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Abstrakt: 

Xylanázy spolu s ostatními fibrolytickými enzymy hrají klíčovou roli při degradaci celulózy 

v trávicím traktu býložravců i člověka a v dalších procesech anaerobní degradace biomasy v 

biotechnologiích a průmyslu. Tato diplomová práce se zaměřuje na charakterizaci 

xylanolytických enzymů bakterií rodu Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio. Purifikované aktivní 

frakce xylanáz byly elektroforeticky separovány na přístroji Protean II (BioRad) pomocí SDS-

PAGE a vizualizovány metodou zymografie s přídavkem CM xylanu v polyakrylamidovém 

gelu. Bandy s výraznou aktivitou byly použity pro hmotnostní analýzu peptidových fragmentů 

(MALDI-TOF/TOF MS). Další charakterizace byla provedena metodou 2D-elektroforézy na 

polyakrylamidovém gelu s izoelektrofokusací prováděnou pomocí přístroje Protean IEF. 

Významná aktivita extracelulárních xylanolytických enzymů byla detekována u bakterií 

Butyrivibrio proteoclasticus, Pseudobutyrivibrio xylanivorans a Butyrivibrio fibrisolvens. 
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Diploma thesis title: 

The extracellular activity of the xylanase of the bacterial genus Butyrivibrio 

 

Abstract: 

Xylanases and other fibrolytic enzymes play a crucial role in cellulose degradation important 

in ruminants or human gut and other processes of anaerobic degradation of biomass in 

biotechnology or industry. The aim of this diploma thesis is to identify and characterize 

xylanolytic enzymes of their significant producers of bacterial genus Butyrivibrio and 

Pseudobutyrivibrio. Purified active fractions of xylanases were electrophoretically separated 

on Protean II (BioRad) by SDS-PAGE and visualized by zymography with addition of CM 

xylan in polyacrylamid gel. Bands with significant activity were used for mass analysis of 

peptide fragment (MALDI-TOF/TOF MS). Further characterisation was carried out through 

2D electrophoresis on polyacrylamid gel with isoelectrofocusation on Protean IEF (BioRad). 

Significant enzyme activity was detected in extracellular enzymes of Butyrivibrio 

proteoclasticus, Pseudobutyrivibrio xylanivorans and Butyrivibrio fibrisolvens. 
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Seznam zkratek 

1D .................. jednorozměrný (z angl. one dimensional) 

2D .................. dvourozměrný (z angl. two dimensional) 

3D .................. trojrozměrný (z angl. three dimensional) 

AV ČR ........... Akademie věd České republiky 

BCA ............... kyselina bicinchoninová (z angl. bicinchoninic acid) 

Bf 3071 .......... označení kmene bakterie Butyrivibrio fibrisolvens  

BSA ............... hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin) 

C5 .................. monosacharid s pěti uhlíky, pentóza 

C6 .................. monosacharid se šesti uhlíky, hexóza 

CAZy ............. enzymy rozkládající sacharidy (z angl. Carbohydrate-Active Enzyme) 

CCD ............... zařízení reagující na elektrický náboj (z angl. charge-coupled device) 

CM  ................ karboxymethyl (z angl. carboxymethyl) 

dpi .................. počet bodů (pixelů) na palec (z angl. pixels per inch) 

DTT ............... dithiotreitol 

ESI ................. elektrosprejová ionizace (z angl. electrospray ionization) 

GH ................. glykosidické hydrolázy 

HPLC ............. vysokoúčinná kapalinová chromatografie (z angl. high-performance liquid 

chromatography) 

CHAPS .......... 3-((3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propansulfonate 

IAA ................ iodacetamid 

IEF ................. izoelektrofokusaci 

IPG ................ imobilizovaný pH gradient (z angl. immobilized pH gradient) 

JK 170 ........... označení pro bakterii Pseudobutyrivibrio xylanivorans  

MALDI .......... matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace (z angl. matrix-assisted laser 

desorption/ionization) 

MS ................. hmotnostní spektrometrie (angl. mass spectrometry) 

PAHBAH ...... hydrazid kyseliny 4-hydroxybenzoové 

PBS ................ fosfátový pufr (z angl. phosphate-buffered saline) 

PCR ............... polymerázová řetězová reakce (z angl. polymerase chain reaction) 

PMS ............... peptidový fingerprinting (z angl. peptide mass searching) 

