldolasy coZ miiZe byt
divod, pro¢ tento kmen neni schopen vyuzit degradacni produkty pektinu. U kmene
S. bovis X4 byla nalezena aktivita polygalakturonat hydrolasy i polygalakturonat lyasy,
aktivita polygalakturonat hydrolasy byla velmi nizka. Bifidobacterium sp. nemél Zadnou
z nami stanovovanych enzymovych aktivit. Kmen Pseudomonas fluorescens byl pouzit jako

pozitivni kontrola pfi stanoveni aktivit KDPG aldolasy a 6-fosfoglukonat dehydrasy.
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Tab. 10 Produkce metabolitd u bakterie Bifidobacterium pseudolongum P6 pfi rlistu na

pektinu a glukose

Sf)(e)tt?sgcl)%n(gl?ghgstrétu) Pektin Glukosa
Formiat 3,22 + (,23* 3,63 = 0,38
Acetat 6,01 = 0,64 5,81 + 0,45
Laktat 1,58 + (),25* 2,42 * 0,17
Sukcinat 0,66 = 0,10* 0,48 + 0,09
Ethanol 0,32 = 0,10* 0,51 £ 0,12

*Vyznamn¢ odlisné od hodnot pfi ristu na glukose (p < 0,05).

Tab. 11 Ristové vyté€zky u bakterie Bifidobacterium pseudolongum P6 pfi ristu na pekti-

nu a glukose

Vytézek (mg.g' :

spotfebo‘(/anéﬁo substritu) Pektin Glukosa
SuSina 154 + 37 168 * 40
Protein 71 +£29 84 + 41

Tab. 12 Aktivity pektinolytickych enzymi bakterii Bifidobacterium pseudolongum P6,

Pseudomonas fluorescens DBM 3056, Streptococcus bovis X4 a Bifidobacterium sp.

. Substrat

Enzym.'aktmta Plivod enzymu Pektin Glukosa Glukosa
nmol.min.mg’" B. pseudolongum B. pseudolongum Ps. fluorescens
Lyasy Buné¢ny extrakt 0 0

Supernatant 0 0
Hydrolasy Bunécny extrakt 37+ 0,2 0

Supernatant 874 = 16,5 114+« 06
KDPGA Buné¢ny extrakt 919,0 = 2740 2540 = 1940 562 + 72
PGD+KDPGA | Bunécny extrakt 0 0 80 = 27

Enzym. aktivita
nmol.min.mg’

Pivod enzymu

Pektin + Glukosa

Pektin + Glukosa

Strep. bovis Bifidobacterium sp.
Lyasy Bunéény extrakt 0 0
Supernatant 102,0 + 22,0 0
Hydrolasy Bunécny extrakt 35+ 03 0
Supernatant 1,6 = 03 0
KDPGA Bunécny extrakt 0 0
PGD+KDPGA | Bunécny extrakt 0 0

58




5.3 Pektinolytické enzymy ¢ty kmenu bifidobakterii izolovanych z traviciho
traktu kralika

Kmeny Bifidobacterium pseudolongum P13, Bifidobacterium pseudolongum Gl,
Bifidobacterium globosum P11 a Bifidobacterium globosum G4 utilizovaly pektin pomoci
enzymu polygalakturonat hydrolasa, stejn€ jako B. pseudolongum P6 zkoumany v pred-
chozim pokusu (Slovakova a kol. 2002). Polygalakturonat lyasa nebyla nalezena ani u jed-
noho z ndmi zkoumanych kment bifidobakterii cozZ je neobvyklé. U vSech dfive zkouma-
nych pektinolytickych bakterii z traviciho traktu se na Stépeni pektinu podilely oba
enzymy (Wojcziechowicz 1972, Wojcziechowicz a kol. 1980, Wojcziechowicz a kol. 1982,
Wojciechowicz a Ziolecki 1984, Marounek a DuSkova 1999, Duskova a Marounek 2001,
Sirotek a kol. 2004). OvSem pro potvrzeni hypotézy, Ze rod Bifidobacterium vyuziva pro
utilizaci pektinu pouze enzym polygalakturonét hydrolasu, by bylo potieba provést poku-
sy na dostatecné velkém poctu kmeni. Aktivita polygalakturonat hydrolasy viech ctyr
kmeni byla nalezena pouze v extracelularni frakci, coz je v souladu s nasimi pifedchozi-
mi pokusy, kdy aktivity pektinolytickych enzymi bun¢¢né frakce byly velmi nizké popii-
padé nedetekovatelné (Sirotek a kol. 2001, Slovakova a kol. 2002, Sirotek a kol. 2004).

