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The aim of the study was to verify the influence of the soluble phenolic compounds on
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conditions and addition of soluble phenolic compounds on potential activity of
extracellular enzymes in two laboratory experiments. The results showed, that potential
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not decline in anaerobic incubations, and have no oxygen requirement. Potential activities
of hydrolytic enzymes was not inhibited by phenolic compounds and are oxygen related
or have no oxygen relationship. No negative relationship between hydrolytic enzymes
and phenolic compounds was observed. In summary, our results do not support the

“‘enzymatic latch’” hypothesis.
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Seznam zkratek

C uhlik

CO2 oxid uhlicity

H20 voda

HMW fenolické latky jejichz molekulova hmotnost > 14 kDa
CHs metan

LMW fenolické latky jejichz molekulova hmotnost < 14 kDa
Mw molecular weight, molekulova hmotnost

N dusik

07 kyslik

P fosfor

PerOx peroxidaza

PhOx fenoloxidaza

TA tannic acid, kyselina ttislova

TDN total dissolved nitrogen, celkovy obsah dusiku

TOC total organic carbon, celkové mnozstvi organického uhliku



1 Uvod do problematiky a cile

Raselinisté jsou terestrické mokifadni biotopy s velmi pomalou rychlosti
dekompozice rostlinné organické hmoty. Vysledkem tohoto jevu je ulozeni Castecné
rozlozeného organického materidlu ve forme raSeliny. Pro raSelinisté je charakteristicka
celéd fada cévnatych rostlin, avSak dominujicimi rostlinami jsou mechorosty rodu raselinik
(Sphagnum spp). Opad (odumiela biomasa) raseliniki je jednou z hlavnich slozek, ktera
pfispiva k hromadéni raseliny pravdépodobné i kvili jejich nesnadné rozlozitelnosti, a to

predevsim v subborealnich a v borealnich rasSelinistich.

Soucast opadu v raSeliniStich tvofi nerozpustné a rozpustné fenolické latky, které
souhrnn¢ patii k nejrozsifenéjSim sekundarnim metabolitiim rostlin. Pfedmétem studie
této diplomové prace jsou rozpustné fenolické latky, kterych je rostlinach pouze nékolik
malo procent. Predpoklada se, ze tyto fenolické latky maji vyrazny vliv na mechanismus
rozkladu organické hmoty. Nepfiznivé environmentalni podminky prostiedi raselinist’
jako je predevsim kyselé a vodou nasycené pudni prostifedi znesnadiuji jejich rozklad,
coz muze vést k jejich akumulaci v ekosystému. Predpoklada se, Ze zvySené koncentrace
fenolickych latek v raSeliniS§ti mohou pfispivat ke zpomalené dekompozici organické
hmoty. Z toho diivodu jsou fenolické latky také davany do souvislosti s ukladanim a toky
uhliku v raSelinnych ekosystémech. Pfi rozkladu téchto latek se uplatiuji extracelularni
enzymy, vylu¢ované piedev§im mikrobnimi spoleCenstvy hub a bakterii. Rozklad
fenolickych latek v raSeliniStich probiha za pomoci oxidativnich enzymt. Predpoklada
se, ze fenolické latky mohou byt rozkladdny prav€é pouze oxidativnimi enzymy
v aerobnich podminkach, jejichz aktivita je v prevladajicim anaerobnim prostiedi
raselini§t’ vyznamné omezena (Freeman et al., 2001; 2004). Naopak, hydrolytické
enzymy pracuji jak v aerobnim a anaerobnim prostfedi, avS§ak hromadéni fenolickych
latek pravdépodobné sniZzuje nebo dokonce inhibuje jejich aktivitu (Appel, 1993;
Freeman et al., 2001; Fenner & Freeman, 2011). Tento mechanismus je povazovan za
hlavni fidici faktor akumulace uhliku v raselinistich, av§ak mnoho nasledujicich studii jej

nepodpofilo.

Neni stale zcela jasné vysvétleno, ¢im je horsi rozlozitelnost raselinikli ve srovnéani

S cévnatymi rostlinami raselinist’ zptisobena. Jednim z vysvétleni je, Ze jsou tyto mechy



bohat¢ na fenolické latky, které pravdépodobné piispivaji k pomalé rychlosti
dekompozice (Aerts et al., 2001). V dusledku jejich hromadéni, a tim rostouci koncentraci
v pudé, dochazi ke zpomaleni mikrobidlni dekompozice, a tedy toku uhliku, jinych prvka
odolnosti téchto rostlin vici dekompozici a do jaké miry je hromadéni opadu fizeno

vlastnostmi prostredi raselinist’.

Cilem této diplomové prace je otestovani takzvané teorie enzymatické smycky
(Freeman et al., 2001), ktera ptredpoklada ze v diisledku nizké dostupnosti O je potlacena
aktivita oxidativnich enzymt, coz vede ke zvySovani koncentrace rozpustnych
fenolickych latek, které maji schopnost se navazat na hydrolytické enzymy a inhibovat
tak jejich funkci. AvSak nékteré nedavné studie tuto teorii nepotvrdily a ukazaly, Ze
vyrazny vliv na aktivitu oxidativnich enzymii mize mit vegetacni sloZeni, dostupnost
zivin, pH ¢i teplota (Pinsonneault et al., 2016; Romanowicz et al., 2015; Williams et al.,
2000; Wilson et al., 2016).



2 Literarni prehled

2.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou Siroce rozsifenou skupinou piirodnich sloucenin vyhradné
rostlinného charakteru (Cates & Rhoades, 1977). Jsou produkovéany jako sekundarni
metabolity za ucelem ochrany rostliny ptfed stresem jako je herbivorie, mikrobidlni
infekce, ultrafialové zafeni nebo nizka dostupnost zivin. Sekundarni metabolity rostlin
jsou strukturné i chemicky mnohem rtznorod¢€jsi nez primarni metabolity a obsahuji
latky, které sice nejsou piimo nutné pro zdkladni fotosynteticky nebo respiracni aparat,
nybrz pro prosté pieziti rostlin (Lattanzio, 2013). VSeobecné vykazuji fenolické latky
antioxidacni a antibakterialni vlastnosti — z toho divodu je jejich aplikace rozsifena

pfedev§im v potravinafském primyslu (Hittenschwiler & Vitousek, 2000; Lattanzio,

2013).

Obecné jsou fenolické latky slozeny nejméné z jednoho aromatického jadra nesouci
jednu nebo vice hydroxylovych funk¢nich skupin. Rozdélit je 1ze naptiklad na zaklade
rozpustnosti ve vod¢ ¢i podle molekulové hmotnosti. Na zaklad¢ rozpustnosti ve vodé
rozliSujeme dv€ hlavni formy fenolickych latek, a to nerozpustny polymer lignin a jeho
derivaty a rozpustné jednoduché a oligomerni slouCeniny (Héttenschwiler & Vitousek,
2000). Fenolické latky v raSeliniStich tvofi dilezitou soucast jak nerozpustnych, tak
rozpustnych forem organického uhliku. Lze je dale rozdélit na zakladé molekulové
hmotnosti do dvou velkych skupin a to na — latky s niz§i molekulovou hmotnosti (Mw
<500 Da) — vétsinou jde o jednodussi latky jako je napfiklad p-hydroxyacetofenon zaradit
sem lze také rozvétveng)si fulvonové kyseliny a latky s vys$§i molekulovou hmotnosti (Mw
<500 Da) — oligomerni a polymerni fenolické latky — taniny, chinony a huminové

kyseliny.

Do pidy se fenolické latky dostavaji rozkladem organické hmoty nadzemni
a podzemni ¢asti rostlin, avSak mohou byt do piidniho prostedi pasivné vyluCovany také
skrze kofenové exsudaty, kde se snimi muzeme setkat ve form¢ flavonoida
a isoflavonoidt (Lattanzio, 2013; Rice, 1984). V zavislosti na jejich koncentraci nebo
molekulové hmotnosti mohou podporovat anebo omezovat rist mikrobialnich hub

a bakterii ¢i dokonce mohou ovliviiovat slozeni a aktivitu celého mikrobniho



Spolecenstva a ovliviiovat tim miru rozkladu a tim také dostupnost Zivin v ptidé (Delaux
etal., 2013; Lattanzio, 2013; Souto et al., 2000). Na jejich rozkladu se podileji predevsim
houby z tiidy Basidiomycetes a Ascomycetes ale také nékteré bakterie napiiklad z rodu
Pseudomonas (Min et al., 2015). Degradovany jsou oxidativnimi enzymy, konkrétné&ji
fenoloxiddzami, peroxiddzami, mangan-peroxidazami, lignin-peroxiddzami a lakazami.
Pro raselinisté jsou typické a rozsifené spiSe prvni dva zminéné oxidativni enzymy (Min

etal., 2015).

V pudé se fenolické latky vyskytuji v rozpusténé formé, kterd se volné pohybuje
V pudnim roztoku (tj. nizkomolekuldrni fenolové kyseliny ¢i nékteré taniny). Také se
mohou fenolické latky vyskytovat v sorbované forme, kterd se reverzibilné vaze na
¢astice pudy nebo proteiny ¢i v polymerizované formé. Ta obsahuje huminové latky,
znichz mé kazdd schopnost sorpce na pidni hmotu prostiednictvim hydrofobnich,
vodikovych a iontovych vazeb (Appel, 1993; Min et al., 2015). Relativn¢ stabilnimi
latkami v pudé€ jsou huminové kyseliny, jez jsou vytvaieny polymerizaci fenolickych
sloucenin, ¢asto s dal§imi fenolickymi latkami OvSem fenolické latky jsou schopny
vytvafet komplexy také s celou fadou organickych dusikatych sloucenin jako jsou
proteiny, nukleové kyseliny ¢i s nékterymi polysacharidy, naptiklad s chitinem (Kraus et
al., 2003; Lattanzio, 2013).

Fenolickeé latky maji schopnost navazat se na nékteré¢ enzymy a inhibovat tak jejich
aktivitu. Pokud dojde k jejich spojeni, molekula enzymu se ,,zablokuje” a vytvoii se
komplex fenolicka latka—enzym. (Bull, 1970; Freeman et al., 2001; Handley, 1954).
Freeman et al. (2004) uvadi, Ze uz velmi nizké koncentrace fenolickych latek
(2-5 mg-I) snizuji aktivitu hydrolytickych enzymtl, jakymi byly vybrané testované
enzymy; B-glukosidaza, fosfataza, sulfataza, chitinaza a xylosidaza, a to o 18-47 %.
Inhibice enzymatického rozkladu fenolickymi latkami muize nastat n€kolika zpiisoby
(Min et al., 2015):

i) tvorbou kovalentnich vazeb s latkami proteinového charakteru (enzymy,

nukleové kyseliny)

fenolickych molekul

iv) vytvofenim vodikové vazby a komplexu fenolicka latka-enzym (viz. Obr. 1)
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Obr. 1. Schopnost fenolickych latek tvofit vodikovou vazbu s proteiny v zavislosti na molekulové hmotnosti a poctu
vodikovych vazeb (Field & Lettinga, 1992).

A. Umisténi vodikové vazby mezi hydroxylovou skupinou fenolu a karbonylovou skupinou peptidového proteinu.

B. Uloha vodikovych vazeb na sile interakce tanin-protein. Nizka interakce fenolicky monomer-protein. Vysok4 interakce

oligomerni tanin-protein.

Tvorbé komplexu fenolicka latka-enzym podléhaji nejvice oligomerni taniny (Obr.
1). Silnd vodikova vazba se tvofi mezi fenolickou hydroxylovou skupinou a kyslikem
peptidické vazby proteinu—enzymu. Schopnost tvorby tohoto komplexu vzrista s poctem
fenolickych hydroxylovych skupin a do urcité velikosti molekuly s poétem fenolickych
jednotek v polymeru. Naopak jednoduché monomerni fenolické latky obsahuji malo
hydroxylovych skupin navazanych na molekule, a proto maji obecné nizkou afinitu

K proteintim a jim ptibuznym polyamidim (Field & Lettinga, 1992; Lattanzio, 2013).

Dulezité je zminit, Ze kazda fenolické latka ma viici kazdému enzymu jinou afinitu
— jinymi slovy inhibice konkrétni fenolickou latkou zavisi na koncentraci dané fenolické
latky (Field & Lettinga, 1992). Tento fakt ukazuje studie Goldstein & Swain (1965), kde
byl studovén vliv kyseliny tiislové (Mw = 1701 Da) na enzymy v koncentraci 1 g-I1. Byla
pozorovana uplna inhibice laktatdehydrogenazy, ale pouze 41 % inhibice peroxidazy
kyselinou tiislovou o koncentraci 1 g1 (Goldstein & Swain, 1965). Radové nizsi
koncentrace 0,12 gl pak  zcela inhibovala ~ malatdehydrogenazu

a isocitratdehydrogendzu (Firenzuoli et al., 1969).



2.1.1 Nizkomolekularni rozpustné fenolické latky

Do skupiny nizkomolekularnich fenolickych latek patii fenolové kyseliny —
naptiklad kyselina vanilova, k. p-hydroxybenzoova nebo k. p-kumarova. Ty se bézné
nachdzi v opadu mechu raseliniku (Mellegérd et al., 2009; Min et al., 2015). Jsou to latky
s nizkou molekulovou hmotnosti (<1000 Da), z nichz ov§em mnoh¢é maji antibakterialni
a antifungalni ucinky praveé v dasledku nizké molekularni hmotnosti, tedy malé velikosti,
ktera jim umoziuje pronikani do mikrobialnich bunék. Pfi vyssich koncentracich ptisobi
toxicky na tyto organismy zevnitf, ¢imz potlacuji sekreci enzymut (Field & Lettinga,
1992). Vlivem nizké molekulové hmotnosti mohou byt voln¢ se nachazejici rozpustné
formy fenolickych latek degradovany na jednodussi, asimilovatelné formy, nez jsou jejich
sorbované nebo polymerizované formy a pusobit tak jako vhodny zdroj uhliku (Min et
al., 2015). Nizkomolekularni fenolické latky a nékteré taniny mohou slouzit jako substrat
podporujici rist mikroorganismt, ¢imz pozitivné ptisobi na dekompozici (Fierer et al.,
2001). Naopak nepiiznivymi G¢inky na rozklad mtze v raSeliniStich pusobit kyselina
sphagnova (Mw = 222 Da) (p-hydroxy-p-[karboxymetyl]-skoticova kyselina) (Verhoeven
& Liefveld, 1997). Kyselina sphagnova je v raSeliniStich Siroce rozsifenou fenolickou
latkou. Rudolph & Samland (1985) uvadéji extrakci ptitomnost kyseliny sphagnové
U vSech tficeti studovanych druht raSelinikii. Minimdlni inhibi¢ni efekt u této kyseliny
byl zaznamendn pfi extrémné vysoké koncentraci 5 g-I?, kterd se v raSeliniStich

pravdépodobné ptirozené nevyskytuje (Mellegard et al., 2009).

2.1.2 Polyfenolické rozpustné latky

Na zaklad€ molekulové hmotnosti I1ze polyfenolické rozpustné latky rozdé€lit na latky
s niz§i molekulovou hmotnosti na oligomery (500-3 000 Da) a na polymery s vyssi
molekulovou hmotnosti (> 3 000 Da). V literatufe se oligomery casto rozdéluji na
fulvonové a huminové kyseliny, do polyfenolickych latek se fadi také taniny a chinony
(Hattenschwiler & Vitousek, 2000). Rozpustné polyfenolické latky jsou dilezitymi
regulatory pudnich procest stejné tak jako dekompozice a toku Zzivin, kdy mohou
naptiklad inhibovat proces nitrifikace a omezovat tim dostupnost dusiku (Baldwin et al.,

1983; Horner et al., 1988; Rice & Pancholy, 1973). Charakteristicka pro je pro né tvorba



komplexu s proteiny ¢ili jejich vyznamny vliv na aktivitu enzymi. V dusledku
imobilizace proteinti (enzymu) se tedy piepoklada, Ze s rostouci molekulovou hmotnosti
téchto komplexii klesa jejich Sance na rozklad fenolickych latek. Zna¢ny pocet sorpcnich
mist v polyfenolické molekule dokaze také zadrzovat kationty Ca, Mg a mikroziviny Al,

Cu, Fe, Mn za vzniku organickych komplext (Zimmerman & Ahn, 2011).

Osud téchto latek mtize mit v ptidé raselinist’ riznou podobu — mohou byt rozlozeny
a mineralizovany jako zdroj uhliku heterotrofnimi organismy ¢i mohou byt pomoci
polymeracnich a kondenzacnich reakci puadnich organismi pfeménény na hife
rozlozitelné huminové latky ¢i v nekterych ptipadech dokonce az na nerozpustné formy.
Také mohou byt absorbovany na jilovité mineraly nebo vytvaret chelaty s ionty Zeleza
a hliniku (sesquioxidy) ¢i mohou setrvavat v systému jako soucast rozpusSténého
organického uhliku (Héttenschwiler & Vitousek, 2000). Jedineénym rysem vysoce
hydroxylovanych fenoli je jejich zptisob vzniku — casto se preménuji oxidaéni
polymerizaci na latky s vysokou molekulovou hmotnosti. K polymerizaci dochazi
pii neenzymatické reakci, znamé jako ,,autooxidace*, ov§em k tomuto kroku je zapotiebi
alkalické nebo neutralni pH prostiedi (Field & Lettinga, 1992). Pti niz8ich hodnotach pH,
muze byt polymerizace zpocatku zprostiedkovana pilisobenim oxidac¢nich enzymd, jako
je tyrosinaza, lakaza ¢i peroxidaza (Sjoblad & Bollag, 1981). Bylo prokazano, Ze proces
autoxidace nebo oxidace fenolickych monomert na oligomery fenoloxidazami zvysSuje
jejich inhibiéni vlastnosti vi¢i enzymim, houbam a metanogennim bakteriim (Field et
al., 1989; Oku, 1960). Pokud jsou toxické oligomerni slou¢eniny tanind polymerizovany
bunék mikroorganismii, a také nizs§i schopnost ptisobit tak na né ptimo toxicky (viz. obr.
2). Zde ovSem zavisi na stavbé a tvaru mikrobialni bunky. Naptiklad maximalni
molekulova hmotnost taninu schopného vniknout do buniky metanogenni bakterie je

odhadovana na ptiblizn€ 3000 Da (Field et al., 1990).
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Obr. 2. Schopnost taninu v pronikani do mikrobialnich bunék v zavislosti na molekulové velikosti:
LMW = nizkomolekularni tanin, HMW = vysokomolekularni tanin (Field & Lettinga, 1992).