Rf ................... relativní vzdálenost bandu v rámci gelu (z angl. relative front) 

RPM .............. počet otáček za minutu (z angl. revolutions per minute) 
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SDS ................ dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE .... gelová elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s přídavkem dodecylsíranu 

sodného (z angl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

TCA ............... kyselina trichloroctová (z angl. Trichloroacetic acid) 

TEMED ......... N-tetramethylethylendiamin 

TGS ............... Tris-glycin-SDS 

TOF ............... analyzátor doby letu (z angl. time of flight) 

TRIS .............. trisaminomethan 

UC 142 .......... označení pro bakterii Butyrivibrio proteoclasticus 

UV ................. ultrafialový (z angl. ultraviolet) 

VFA ............... těkavé mastné kyseliny (z angl. volatile fatty acids) 
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Seznam veličin a jednotek 

ε l∙mol
-1

∙cm
-1

  absorpční koeficient 

λ nm   vlnová délka 

τ s   čas 

A -   absorbance 

a µg/ml/h  enzymová aktivita 

c  mol/l (M)  molární koncentrace (molarita) 

cm µg/ml   hmotnostní koncentrace (molalita) 

cN eq/l (N)  normalita 

F m   ohnisková vzdálenost 

f Hz   frekvence 

F/d -   Clonové číslo 

fr RPM   frekvence rotace 

I A   proud  

k -   směrnice kalibrační křivky 

l  m   délka absorpční dráhy (šířka kyvety se vzorkem) 

M kDa   molekulová hmotnost 

m g   hmotnost 

m/z -   hmotnost iontu / nábojové číslo (počet elementárních nábojů) 

p Pa   tlak 

pH -   pH 

pI -   izoelektrický bod 

Mr -   relativní molekulová hmotnost 

S m
2
   plocha 

T -   transmitance 

t °C   teplota 

te s   eluční čas 

U V   napětí  

V ml   objem 

Ve ml   eluční objem 

x -   ředění roztoku 
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ÚVOD 

 Význam, velká rozmanitost a značný biotechnologický potenciál jsou hlavními 

důvody, proč se orientujeme právě na xylanázy. V posledních třiceti letech značně vzrostla 

potřeba a zájem o vyuţití biomasy jako obnovitelného zdroje paliv a řady chemických látek 

pro chemický, potravinářský, papírenský či textilní průmysl [1]. Xylanázy jsou právě jedny 

z enzymů, které umoţňují rozklad biomasy pro tyto účely.  Lignocelulózy, jejichţ součástí je 

xylan, představují významný obnovitelný zdroj energie. Lesnictví, zemědělství, bioodpad či 

zbytky jídla tvoří v tomto ohledu obrovský zdroj lignocelulózních materiálů. Hydrolýzou 

polysacharidových sloţek na lignocelulózní frakce lze rozloţit dřevo, komunální odpad nebo 

zemědělské zbytky na fermentovatelné cukry. Tento proces konverze lze uskutečnit 

termochemicky nebo biologicky. Vzniklé rozpustné cukry mohou být pak fermentovány na 

poţadovaný konečný produkt. [1] Tyto konečné produkty mohou tvořit analogie k produktům 

získaných z neobnovitelných fosilních zdrojů. Mohou tedy neobnovitelné zdroje nahradit a 

tím napomoci vyřešit i současné problémy s jejich omezeným mnoţstvím ale také s nimi 

spojené globální oteplování, znečištění apod. [2] 

 Biodegradace rostlinných polysacharidů je důleţitou součástí koloběhu uhlíku. 

V přírodě spolupracuje velká řada organismů na recyklaci uhlíku z lignocelulóz. Výzkum se v 

současnosti zaměřil na biochemii a genetiku enzymových systémů, coţ vedlo ke snadnějšímu 

zvládnutí degradace ligninu, celulóz a hemicelulóz a to kombinací metod molekulární 

genetiky, biochemie a strukturní biologie. [1] 

 Tato práce se zabývá pouţitím metod biomedicínského výzkumu při identifikaci 

xylanolytických enzymů bakterií rodu Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio. K identifikaci a 

popisu enzymového aparátu byla pouţita řada proteomických metod, kterými jsou 

chromatografická gelová filtrace a separace, stanovení obsahu proteinů metodou podle 

Bradfordové, spektrometrické měření enzymových aktivit, elektroforéza, zymografie, 

denzitometrie a hmotnostní spektrometrie. 