Pomoci viskozimetrickych méteni byl stanoven mechanismus S$tépeni polygalaktu-
ronat hydrolas vSech ¢tyt kment pektinolytickych bifidobakterii. U kment B. pseudolon-
gum P13, B. globosum G4 a B. pseudolongum G1, byla zaznamendna mala zména pokle-
su viskozity a vysoky narust redukujicich skupin. Lze tedy predpokladat, ze vSechny tfi
kmeny maji polygalakturonét hydrolasu typu exo. U kmene B. globosum P11 byly zazna-
menany odlisné vysledky oproti prfedchédzejicim kmentim, rychlejsi pokles viskozity pro-
vazeny malou zménou redukujicich skupin. Polygalakturonat hydrolasa tohoto kmene je
tedy zfejmé typu endo, podobné jako u kontrolniho kmene S. bovis X4, ackoliv u kon-

trolntho kmene je pokles viskozity vyrazng;si.
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Tab. 13 Pektinolytické enzymy ctyf kment bifidobakterii izolovanych z traviciho traktu

kralika
Substrat
Enzym Plivod enzymu Pektin Pektin Pektin
nmol.min.mg’ B. pseudolongum P13| B. pseudolongum G1|  B.globosum P11
Lyasy Bunécény extrakt 0 0 0
Supernatant 0 0 0
Hydrolasy Buné¢ny extrakt 0 0 0
Supernatant 121,1 = 20,0 60,7 = 18,2 1434 + 19,9
Enzym Pivod enzymu Pektin Pektin + Glukosa
nmol.min.mg" B. globosum G4 S. bovis X4
Lyasy Bunécny extrakt 0 0
Supernatant 0 85,0 = 13,1
Hydrolasy Bunéény extrakt 0 5108
Supernatant 108,7 £ 22,5 23,2 97
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Graf 5 Tvorba redukujicich skupin v reakéni smési s 1% roztokem pektinu pfi pH = 5,6
u pektinolytickych bakterii Bifidobacterium globosum G4, Bifidobacterium pseudolongum
G1, Bifidobacterium globosum P11, Bifidobacterium pseudolongum P13 a Streptococcus
bovis X4
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Graf 6 Zména viskozity reakéni smési s 1% roztokem pektinu pfi pH = 5,6 u pektinoly-
tickych bakterii Bifidobacterium globosum G4, Bifidobacterium pseudolongum G,

Bifidobacterium globosum P11, Bifidobacterium pseudolongum P13 a Streptococcus bovis
X4
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5.4. Fermentace pektinu ve smésné kulture mikroorganismi slepého stireva
kraliku

Vysledky pokusu jsou shrnuty v tab. . Ukazuje fermentacéni stechiometrii a produk-
ci proteinu v kulturach obsahu slepého streva kraliki s pektinem, $krobem a xylanem.

Fermentace pektinu ve srovnani s dal$imi substraty se vyznacuje vysokym podilem
acetatu a nizkym zastoupenim ostatnich metaboliti vyjma methanu. Produkce methanu
vSak byla ve srovnani s produkci TMK nizka. Produkce proteinu i jeho vytézek nebyly v
kulturdch s rznymi substraty statisticky vyznamné rozdilné. Statisticky vyznamné vyssi
tvorba butyratu nez propionatu byla jen v kulturdch se Skrobem. Hodnoty recovery 2H
byly bez vyjimky nizké ve vSech kulturach.

Nizké recovery metabolického vodiku ukazuje, ze ¢ast TMK nevznika cestou pies
pyruvit, ale z CO- + Hj reduk¢ni acetogenezi. Vyznam tvorby methanu je v slepém stie-
vu kralikt maly. Skladba metaboliti, vznikajicich ve smésné kulture fermentaci pektinu,
se znaéné€ odliSuje od skladby metabolitii $krobu, méné jiz od metabolitl xylanu. Rozdily,
které existuji mezi metabolity pektinu a Skrobu ve smésnych kulturach, odpovidaji rozdi-
1Gm, které byly pozorovany mezi fermentaci pektinu a glukosy v Cistych kulturach bakte-

rif slepého streva kraliki.
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Tab. 14 Produkce mikrobialnich metabolitii a proteinu v kulturach obsahu slepého

stfeva kralikd. Jako substrat byl pouzit pektin, $krob a xylan.

Pektin Skrob Xylan
Spoticbovany substrdt (mg) 58713 5275 5699¢
otfebovany substrat (m
P y (20) (21) (19)
64,62 57,5 43,70
Produkce TMK (mmol/l)
(6,4) (1,8) (1,6)
78,02 66,50 75,02
Acetat (mol%)
(1,7) (2,1) (2,4)
. 10,4 12,2 11,7
Propionat (mol%)
(1,3) (1,0) (1,6)
10,32 19,4b 11,92
Butyrat (mol%)
(0,9) (2,8) 0,9)
1,3 1,9 1,42
Valeréat (mol%)
(0,1) (0.2) (0,1)
4,72 3,3ab 2,80
Methan (mmol/l)
(1,3) 0,2) 0,2)
] 836 787 670
Protein (mg/l)
(128) (130) (94)
Vitezek proteiny (mg) 142 149 118
¢zek proteinu (m
YR P © 1) (24) (16)
35,8 41,0 36,7
2H recovery (%)
(1,3) (3,7) (2,3)