Taniny

Jedna se o skupinu vysoce hydroxylovanych rozpustnych fenolickych slou¢enin
s molekulovou hmotnosti pohybujici se pfiblizné v rozmezi 500-3000 Da (Lattanzio,
2013). Rozdéluji se na hydrolyzované a kondenzované taniny. Hydrolyzované taniny se
skladaji ze sacharidu, na ktery je esterifikaci navazano nckolik monomernich skupin
kyseliny gallové (Casto nazyvané také jako gallotaniny) nebo hexahydroxydifenové
kyseliny, nazyvané jako ellagitaniny (Dai & Mumper, 2010). Kondenzované taniny jsou
monomery flanovonovych jednotek, oznaCované jako proantokyanidy (Paul, 2007).
Hydrolyzované taniny maji vysoky piedpoklad k tomu tvofit komplexy s proteiny.
Konkrétnim ptikladem muaze byt zcela bézny zastupce opadu kyselina tfislova
(Mw = 1701 Da), ktera je mimo jiné vlivem polymeriza¢nich reakci prekurzorem mnoha

fulvonovych kyselin (Gianfreda & Bollag 1994).

Fulvonové kyseliny

Fulvonové kyseliny fadime do frakci humoznich sloucenin vyznacujici se nizsi
molekulovou hmotnosti 0,3-2 kDa, niz§im stupném polymerace a jsou rozpustné ve vodé
nezavisle na pH (Reddy & DeLaune, 2008; Zavarzina, 2011). Podle polyfenolové teorie
vznikaji polymeraci nejprve fulvonové kyseliny, dale huminové kyseliny, a nakonec

nerozpustné huminy (Stevenson, 1994).



Huminoveé kyseliny

Huminové kyseliny jsou vysoce polymerizované humodzni slouceniny
0 molekulové hmotnosti 5-100 kDa, které maji ve svych molekulach vice aromatickych
jader, cyklickych dusikatych struktur a také vice alifatickych a peptidovych zbytkt (Paul,
2007; Reddy & DeLaune, 2008). Vznikaji polymerizaci nizkomolekularnich rozpustnych
fenolickych sloucenin a to bud (1) polyfenolickou oxida¢ni vazbou s dusikatymi
slouceninami a dalSimi rozpustnymi prekurzory (polyfenolova teorie) ¢i (2) kondenzaci
cukru a aminokyseliny (Maillardova reakce) (Zavarzina, 2011). Jsou rozpustné
Vv zésaditych roztocich, avsak jejich rozpustnost se snizujicim pH klesa. V anaerobnich
podminkach raselinis§t maji huminové latky odolnost vii¢i rozkladu, a proto zde hraji
dilezitou roli pti ukladani uhliku a zivin (Reddy & DeLaune, 2008). Huminové kyseliny
maji oproti fulvonovym kyselindm v¢étsi obsah C, N, av§ak méné O, coZ svéd¢i o jejich

vys$si stupni pfemény a komplexovani s ostatnimi organickymi latkami (Haider, 1992).

2.2 Extracelularni enzymy

Extracelularni enzymy patii mezi biologicky produkované latky, proteiny, které
zprostiedkovavaji degradaci zivocisnych a rostlinnych latek mimo bunécny prostor.
Obecné funguji jako katalyzatory v Siroké Skale reakci a procest, jako je rozklad a tvorba
organickych latek, stabilizace struktury plidy ¢i mineralizace pidni organické hmoty
(Dick et al., 1994). Vyznam enzymi spociva v katalyzaci poc¢atecnich reakci katabolismu,
mohou byt asimilovany a spotfebovany mikroorganismy. Z pohledu fungovani
ekosystému jsou enzymy zprostiedkovateli rozkladu a stoji za produkci rozpusSténého
organického uhliku, jehoZ jsou rozpustné formy fenolickych latek soucasti, ale také tfeba
za mineralizaci N ¢i P. V pudnim prostiedi se extracelularni enzymy aktivné sekretuji do
okoli mikrobnimi houbami a bakteriemi ale také koteny rostlin (Bakshi & Varma, 2011).
Z obecného hlediska je tedy v rozkladnych procesech schopnost mikrobnich rozkladaca
nenahraditelnd, a to pravé z divodu produkce a sekrece extracelularnich enzymt, které
vstupuji do pudniho matrixu, kde funguji jako biokatalyzatory pii rozkladu. Spolu

s mikroorganismy jsou enzymy nepochybné esencialnimi ¢lanky dekompozice.



Klasifikace a funkce vybranych enzymaui

Vzhledem k obrovskému mnozstvi enzymi a jejich Siroké skale reakci, byla pro
lepsi piehled zavedena nomenklaturicka kategorizace (Enzyme Commision number), jez
je déli do zakladnich Sesti tiid — oxidoreduktazy, transferazy, hydrolazy, lyazy, izomerazy
a ligazy. Tato klasifikace prameni z charakteru katalyzované reakce. Enzymy jsou casto
velmi specifické a obvykle katalyzuji konkrétni chemickou reakci, pfi niz dochazi
k pfeméné substratu na produkt. Nicméné existuji i nespecifické enzymy, které katalyzuji

Sirsi spektrum chemickych reakci, ¢asto se jedna o tfidu hydrolaz (Chrést & Siuda, 2002).

Pozornost této prace se zamétuje na extracelularni oxidativni enzymy degradujici
fenolické latky a hydrolytické enzymy nachazejici se v raseliniStich. Fenolytické
oxidativni enzymy muzeme rozdélit na oxygenazy a peroxidazy, tedy podle toho, zda je
jejich akceptorem elektroni molekuldrni kyslik ¢i peroxid vodiku. V raSelinistich
najdeme rozsifené piedevsim fenoloxidazy a peroxidazy. Ty spojuje degradace
nerozpustnych forem fenolickych latek (lignin, lignolytické derivaty) a rozpustné formy
fenolickych sloucenin (Min et al., 2015). Piedpoklada se, ze tyto dvé skupiny enzymu
jsou jako jedny z mala schopny degradovat rozpustné a nerozpustné formy fenolickych
sloucenin, a ze ucinn¢ pracuji za aerobnich podminek. Proto je jejich aktivita spojovana
spise s provzdusnénou vrstvou raseliny (Freeman et al., 2004; Baldrian & Snajdr, 2011).
Na druhou stranu, hydrolytické enzymy pracuji jak za aerobnich, tak anaerobnich
podminek a patii sem cela fada enzymu spojenych s cyklem C, N, P a jinych prvku

a zivin. Ptikladem muze byt chitinaza, fosfataza, sulfataza ¢i B-glukosidaza.

Mechanismus a kinetika enzymovych reakci

Mechanismus enzymovych reakci spoiva v relativné malé ¢asti enzymu,
Vv takzvaném aktivaénim centru. Toto misto obsahuje funkcéni skupiny, které maji
schopnost reagovat s molekulou substratu. Dojde-li ke vhodné orientaci enzymu a

molekuly substratu, je substrat v aktivnim misté vazan a vznika komplex enzym—substrat.

Pro vyjadfeni aktivity enzymil se pouziva veliina katalyticka ti¢innost enzymu.
Jde o stanoveni aktivity enzymu na zéklad¢ rychlosti, jakou enzym katalyzuje pfeménu
substratu na produkt, v ur¢itém casovém intervalu. Katalytickou u¢innost povazujeme za
aktivacni energii, kterd se postupné snizuje v pribéhu procesu chemické reakce. Pro

stanoveni rychlosti reakce je nutné znat pocatecni rychlost na zaklad¢ koncentrace
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substratu. Zakladnim principem kinetiky enzymovych reakei je rovnice Michaelis-
Mentenové, ktera popisuje jak se rychlost jednoduché enzymatické reakce (V) méni spolu
s koncentraci substratu (S). Vmax pfedstavuje maximalni rychlost dosazenou vlivem
nasyceni koncentrace substratu. Konstanta K se rovna koncentraci substratu, pfi které je
pocatecni rychlost reakce rovna pravé poloviny maximalni rychlosti. Soucasné tato
konstanta pfedstavuje afinitu substrdtu k enzymu pii nenasycené koncentraci

(Triebwasser-Freese et al., 2015).

2.2.1 Fenolytické oxidativni enzymy

Fenoloxidazy (EC 1.14.18.1)

Fenoloxiddzy (PhOx) patii do skupiny enzymil schopnych oxidovat fenolické
latky od jednoduchych aromatickych latek az po komplexni polyfenoly. Vysledkem je
bud’ ¢asteCna oxidace, a tedy uvoliiovani oxida¢nich meziproduktii ¢i tiplna degradace,
kdy dochézi k tvorbé nefenolickych kone¢nych produktt, jakym je naptiklad konecny
produkt dekompozice CO2 (Duran et al., 2002). PhOx produkuji houby (napf.
Termitomyces albuminosus — Basidiomycota) ale také bakterie Actinobacteria (Burke &
Cairney, 2002; Endo et al., 2003; Fenner et al., 2005; Johjima et al., 2003). Pfestoze
optimalni pH enzymu PhOx je ~8 (Frankenberger & Johanson, 1982; Pind et al., 1994;
Williams et al., 2000), tak n€které studie ukazuji, ze aktivita PhOx muze byt vysoka i pti
nizSich hodnotach pH, ale pii zaplavenych podminkéach (Johjima et al., 2003; Zak &
Kling, 2006; Toberman et al., 2008b).

Peroxidazy (EC 1.11.1.7)

Peroxidazy (PerOx) patii do skupiny oxido-reduktdz, katalyzujici oxidaci latek za
pfitomnosti peroxidu vodiku, ktery funguje jako akceptor vodiku. Mezi PerOx se také
fadi mangan-peroxidazy a lignin-peroxiddzy. PerOx degraduji lignin a dalSi jemu
ptibuzné komplexni polymerni latky, naptiklad huminové kyseliny (Dari et al., 1995). Do
pudy jsou PerOx vylucovdny houbami ze skupiny Ascomycetes a Basidiomycetes

(Rabinovich et al., 2004). PerOx jsou v raSelinistich pravdépodobné velmi vyznamnymi
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oxida¢nimi enzymy. Jassey et al. (2012) studovali aktivitu fenolytickych oxidativnich
enzymul vyextrahovanych z mechti Sphagnum fallax. Bylo zjisténo, Zze peroxidazy jsou
Vv raselinistich velmi vyznamné, nebot’ jejich naméfend aktivita byla tisickrat vyssi nez

nameéfena aktivita PhOx.

2.2.2 Hydrolytické enzymy

Hydrolytické enzymy pfedstavuji velmi pocetnou skupinu extracelularnich
enzymut v raseliniStich, které zde plni fadu nezastupitelnych biochemickych funkci.
Katalyzuji hydrolyzu chemické vazby a maji Siroké spektrum specifickych vlastnosti.
Mezi nejvyznamngjsi v raselinistich patii B-glukosidaza, fosfatdza, sulfatdza ¢i chitinaza,
které odpovidaji za degradaci jednodussich tak polymernich slou€enin rostlinného ¢i
mikrobidlniho ptivodu. Pfikladem polymernich slou€enin miize byt rozsifeny biopolymer
celuldza, ale také hemiceluloza, chitin, peptidoglykan ¢i latky proteinového charakteru.
Hydrolytické enzymy jsou tedy diilezitou soucasti cyklu C, N, P a S. Funguji u¢inné jak
Vv aerobnich, tak aerobnich podminkach (Sinsabaugh et al., 1993). Bylo vsak zjisténo, ze
v piipad¢ nékterych hydrolytickych enzym jako je B-glukosiddza, fosfataza ¢i sulfataza
dochazi vlivem snizeni hladiny vody k vyraznému zvyseni jejich aktivit (Freeman et al.,
1996). To se mlze projevovat hlavné v letnich mésicich, kdy vlivem vyssich teplot a
soucasné také obcasnych prisuskti mohou byt pozorovany vyssi aktivity hydrolytickych

enzymu (Kang & Freeman, 1999).

B-glukosidaza (EC 3.2.1.21)

Glukosidazy obecné katalyzuji hydrolyzu glykosidické vazby mezi molekulou
sacharidu a jinou skupinou vazanych sacharidovych zbytkt jako je hlavné glukoéza, ¢imz
poskytuji rychlou a dostupnou energii a uhlik pro rist a rozvoj mikroorganismu.
B-glukosidaza patii mezi celulazy, ktera degraduje rostlinné celulozy (CeH10Os)n,
konkrétnéji katalyzuje hydrolyzu koncovych neredukujicich B-glukézovych zbytkd.
Podle nékterych studii pracuje tento enzym ucinnéji za aerobnich podminek, pii teplotnim

optimu 30 °C a pH optimu 8,5 (King, 1986; Wright & Reddy, 2001).

Celobiohydrolaza (3.2.1.91)
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Celobiohydrolaza (CBH) je exocelulaza, ktera S$tépi celobidozu z konce
sacharidového fetézce (Edwards et al., 2008). Dochazi tak k hydrolyze 1-4-
glykosidickych vazeb a k tvorbé disacharidu a tetrasacharidi. Celobiohydrolaza je tedy
enzym, ktery se V terestrickych ekosystémech Uzce spojuje Stokem uhliku. Nejveétsi

aktivitu vykazuje pti pH 7 (Kang & Freeman, 1998).

Fosfataza (EC 3.1.3.1/2)

Fosfatdza je spojena s degradaci nukleovych kyselin, fosfolipidi a dalSich
esterovych fosfatovych molekul. Z toho divodu piedstavuje dilezitost tohoto enzymu
hlavné z hlediska toku P (Turner et al., 2002). Pusobi na esterovych vazbach, kde
odstranuje fosfatovou skupinu ze substratu hydrolyzou monoesteri kyseliny fosfore¢né
na fosfatovy iont a na molekulu s volnou hydroxylovou skupinou. Fosfatdzu 1ze délit na
alkalickou (EC 3.1.3.1) a kyselou (EC 3.1.3.2). Kysel4 fosfataza vykazuje vyssi aktivitu
za pristupu O a za alkalickych podminek (Fenner & Freeman, 2013; Freeman et al.,

1996).

RaseliniStni piidu charakterizuje vysoky pomér C:N:P, coZ naznacuje nizkou
dostupnost N a piedevsim P. Z toho diivodu v moktadech pozorujeme vysoké aktivity
fosfataz (Glisewell & Freeman, 2005; Parvin et al., 2018). V pidach jsou fosfatazy
produkovany ptevazné bakteriemi jako jsou napiiklad Bacillus megaterium, B. subtilis,
Serratia spp., Proteus spp., Arthrobacter spp. a Streptomyces spp. a houbami rodu
Aspergillus spp., Penicillium spp., Rhizopus spp. a Cunninghamella spp. (Paul, 2007).
Mimo mikroorganismi jej dokdzi do pliidy vyluCovat také kofeny rostlin (Nannipieri et
al., 2002).

Leucinaminopeptidaza (EC 3.4.11.1)

Leucinaminopeptidaza je exopeptidaza, ktera katalyzuje hydrolyzu oligomernich
aminokyselinovych zbytk peptidovych fetézcli, a tedy uvoliiuje koncovy dusik z
aminokyselin, peptidi, amidi ¢&i arylamidi (Sinsabaugh et al., 1993).
Leucinaminopeptiddza ma rozhodujici biologicky vyznam piti degradaci proteint (Burley

etal., 1990).

Chitindza (EC 3.2.1.14)
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Chitindza predstavuje hydrolyticky enzym, ktery katalyzuje depolymerizaci
glykosidickych vazeb chitinu, pfi ¢emz se uvolnuji jednodussi organické slouceniny
(acetyl-glukosaminy) obsahujici uhlik a dusik (Shi, 2011). Dominantnimi producenty
chitinazy jsou v raseliniStich bakterie rodu Streptomyces a Nocardia a pifedevs§im houby,
jejichz bunééné stény tvoii chitin a které jsou pfevazné vazané na provzdusnénou vrstvu

raSeliny (Paul & Clark, 1996).