 Cílem této práce je charakterizovat xylanolytický enzymový aparát za pomocí 

zmíněných metod u vybraných významných zástupců bakterií rodu Butyrivibrio a 

Pseudobutyrivibrio. 
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1 TEORETICKÁ VÝCHODISKA 

 Lignocelulózní materiály se nachází v buněčné stěně rostlinných buněk a tvoří 

přibliţně 50 % biomasy, jejíţ roční produkce je odhadována na 10 – 50∙10
12

 tun. 

Lignocelulózní materiály tvoří z 20 – 35 % hemicelulózy, jsou tedy druhý nejrozšířenější 

polysacharidový materiál po celulóze a chitinu. V přírodě umí degradovat buněčnou stěnu 

rostlinných buněk pouze houby a bakterie, které vylučují širokou škálu enzymů k úplnému 

rozkladu celulózy, hemicelulózy a ligninu. [2] 

 

1.1 Xylan 

 Xylan je hemicelulóza, která je společně s celulózou a ligninem obsaţená v 

lignocelulózních materiálech. Svým zastoupením v buněčné stěně rostlin je zodpovědný za 

růst a rozvoj rostliny a dále zvyšuje odolnost a pevnost buněčné stěny a tím i napomáhá 

obraně před patogeny. [3] 

 Xylan je polysacharid, jehoţ sloţení se u jednotlivých druhů rostlin liší. Jeho kostru 

tvoří lineární polymer β-D-xylopyranosylových jednotek vázaných k sobě 1→4 glykosidovou 

vazbou. Na tuto základní kostru se pak váţou jednotky acetylové,  glukuronopyranosylové, 4-

O-metyl-D-glukuronopyranosylové, α-Larabinofuranosylové a feruloylové v různém poměru 

zastoupení. [4,5] Počet jednotek polysacharidu se pohybuje v řádu desítek aţ stovek podle 

druhu rostliny, například tvrdší dřevo obsahuje delší řetězce xylanu neţ měkké dřevo. [4] 

  

 

Obrázek 1: Základní jednotka kostry xylanu [6]  

 

 Na základě různého procenta zastoupení postranních skupin se xylan dělí do několika 

kategorií: lineární homoxylan, arabinoxylan, glukuronoxylan a glukuronoarabinoxylan. 

Zastoupení postranních skupin určuje vlastnosti xylanu, jako je jeho rozpustnost, prostorová 

konformace a reaktivita xylanu s dalšími komponenty lignocelulóz a tím značně ovlivňuje 

náchylnost k enzymatickému štěpení. [4] 
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1.2 Xylanolytické bakterie v trávicím traktu živočichů 

 Mikrobiom trávicího traktu člověka či přeţvýkavců je vysoce komplexní a obsahuje 

stovky druhů bakterií [7]. Sloţení mikrobiomu trávicího traktu a změny četnosti jednotlivých 

mikrobních komponent je silně ovlivněno mnoha faktory, jako především kdo je hostitelem, 

jaká je jeho genetická výbava, imunologické faktory, uţívání antibiotik, sloţení stravy [7] 

(přítomnost xenobiotických látek), stravovací návyky a další. Strava má vliv na sloţení 

mikroorganismů ale také na samotné prostředí trávicího ústrojí jako je jeho průchodnost nebo 

pH [7]. Nejdůleţitější je poměr příjmu tří hlavních sloţek stravy, kterými jsou sacharidy, 

bílkoviny a tuky.  Především pak kdyţ si hostitel nedokáţe sám syntetizovat všechny potřebné 

enzymy k trávení těchto sloţek, hlavně rostlinných polysacharidů, připadá tato úloha 

mikroorganismům ţijícím v jeho trávicím traktu. [7] 

 U člověka rozlišujeme stravitelnou a nestravitelnou část rostlinné stravy. V lidském 

střevě ţije 10
11

 bakterií v gramu obsahu. V trávení lignocelulóz jsou významné druhy 

Ruminococcus champanellensis, který je hlavním producentem celuláz v lidském střevě a 

Ruminococcus bromii, který hraje klíčovou roli při štěpení nefermentovatelných 

polysacharidů. Pouze u dětí afrických vesničanů byly nalezeny ve střevní mikroflóře 

xylanolytické bakterie rodu Prevotella a Xylanibacter, coţ se opět odráţí ve sloţení jejich 

stravy. [7]  

 Vzhledem ke sloţení stravy jsou přeţvýkavci a termiti nejvýznamnějšími hostiteli 

xylanolytických bakterií. V této práci se soustředíme především na xylanolytické bakterie 

ţijící v bachoru přeţvýkavců. 