Priiméry z ¢tyf kultur. Smérodatné odchylky jsou uvedeny v zavorkach.
abe p < 0,05
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ZAVER

Zdravotni stav hospodafsky vyznamnych zvitat je z velké ¢asti urcovan skladbou
potravy, kterd musi respektovat zvlastnosti traviciho traktu jednotlivych druhti. Vhodné
slozeni krmnych smési je obzvlast dilezité u bylozravych savcii, nebot traveni rostlinné
potravy se neobejde bez pomoci symbiotickych mikroorganismi. Znalosti o mikrobial-
nim osidleni zivo¢iSného traviciho traktu a s tim souvisejicich travicich procest jsou znac-
né nevyrovnané. Velmi dobré jsou v pfipadé bachoru prezvykavcii a zadnich oddill travi-
ciho traktu prasat a potkanti. U ostatnich zvifat jsou nedostate¢né, coZ plati i pro kréliky.

Ukolem vyzkumu je objasnit procesy, které se v travicim traktu odehravaji a poznat-
ky prezentovat tak, aby mohly byt uvedeny do praxe. Pfispét k objasnéni metabolismu
pektinu u bakterii z travictho traktu, jedné z vyznamnych slozek potravy kralikd, bylo
i cilem predloZené diserta¢ni prace. Hlavni vysledky lze stru¢né shrnout takto:

Kmen Bifidobacterium pseudolongum P6 utilizoval viechnu glukosu a témét vSechen
pektin. Pektin je vice oxidovany substrat nez glukosa a proto jeho metabolity byly méné
redukované nez metabolity glukosy. Fermenta¢ni stechiometrie pfi riistu na pektinu se
zménila oproti ristu na glukose ve prospéch acetatu a sukcinatu, podobné jako u bacho-
rovych bakterii. Pektin byl u tohoto kmene degradovan ptisobenim polygalakturonat hyd-
rolasy, prekvapivé v§ak nebyla detekovana aktivita polygalakturonat lyasy.Kmen B. pseu-
dolongum P6 mél aktivitu KDPG aldolasy, tudiz uronové kyseliny jsou v buiice
metabolizovany modifikovanou Entner-Doudoroffovou drahou, zatimco 6-fosfogluko-
nat, metabolit utilizace glukosy v téze draze, metabolizovan nebyl. Konvenéni Entner-
Doudoroffova draha degradace glukosy tedy u tohoto kmene neprobiha. K metabolismu
glukosy je tudiz vyuzivana glykolysa.

Bacteroides caccae KWN utilizoval vSechnu glukosu a téméf vSechen pektin.
Kultura rostouci na pektinu produkovala vyrazné vic acetatu a méné formiatu, laktatu,
fumaratu a sukcinatu nez kultura rostouci na glukose. Pektin je u této bakterie degrado-
van extracelularni hydrolasou, kterd $té€pi polymer od konce (pfi pH = 5,6 vytvori cca 56
mmol redukujicich skupin za jednu minutu vztaZzenych na 1g proteinu) a extracelularni
lyasou s ndhodnym tcinkem uvnitf fetézce (pti pH = 7,5 vytvoii cca 30mmol redukuji-
cich skupin za jednu minutu vztaZzenych na lg proteinu). Intracelularni metabolismus
D-galakturonatu probiha modifikovanou Entner-Doudoroffovou metabolickou drdhou.
Konvenc¢ni draha Entner-Doudoroffova metabolismu glukosy u Bacteroides caccae KWN

neprobiha.
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Kmeny Bifidobacterium pseudolongum P13, Bifidobacterium pseudolongum G1,
Bifidobacterium globosum G4 a Bifidobacterium globosum P11 degraduji pektin plisobe-
nim polygalakturonat hydrolasy, polygalakturonat lyasa nebyla detekovana podobné jako
u kmene Bifidobacterium pseudolongum P6 v ptedchozim pokusu. Toto sledovani by bylo
vhodné rozsitit, aby bylo mozno dojit k obecnému zavéru, ze bifidobakterie ( na rozdil od
fady dalSich bakterif) lyasou nedisponuji. U kment B. pseudolongum P13, B. globosum
G4 a B. pseudolongum G1 je polygalakturonat hydrolasa typu exo, zatimco u kmene
Bifidobacterium globosum P11 je typu endo.

Ve smésnych kulturdch mikroorganismi obsahu slepého stieva kralikl se fermen-
tace pektinu vyznacovala vysokym podilem acetidtu a nizkym zastoupenim ostatnich
metaboliti. Mezi metabolity pektinu a Skrobu ve smésnych kulturach byly obdobné roz-

dily jako mezi pektinem a glukosou v ¢istych kulturach bakterii slepého stfeva kralika.
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