2.3 Dekompozice v raselinistich

Dekompozice je nékolikastupiiovy proces rozpadu a premény mrtvé organické
hmoty. Kone¢ny stupeni procesu se nazyva mineralizace, kde dochézi k uplné preméné
organickych latek na latky anorganické — mineralni. Vyslednymi produkty rozkladu jsou
CO2, CH4, amonny iont — NH4 a H20 (Rydin & Jeglum, 2006). Rozklad organického
materialu je jeden z hlavnich predpokladi pro zajisténi kolob&hu a rovnovahy zivin
Vv ekosystémech. V raseliniStich tuto rovnovahu narusuje nizka primarni produkce rostlin,
avSak jest¢ nizSi rychlost dekompozice. Vysledek této nerovnovdhy znamena
nahromadéni rostlinnych organickych zbytkl ve formé raseliny, jez v priméru obsahuje
asi 45-50 % uhliku (Clymo, 1983; 1984). V subborealnich a borealnich raselinistich je
tak ulozeno asi 30 % globalnich zasob pldniho organického uhliku (Gorham, 1991;
Clymo et al., 1998).

RaseliniSté patii mezi zamokiené ekosystémy, kde dochézi jak k aerobnimu, tak
Kk anaerobnimu rozkladu. Tyto dva typy rozkladu se vyrazn¢ li$i podminkami a rychlosti
dekompozice rozklddané organické hmoty (Boelter, 1965; Rydin & Jeglum, 2006).
Zpravidla plati, Ze aerobni dekompozice je rychlej$i a ucinnéjsi, zatimco anaerobni
dekompozice je velice pomala a pomérné neucinna. Prvotni faze rozkladu se zahajuje
Vv biologicky aktivni svrchni provzdu$néné vrstvé, akrotelmu. Vstupujici odumiela
organickd hmota se v akrotelmu postupné rozklada za pomoci aerobnich mikrobnich
rozkladaci; hub ale také bakterii. Zvlasté houby stoji za vyluCovanim oxidativnich
enzymu degradujici fenolické latky (Sinsabaugh, 2010). Naopak trvale zaplavena zéna
raSeliny, takzvany katotelm, poskytuje podminky pouze pro anaerobni rozklad
a v disledku nedostatku O3 je v této vrstve rychlost rozkladu vyrazné zpomalena. Obecné

plati, ze rychlost dekompozice s rostouci hloubkou v ptidnim profilu klesa. Tento neuplny
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rozklad se v katotelmu tidi spiSe anaerobnimi bakteriemi a archei, ale mohou se zde
vyskytovat i nékteré houby (Lin et al., 2012; Sun et al., 2014). Kone¢nym produktem
anaerobniho rozkladu muze byt CO, a CH4 (Rydin & Jeglum, 2006).

Obecnou pfic¢inou neuplného rozkladu a jeho nizké rychlosti v raselinistich jsou
nepiiznivé podminky prostiedi, jakymi je trvale vysoka hladina vody doprovazena nizkou
dostupnosti Oz, nizké teploty, nizka kvalita opadu a nizké pH (pH <5). Kyselé anaerobni
prostiedi raSelinist’ tak snizuje dostupnost zivin a omezuje mikrobialni aktivitu (Rydin &
Jeglum, 2006). K nizké rychlosti dekompozice prispiva Spatna rozlozitelnost nékterych
latek, a to predevsim fenolickych. Odumfeld organickd hmota vstupujici do rozkladnych
procest se postupné rozklada podle slozitosti dané molekuly. Obecné plati, ze nejlépe
podléhaji rozkladu jednodussi molekuly; cukry, Skrob a aminokyseliny, htfe uhlikové
polymery; naptiklad hemicelulozy a nejvice odolné vuéi rozkladu jsou aromatické
polymery jako je nerozpustny polyfenolicky lignin ¢i rozpustné polyfenolické slouceniny

(napf. polymerni taniny a huminové kyseliny) (Rydin & Jeglum, 2006).

Rostliny tvofi drtivou vétSinu organické slozky, jenz v raSeliniStich vstupuje do
rozkladnych procesii. Rychlost rozkladané organické hmoty je vyssi v zivinami bohatSich
slatiniStich, kde jsou rozsifené rostliny celedi Cyperaceae a ,,hnédé mechy*, jejichz
kvalita opadu je ptiznivéjsi, zatimco v kyselejsSich a v zivinami chudS$ich slatinistich
a vrchovistich jsou vegetacné rozsifené ketikovité formy rostlin a mechti rodu Sphagnum,
atedy je zde naopak nizs$i rychlost rozkladu (Rudolph & Samland, 1985; Rydin & Jeglum,
2006; Verhoeven & Toth 1995). V subborealnich a borealnich raSelini$tich znamenaji
vyznamnou slozku vegetace mechorosty rodu Sphagnum, které diky svému
dominantnimu zastoupeni Casto vytvareji a fidi dynamiku raSelini$t. Tyto mechorosty
vytvareji prostfedi, které aktivné okyseluji, toleruji ¢i dokonce vyZaduji nizké
koncentrace mineralnich Zivin a jejich opad se vyznacuje antibiotickou aktivitou a je do
ur¢ité miry odolny vici rozkladu. Bunécna sténa téchto mechtll jim umoziuje vysokou
kationtovou vyménnou kapacitu, kterd souCasné okyseluje prostiedi a ma schopnost
zachycovat ziviny (Varhoeven & Liefveld, 1997). Pomaly rozklad opadu raseliniku se
Casto pfisuzuje k obsahu téZko rozlozitelnych fenolickych latek (Clymo, 1965; Freeman
etal., 2001; Verhoeven & Toth, 1995; Verhoeven & Liefveld, 1997). Mechy tohoto rodu
nesyntetizuji ve vodé nerozpustny lignin, typicky po cévnaté rostliny, nybrz obdobny

polymer tvofeny jednodussimi monomery. Syntetizuji nékteré jiné fenylpropanoidy, jako
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je naptiklad kyselina sphagnové a obsahuji celou fadu ve vod¢ rozpustnych jednoduchych

a slozit&jsich fenolickych latek (Rasmussen et al., 1995; Weng and Chapple, 2010).

Dalsi dilezitou slozku vegetace raselinist’ predstavuji cévnaté rostliny, jakymi jsou
graminoidni Sachorovité rostliny nejcastéji rodu Carex ¢i Eriophorum ¢i erikoidni kefiky
rodu Vaccinium a Calluna. I tyto rostliny mohou byt vyznamnym zdrojem fenolickych
latek vstupujicich do dekompozic¢nich procest. Studie Dorrepaal et al. (2005) uvadi, Ze
koncentrace rozpustnych fenolickych latek je vys$i v opadu kefiki nez v opadu
Z mechorostli raselinikti. Chemické slozeni opadu mé vyrazny vliv na strukturu
mikrobialnich dekompozitort, a tudiz i jimi vylucované extracelularni enzymy (Cox et

al., 2001; Lucas et al., 2007).

2.4  ,Enzymic latch“ teorie

»Enzymic latch theory” neboli teorie enzymatické smycky vychazi
z experimentalné prokézané hypotézy, ktera byla publikovand v prestiznim védeckém
casopise Nature (Freeman et al., 2001). O nékolik let pozdéji byly vysledky experimentu
v $ir§im pojeti publikované v ¢asopise Soil Biology & Biochemistry (Freeman et al.,
2004). Tato teorie piedpoklada fidici roli PhOx v dekompozi¢nich procesech v raselinisti.
V dusledku nizké dostupnosti O2, a tedy anaerobnich podminek, je potlacena aktivita
extracelularnich oxidativnich enzymii podilejicich se na rozkladu rozpustnych
fenolickych latek. Postupné tak dochdzi k hromadéni rozpustnych fenolickych latek,
jejichz zvysena koncentrace blokuje aktivitu hydrolytickych enzymii (Freeman et al.,

2001; 2004).

Anaerobni podminky v raSeliniStich maji negativni vliv na aktivitu oxidativnich
enzymt, které jako jedny z mala dokazi degradovat fenolické latky. Bez ptfitomnosti O
tedy nedokazi G¢inné pracovat a degradace fenolickych latek se zpomaluje nebo zcela
inhibuje (Freeman et al., 2001; 2004). Dochazi tak k hromadéni a zvysujici se koncentraci
fenolickych latek v raSeliniSti, které inhibuji aktivitu hydrolytickych enzymi.
Hydrolytické enzymy, jejichz aktivita je obecné nezavisla na ptitomnosti Oz, jsou tedy
nepiimo ovlivnény nizkou dostupnosti Oz. Celd tato enzymatickda smycka stoji dle
Freemana za pomalou dekompozici a hromadénim C v raSeliniStich. Na zaklad¢ této

teorie se také predpoklada, ze v pripad¢ klimatickych zmén spojenych s vét§im suchem,
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mize dojit K provzdusnéni raseliny a tim k eliminaci tohoto enzymatického mechanismu

a uvolnéni obrovského mnozstvi C do atmosféry.

Nicméné samotné provedeni a interpretace experimentu, ze kterého prameni teorie

enzymatické smycky je hned z nékolika hledisek nedostacujici a zavéry z tohoto

experimentu se po dikladné analyze zdaji byt az pfili§ odvazné a jejich zobecnéni na

procesy ve vSech raseliniStich velmi spekulativni. V nésledujicich bodech shrnuji

jednotliva tskali téchto studii, na jejichz zékladech stoji tato teorie. Soucasné jsou toto

hlavni divody, které vedou k nasim hypotézam a k ovéteni teorie v praktické ¢asti této

diplomové préce.

Z velmi struéného popisu mista odbéru vzorkll vyplyva, ze vzorky raseliny byly
odebrany pouze z jednoho mista na jedné lokalité. Je tedy zcela na misté pochybovat
o globélnich zobecnénich této studie pro vSechna raseliniste, pokud experiment nebyl

proveden s vice vzorky z rtiznych typu raselinist.

Postup, kterym bylo nakldddno se vzorky rasSeliny vyvolava také mnoho otazek.
Vzorky raseliny byly homogenizovany a 20x nafedény H20. Tim muselo dojit
K vyraznému natedéni piirozenych koncentraci fenolickych latek v raSeling, a tedy

zmeéné prostiedi, na které jsou mikroorganismy adaptovany.

Nebyla stanovena pocatecni piirozena koncentrace fenolickych latek v raselin€, do
které se poté pridaval piidavek fenolickych latek. Tedy autor studie nestanovil, jaké
jsou pocate¢ni hodnoty fenolickych latek a nasledné ptidavky mohly byt zcela

irelevantni.

Ve studii byly pouzity obecné nizké ptidavky fenolickych latek ziskané z raselinné
vody (2-5 mg-I™). Z jinych praci vyplyva, Ze koncentrace fenolickych latek ziskané
z raSelinné vody mohou byt i né€kolikanasobné vyssi, navic rozdil v koncentracich
fenolickych latek v ombrotrofnim a minerotrofnim raselinisti se mize pomérné lisit
(Dorrepaal et al., 2005). Napt. Tobermann et al. (2008b; 2010) uvadi koncentraci
rozpustnych fenolickych latek ziskanych zraSelinné vody na vrchovisti kolem
44 mg-1"t a kolem 63-84 mg-1™* na slatinistich. Koncentrace rozpustnych fenolickych
latek miize piesahovat i hranici 160 mg-I* (Toberman et al., 2008a). Nami méfené
koncentrace fenolickych latek v pérové vodé raseliny dosahovaly okolo 60 mg-I? ve

vrchovistich a okolo 30 mg-I? ve slatini§tich. To jsou mnohonasobné vyssi
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koncentrace, nez se kterymi Freeman pracoval. Pouzité koncentrace v experimentu se

tedy pravdépodobné vzdaluji od realnych podminek v raselinisti.

e Doba inkubace vzorku je v experimentu velmi kratka — a to pouhych 18 hodin. Mohl
se zde projevit efekt manipulace se vzorky, protoze nebyla provedena predinkubace
po homogenizaci, a to piedevSsim v pfipad¢ anaerobnich vzorku, které byly
pfipravovany a homogenizovany na vzduchu. Za druhé se mohl projevit pouze
kratkodoby efekt ptidavku fenolickych latek na aktivitu PhOx. Mikroorganismy se na
jiné podminky prostiedi dokazi adaptovat za néjaky cas. Napiiklad Toberman et al.
(2008) uvadi signifikantni narust aktivity PhOX az po 6. dni inkubace.

Teorii enzymatické smycky se sam autor snazi potvrdit v neddvné studii Dunn
& Freeman (2018), avsak pfi podrobném studiu navrhu experimentu a vysledkti dojdeme
spiSe k opacnému nazoru. Tedy Ze tyto vysledky ptivodni teorii zpochybnuji. Experiment
opét probihal ve velmi kratkém casovém intervalu (24 hodin) a nebyla stanovena
pfirozena koncentrace fenolickych latek v raseling, se kterou se v experimentu pracovalo.
Dalsi uskali této studie je pouziti neredlnych, tedy neptirozené se vyskytujicich vysokych
koncentraci fenolickych latek. Zde byla pouzita koncentrace fenolickych latek 0-50 g-I™
a v predeslém experimentu 2-5 mg-I"t (Freeman et al., 2001; 2004). Navic pouziti
nékterych fenolickych latek je sporné. Tim je napfiklad kyselina skotficovd, kterd se
netfadi mezi fenolické latky a nejisté je 1 pouZziti kyseliny lignosulfonové. Efekt inhibice
enzymove aktivity vysSel prikazny pouze u nejvyssich pouzitych koncentraci fenolickych
latek (50 g-I™), a to pouze u n&kterych enzymi (B-D-glukosidaza, fosfatiza). Na nékteré
enzymy dokonce ani tak vysoké koncentrace nemély témét zadny vliv (B-D-xylosidaza,

N-acetyl-p-D-glukosaminidaza).

Nekteré soucasné studie teorii enzymatické smycky nepotvrdily nebo ji podpotily
pouze Caste¢né. Piikladem jsou studie Williams et al. (2000), kde aktivita PhOx
nesouvisela s koncentracemi fenolickych latek, nybrz s vegetacni slozenim, a to muize
odrazet mnozstvi dostupnych zivin. Romanowitz et al. (2015) udavaji negativni korelaci
mezi koncentracemi fenolickych latek a aktivitou PhOx. Navic autofi této studie
nepozorovaly signifikantni vliv fenolickych latek na aktivitu hydrolytickych enzymi
audavaji, Ze za aktivita hydrolytickych enzymi je ovlivnéna piedev§im sezénnimi

zménami teploty pudy a zvySenim koncentraci DOC v poérové vode. Studie Brouns et al.
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(2016) a Sun et al. (2010) uvadi rozdilnou aktivitu enzyma mezi typem raselinisté. Tyto
studie se shoduji na tom, ze fidicim faktorem akumulace uhliku neni pouze nedostupnost
O2 v anaerobnich vrstvach, jak tvrdi teorie enzymatické smycky, ale kombinace mnoha
faktort,, které se mohou liSit v zavislosti na typu raselinisté, vegetaci a klimatickém

regionu.
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2.5 Shrnuti

Raselini$té jsou diky svym nehostinnym podminkdm prostfedi vyznamnym
ulozistém C. Za hromadénim organické hmoty a jejim pouze ¢asteCnym rozkladem stoji
mnoho faktorti po¢inaje klimatem, trvalym zamoktenim, nizkou dostupnosti zivin a dale
nizké pH, kvalita opadu a koncentrace fenolickych latek, které se odrdzi v nizké
mikrobialni aktivité. Je vSak t¢Zké uréit jediny faktor jako rozhodujici, jako tomu je
Vv ptipad¢ teorie enzymatické smycky, kdy je hlavnim fidicim faktorem hromadéni C
Vv raSelinistich nizka aktivita PhOx vlivem nizké dostupnosti Oz. Studie z poslednich let
naznacuji, ze za dlouhodobou akumulaci C stoji cela fada faktorti, které se mohou lisit
Vv zavislosti na mistnich specifickych podminkach, typu raSelinist¢ ¢i klimatickém
regionu. Zaroven tyto studie zpochybiiuji i dramatické predikce rozkladu nahromadéné
raseliny, a tedy vyznamného uvoliiovani uhliku v ptipadé klimatickych zmén a poukazuji
na relativné velkou stabilitu C nahromadéného v hlubsich vrstvach raseliny (Wilson et

al., 2016).

Rozpustné fenolické latky se jako soucdst v odumftelé organické hmoté rostlin
dostavaji do dekompoziénich procesi, kde jejich role neni zcela jednoznacna. Z literatury
je ovSem patrné, ze vliv fenolickych latek na enzymy fidi jak koncentrace fenolické latky,
tak jeji molekulova hmotnost. Nejvyssi schopnost tvofit komplexy s proteiny, a inhibovat
latky. Ty mohou byt spotfebovany jako zdroj uhliku, ovSem pii vysSich koncentracich

mohou diky své velikosti pronikat do bun¢k a inhibovat pfimo mikrobialni aktivitu.

Dosud neexistuje shoda vtom, zda je pfima ¢i nepfima souvislost mezi
koncentraci rozpustnych fenolickych latek a aktivitou enzymi a zda aktivita oxidativnich
enzymu souvisi s aktivitou ostatnich hydrolytickych enzymi. Neni zcela jasné, zdali jsou
oxidativni enzymy limitovany pravé vlivem nedostatku Oz Vv anaerobnim prostiedi
raSeliniSt, jak interpretuje samotna teorie enzymatické smycky, anebo spiSe jinymi
podminkami prostfedi jako je dostupnost Zivin, pH, teplota ¢i kvalita opadu.

V disledku téchto nejasnosti jsme se rozhodli tuto teorii otestovat a zjistit, jaka je
souvislost mezi koncentraci fenolickych latek a aktivitou oxidativnich a hydrolytickych

enzymu. V nasledujicich bodech jsou shrnuty cile prace vcetné hypotéz, které¢ navazuji

na praktickou c¢ast této diplomové prace.
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2.6 Cile prace

Hlavnim cilem prace je zjistit, jaka je souvislost mezi koncentraci fenolickych latek

a aktivitou oxidativnich a hydrolytickych enzymii.