 

1.2.1 Bachorový mikrobiom 

 Bachor hostí řadu mikroorganismů a většina z nich se aktivně podílí na degradaci 

buněčné stěny rostlinných buněk. Štěpení lignocelulózních materiálů je pro přeţvýkavce 

zásadní k získání energie ze stravy [8]. Prostřednictvím mikrobiálních enzymů mají schopnost 

zprostředkovaně a velmi efektivně strávit i tu nejpevnější formu lignocelulóz, která je pro jiné 

ţivočichy nestravitelnou. Na štěpení lignocelulóz se podílejí prvoci, anaerobní mikroskopické 

houby a největší mírou bakterie produkcí štěpících enzymů [8]. Tyto mikroorganismy se 

vyskytují v bachoru buďto jako trvale přichycené k epitelu ţaludku nebo jako putující 

s potravou [9]. Největší zastoupení mají bakterie štěpící lignocelulózní materiály. Dále se 

v bachoru nachází i organismy zpracovávající kyselinu mléčnou, škroby a acetogenní bakterie 

[9]. Navzdory tomu, jak sloţité a různorodé struktury musí štěpit, existuje relativně málo 
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druhů, které to dokáţou [8]. Na trávení celulózy se podílejí jen dva rody bakterií a to bakterie 

rodu Fibrobacter a Ruminoccocus [10]. Fibrobacter succinogenes je dominantní producent 

celuláz v bachoru. Dalšími hojně zastoupenými jsou Ruminicoccus albus a Rumunicoccus 

flavesciens [1]. Bakterie štěpící necelulózní materiály jsou pak například Clostridium 

proteoclasticum produkující více neţ 100 štěpících enzymů nebo Prevotella ruminicola 

produkující kolem 80 enzymů [8]. 

 Hlavními producenty xylanáz jsou bakterie rodu Butyrivibrio, Pseudobutyrivibrio, 

Clostridium a Prevotella [11]. Také jiţ výše zmíněné rody Ruminoccocus a Fibrobacter a 

navíc r. Bacillus a Bacteroides produkují mimo jiné i xylanolytické enzymy [12,1]. S ohledem 

na vysokou aktivitu a velkou variabilitu produkovaných enzymů jsou tyto mikroorganismy 

povaţovány za klíčové pro bachorový mikrobiom. 

 

1.3 Xylanolytické enzymy 

 Xylanolytické enzymy neboli xylanázy jsou hydrolytické enzymy štěpící xylan, čímţ 

se podílí na degradaci lignocelulózních materiálů. 

 

 

Obrázek 2: 3D struktura xylanáz [13] 

 

1.3.1 Xylanázy – klasifikace a vlastnosti 

 Xylanázy jsou enzymy katalyzující hydrolýzu glykosidických vazeb (β-1,4) v základní 

kostře xylanu [12], jsou to tzv. glykosidické hydrolázy (GH). Xylanázy jsou klasifikovány 
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různými způsoby především na základě jejich vlastností. Kdyţ byla objevena souvislost mezi 

molekulární hmotností a izoelektrickým bodem (pI) [14], vzniklo dělení xylanáz podle těchto 

fyzikálně-chemických vlastností na typ F s vysokou molekulovou hmotností (>30 kDa) a 

kyselým pI a typ G s nízkou molekulovou hmotností (<30 kDa) a zásaditým pI [2]. Tento 

systém však nebyl dokonalý, protoţe se našly i výjimky, které nebylo moţno zařadit ani do 

jedné ze zmíněných skupin. Jako více ucelený klasifikační systém vzniklo dělení zaloţené na 

primární struktuře a podobnostech sekvencí aminokyselin katalytických domén [15], které 

zohledňuje jak strukturu, tak mechanické vlastnosti [16]. Celý klasifikační systém lze najít 

v databázi enzymů štěpící karbohydráty CAZy (Carbohydrate-Active Enzyme), která 

shromaţďuje sekvence známých enzymů a klasifikaci do rodin enzymů [2]. Podle CAZy 

databáze (http://www.cazy.org/) se xylanázy řadí do rodin GH 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26, 

30, 43, 44, 51 a 62. Rodiny 16,51 a 62 jsou enzymy s více funkcemi a rodiny 9, 12, 26, 30 a 

44 mají xylanolytickou aktivitu jako vedlejší nebo sekundární funkci. Enzymy s významnou 

katalytickou doménou s endo-1,4-β-xylanázovou aktivitou jsou rodiny 5, 7, 8, 10, 11 a 43 

[16]. Tyto rodiny se liší fyzikálně-chemickými vlastnostmi, strukturou, způsobem činnosti a 

substrátovou specifitou [16]. Endoxylanázy jsou zatím nejlépe prozkoumány 

z xylanolytických enzymů [1]. 

 

Rodiny GH10 a GH11 

 Xylanázy rodiny GH10 mohou být díky svým vlastnostem také označovány jako 

rodina G a rodina GH11 můţe být ze stejného důvodu také nazývaná rodina F. [17,18] 

 Zástupci GH10 jsou endo-1,4-β-xylanázy a endo-1,3-β-xylanázy [19]. Jsou katalyticky 

přizpůsobiví a mají menší substrátovou specifitu neţ zástupci GH11 [20,21]. Rodina GH11 se 

skládá čistě z xylanáz a má tak vysokou substrátovou specifitu a vysokou katalytickou 

účinnost. Dalšími vlastnostmi GH11 jsou relativně velké rozmezí optimálních hodnot pH a 

teploty, coţ je činní vhodnými pro pouţití v různých podmínkách a široké škále aplikací. [2] 

 GH10 enzymy jsou také schopny hydrolyzovat vazby mezi xylózami blíţe 

k postranním řetězcům [22], GH11 naopak štěpí spíš oblasti základní kostry s ţádnými nebo 

málo připojenými postranními jednotkami [20]. Xylanázy dokáţou rozpoznat navázané 

postranní řetězce a jejich mnoţství tak ovlivňuje vznik různých produktů štěpení [22]. 

  

Rodiny GH 5, 7, 8 a 43 

 Rodina GH5, také označována písmenem A, je největší z GH rodin [16]. Rodina GH8, 

také označována písmenem D, je sloţena převáţně z celuláz a dále se tam řadí i chitinázy, 

http://www.cazy.org/
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lichenázy a endo-1,4-β-xylanázy [12]. Rodiny GH7 a GH43 obsahují jen pár enzymů 

s xylanázovou aktivitou. Zástupci rodiny GH7 mají vysokou molekulovou hmotnost, nízké pI 

a niţší substrátovou specifitu [16]. Zástupci rodiny GH43 nebyli doposud příliš prozkoumáni, 

určena byla struktura pouze u jednoho zástupce této rodiny [12]. 

 

1.3.2 Enzymatický rozklad xylanu 

 K degradaci xylanu je kvůli jeho heterogenitě a také sloţitosti chemické struktury 

lignocelulóz potřeba celý komplex několika hydrolytických enzymů s různými specifikami a 

vlastnostmi [12]. Xylanolytický enzymový systém se běţně skládá z endoxylanáz, β-

xylosidáz, α-glukoronidáz, α-arabinofuranosidáz a acetylxylanesteráz [23]. Všechny tyto 

enzymy spolupracují na rozloţení xylanu na jednodušší cukry. Nejdůleţitějšími v tomto 

komplexu enzymů jsou endoxylanázy (endo-1,4-β-xylanázy) díky jejich schopnosti přímo 

štěpit glykosidové vazby základní kostry xylanu a tak uvolňovat krátké xylooligosacharidy 

[24]. 

 Postupně se uvolňující malé mnoţství enzymů nejdříve odštěpuje z polymeru xylanu 

nízkomolekulární fragmenty, mezi něţ patří xylóza, xylobióza, xylooligosacharidy, 

heterodisacharidy xylózy a glukózy a jejich prostorové izomery [4]. Endoxylanáza pak 

katalyzuje náhodně hydrolýzu xylanu na xylooligosacharidy a β-xylosidáza přitom uvolňuje 

zbytky xylosy z neredukujících konců xylooligosacharidů. Kompletní rozklad završuje 

acetylesteráza, která odštěpuje acetylové skupiny od základní kostry xylanu [25,26].  