Dilci cile prace jsou zaméreny na:

Ovéieni vlivu pfitomnosti kysliku na aktivitu oxidativnich enzyma (PhOx, PerOx)
pouzitim aerobni a anaerobni inkubace opadu. Byla méfena mikrobialni respirace v obou
prostfedich a zdroven byla métena aktivita hydrolytickych enzym jako ditkaz, jestli vyssi

aktivita oxidativnich enzymt ma vliv na jejich aktivitu.

Ovéteni vlivu koncentrace fenolickych latek a jejich molekularni hmotnosti na aktivitu
oxidativnich a hydrolytickych enzymti — inkubace opadu raseliniku s ptidavky
fenolickych latek o rizné molekularni hmotnosti a koncentracich a jejich vliv na

mikrobidlni respiraci a aktivitu enzymu.

2.7 Hypotézy

Ptredpokladame, Ze anaerobni prostfedi limituje aktivitu oxidativnich enzymf, ale nema
pfimy vliv na aktivitu hydrolytickych enzymu. Vyssi aktivita oxidativnich enzymi v

aerobnich podminkach nebude mit vliv na aktivitu hydrolytickych enzymii.

Rozpustné fenolické latky ziskané z raselinné vody a rozdélené na vysokomolekularni
(HMW [high molecular weight]; Mw > 14 kDa) a ostatni (LMW [low molecular weight];
Mw < 14 kDa, obsahujici fenolické oligomery) se budou lisit svou schopnosti inhibovat
enzymatickou aktivitu. Pfedpokladdme, Ze LMW budou mit vy3$§i schopnost inhibovat

enzymovou aktivitu nez HMW.
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3 Material a metody

3.1 Odbér a priprava materiilu pro laboratorni inkubac¢ni experimenty
3.1.1 Odbér substratu a jeho priprava

Byl vybran mech raselinik hnédy (Sphagnum fuscum), ktery ptedstavuje Siroce
roz$iteny druh tohoto rodu v boredlnich a mirnych oblastech severni polokoule. Raselinik
byl nasbiran na vrchovisti u Zahvozdi ve Vitavském luhu v fijnu roku 2017 (48°49°52"'N,
13°5628'E; 730 m n.m.). Po sbéru byl raselinik skladovan pii teploté 4 °C. Nasledné
byl zbaven necistot ru¢nim piebirdnim a propirdnim ve vod¢. Pro pokusy byla vybrana
odumftela cast stélky (opad), ktera jest€¢ nejevila znamky rozkladu (obvykle 2-5 cm
dlouhy segment lodyzky se zachovalymi vétvemi a listky). Takto pfipraveny opad byl
vysuSen pii 65 °C. 130 g suchého opadu bylo rozdéleno do tii Sirokohrdlych
uzaviratelnych sklenic (objem 3,5 I). Opad byl zalit acetonem (2,5 |) a extrahovan pfi
teploté jeho varu (57 °C) ve vodni lazni o teploté 60 °C po dobu 5 minut. Nakonec byl
opad vysuSen v digestofi. Extrakce byla provedena tfikrat po sob&. Pii extrakci byly

Z opadu odstranény rozpustné fenolické latky a pigmenty, ale 1 drobné necistoty.

Nasledné byla ¢ast opadu delignifikovdna, aby mohl byt vyloucen vliv jakychkoli
fenolickych latek béhem experimentu, tedy i téch uvolnénych pii rozkladu fenolickych
polymerii. Opad byl rozdélen na pétiny (po 25 g). Tti pétiny byly delignifikovany pomoci
chloritanu sodného; pfi delignifikaci byly z opadu odstranény fenolické latky, zejména
ligninu podobny fenolicky polymer. Delignifikace probihala ve tiech 3,5 1 sklenicich. 25
g opadu na sklenici bylo rozmichano ve 2,5 | destilované vody ve vodni 1azni o teploté
75 °C a ksuspenzi bylo pfidano 25 ml koncentrované kyseliny octové a poté
25 g chloritanu sodného (tato davka chloritan byla rozdélena na tfi dily ptidavané po pul
hodinach). Po tfech hodinach se ptfidavky kyseliny octové a chloritanu sodného
zopakovaly. Béhem delignifikace byl obsah lahvi promichan co 15 minut, jinak byly
lahve uzavieny, aby vyvijejici se oxid chlori¢ity neunikal. Po celkem 6 h delignifikace
byl material zfiltrovan, na filtru nekolikrat propran v destilované vode¢, dvakrat ve
2,5 |1 20 mM roztoku HCI, aby byly vytésnény zejm. sodné kationty z iontovyménnych

skupin, a poté opét v destilované vodé€, aby se vyplavila volna kyselina. Nakonec byl
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tiikrat proplachnut acetonem, ktery odstranil kapildrni vodu a dosusen v digestofi.
Zbyvajici dveé pétiny opadu byly vystaveny stejnym podminkdm, ovSem kromé ptidavku
chloritanu sodného a druhého piidavku kyseliny octové. Celkem tak bylo ziskano zhruba
po 50 g delignifikovaného a nedelignifikovaného raseliniku. Tento pfipraveny material

byl skladovan ve tm¢ a suchu pfi laboratornich podminkach.

3.1.2 Odbér a priprava roztoku fenolickych litek z raselinné vody

Pro ptipravu roztoki fenolickych latek byla dne 27. 11. 2017 odebrana voda (cca
60 1) zmélkého raselinného jezirka na lokalité Cervené blato (48°52'8.421"N,
14°4820.858"E) a ulozena ve 4 °C pied zpracovanim. Koncentrace fenolickych latek
byla 66,6 mg-1", pH = 3,38. Pro inkubaci s ¢aste¢nym ptidavkem Zzivin (viz dale) byla
odebrana voda z téhoz mista dne 30. 6. 2018; koncentrace fenolickych latek byla 83,4
mg-1%, pH = 3,30. Den nasledujici po odbéru byla raselinna voda filtrovana pfes piskovy
filtr, poté ptes Ctyfi vrstvy filtraéniho papiru a jeden sklenény filtr (0,40 um). Filtrat byl
nasledné lyofilizovan; vytéznost susiny (huminovych latek) byla cca 300 mg/1. Lyofilizat
byl rozpustén v destilované vodé¢ a ptes dialyzaéni membranu (regenerovana celuldza,
délici molekulova hmotnost 14 kDa) rozdélen na latky o molekulové hmotnosti> a < 14
kDa. Latky s mensi molekulovou hmotnosti (<14 kDa) zde oznac¢ujeme jako LMW (low
molecular weight) a latky s vyssi molekulovou hmotnosti (> 14 kDa) jako HMW (high
molecular weight). V téchto dvou ziskanych variantach byl zjistén celkovy obsah
rozpusténého uhliku a dusiku (LiquiTOC) a stanovena koncentrace fenolickych latek
(Box, 1983). Nasledné byly roztoky LMW a HMW lyofilizovany. Tyto lyofilizaty
slouzily k p¥ipravé roztoki o potiebnych koncentracich - 10, 100, 1000 mg-12.

3.1.3 Odbér a priprava mikrobialniho inokula

Do sklenénych zkumavek bylo pfidano mikrobialni inokulum ziskané z Cerstvé
sesbiranych trst raseliniku hnédého (Sphagnum fuscum). Raselinik byl nasbiran na
lokalit¢ u Zahvozdi. Tento Cerstvy raSelinik byl nasledné vypran v destilované vodé
Vv ultrazvukové lazni a ruéné vyzdiman. Ziskany roztok byl zfiltrovéan ptes polyamidovou

sitovinu s velikosti ok 42 um. V inokulu byla stanovena koncentrace fenolickych latek;
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V prvnim experimentu (laboratorni inkubacni experiment s plnym piidavkem zivin) bylo
vinokulu s opadem raseliniku naméfeno 9,08 mg-I? rozpustnych fenolickych latek
a s opadem delignifikovaného raseliniku 3,91 mg-1". V druhém experimentu (laboratorni
inkubacni experiment s ¢asteénym piidavkem zivin) 32,4 mg- 1"t rozpustnych fenolickych

latek.

3.1.4 Priprava roztoku Zivin

Byly provedeny dva inkubaéni experimenty. Prvni experiment s plnym piidavkem
minerdlnich zivin mél odstranit zivinovou limitaci mikrobidlni aktivity, ktera tak byla
limitovana pouze dostupnosti uhliku. V druhém experimentu byl pak pfidavek zivin
omezen pouze na dorovnani rozdilii mezi variantami pfidavkd fenolickych latek.
Koncentrace Zivin v prvnim experimentu byla upravena ptidavkem 1000 mg/l NH4Cl,
1000 mg/l KoHPO4, 100 mg/l MgSO4 a 15 mg/l CaCly. Uvedené koncentrace odpovidaji
kone¢né hodnoté po pfidani vSech slozek do inkubacni vialky (ve skutecnosti byly
pfidavany dva zasobni 20x zakoncentrované roztoky K2HPOj4 a ostatnich soli, dofedéné
inokulem a roztokem fenolickych latek). Do kazdé vialky byl pak dodan 1 pl koncentratu
mikroprvkt (100x koncentrované BMS médium). Na 1 litr tohoto koncentratu bylo
pouzito: FeSO4-7H20 (2,5g), ZnSO4-7H20 (2,5 g), MnSO4 (2,5g), CuSOa4 (2,5 g), CoCl2
(0,05 g), Na2B4O7 -10H.0 (0,05 g), Na2MoO4-2H-0 (0,05 g).

Pro druhy experiment byly nejdiive stanoveny koncentrace zivin v lyofilizovanych
frakcich fenolickych latek (LMW a HMW), a to z kyselinovych mineralizati metodami
ICP—MS (P, Na, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn) a FIA (N). Poté byla vy¢islena koncentrace
zivin vnesenych s maximalnim piidavkem fenolickych latek (cilova koncentrace 1000
mg_TA/l LMW resp. HMW ve vialce; viz dale) a koncentrace Zivin ve variantich
s niz§im ¢i zadnym piidavkem fenolickych latek pak byla dorovnana na tuto maximalni

hodnotu pfidanim roztoka soli téchto prvka (viz Tab. 5 v piiloze).
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3.2 Rozvrzeni experimentii
3.2.1 Laboratorni inkubacni experiment s plnym pridavkem Zivin

Pro tento prvni experiment byly pouzity 40-ml sklenéné inkubacni vialky IPA (JG
Finneran). Celkové bylo pfipraveno 252 vialek a 18 prazdnych suchych cistych vialek
(blankit). Do poloviny téchto vialek (126 vzorki) bylo navazeno 200 mg (+ 0,05 mg)
suchého raseliniku a do dalsi poloviny vialek jeho delignifikovana varianta. Do takto
pfipravenych vialek s raselinikem byly pfidany rtizné koncentrace fenolickych latek (0,
10, 100, 1000 mg-I"Y) pro obé varianty > a <14 kDa. Varianta s pfidavkem 0 fenolickych
latek predstavovala kontrolu. Aby nedochazelo k limitaci zivinami, byl do vSech vialek
pfidan stejny roztok Zivin o objemu 1 ml. Do vSech vialek byly nakonec doddny 4 ml
mikrobialniho inokula. Celkovy objem roztoku ve vialkach byl doplnén na 10 ml
destilovanou vodou. Vsechny varianty vzorkt byly pfipraveny ve tfech opakovanich a ve
ttech Casovych variantach pro riznou délku inkubace (7, 17 a 56 dnil). Pfed inkubaci bylo

ve vzorcich stanoveno pH (pH 3151 WTW, Némecko).

Inkubace vzorkii probihala za aerobnich a anaerobnich podminek a konstantni
teploty 15 °C (Sanyo, USA) po dobu 7, 17 a 56 dni. Ve vsech vzorcich bylo po ukonéeni
inkubace zméfeno pH, odebrana ¢ast vzorku (1 g) na stanoveni enzymové aktivity a
roztok z vialek byl zfiltrovan ptes sklenéné filtry a v ném stanovena koncentrace
fenolickych latek, koncentrace NHs-N, NO3-N (FIA, Lachat QC8500, Lachat
Instruments, USA) a koncentrace celkového rozpusténého N (TDN) a celkového

rozpustén¢ho uhliku (DOC) (LiquiTOC, Elementar, Germany).

Soucasné se zahajenim experimentu byly piipraveny vialky, které predstavovaly
1. den experimentu. Vialky obsahovaly raSelinik (6 opakovani) a delignifikovany
raSelinik (6 opakovani) a bylo do nich pfidano pouze mikrobidlni inokulum pro stanoveni
hodnot 1. dne v§ech méfenych parametrti pied inkubaci vzorku. V téchto vzorcich byla
stanovena aktivita hydrolytickych a oxidativnich enzymu. Ve filtratu roztoku byla
stanovena koncentrace fenolickych latek. Zaroven byla v roztoku stanovena koncentrace
NOs-N a NH4-N, DOC a TDN.

25



Tab. 1: Varianty pfipravenych vzorka pro laboratorni inkubaéni experiment s plnym pfidavkem zivin. Plati

pro oba typy inkubace (aerobni, anaerobni).

Kéd Substrat Pridavek Mikrobialni Typ Koncentrace
zivin inokulum fenolickych  fenolickych

latek latek
(LMW/HMW)  [mg-l]

R-Control 0 Raselinik Ano Ano - -

R-LMW 10 Raselinik Ano Ano LMW 10

R-LMW 100 Raselinik Ano Ano LMW 100

R-LMW 1000 Raselinik Ano Ano LMW 1000

R-HMW 10 Raselinik Ano Ano HMW 10

R-HMW 100 Raselinik Ano Ano HMW 100

R-HMW 1000 RaSelinik Ano Ano HMW 1000

D-Control 0 Delignifikovany raselinik Ano Ano - -

D-LMW 10 Delignifikovany raselinik Ano Ano LMW 10

D-LMW 100 Delignifikovany raselinik Ano Ano LMW 100

D-LMW 1000 Delignifikovany raselinik Ano Ano LMW 1000

D-HMW 10 Delignifikovany raselinik Ano Ano HMW 10

D-HMW 100 Delignifikovany raselinik Ano Ano HMW 100

D-HMW 1000  Delignifikovany raselinik Ano Ano HMW 1000

3.2.2 Laboratorni inkubac¢ni experiment s ¢asteénym pridavkem Zivin

Pro tento druhy experiment bylo celkové ptipraveno 156 40-ml zkumavek, do

kterych bylo navazeno 200 mg (x 0,05 mg) suchého raseliniku véetné 12 prazdnych

suchych Ccistych vialek (blankir). Polovina vzorkli obsahovala ptidavek Zzivin

(ptizpisobené podle dodaného mnozstvi fenolickych latek), druha polovina byla bez

ptidavku zivin. Ke vzorkiim byly pfidany roztoky fenolickych latek o koncentracich 0,

10, 100 a 1000 mg-I*! pro oba typy fenolickych latek > a <14 kDa (HMW/LMW). Do

vSech vialek byla opét dodana suspenze mikrobidlniho inokula o objemu 4 ml. Celkovy

objem roztoku ve vialkach byl opét doplnén na 10 ml destilovanou vodou. Vsechny

varianty vzorkl byly pfipraveny ve tiech opakovanich a ve dvou Casovych variantach

(inkubace 10 a 35 dnu).
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Opét byly pripraveny dvé varianty inkubace — aerobni a anaerobni. Vzorky byly
inkubovany pii stejné teplote 15 °C jako v pfedeslém experimentu. Pfed inkubaci bylo ve

vSech vzorcich opét zméteno pH.

Se zahajenim experimentu byly paralelné piipraveny vialky, které predstavovaly
1. den experimentu, do kterych bylo pfidano pouze mikrobidlni inokulum, a ve kterych
byla stanovena aktivita hydrolytickych a oxidativnich enzymt, koncentrace fenolickych

latek, koncentrace NHa-N, NO3-N, TDN a DOC.

Ve vSech vzorcich bylo po ukonceni inkubace zméieno pH, byla odebrana cast
vzorku (1 g) na stanoveni enzymové aktivity a roztok z vidlek byl zfiltrovan ptes sklenéné
filtry a v ném stanovena koncentrace fenolickych latek, koncentrace NHa-N, NOs-N,

TDN a DOC.

Tab. 2: Varianty pfipravenych vzorki pro laboratorni inkubaéni experiment s ¢aste¢nym ptidavkem Zzivin.

Plati pro oba typy inkubace (aerobni, anaerobni).