 

 

Obrázek 3: Struktura a enzymatický rozklad xylanu. Ac: acetylová jednotka; α-Araf: 

α-arabinofuranosa; α-4-O-Me-GlcA: α-4-O-metylglukuronová kyselina. Převzato z [27] 
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1.3.3 Využití xylanáz 

 Xylan je významným zdrojem mnoha molekul jako například fermentovatelných 

monosacharidů (C5 a C6), oligosacharidů a fenolových sloţek a tyto molekuly mohou být dál 

zpracovány na poţadovaný konečný produkt [28]. K rozkladu xylanu je potřeba enzymů 

xylanáz. Rozmanitost a sloţitost struktury xylanu také vzniku velké škály xylanáz s různými 

vlastnostmi, nabízí se tedy široký rozsah jejich vyuţití a aplikací. Xylanázy jiţ našly uplatnění 

v biotechnologiích, farmaceutickém průmyslu, přípravě biopaliv, papírenském průmyslu, 

potravinářském průmyslu, výrobě krmiv a textilním průmyslu. Vyuţití také našly jako nástroj 

v molekulární biologii jako sondy pro in situ zkoumání buněčné stěny rostlinných buněk [2]. 

 

Papírenství a zpracování buničiny 

 Jedna z nejvýznamnějších biotechnologických aplikací xylanáz je bělení buničiny 

[29]. Pouţití enzymů při zpracování papíru strhlo velký zájem díky finančních úspoře a řadě 

výhod při bělení papíru [30]. Xylanázy společně s dalšími enzymy redukují obsah ligninu a 

zvyšují jas při bělení buničiny [27,29]. Obsah ligninu v buničině zapříčiňuje její nahnědlou 

barvu [31]. Odstraněním tohoto ligninu lze dosáhnout různých stupňů bělení aţ i čistě bílého 

papíru [32]. Odpadá tak potřeba pouţití chemických bělidel jako jsou chlor nebo dithioničitan 

sodný (Na2S2O4), které jsou toxické a mohou tvořit téţ toxické, mutagenní a ţivotnímu 

prostředí nebezpečné organické sloučeniny chloru [12]. 

 Štěpení hemicelulóz je jednodušší neţ štěpení ligninu, proto se xylanázy osvědčily 

jako účinnější neţ samotné enzymy štěpící lignin. Degradace hemicelulózy napomáhá rozloţit 

celou strukturu lignocelulózy, coţ usnadní odstranění ligninu pomocí slabých oxidantů. 

[31,33] Xylanázy pro tyto účely musí mít jisté vlastnosti. Hlavním kritériem je, aby šlo o 

enzymy, které neštěpí zároveň i celulózu, jeţ tvoří základ buničiny [34]. Dále by měly být 

stabilní při vysokých teplotách [35] a mít optimální pH v zásadité oblasti [36]. 

 

Příprava biopaliv 

 Současné biopaliva jsou primárními produkty biokonverze lignocelulózních materiálů 

z biomasy. Nejvhodnější alternativa k fosilním palivům je ethanol. Lignocelulózní materiály 

lze rozloţit pomocí xylanáz a dalších hydrolytických enzymů na ethanol. Prvním krokem je 

uvolnění hemicelulózy a celulózy z komplexu od ligninu. Druhým krokem je rozloţení těchto 

polysacharidů na monosacharidy (pentosy a hexosy), ze kterých se pak vyrábí ethanol. [12] 
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 Druhá generace biopaliv by měla být přínosem pro ţivotní prostředí, ekonomiku a 

jejich výrobu [37]. 

 

Potravinářský průmysl a produkce krmiv pro zvířata 

 Xylanázy společně s pektinázami, celulózami a amylázami se pouţívají 

v potravinářském průmyslu k čištění dţusů [12,2]. Mohou také usnadnit extrakci kávy, 

rostlinných olejů a škrobů [25]. Lze jimi také vylepšit konzistenci piva [14]. Některé obilniny 

obsahují arabinoxylany, které jsou částečně rozpustné ve vodě a vytváří viskózní hmotu, které 

můţe působit problémy při filtraci piva a tvorbě zákalu [12]. Pomocí xylanáz se však 

arabinoxylan můţe z obilnin odstranit. 