Kod Substrat Pridavek Mikrobialni Pridavek Koncentrace
zivin [%] inokulum fenolickych  fenolickych
latek latek

(LMW/HMW)  [mg-I7]

Control 0 Raselinik - Ano - -
LMW 10 Raselinik - Ano LMW 10
LMW 100 RaSelinik - Ano LMW 100
LMW 1000 RaSelinik - Ano LMW 1000
LMW 0+ Raselinik 100 Ano - -
LMW 10+ Raselinik 99 Ano LMW 10
LMW 100+ RaSelinik 90 Ano LMW 100
HMW 10 Raselinik - Ano HMW 10
HMW 100 Raselinik - Ano HMW 100
HMW 1000 Raselinik - Ano HMW 1000
HMW 0+ Raselinik 100 Ano - -
HMW 10+ RaSelinik 99 Ano HMW 10
HMW 100+ Raselinik 90 Ano HMW 100
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3.3 Meéreni a stanoveni potencidlni produkce CO2

V pribéhu inkubace byla ve vialkach meétfena koncentrace CO2 pro stanoveni
mikrobidlni respirace. Koncentrace CO2 byla méfena pomoci plynového chromatografu
HP 6850 (Agilent, USA). Pro zajisténi aerobnich podminek byly vzorky pribézné po
kazdém meéreni dikladné vyvétrany a protfepany na vortexu, opét uzavieny a dale
inkubovany do dalSiho méfeni. Atmosféra ve vialkach anaerobnich vzorki byla pred
zahajenim inkubace profouknuta plynem N». V anaerobnich vzorcich byla pro kontrolu
anaerobnich podminek méfena i koncentrace O2. Mikrobialni respirace pro laboratorni
experiment s plnym pridavkem Zivin byla métena v ¢asovych intervalech: 2., 4., 7., 10.,
14., 17., 21., 28., 35., 42., 49. a 56. den a pro laboratorni experiment s cdastecnym
pridavkem Zivin v Casovych intervalech: 2., 4., 7., 10., 14., 17., 21., 28. a 35. den.

Vypocet kumulativni respirace CO»

Mnozstvi CO2 vyprodukovano pii aerobni a anaerobni respiraci bylo vypocitano

nasledovné:
1) Objem CO2 v headspace vialky

Ceoz Vg

G = 7500 [ul COy]

C.o» Koncentrace CO2 zméfena na plynovém chromatografu [ppm]

V; objem headspace vialky [ml]

2) Objem COz rozpusténého v roztoku

1,0190 - G - V;,

L= T [ul CO2]

Vi objem roztoku ve vialce [ul]; V;, = (1 — sucha hmotnost vzorku) - navazka

+ dodana voda
1,0190 koeficient rozpustnosti CO> ve vod¢ pii 15 °C

3) Celkovy objem COz vyprodukovany na 1 g vzorku

T = (G+1) [ul CO2 g

navazka - suchia hmotnost
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4) Celkova hmotnost uhliku vyprodukovaného na 1 g vzorku
Y =0,536 - T [ug CO2g"]
koeficient 0,536 je piepoctem z pl CO2 na pg C-CO»
Kumulativni aerobni a anaerobni respirace byla stanovena jako celkova hmotnost C-CO>

vyprodukovana na 1 g vzorku za celou dobu inkubace, tj. 35 dnii.

3.3.1 Stanoveni aktivity enzymi
3.3.1.1 Priprava vzorku

Z eppendorfové zkumavky bylo 0,5 g kazdého vzorku kvantitativné prevedeno do
sklenéné kadinky o objemu 100 ml a doplnéno destilovanou vodou na 50 ml. Vétsi kousky
byly rozmélnény a homogenizovany sterilni 1zickou. Aby se enzymy uvolnily do roztoku
s destilovanou vodou, byly kadinky se vzorky ponofeny do ultrazvukové lazné

a sonikovany po dobu 4 min. V zavéru byly vzorky filtrovany pfes sitko.

3.3.1.2 Stanoveni aktivity hydrolytickych enzymi

Aktivita hydrolytickych enzymu byla stanovena pomoci metodiky Marx et al.
(2001). Aktivita enzymu B-glukosidazy, celobiohydrolazy, fosfatazy a chitinazy byla
stanovena spektrofluorometricky s vyuzitim fluorescen¢né znacenych substrati 4-
metylumbellyferyl (MUF). Aktivita leucinaminopeptidazy byla stanovena pomoci
fluorescenéné znaceného substratu 7-amido-4-metylkumarin (AMC). Fluorescence byla
méfena pii vinové délce 460 nm béhem tiech kinetickych cykli: po 30 min (To), po 90
min (T1) a po 150 min (T2) pomoci mikrodestickového analyzatoru (Infinite 200, Tecan,

Svycarsko).

3.3.1.3 Stanoveni aktivity oxidativnich enzymii

Aktivita oxidativnich enzymu byla stanovena podle metodiky Hendel et al. (2005)

pomoci fluorescenéné znaceného substratu L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) za
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pouziti 96-jamkovych mikrodesticek. Mikrodesticky byly inkubovény ve tmé pfi
laboratorni teploté. Po 18 hodindch inkubace byla méfena aktivita enzyml na

mikrodesti¢kovém analyzatoru (Infinite 200, TECAN, Svycarsko) pii absorbanci 460 nm.

3.3.2 Stanoveni koncentrace fenolickych latek

Koncentrace fenolickych latek byla stanovena pomoci metody Folina a Ciocalteu
(Box, 1983). Ke stanoveni koncentrace fenolickych latek bylo pouzito 0,5 ml
zfiltrovaného roztoku z inkubovanych vzorki. K roztoku bylo ptfidéno 2,5 ml 2 %
uhli¢itanu sodného (Na,COz v 0,1 M NaOH) a protfepano na vortexu. Po 5 minutach bylo
pridano 0,25 ml ¢inidla Folin-Ciocalteu a zkumavky byly opét protfepany na vortexu.
Takto ptipravené vzorky se ponechaly 1 hod inkubovat pti laboratorni teploté a poté byla
zmétena absorbance pii vinové délce 765 nm na spektrofotometru SPECORD 210 PLUS
(Analytik Jena). Jako standard byla pouzita kyselina tfislova.

3.4 Statistické vyhodnoceni dat

Pro zpracovani dat a vypocty vySe uvedenych charakteristik byl pouzit program MS
Office Excel 2016 (Microsoft, USA). Statistické zpracovani dat bylo provedeno
v programu Statistica 13 (Dell, USA).

Zmény koncentrace fenolickych latek v pribéhu inkubace (v Case 7. a 56 dne
inkubace v ptipadé prvniho experimentu a v ptipadé druhého experimentu v ¢ase 10. a
35. dne inkubace) byly srovnavany s ¢asem koncentrace fenolickych latek v 1. dni;
k otestovani téchto zmén byla pouzita faktorialni ANOVA s naslednym Dunnettovym
testem. Vliv ptfidavku fenolickych latek na aktivitu jednotlivych enzym a mikrobialni
respiraci byl testovan pomoci faktorialni ANOVY s pouzitim Dunnettova testu
(v porovnani s kontrolou). Tento test byl proveden samostatné pro jednotlivé dny
inkubace a pro aerobni a anaerobni varianty. Sou¢asné byl pomoci jednocestné ANOVY
vyhodnocen rozdil mezi aerobni a anaerobni inkubaci. Stejnym zptsobem byl testovan

rozdil mezi raSelinikem a delignifikovanym raselinikem.
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Na vyhodnoceni souvislosti mezi koncentraci fenolickych latek, mikrobidlni
respiraci a aktivitou jednotlivych enzymii byly pouzity korelacni matice. Vse bylo

testovano na hladiné vyznamnosti p = 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Laboratorni inkubaéni experiment s plnym piidavkem Zivin

Z prvniho experimentu jsou prezentovany aktivity vybranych hydrolytickych
enzymu (B-glukosidazy a celobiohydrolazy), u kterych byl zjistén vyznamny rozdil
V jejich aktivitach vlivem podminek prostiedi (aerobni, anaerobni inkubace), typu opadu
(raselinik, delignifkovany raselinik) a pidavk fenolickych latek (10, 100, 1000 mg-17).
Dale jsou prezentovany aktivity oxidativnich enzymu PhOx a PerOx a koncentrace

fenolickych latek.

Mikrobialni respirace obou inkubacnich variant byla z divodu nedostate¢né
tésnosti sept vyfazena z vysledkl. Vysledky z méteni mikrobialnich respiraci byly
nevérohodné, a tudiz nevhodné pro jakékoli statistické vyhodnoceni. V disledku Spatné
manipulace se vzorky, byly vysledky naméfenych koncentraci fenolickych latek ze 17.

dne taktéz vylouceny z vysledki.

Koncentrace fenolickych latek

Raselinik aerobni varianta Raselinik anaerobni varianta
1) 2)
m]1l.den B7.den O56.den ml.den m7.den 0O56. den
*
— * - —
1000 | = 1 1000 | € * % _
g o
— * % §, * %
100 100
* * * %k
*
10 10
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Delignifikovany raselinik aerobni varianta Delignifikovany raselinik anaerobni varianta

3 4
) ml.den m7.den O56.den ) ml. den ®m7.den O56.den
* * * * %
. * — * ¥ il
1000 | = 1000 |+
o o
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Graf 1-4: Koncentrace fenolickych latek [mg-1"t] (primér + SD, n=3) v &ase: 1. den — stanoveni koncentrace
fenolickych latek ptred inkubaci; 7. a 56. den inkubace. R/D-Control 0 (kontrola): R-raSelinik; D-delignifikovany
raselinik + mikrobidlni inokulum + ptidavek zivin. R/D-LMW/HMW?10,100,1000: R-raselinik; D-delignifikovany
raSelinik + mikrobialni inokulum + piidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1-2.
LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdi¢ky nad sloupecky ukazuji statisticky
vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdi¢ka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani s kontrolou v

daném ¢ase (R- nebo D-Control 0).

Koncentrace fenolickych latek se mezi aerobni a anaerobni inkubaci nelisily.

Koncentrace fenolickych latek LMW a HMW v priibéhu ¢asu v aerobnich i anaerobnich

podminkéch nartstaly.

V aerobni inkubaci, kde byl opad raseliniku je statisticky prikazny nartist koncentraci
fenolickych latek od 1. k35. dni u variant: R-LMW10, R-LMW100, R-LMW1000
a R-HMW1000 (p < 0,05) a u vSech variant koncentraci s delignifikovanym raSelinikem
(D-) (p < 0,05). Také v kontrolach naristala v ¢ase koncentrace fenolickych latek:

R-Control 0, D-Control 0.

V anaerobni inkubaci s opadem raseliniku je statisticky prikazny nartst koncentraci
fenolickych latek od 1. k35. dni u variant: R-LMW10, R-LMW100, R-LMW1000

(p < 0,05) au vSech variant koncentraci s delignifikovanym raselinikem (D-) (p < 0,01).

Koncentrace fenolickych latek v aerobni varianté s raselinikem pozitivn€ korelovaly
s aktivitou B-glukosidazy (r = 0,56), PhOx (r = 0,86), PerOx (r =0,94) as TOC (r = 0,95),

TDN (r = 0,57), naopak negativné korelovaly s fosfatazou (r = -0,38) a ve variant¢
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s delignifikovanym raselinikem pozitivné korelovaly s aktivitou PhOx (r = 0,87) a PerOx
(r =0,94) as TOC (r = 0,96), naopak negativné¢ korelovaly s aktivitou B-glukosidazy
(r =-0,49), celobiohydrolazy (r = -0,46) a fosfatazy (r = -0,32).

Koncentrace fenolickych latek v anaerobni varianté s raselinikem pozitivné korelovaly
s aktivitou B-glukosidazy (r = 0,61), celobiohydrolazy (r = 0,34), fosfatazy (r = 0,40)
PhOx (r = 0,68), PerOx (r = 0,72), TOC (r = 0,84) a ve varianté s delignifikovanym
raSelinikem s aktivitou celobiohydrolazy (r = 0,50), leucinaminopeptidazy (r = 0,42),
fosfatazy (r = 0,35), PhOx (r = 0,76) a PerOx (r = 0,82) as TOC (r = 0,95) a TDN
(r=0,39).

4.1.1 Aktivita hydrolytickych enzymii

[-glukosiddaza
Raselinik aerobni varianta Raselinik anaerobni varianta
5) 6)
m7.den E17.den O56.den m7.den m17.den O56. den
2000 |+ " 2000 | =
o 1800 jm
= 1600 | &
S 1400 | 5
IS 1200 IS
=N =N

1000 *
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Delignifikovany raselinik aerobni varianta Delignifikovany raselinik anaerobni varianta

7 8
) m7.den m17.den O56.den ) m7.den B17.den 0O56.den
8000 |= 8000 |—
7000 |2 | 7000 | &
6000 |£ * 6000 |<
5000 |2 5000 |2
4000 | < . 4000 | £
3000 , ||3000
2000 2000
1000 ii 1000
0 . 0
ARSI IR IR ARSI IR IR
€ QD DN ORI € QD DN R
N SRR N QN & N
&~ O o~ N K S &~ O S N K S
Q’ O Q/ Q’ O Q/

Graf 5-8: Aktivita B-glukosiddzy [nmol-h1-g] (primér + SD, n=3) v ¢ase: 7., 17. a 56. den inkubace. R/D-Control 0
(kontrola): R/D-Control 0 (kontrola): R-raselinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobidlni inokulum + p¥idavek
zivin. R/D-LMW/HMW10,100,1000: R-raselinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobialni inokulum + pfidavek
fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1't. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW:
fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdicky nad sloupecky ukazuji statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu.

Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani s kontrolou v daném ¢ase (R- nebo D-Control 0).

Aktivita enzymu B-glukosidazy se neliSila mezi aerobni a anaerobni inkubaci ve varianté
s raSelinikem. Naopak, delignifikovany raselinik vykazoval vyssi aktivitu v aerobnich

nez v anaerobnich podminkach inkubace (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou opadu raseliniku (R-Control 0) mély na aktivitu B-glukosidazy
Vv aerobni a anaerobni inkubaci vliv pouze varianty s nejvyssimi ptidavky fenolickych
latek: R-LMW 1000 a R-HMW 1000 (p < 0,05).

V ptipad€ delignifikovaného raSeliniku v aerobnich podminkach byla zaznamenana
klesajici aktivita B-glukosidazy az v 56. den inkubace v porovnani s kontrolou (D-Control
0), a to u variant s vyssimi pfidavky fenolickych latek: D-LMW 1000, D-HMW 100, D-
HMW 1000. Naopak aktivita B-glukosidazy v anaerobni inkubaci nevykazovala Zadné
rozdily mezi riuznymi ptidavky fenolickych latek v porovnani s kontrolou

delignifikovaného raseliniku (D-Control 0).

Aktivita B-glukosidazy v aerobni variant¢ s raselinikem pozitivn¢ korelovala s aktivitou
celobiohydrolazy (r = 0,80), chitinazy (r = 0,49), PhOx (r = 0, 40) a PerOx (r = 0, 32),
TOC (r=0,76) a TDN (r = 0,48) a ve varianté s delignifikovanym raselinikem pozitivné
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korelovala s aktivitou vSech hydrolytickych enzymu; s celobiohydrolazou (r = 0,92),
fosfatazou (r = 0,33), leucinaminopeptidazou (r = 0,29) a chitinazou (r = 0,28), naopak
negativné korelovala s aktivitou oxidativnich enzymu PhOx (r = -0,35) a PerOx
(r=-0,36).

Aktivita B-glukosiddzy v anaerobni varianté s raselinikem pozitivné korelovala
s aktivitou celobiohydrolazy (r = 0,34), fosfatazy (r = 0,46), chitinazy (r = 0,36),
s aktivitou oxidativnich enzymu PhOXx (r = 0,36) a PerOx (r = 0,47) as TOC (r = 0,60)
a ve varianté s delignifikovanym raselinikem byly nalezena velmi silna pozitivni korelace
s aktivitou hydrolytickych enzym; s celobiohydrolazou (r = 0,89), fosfatazou (r = 0,99)

a chitinazou (r = 0,99).

Celobiohydrolaza
Raselinik aerobni varianta Raselinik anaerobni varianta
9) 10)
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Graf 9-12: Aktivita celobiohydrolazy [nmol-ht-g] (primér + SD, n=3) v &ase: 7., 17. a 56. den inkubace. R/D-Control
0 (kontrola): R-raselinik; D-delignifikovany raSelinik + mikrobialni inokulum + pf#idavek zivin. R/D-
LMW/HMW?10,100,1000: R-raselinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobialni inokulum + piidavek fenolickych
latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1't. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky
Mw > 14 kDa. Hvézdicky nad sloupecky ukazuji statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad

sloupec¢kem ukazuje pritkazny rozdil ve srovnani s kontrolou v daném ¢ase (R- nebo D-Control 0).

Aktivita enzymu celobiohydrolazy se neliSila mezi aerobni a anaerobni inkubaci ve
varianté s raselinikem. Naopak, delignifikovany raSelinik vykazoval vy$$i aktivitu

V aerobnich nez v anaerobnich podminkach inkubace (p < 0,01).

Vyssi aktivita celobiohydrolazy v aerobnich podminkach byla méfena pouze v 7. a 17.
dni inkubace jen ve varianté s nejvyssim piidavkem fenolickych latek — 1000 mg-I*:
R-LMW1000 (p < 0,01) v porovnani s kontrolou raSeliniku (R-Control 0). V anaerobni
inkubaci nebyl shledan zadny statisticky prukazny rozdil mezi aktivitou celobiohydrolazy

mezi riznymi piidavky fenolickych latek v porovnani s kontrolou.

V porovnani s kontrolou delignifikovaného raseliniku (D-Control 0) v aerobni inkubaci
byla prikazné niz$i aktivita celobiohydrolazy az v 56. dni inkubace, a to u variant
s vy$§imi ptidavky fenolickych latek: D-LMW1000, D-HMW100 a D-HMW1000
(p < 0,05). V porovnani s kontrolou delignifikovaného raseliniku (D-Control 0)
Vv anaerobni inkubaci byla prikazné vyssi aktivita celobiohydrolazy pouze v 7. dni
inkubace u varianty D-LMW21000 (p < 0,05).

Aktivita celobiohydroldzy v aerobni varianté s raSelinikem pozitivné korelovala
s aktivitou B-glukosidazy (r = 0,80), chitinazy (r = 0,38), PhOx (r =0, 40), TOC (r = 0,54)
a TDN (r = 0,44) a ve varianté s delignifikovanym raselinikem pozitivné korelovala
s aktivitou B-glukosidazy (r = 0,92), fosfatazy (r=0,51), leucinaminopeptidazy (r = 0,49),
naopak negativné korelovala s aktivitou oxidativnich enzymt PhOx (r = -0,35), PerOx
(r=-0,34) as TOC (r = -0,26).

Aktivita celobiohydrolazy v anaerobni varianté s raSelinikem pozitivné korelovala
s aktivitou B-glukosidazy (r = 0,34), fosfatazy (r = 0,45), chitinazy (r = 0,69), s aktivitou
oxidativnich enzymi PhOx (r = 0,37), PerOx (r = 0,33) as TOC (r = 0,33) a ve variant¢

s delignifikovanym raSelinikem byla nalezena pozitivni korelace
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s aktivitou hydrolytickych enzymu; celobiohydrolazou (r = 0,89), fosfatazou (r = 0,90)
a chitinazou (r = 0,91).

4.1.2 Aktivita oxidativnich enzymi

Fenoloxidaza
Raselinik aerobni varianta Raselinik anaerobni varianta
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Graf 13-16: Aktivita fenoloxidazy (PhOx) [nmol-h?-g?] (primér + SD, n=3) v ¢ase: 7., 17. a 56. den inkubace. R/D-
Control 0 (kontrola): R-raSelinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobialni inokulum + ptidavek zivin. R/D-
LMW/HMW?10,100,1000: R-raselinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobialni inokulum + pfidavek fenolickych
latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky
Mw > 14 kDa. Hvézdi¢ky nad sloupecky ukazuji statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdic¢ka nad

sloupe¢kem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani s kontrolou v daném ¢ase (R- nebo D-Control 0).

38



Aktivita fenoloxiddzy se neliSila mezi aerobni a anaerobni inkubaci ve varianté
s raselinikem. Naopak, delignifikovany raselinik vykazoval vyssi aktivitu v anaerobnich

podminkach inkubace (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou raseliniku (R-Control 0) v aerobni inkubaci byla statisticky
prikazné vyssi aktivita PhOx ve variantach s vysSimi ptidavky fenolickych latek:
R-LMW1000, R-HMW100 a R-HMW1000. (p < 0,01). V porovnani s kontrolou
raseliniku (R-Control 0) v anaerobni inkubaci je situace obdobnd, navic je zde vyssi

narast aktivity PhOx u varianty s nizkym ptidavkem fenolickych latek: R-HMW10.

V porovnani s kontrolou delignifikovaného raseliniku (D-Control 0) v acrobni inkubaci
byla niz$i aktivita PhOx ve variantach D-LMW10, D-LMW100. Naopak vyssi aktivita
PhOx byla méfena u varianty s nejvyssim pridavkem fenolickych latek D-LMW1000,
D-HMW1000. V porovnani s kontrolou delignifikovaného raseliniku (D-Control 0)
V anaerobni inkubaci byla vyssi aktivita PhOx u variant D-LMW1000, D-HMW10,
D-HMW100, D-HMW1000 (p < 0,05).

Aktivita PhOx Vv aerobni varianté s raselinikem pozitivné korelovala s aktivitou

B-glukosidazy (r = 0,40), PerOx (r = 0,89), TOC (r = 0,80) a TDN (r = 0,39), negativné
korelovala s aktivitou leucinaminopeptidazy (r = -0,42). Ve varianté s delignifikovanym
raSelinikem aktivita PhOx pozitivné korelovala pouze s aktivitou PerOx (r = 0,85)
as TOC (r = 0,83) naopak negativné korelovala s aktivitou hydrolytickych enzymi;
B-glukosidazou (r = -0,35), celobiohydrolazou (r = -0,35), fosfatazou (r = -0,29).

Aktivita PhOx Vv anaerobni varianté s raSelinikem pozitivné korelovala s aktivitou
B-glukosidazy (r = 0,40), PerOx (r = 0,89), TOC (r = 0,71), TDN (r = 0,41), negativné
korelovala s aktivitou leucinaminopeptidazy (r = -0,42). Ve varianté s delignifikovanym
raselinikem byla nalezena pozitivni korelace s aktivitou PerOx (r = 0,83) a s TOC
(r=0,68).
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Peroxidaza

Raselinik aerobni varianta

Raselinik anaerobni varianta
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Graf 17-20: Aktivita peroxidazy (PerOx) [nmol-h't-g] (priimér = SD, n=3) v ¢ase: 7., 17. a 56. den inkubace. R/D-
Control 0 (kontrola): R-raselinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobidlni inokulum + pfidavek Zivin. R/D-
LMW/HMW10,100,1000: R-raselinik; D-delignifikovany raselinik + mikrobialni inokulum + pfidavek fenolickych
latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky
Mw > 14 kDa. Hvézdicky nad sloupecky ukazuji statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad

sloupeckem ukazuje pritkazny rozdil ve srovnani s kontrolou v daném ¢éase (R- nebo D-Control 0).

Mezi aerobni a anaerobni inkubaci nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil

v aktivité PerOx ani v jednom typu opadu.
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V porovnani s kontrolou raseliniku (R-Control 0) v acrobni inkubaci byla zaznamenana
vys$i aktivita PerOx ve variantach s nejvys$§imi pridavky fenolickych latek 1000 mg-I?
R-LMW1000, R-HMW1000 (p < 0,01). V porovnani s kontrolou raseliniku (R-Control 0)
V anaerobni inkubaci byla navic zaznamenéna vyssi aktivita 56. dni inkubace u variant

ptidavka R-HMW10, R-HMW100 (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou delignifikovaného raseliniku (D-Control 0) v aerobni inkubaci
byla statisticky prukazné vyssi aktivita PerOx variantach s nejvys$Simi piidavky
fenolickych latek: D-LMW1000, D-HMW1000 (p < 0,01) a navic u varianty D-HMW100
(p < 0,01). V porovnani s kontrolou delignifikovaného raseliniku (D-Control 0)
V anaerobni inkubaci byla vyssi aktivita PerOx ve variantdch ptidavki D-LMW1000,
D-HMW1000 ve vSech casech. Vyssi aktivita PerOx byla naméfena u varianty
D-HMWZ100 pouze v 7. dni aerobni inkubace a v anaerobni inkubaci u variant D-LMW10,
D-LMW100 pouze v 56. dni (p < 0,01).

Aktivita PerOx Vv aerobni varianté s raselinikem pozitivné¢ korelovala s aktivitou
B-glukosidazy (r = 0,32), PhOx (r = 0,89), TOC (r = 0,82), TDN (r = 0,36), negativné
korelovala s aktivitou leucinaminopeptidazy (r = -0,28). Ve varianté s delignifikovanym
raSelinikem aktivita PhOx pozitivné korelovala pouze s aktivitou PerOx (r = 0,85), TOC
(r = 0,85) naopak negativné korelovala s aktivitou PB-glukosidazy (r = -0,36)
a celobiohydrolazy (r = -0,36).

Aktivita PerOX v anaerobni varianté s raselinikem pozitivné korelovala s aktivitou
B-glukosidazy (r = 0,47), celobiohydrolazy (r = 0,33), fosfatazy (r = 0,53), PhOx
(r=0,82), TOC (r=0,82), TDN (r =0,46). Ve varianté s delignifikovanym raselinikem
byla nalezena pozitivni korelace s aktivitou leucinaminopeptidazy (r = 0,29), PhOx
(r=0,83)aTOC (r =0,81).
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4.2 Laboratorni inkubacéni experiment s ¢aste¢nym piidavkem Zivin

Na zakladé vysledki z prvniho experimentu byl navrzen druhy experiment, ve
kterém byl pouzit jeden typ opadu (raselinik) a odlisné pfidavky zivin upravené podle
pridavkid koncentraci fenolickych latek (LMW/HMW) ¢i zadné ptidavky zivin.

Koncentrace fenolickych latek

LMW - aerobni varianta LMW - anaerobni varianta
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Graf 21-24: Koncentrace fenolickych latek [mg-I"] (primér + SD, n=3) v ¢ase: 1. den — stanoveni koncentrace
fenolickych latek pied inkubaci; 10. a 35. den inkubace. Control 0 (kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum.
LMW/HMW 10,100,1000 — ra$elinik + mikrobidlni inokulum + pftidavek fenolickych latek (LMW/HMW)
v koncentracich 10, 100, 1000 mg-It. LMW/HMW 0+,10+,100+ — ra3elinik + mikrobidlni inokulum + piidavek Zivin
(+) a ptidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100 mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa.
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HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdi¢ky nad sloupecky ukazuji statisticky vyznamné vysledky Dunnettova

testu. Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani s kontrolou v daném case (Control 0).

Koncentrace fenolickych latek se mezi acrobni a anaerobni inkubaci nelisily.

Koncentrace fenolickych lateck LMW vV priabéhu ¢asu v obou inkubacich Kklesaly.
Statisticky prukazny pokles od 1. k 35. dni je u variant s vyssimi ptidavky fenolickych
latek — 100 a 1000 mg-1t: LMW100 a LMW1000 a u variant, kde byly navic dodany
ziviny: LMWO+, LMW10+, LMW100+ (p < 0,05).

Koncentrace fenolickych latek HMW v prubéhu ¢asu kolisaly a v 35. dni poklesly.
Statisticky prikazny pokles od 1. k 35. dni je v aerobni inkubaci u variant s piidavky
fenolickych latek a zivin: HMW10+, HMW100+ a u varianty bez ptidavku zivin:
HMWO+ (p < 0,01) .

Statisticky prikazny pokles od 1. k 35. dni je v anaerobni inkubaci u variant s ptidavky
fenolickych latek a zivin: HMW10+, HMW100+ a u variant bez piidavku zivin: HMW10,
HMW100.

Koncentrace fenolickych latek V aerobni varianté pozitivné korelovaly s aktivitou
celobiohydrolazy (r = 0,29), PhOx (r = 0,68), PerOx (r = 0,79), TOC (r = 0,96) a TDN
(r=0,32).

V anaerobni varianté¢ koncentrace fenolickych latek pozitivné korelovaly s aktivitou
B-glukosidazy (r = 0,31), chitinazy (r = 0,34), PhOx (r = 0,60), PerOx (r = 0,67), TOC
(r=0,95), TDN (r =0,31).
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4.2.1 Aktivita hydrolytickych enzymii

S-glukosidaza
Aerobni varianta Anaerobni varianta
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Graf 25-26: Aktivita p-glukosidazy [nmol-h™-g?] (primér + SD, n=3) v ase: 10. a 35. dne inkubace. Control 0
(kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobilni inokulum + p¥idavek
fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-I"t. LMW/HMWO+,10+,100+: ragelinik
+ mikrobialni inokulum + p¥idavek Zivin (+) a piidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100
mg-It. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdi¢ky nad sloupecky ukazuji
statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani

s kontrolou v daném ¢ase (Control 0).

B-glukosidaza vykazovala vyssi aktivitu v aerobnich podminkach nez v anaerobnich
(p <0,01).

V porovnani s kontrolou byl v aerobni inkubaci v 10. dni nalezen prukazny narast aktivity
u variant svys$imi ptidavky fenolickych latek — 100 a 1000 mg-1't: LMW100+,
HMW100+ a HMW1000) (p < 0,05) a v 35. dni u variant: HMWO+, LMW100+,
HMW100+, HMW1000 (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou byl v anaerobni inkubaci nalezen prukazny rozdil pouze v 35.

dni u vysokého piidavku fenolickych latek — 1000 mg-1"t: HA1000 (p < 0,01).
Aktivita B-glukosidazy v Case rostla.

Aktivita B-glukosidazy Vv aerobni variant¢ pozitivné korelovala s aktivitou

celobiohydrolazy (r = 0,61), chitinazy (r = 0,42), PerOx (r =0,29) as TDN (r = 0,41).
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V anaerobni varianté korelovala aktivita B-glukosidazy se vSemi aktivitami ostatnich
enzymu; celobiohydrolazou (r = 0,43), fosfatazou (r = 0,43), leucinaminopeptidazou
(r = 0,32), chitinazou (r = 0,41) a s oxidativnimi enzymy PhOx (r = 0,27) a PerOx
(r=0,28).

Fosfataza
Aerobni varianta Anaerobni varianta
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Graf 27-28: Aktivita fosfatizy [nmol-h™*-g1] (priimér + SD, n=3) v &ase: 10. a 35. dne inkubace. Control 0 (kontrola):
raSelinik + mikrobialni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum + pfidavek fenolickych
latek (LMW/HMW) V koncentracich 10, 100, 1000 mg-1t. LMW/HMWO0+,10+,100+: raselinik + mikrobialni
inokulum + ptidavek Zivin (+) a pfidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100 mg-1"t. LMW:
fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdicky nad sloupecky ukazuji statisticky
vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad sloupeCkem ukazuje prukazny rozdil ve srovnani s kontrolou

v daném ¢ase (Control 0).

Fosfataza vykazovala vyssi aktivitu v aerobni inkubaci nez v inkubaci anaerobni a byl

mezi nimi shledan statisticky prikazny rozdil (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou byla v aerobni inkubaci v 10. dni statisticky prikazné odlisna
pouze varianta HMW10 (p < 0,05). V 35. dni vSechny byly varianty s pfidavkem zivin
prukazné nizsi nez kontrola LMW/HMWO+, LMW/HMW10+, LMW/HMW100+. Pouze
varianta LMW1000 byla prukazné¢ vyssi nez kontrola (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou byla v anaerobni inkubaci v 10. dni statisticky prikazné odlisna
varianta s nejvy$sim ptidavkem fenolickych latek 1000 mg-It LMW1000 (p < 0,05).
V 35. dni byly vyssi pouze varianty LMW10 a HMW100 (p < 0,01).
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Aktivita fosfatazy v Case rostla.

V aerobni varianté nebyl nalezen statisticky priikazny korela¢ni vztah mezi aktivitou
fosfatazy a ostatnimi enzymy. Aktivita fosfatazy zde negativné korelovala s TDN
(r=-0,37).

V anaerobni varianté aktivita fosfatdzy pozitivné korelovala s aktivitou B-glukosidazy
(r = 0,43), celobiohydrolazy (r = 0,40) a leucinaminopeptidazy (r = 0,75), naopak
negativné korelovala s TDN (r = -0,39).

Leucinaminopeptidaza
Aerobni varianta Anaerobni varianta
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Graf 29-30: Aktivita leucinaminopeptiddzy [nmol-h-g'1] (primér + SD, n=3) v ¢ase: 10. a 35. dne inkubace. Control
0 (kontrola): raselinik + mikrobidlni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum + pfidavek
fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1t. LMW/HMWO0+,10+,100+: raselinik
+ mikrobialni inokulum + piidavek zivin (+) a ptidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100
mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézditky nad sloupecky ukazuji
statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdi¢ka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani

s kontrolou v daném ¢ase (Control 0).

Leucinaminopeptidaza vykazovala vyss$i aktivitu v aerobni inkubaci nez v inkubaci

anaerobni a byl mezi nimi shledan statisticky prikazny rozdil (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou byly v aerobni inkubaci v 10. dni statisticky prikazné vyssi
varianty HMW10, HMW100, HMW1000, HMW100+. V 35. dni varianty LMW/HMW100
(p <0,05).

46



V porovnani s kontrolou byla v anaerobni inkubaci v 10. dni statisticky prikazné vyssi
pouze varianta s nejniz§im ptidavkem fenolickych latek 10 mg-I":: HMW10 (p < 0,01).
V 35. dni varianty LMW/HMW10, HMW100.

Aktivita leucinaminopeptidazy v aerobni inkubaci v ¢ase klesala. V anaerobni inkubaci

je efekt Casu nejednoznacny.

Aktivita leucinaminopeptidazy v aerobni varianté pozitivné korelovala s aktivitou PhOx

(r =0,29), negativné korelovala s TDN (r = -0,32).

V anaerobni variant¢ aktivita leucinaminopeptidazy pozitivné korelovala s aktivitami
vSech ostatnich hydrolytickych enzymu; B-glukosidazou (r = 0,32), celobiohydrolazou
(r = 0,39), fosfatazou (r = 0,75) a chitinazou (r = 0,23). Negativni korela¢ni vztah byl
nalezen s TDN (r = -0,41).

Celobiohydrolaza
Aerobni varianta Anaerobni varianta
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Graf 31-32: Aktivita celobiohydrolazy [nmol-h"*-g] (primér + SD, n=3) v ase: 10. a 35. dne inkubace. Control 0
(kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum + ptidavek
fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1t. LMW/HMWO0+,10+,100+: raselinik
+ mikrobialni inokulum + ptidavek zivin (+) a ptidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100
mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézditky nad sloupecky ukazuji
statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani

s kontrolou v daném ¢ase (Control 0).

Aktivita celobiohydrolazy se nelisila mezi aerobni a anaerobni inkubaci.
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V porovnani s kontrolou nemély v aerobni inkubaci v 10. a35. dni rizné ptidavky

fenolickych latek a zivin zadny vliv na aktivitu celobiohydrolazy.

V porovnani s kontrolou byl v anaerobni inkubaci nalezen rozdil pouze v 10. dni
s nejvyssim piidavkem fenolickych latek 1000 mg-It: LMW1000 (p < 0,05).

Aktivita celobiohydrolazy v aerobni varianté pozitivné korelovala s aktivitou

B-glukosidazy (r = 0,61), chitinazy (r = 0,49) a PerOx (r = 0,30).

V anaerobni varianté aktivita celobiohydrolazy pozitivné korelovala s aktivitou

B-glukosidazy (r=0,43), fostatazy (r = 0,40), leucinaminopeptidazy (r = 0,39) a chitinazy

(r=0,70).
Chitindaza
Aerobni varianta Anaerobni varianta
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Graf 33-34: Aktivita chitinazy [nmol-h™-g'1] (primér + SD, n=3) v &ase: 10. a 35. dne inkubace. Control 0 (kontrola):
raSelinik + mikrobialni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum + pfidavek fenolickych
latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1t. LMW/HMWO0+,10+,100+: raselinik + mikrobialni
inokulum + ptidavek Zivin (+) a pfidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100 mg-1"t. LMW:
fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdicky nad sloupecky ukazuji statisticky
vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje pritkazny rozdil ve srovnani s kontrolou

v daném ¢ase (Control 0).

Aktivita chitindzy se neliSila mezi aerobni a anaerobni inkubaci.

V porovnani s kontrolou byl v aerobni inkubaci nalezen prikazny rozdil pouze v 10. dni
u varianty HMWO+ (p < 0,01).

48



V porovnani s kontrolou byl v anaerobni inkubaci nalezen prukazny rozdil pouze v 10.
dni u varianty snejvy$§im piidavkem fenolickych latek 1000 mg-I"t: LMW1000
(p <0,01).

Nebyl nalezen jednozna¢ny trend aktivity chitinazy v Case.

Aktivita chitindzy v aerobni variant¢ pozitivné korelovala pouze s aktivitou

B-glukosidazy (r = 0,42) a celobiohydrolazy (r = 0,49).

V anaerobni varianté aktivita chitinazy pozitivné korelovala s aktivitou p-glukosidazy
(r = 0,41), celobiohydrolazy (r = 0,70), leucinaminopeptidazy (r = 0,23) a s TOC
(r=0,24).

4.2.2 Aktivita oxidativnich enzymii
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Graf 35-36: Aktivita fenoloxidazy (PhOx) [nmol-h"*-g] (primér + SD, n=3) v &ase: 10. a 35. dne inkubace. Control
0 (kontrola): raselinik + mikrobidlni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum + ptidavek
fenolickych latek (LMW/HMW) vV koncentracich 10, 100, 1000 mg-1t. LMW/HMWO0+,10+,100+: raselinik
+ mikrobidlni inokulum + ptidavek zivin (+) a ptidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100
mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdi¢ky nad sloupecky ukazuji
statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani

s kontrolou v daném ¢ase (Control 0).
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Aktivita PhOx se v 10. den inkubace mezi aerobni a anaerobni variantou nelisila. V 35.

dni jiz byla aktivita PhOx vyssi v anaerobnich podminkach (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou byla v aerobni inkubaci v 10. dni nalezena prikazné vyssi
aktivita u variant sriznym piidavkem fenolickych latek: LMW1000, LMW10+,
LMwW100+, HMW10, HMW100, HMW1000, HMW100+. V 35 dni pouze u variant
s vysokym p¥idavkem fenolickych latek 1000 mg:I"t: LMW/HMW21000 (p < 0,01).

V porovnani s kontrolou byla v anaerobni inkubaci v 10. dni méfena vys$si aktivita PhOx
u variant s vyssim piidavkem fenolickych latek: LMW1000, HMW100+ (p < 0,01). V 35.
dni u variant LMW1000, LMW10+, HMW1000, HMW100+ (p < 0,05).

V aerobni inkubaci se v prib&hu ¢asu aktivita PhOx snizovala (p = 0,044). V anaerobni

inkubaci nem¢l ¢as na aktivitu PhOx vliv (p = 0,521).

Aktivita PhOx v aerobni varianté pozitivné korelovala s aktivitou leucinaminopeptidazy

(r=10,29), PerOx (r=0,80), TOC (r=0,64) a TDN (r = 0,27).

V anaerobni varianté¢ aktivita PhOX pozitivn¢ korelovala s aktivitou B-glukosidazy

(r=0,27), PerOx (r=0,75) as TOC (r = 0,58).
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Graf 37-38: Aktivita peroxidazy (PerOx) [nmol-h"*-g1] (primér + SD, n=3) v ¢ase: 10. a 35. dne inkubace. Control 0
(kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum. LMW/HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum + ptidavek
fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1t. LMW/HMWO+,10+100+: raselinik
+ mikrobialni inokulum + pfidavek zivin (+) a ptidavek fenolickych latek (LMW/HMW) v koncentracich 0, 10, 100
mg-1"t. LMW: fenolické latky Mw < 14 kDa. HMW: fenolické latky Mw > 14 kDa. Hvézdi¢ky nad sloupecky ukazuji
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statisticky vyznamné vysledky Dunnettova testu. Hvézdicka nad sloupeckem ukazuje prikazny rozdil ve srovnani

s kontrolou v daném ¢ase (Control 0).

Aktivita PerOx se v 10. den inkubace mezi aerobni a anaerobni variantou neli$ila, avSak

v 35. dni je aktivita PerOx vyss§i v anaerobnich podminkach nez v acrobnich (p = 0,05).

V porovnani s kontrolou byly v aerobni inkubaci v 10. dni nalezeny prikazné vyssi
aktivity u vsech variant krom¢ LMW10, LMW100 a LMWO0+. V 35 dni vSak jen u LMW10,
LMW/HMW1000. (p < 0,05).

V porovnani s kontrolou byla v anaerobni inkubaci v 10. dni méfena prikazné vyssi
aktivita u variant LMW10 a HMW1000. V 35. dni byla pritkazné vyssi aktivita u variant
s nejvyssim piidavkem fenolickych latek LMW/HMW1000 a LMW10+ (p < 0,01).

Aktivita PerOx se v ¢ase neménila.

Aktivita PerOx v aerobni varianté pozitivné Kkorelovala s aktivitou PB-glukosidazy
(r = 0,29), celobiohydrolazy (r = 0,30), PerOx (r = 0,80), TOC (r = 0,66), a s TDN
(r=0,28).

V anaerobni varianté aktivita PerOx pozitivné korelovala s aktivitou B-glukosidazy

(r=0,28), PerOx (r=0,75) as TOC (r = 0,57).
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Kumulativni mikrobialni respirace
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Graf 39: Kumulativni mikrobialni respirace aerobni inkubace za 35 dnii s pfidavkem fenolickych latek Mw < 14 kDa
(LMW). Control 0 (kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum. LMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum
+ piidavek fenolickych latek (LMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg- I, LMWO+,10+,100+: raselinik + mikrobilni
inokulum + piidavek zivin (+) a piidavek fenolickych latek (LMW) v koncentracich 0, 10, 100 mg- 1.
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Graf 40: Kumulativni mikrobialni respirace anaerobni inkubace za 35 dnii s ptidavkem fenolickych latek Mw < 14 kDa
(LMW). Control 0 (kontrola): raSelinik + mikrobialni inokulum. LMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum
+ ptidavek fenolickych latek (LM W) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1-t. LMWO+,10+,100+: raselinik + mikrobiélni
inokulum + pfidavek zivin (+) a ptidavek fenolickych latek (LM W) v koncentracich 0, 10, 100 mg-1%.
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Graf 41: Kumulativni mikrobialni respirace aerobni inkubace za 35 dnu s pfidavkem fenolickych latek Mw > 14 kDa
(HMW). Control 0 (kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum. HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum
+ piidavek fenolickych latek (HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1"t. HMWO0+,10+,100+: ra3elinik + mikrobialni
inokulum + ptidavek Zivin (+) a pfidavek fenolickych latek (HMW) v koncentracich 0, 10, 100 mg-1L.
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Graf 42: Kumulativni mikrobialni respirace anaerobni inkubace za 35 dnti s ptidavkem fenolickych latek Mw > 14 kDa
(HMW). Control 0 (kontrola): raselinik + mikrobialni inokulum. HMW10,100,1000: raselinik + mikrobialni inokulum
+ ptidavek fenolickych latek (HMW) v koncentracich 10, 100, 1000 mg-1"t. HMWO0+,10+,100+: raselinik + mikrobiélni
inokulum + pfidavek zivin (+) a ptidavek fenolickych latek (HMW) v koncentracich 0, 10, 100 mg-12.
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Kumulativni respirace je v aerobni inkubaci nékolikrat vyssi nez v inkubaci anaerobni.

V porovnani s kontrolou bylo celkové mnozstvi vyrespirovaného C v aerobnich
podminkach za dobu inkubace (35 dnd) vyssi u vSech variant s pfidavkami zivin (+)

a u variant s vyssimi pfidavky fenolickych latek: LMW100, LMW1000, HMW1000.

V piipadné¢ anaerobni varianty nemél pfidavek fenolickych latek a zivin vliv na
mikrobialni respiraci.

Kumulativni mikrobialni respirace v aerobni varianté pozitivné korelovaly s aktivitou
B-glukosidazy (r = 0,37), fosfatazy (r = 0,55) a chitinazy (r = 0,33). Negativné korelovala
s aktivitou leucinaminopeptidazy (r = -0,35).

Kumulativni mikrobialni respirace v anaerobni varianté pozitivné korelovaly s aktivitou

B-glukosidazy (r = 0,30), fosfatazy (r = 0,50) a leucinaminopeptidazy (r = 0,26).

Pro lepsi piehlednost dosazenych kumulativnich mikrobidlnich respiraci a jejich

interpretaci byly hodnoty smérodatnych odchylek (+ SD) z grafi vylouceny.
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5 Diskuze

5.1 Vliv aerobnich a anaerobnich podminek na aktivitu oxidativnich enzymu

Obecné¢ maji vodou nasycené anaerobni podminky raSeliniSt’ negativni vliv na
rozkladné procesy a mikrobialni aktivitu. Nékteré studie uvadéji, ze anaerobni podminky
raSelini§t’ jsou zodpovédné za akumulaci fenolickych latek vlivem nizké aktivity
oxidativnich enzymt, které jako jedny z mala dokdzi degradovat téZko rozlozitelné
fenolické latky. Jejich hromadéni mize vést k nasledné inhibici hydrolytickych enzym,
a tedy k celkovému potlaceni rozkladu organické hmoty (napi. Appel et al., 1993; Fenner
et al., 2005; Fenner & Freeman, 2011; Freeman et al., 2001;2004). V poslednich letech
se vSak objevilo mnoho studii, které tyto souvislosti nepotvrzuji nebo je potvrzuji pouze
Caste¢né (napf. Brouns et al., 2014; Toberman et al., 2010; Williams et al., 2000).
V disledku téchto protichidnych ndzorti a skutecnosti se ukazuje, Ze souvislosti mezi
fenolickymi latkami a oxidativnimi a hydrolytickymi enzymy nejsou tak jednoznaéné,

a ze do tizeni dekompozi¢nich procesii vstupuji dalsi faktory, nez je pouze dostupnost O».

Na zaklad¢ dosavadnich studii jsem tedy piedpokladala, Ze aktivita oxidativnich
enzymi bude v anaerobnim prostiedi limitovana. Vysledky, které byly zcela v rozporu
s ocekavanim, prineslo anaerobni prostfedi, kde vykazovaly oba oxidativni enzymy
stejné aktivity jako v aerobnich podminkédch. V pfipadé prvniho experimentu lze
pravdépodobné vysvétlit tuto vyssi aktivitu v anaerobnich podminkach dodanymi
pfidavky Zivin, které mohly odstranit limitaci dostupného Oz. S pfidavkem zivin se
zaroven dodaly elektronové akceptory, které mohly v anaerobnich podminkach potlacit
limitaci O2 a slouzit jako elektronovy akceptor pro fungovani oxidativnich enzymad.
Dostupnost elektronovych akceptorti ovliviiuje mnozstvi mikroorganismi, tvorbu
enzymu a rozklad organické hmoty (McLatchey & Reddy, 1998). Béhem inkubace mohlo
tedy pravdépodobné dochazet k vyuzivani jinych elektronovych akceptorti jako jsou
napiiklad ionty Zeleza (Ponnamperuma, 1972). Pfi nizkych koncentracich O2 dokéze
PhOx za pfitomnosti iontl Fe?" (i¢inné oxidovat fenolické latky (Bodegom et al., 2005;
Hall & Silver, 2013). Vysledky z prvniho experimentu dobie zapadaji do vysledki studie
McLatchey & Reddy (1998) kde zjistili, ze v anaerobnich podminkach je fidicim
faktorem aktivity enzymi nedostatek dostupnych elektronovych akceptord. Naopak
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Freeman et al. (2001; 2004) uvadi asi sedmkrat nizsi aktivitu PhOx Vv anacrobnich
podminkach ve srovnani s acrobnim prostfedim a povazuje dostupnost Oz za hlavni fidici

faktor ovliviiujici aktivitu PhOXx.

Ovsem podobné vysoké aktivity oxidativnich enzymii byly naméfeny 1 v druhém
experimentu, kde byly pouzity ptidavky fenolickych latek bez ptidavku Zivin anebo byly
ptfidavky zivin oproti prvnimu experimentu zna¢né¢ zredukovany. To ovSem zdiraziuje
fakt, ze aktivita oxidativnich enzymua nebyla limitovdna nedostatkem dostupného O2
| pfes zna¢né zredukovani mnozstvi Zivin. To tedy muZe znamenat, Ze mikroorganismy
a jejich vylucované oxidativni enzymy jsou adaptované na anaerobni a zivinami chudé
prostiedi raselinist. Rovnéz ve studii Sun et al. (2010) pozorovali vyssi aktivitu PhOx
V anaerobnich podminkach v porovnanim s aerobnimi. Zde ale vysvétluji, Ze pro aktivitu
PhOx je zasadni vlhkost pudy ale nevylucuji také efekt fyzikalnich vlastnosti ptdy, se
kterym souvisi vodivost nebo poérovitost pudy. Podobné vysledky publikuje také studie
Toberman et al. (2008) kde zjistili, ze béhem obdobi sucha dochazelo v horni vrstvé
raSeliny k vyznamnému sniZeni aktivity PhOx. Z vysledkt téchto studii vyplyva, ze pro
aktivitu oxidativniho enzymu PhOx je pravdépodobné zasadni také urcita optimalni ptidni
vlhkost. S ptdni vlhkosti souvisi také zmény v klimatickych pomérech, kdy b&éhem
suchych obdobi dochéazi k vysuSeni a rozsifeni horni aerobni vrstvy raseliny, jejichz
dasledkem je snizeni pH raseliny. To miize vést ke snizeni aktivity PhOx, jelikoz tento

enzym reaguje velice rychle na zmény v pH (Pind et al., 1994; Xiang et al., 2013)

Studie, které se zabyvaly srovnanim enzymové aktivity enzymt mezi riznymi typy
raSelinis$t’, pozorovaly vyssi aktivitu oxidativnich enzymiti v minerotrofnich raselinistich
Vv porovnani s ombrotrofnimi raselinisti (napt. Brouns et al., 2016; Sun et al., 2010). To
je prisuzovano piedevsim rozdilu v kvalité raSelinného substratu v disledku rizného
vegetacniho slozeni, ale také rozdilnym hodnotam pH, coz celkové ovliviiuje dostupnost
substratu a zivin pro mikroorganismy a tim tedy také sekreci enzymu (Pind et al., 1994;

Williams et al., 2000).

Vysledky naSich experimentii ukazaly, Ze oxidativni enzymy nejsou limitovany
anaerobnim prostfedim, jak pfedpoklad4d teorie enzymatické smycky. Soucasné
I z vysledki jinych studii vyplyva, Ze za limitaci aktivit oxidativnich enzymu stoji cela

fada spolu souvisejicich faktort.
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5.2 Vliv aerobnich a anaerobnich podminek na aktivitu hydrolytickych
enzymu

Aktivita hydrolytickych enzymi neni pfimo zavisla na pfitomnosti dostupného O2
(Reddy & DeLaune, 2008). Piesto n€kolik studii ukazuje, ze v anaerobnich podminkéch
muze dochazet ke snizeni jejich aktivit o 24-47 % (Freeman et al., 2001; 2004). Teorie
enzymatické smycky piedpokladd, ze je tento pokles zpiisoben pravé hromadénim
fenolickych latek v anaerobnim prostfedi (Freeman et al. 2001; 2004). Druhym
vysvétlenim je celkové snizeni mikrobialni aktivity a mikrobni biomasy v anaerobnich
podminkach, kdy je energeticky vynos rozkladnych reakci nizsi nez za ptritomnosti Oo,
atedy moznosti mikroorganismi investovat do produkce enzymi jsou omezené
(McLatchey & Reddy 1998). Vyznamny vliv na aktivitu hydrolytickych enzymi
Vv raSeliniStich miize mit také periodické zaplavovani raseliny. To mtize vést k vyrovnani
aktivit hydrolytickych enzymu, jelikoz makropory a mikropory raseliny nemusi byt zcela
zasyceny vodou (Hall et al., 2014). Zda se tedy, Ze hydrolytické enzymy maji schopnost
byt aktivni po delsi dobu ve vrstvach raSeliny, kde muaze dochazet k periodickému
zaplaveni a vysuSeni. Vysledky mych experimentd jsou cCastecné v souladu s vyse
uvedenymi studii, jelikoz se ukézalo, Ze vétSina hydrolytickych enzymii méla vyssi
aktivitu v aerobnim nez v anaerobnim prostfedi. Koncentrace rozpustnych fenolickych
latek korelovaly pozitivné s aktivitou hydrolytickych enzymi v aerobnim i anaerobnim
prostiedi. To muze souviset s celkoveé vysSi mikrobidlni aktivitou v aerobnich
podminkach, kterou jsem také zaznamenala ve srovnani s anaerobnimi podminkami
nikoli vSak inhibici fenolickymi latkami, jak pfedpoklada teorie enzymatické smycky

(Freeman et al., 2001; 2004).

5.3 Zmény koncentraci rozpustnych fenolickych litek v priubéhu inkubace

Rozklad fenolickych latek je podminén predevSsim molekulovou hmotnosti.
Nizkomolekularni rozpustné fenolické latky jsou pomérné dobie rozlozitelné a mohou
slouzit jako zdroj snadno dostupné energie a uhliku, avS§ak mohou také pusobit toxicky
na mikroorganismy. Naopak vysokomolekularni fenolické latky jsou téZko rozlozitelné

(Fiend & Lettinga, 1972; Reddy & DelLaune, 2008).
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V pribéhu inkubace prvniho experimentu rostla koncentrace fenolickych latek ve
vSech variantdich. To muze souviset S pifidavky zivin, kdy mikroorganismy nebyly
limitovany jejich nedostatkem (Kang et al., 2005; Sinsabaugh & Moorhead, 1994).
Nasledkem toho nebyly fenolické latky mikroorganismy vyuzivany a mohlo tak dojit
k nartstu koncentraci fenolickych latek bez ohledu na typ opadu a podminek prostredi.
Ve druhém experimentu doslo k poklesu koncentraci fenolickych latek obou frakei, a to
ve vSech variantach vzorkd. V tomto experimentu bylo dodano pouze omezené nebo
zadné mnozstvi Zivin, coz mohlo vést k vétsi potfebeé mikroorganismii ziskat ziviny prave
rozkladem 1 fenolickych latek. V 10. dni inkubace jsem u vétSiny pridavki fenolickych
latek bez ohledu na molekularni hmotnost znamenala mirny nartist koncentraci
V porovnanim s 1. dnem inkubace. Tento narist mize byt vysvétlen tim, Ze v prubchu
procesu dekompozice mohly byt rozpustné fenolické latky meziproduktem rozkladu,
a proto jejich koncentrace v poc¢atku inkubace narustaly (Burke & Cairney 2002; Hall et
al., 2014; Toberman et al. 2008).

V prvnim experimentu byl inkubovan také opad delignifikovaného raseliniku.
U delignifikovaného raSeliniku jsem zaznamenala vys$si koncentrace fenolickych latek
nez u jeho nedelignifikované varianty. Ackoli byl mozny efekt uvolnéni fenolickych latek
Z delignifikovaného raSeliniku vyloucen, byla zaznamenana vys$i koncentrace
fenolickych latek nez tam, kde byl pouzit raselinik nedelignifikovany. Delignifikaci se
odstranily z raseliniku vSechny fenolické latky, zejména ligninu podobné fenolické
polymery a zbyl téméf Cisty polysacharid. Tento polysacharid se mohl rozkladat na
jednodussi molekuly, které mohly ucinné reagovat s ¢inidlem Folin-Ciocalteu. Toto
¢inidlo dokaze reagovat se snadno oxidovatelnymi latkami jako je naptiklad glukoza,
kyselina askorbova, oxid sifi¢ity nebo aromatické aminy (Shahidi & Naczk, 2004;
Zoecklein et al., 1990). Pti pouziti této metody mize tedy dochazet k nadhodnoceni
koncentrace fenolickych latek (Ohno & First, 1998).

5.4 Vliv rozpustnych fenolickych latek na aktivitu enzymu

Vyse jsme diskutovali, jak dostupnost O» ovliviiuje aktivitu oxidativnich
a hydrolytickych enzymii a jak se koncentrace rozpustnych fenolickych latek ménila

v ¢ase inkubace. Dal$im z cili této prace bylo zjistit, jak rozpustné fenolické latky
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ovliviuji aktivitu téchto enzymi, ptredev§im hydrolytickych a ovétit tak teorii

enzymatické smycky (Freeman et al., 2001; 2004).

Vlivem piidavkt fenolickych latek o rizné molekularni hmotnosti jsem
ocekavala, ze fenolické latky LMW obsahujici fenolické oligomery, budou mit vyssi
schopnost inhibovat jejich aktivitu nez HMW. Ukazalo se vSak, ze prvni ani druhy
experiment neprokéazal vliv inhibice hydrolytickych enzymt fenolickymi latkami frakci
LMW aani HMW. V souladu s mymi vysledky je studie Hall et al. (2014), kde za pouziti
velmi nizkych koncentraci rozpustnych fenolickych latek (0,45-2,01 mg-1) nebyly
hydrolytické enzymy inhibovany. To je zcela v rozporu se studii Freeman et al. (2004)
kde jiz podobné nizké piidavky fenolickych latek (2-5 mg I'Y) inhibovaly aktivitu riznych
hydrolytickych enzymi, a to o 18-47 %. Obecné lze v naSich experimentech sledovat
trend, kdy s vyssimi ptidavky fenolickych latek naopak dochéazelo k podpofeni aktivit
hydrolytickych enzymi. Lze také vidét, ze v nékterych piipadech nemély ptidavky
fenolickych latek na aktivitu hydrolytickych enzymu signifikantni vliv. Nejvyssi hodnoty
potencidlnich aktivit hydrolytickych enzymi jsem pozorovala u B-glukosidazy
a celobiohydrolazy, pravé u vysokych ptidavkid fenolickych latek 100 a 1000 mg 1.
V nasich experimentech mohla aktivitu hydrolytickych enzymiti zna¢né podporovat
koncentrace DOC, které bylo soucasti roztoku fenolickych latek, podobné jako tomu bylo
ve studiich (Hall et al., 2014; Romanowitz et al., 2015). Koncentrace DOC vykazovala
pozitivné korelacni vztah se vSemi hydrolytickymi enzymy v obou experimentech.
Zajimavy trend v aktivité lze sledovat u fosfatdzy, jejiz aktivita v aerobni inkubaci klesla
tam, kde byly navic dodany mineralni ziviny. V pfitomnosti dostupného P vykazuje

fosfataza sniZzenou aktivitu (Keuskamp et al., 2015).

RovnéZ aktivita oxidativnich enzymi PhOx a PerOx byla vlivem piidavka
rozpustnych fenolickych latek podpofena ve srovnani s kontrolou. Pro aktivitu
oxidativnich enzymd, je totiz obsah fenolickych latek stejné jako Oz Casto povazovan za
zasadni pro jejich aktivitu (Sinsabaugh, 2010). Koncentrace fenolickych latek pozitivné
korelovaly s aktivitami PhOx a PerOx a byly zaznamenany i pozitivni korelace
s n€kterymi hydrolytickymi enzymy. Nase vysledky z experimentd tedy vyloucily
inhibi¢ni efekt fenolickych latek na hydrolytické enzymy a nepotvrdili jsme teorii

enzymatické smycky.
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5.5 Vliv fenolickych latek na mikrobialni respiraci

Kumulativni mikrobidlni respirace charakterizuje celkové mnozstvi uhliku, které
bylo zmineralizovano za celkovou dobu inkubace, tedy za 35 dni. Obecné¢ se predpoklada,
ze fenolické latky maji negativni vliv na mikrobidlni aktivitu (napi. Héttenschwiler &
Vitousek, 2000; Lattanzio, 2013). V aerobnim prostfedi byly naméfeny téméi 4x vyssi
hodnoty vyrespirovaného CO2 nez v anaerobnim prostfedi. Anaerobni dekompozice je
Z hlediska energetického vynosu v porovnani v aerobni dekompozici nakladné&jsi, ma
niz8i energeticky zisk, a to celkoveé vede k pomalejSimu ristu mikroorganismt (Reddy &
DeLaune, 2008; Rydin & Jeglum, 2006). Na zéklad¢ literatury jsem piedpokladala, ze
frakce fenolickych latek LMW bude inhibovat mikrobidlni aktivitu, nejen kvuli
pfitomnosti oligomernich tanini ale také vlivem pfitomnosti nizkomolekularnich
fenolickych latek, které mohou pisobit toxicky na mikroorganismy zevniti a potlaéit tak
sekreci enzymt (Field & Lettinga, 1992). Vysledky z naméfenych hodnot respiraci
ukazaly, Ze vlivem piidavkad fenolickych latek LMW a HMW vedly naopak k podpote
mikrobialni respirace, a tedy pravdépodobné Kk vyuzivani fenolickych latek. Zaroven
sloucenin, které byly soucasti nasich frakci fenolickych latek LMW a HMW (Meier &
Bowman, 2008). ZvySeni mikrobidlnich respiraci vlivem ptidavkl fenolickych latek
publikuje také studie Dieleman et al. (2016) a vysvétluje, Ze mikroorganismy jsou
Vv pfitomnosti fenolickych latek méné efektivni pii zabudovavani uhliku do biomasy.
Vysledky naseho experimentu ukéazaly, ze mikrobidlni respirace byly podpofeny ptidavky
fenolickych latek, pravdépodobné byly tedy dodané fenolické latky zdrojem uhliku
a zivin. Toto zjiSténi je zcela v rozporu s teorii enzymatické smycky (Freeman et al.,
2001; 2004).
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6 Zavér

Prvni hypotéza, na zaklad€ které jsem ocekavala limitaci aktivity oxidativnich enzymu
V anaerobnim prostfedi, nebyla potvrzena. Anaerobni prostiedi nemé¢lo na aktivitu
oxidativnich enzym PhOx a PerOx vliv. Naopak se ukazalo, Ze podminky prostiedi
vyrazn¢ pusobily na aktivitu hydrolytickych enzymit, jenz byly vysSi v aerobnim
prostiedi. Toto zjisténi ukazuje, ze dostupnost Oz neni hlavnim uréujicim faktorem aktivit
oxidativnich enzymi a mé nepfimo vliv na aktivitu hydrolytickych enzymd, jejichz

aktivita je pravdépodobné zavisla na mikrobni aktivité.

V prvnim experimentu dochdzelo ke zvySovani koncentraci rozpustnych fenolickych
latek obou frakci. Pravdépodobné se zde projevil efekt pridavku zivin, kdy
mikroorganismy nebyly limitovany jejich nedostatkem a fenolické latky se béhem
inkubace hromadily. Béhem inkubace druhého experimentu, kde bylo dodéano
redukované nebo zadné mnozstvi zivin, jiz dochazelo k bytku rozpustnych fenolickych
latek LMW a HMW, coz znaci o vyuzivani téchto fenolickych latek mikroorganismy

a schopnosti je vyuzivat jak v aerobnim, tak anaerobnim prostiedi.

Na zaklad¢ druhé hypotézy jsem predpoklédala, Ze rozpustné fenolické latky LMW, které
obsahovaly fenolické oligomery, budou mit vys§i schopnost inhibovat aktivitu
hydrolytickych enzymii nez HMW. Tato hypotéza taktéz nebyla podpotena, jelikoz jsem
nezaznamenala efekt inhibice na zaddny z testovanych hydrolytickych enzymt. Ukézalo
se vsak, Ze s vyS$imi ptidavky rozpustnych fenolickych latek dochéazelo k podpoteni
aktivit hydrolytickych enzymi. Ptidavky rozpustnych fenolickych latek LMW a HMW
pusobily pozitivné na aktivity oxidativnich enzymi PhOx a PerOx a se zvySujici se

koncentraci fenolickych latek rostly jejich aktivity.

Ptidavky rozpustnych fenolickych latek v riznych koncentracich zvySovaly mikrobidlni
respiraci v porovnani s kontrolou coz sveédci o tom, ze tyto fenolické latky podporuji
aktivitu mikroorganismt a jsou pravdépodobné vhodnym zdrojem uhliku pro jejich rist

arozvoj.

Nase data v souhrnu ukdazaly, Ze mikroorganismy a jejich vylucované oxidativni
a hydrolytické enzymy jsou adaptované na redukované a Zivinami chudé prostredi

raSelinist’ a ze fenolické latky podporuji nejen jejich enzymatickou ale také mikrobidlni
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aktivitu (respiraci). Oxidativni enzymy jsou limitovany jinymi faktory, nez je pouze
dostupnost Oz, zatimco hydrolytické enzymy nejsou limitovany rozpustnymi fenolickymi

latkami.
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Prilohy

Tab. 3: Namérené hodnoty koncentraci fenolickych latek v prvnim experimentu (priumér + SD), pFepocténé
na standard kyseliny tiislové (TA) [mg-I']. 1. den — stanoveni koncentraci fenolickych latek pied inkubaci,
17. a 56. den inkubace.

Den inkubace 1.den 7.den 56. den
Typ inkubace Aerobni, anaerobni Aerobni Anaerobni Aerobni Anaerobni
R-Control 0 9,08 10,85+ 2,04 17,80 + 4,35 15,61 £ 0,24 15,09 + 1,90
R-LMW 10 18,69 22,69+ 1,21 25,83 + 1,63 25,64 + 1,29 26,07 + 0,66
R-LMW 100 105,13 128,62 + 3,49 131,09 £ 0,92 122,44 £ 3,76 119,11 £ 6,25
R-LMW 1000 969,54 1021,60 + 37,82 1062,86 + 24,76 1199,74 + 66,45 1071,34 + 22,01
R-HMW 10 22,53 20,23 £ 2,41 26,68 + 0,63 20,06 + 0,24 23,30 + 0,96
R-HMW 100 143,55 147,54 £ 2,28 150,64 + 3,08 138,22 £ 6,93 140,29 + 3,78
R-HMW 1000 1353,72 1375,89 + 33,97 1344,05 + 84,44 1517,94 + 42,47 1450,71 + 27,89
D-Control 0 301 7,80+0,88 9,19+ 0,66 27,32 +£2,83 16,17 £ 1,32
D-LMW 10 1351 21,44 £ 0,95 24,53 + 0,56 37,70 £ 4,01 31,60 + 2,63
D-LMW 100 99,95 140,19 + 3,05 145,39 £ 7,02 150,58 + 4,65 140,55 + 6,65
D-LMW 1000 964.36 1089,47 + 38,11 1144,03 + 22,63 1466,93 + 59,84 1354,52 + 41,07
D-HMW 10 13.45 21,08 £ 1,23 23,90 + 0,56 32,08 + 1,04 30,13 £ 1,07
D-HMW 100 134,46 155,21 £ 9,65 171,00 £ 5,19 152,57 + 4,64 163,47 + 5,33
D-HMW1000 134463 1390,69 + 56,34 1418,94 + 60,99 1631,65 + 33,03 1570,69 + 53,86
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Tab. 4: Namérené hodnoty koncentraci fenolickych latek ve druhém experimentu (primér + SD),

prepocténé na standard kyseliny trislové (TA) [mg-1™]. 1. den — stanoveni koncentract fenolickych latek

pred inkubaci, 10. a 35. den inkubace.

Den
inkubace 1.den 10. den 35. den
Typ Aerobni,
inkubace anaerobni Aerobni Anaerobni Aerobni Anaerobni
Control 0 32,4 36,19+ 1,58 43,47 + 2,58 31,76 £ 1,47 34,20 +1,31
LMW 10 42,4 45,07 + 2,42 47,93 + 3,55 39,86 + 0,70 39,12+ 2,29
LMW 100 132,4 124,58 + 2,90 125,26 + 4,34 99,38 + 3,58 104,35 + 2,83
LMW 1000 1032,4 954,08 + 31,05 956,24 + 29,20 779,33 + 48,28 820,07 + 34,75
LMW 0+ 32,4 35,10+ 1,73 41,21 +2,41 26,37 £ 0,72 28,92 + 0,60
LMW 10+ 42,4 39,35+ 1,18 47,06 + 2,50 29,29 + 0,96 32,72+ 0,60
LMW 100+ 132,4 107,90 + 4,87 115,84 £ 9,03 79,09 + 3,36 85,76 + 2,96
HMW 10 424 36,19+ 2,64 43,47 £2,19 31,76 £ 6,25 34,20 + 1,09
HMW 100 1324 46,16 + 3,98 53,63+ 2,38 40,83+9,18 41,95 + 3,57
HMW 1000 1032.4 134,98 + 45,84 142,79 + 47,64 124,68 + 43,55 118,36 + 59,72
HMW 0+ 324 1068,83 + 0,85 1099,68 + 0,75 941,40 + 1,33 949,89 + 2,72
HMW 10+ 42,4 30,53 + 1,01 35,90 + 0,54 21,84 +1,79 29,49 + 0,60
HMW100+ 132.4 32,62+ 7,54 38,04+ 1,16 24,38 + 2,65 29,41+ 4,19

Tab. 5: Koncentrace Zzivin v lyofilizovanych frakcich fenolickych

latek (LMW a HMW) metodami

ICP-MS a FIA. Plati pro druhy pokus — laboratorni inkubacni experiment s cdastecnym pridavkem Zivin.

mg/g walg | uglg | walg | Mo/g | mg/g | wolg | wglg | Hglg | pg/g | uglg
Ziviny C CN N P Na K Ca Mg Fe Mn Cu Zn
LMW | 435 61 | 7164 | 158 | 7456 | 2685 | 9727 | 2885 | 1188 | 32 53 842
HMW | 352 53 | 6597 | 251 79 114 | 8784 | 1745 | 3556 | 23 91 779
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