 Při depolymerizaci xylanu vzniká xylóza, z níţ lze vyrobit xylitol, který slouţí jako 

náhradní sladidlo. V pekařství se pouţívají xylanázy a amylázy ke zlepšení kvality chleba, 

jeho struktury (křupavost, menší lepivost těsta), objemu (za daných podmínek aţ 24 %) a 

trvanlivosti [2]. Pro tyto účely jsou vhodné psychrofilní enzymy aktivní při teplotách pod 

35 °C, tedy teplotách při přípravě těsta [12]. Podobně se pouţívají i při výrobě těstovin. [2] 

 Xylanázy jsou také pouţívány k vylepšení nutričních hodnot zemědělské siláţe a zrní 

ke krmení. Zejména jde o zvýšení výţivnosti a stravitelnosti. [12] Při chovu drůbeţe se tak dá 

dosáhnout větší hmotnosti drůbeţe a zlepšení střevní mikroflóry a imunity [2]. Také se 

pouţívají do krmiv pro skot a prasata [1]. 

 

Farmaceutický průmysl 

 Xylooligosacharidy, které jsou produktem štěpení xylanu mohou být pouţity ve 

farmaceutickém průmyslu nebo krmivech pro zvířata díky jejich prebiotickému účinku [12] a 

jejich chemické stabilitě v těle. V trávicím traktu selektivně podporují růst či aktivitu 

mikroorganismů degradujících polysacharidy, tedy těch, které jsou obecně povaţovány za 

prospěšné a stabilizující komplexní mikrobiom, coţ koresponduje s pozitivním dietetickým 

hodnocením přítomnosti vlákniny v dietě. Xylooligosacharidy přispívají k redukci 

cholesterolu, přispívají ke gastrointestinálnímu zdraví, zvýšení dostupnosti vápníku z potravy, 

zlepšení vstřebávání sloţek potravy a sniţuje retrogradaci škrobu [38], tedy přechod škrobu 

z gelovité struktury zpět do původní podoby. 

 

Chemický a textilní průmysl 

 Xylanázy se často pouţívají při výrobě hedvábí, celofánu a dalších chemikálií jako 

estery celulózy (acetáty, nitráty, propionáty, butyráty) a etherů celulózy 
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(karboxymethylcelulóza a methyl či ethylcelulóza). Tyto látky jsou vyráběny rozpouštěním 

buničiny (dřevoviny) a odstraňováním jiných karbohydrátů z jejích vláken. [31] 

 Podobně jako při zpracování papíru se xylanázy pouţívají i při výrobě pytloviny a 

plátna, kdy opět odpadá potřeba pouţití bělidla. [39] 

 

1.4 Mikrobiologické a proteomické metody 

 Mikrobiologii lze povaţovat za jeden ze základních pilířů biologických věd. 

Mikrobiologie se zabývá studiem mikroorganismů, zejména jejich identifikací, popisem jejich 

vlastností, původem, vývojem [40] interakcemi a mikrobiálními společenstvy, která jsou pro 

ţivot zásadní. 

 Proteomika je jiţ novějším vědním oborem zabývajícím se studiem proteinů, jejich 

strukturou, vlastnostmi a proměnami v biologických systémech a rovněţ jejich identifikací 

[41]. Proteomika studuje takzvaný proteom, coţ je soubor všech proteinů vyprodukovaných a 

modifikovaných jedním organismem, buňkou či nějakým systémem za daných podmínek [42, 

43]. Proteom je mnohonásobně širší neţ genom, protoţe jeden gen dokáţe kódovat více neţ 

jeden protein [44] a počet těchto proteinů se ještě navyšuje díky posttranslačním modifikacím. 

Sloţení proteomu pak závisí na individuálním vývoji a okolních podmínkách [43]. V dnešní 

době umoţňuje proteomika nejenom identifikaci proteinů ale i detailní popis jejich primární a 

sekundární struktury, vzájemných interakcí a funkcí [40]. Pomáhá porozumět expresi bílkovin 

během jednotlivých fází ţivota buňky či organismu a jejich chování v různých podmínkách. 

Díky proteomice lze odhalit poruchy při expresi bílkovin nebo i minimální vady v jejich 

struktuře [45]. 

 V praxi má proteomika velký význam v klinické medicíně. Příkladem můţe být časná 

diagnostika celé řady onemocnění. Časnou diagnózu lze provést analýzou sloţení proteinů 

v tělních tekutinách, kde se mimo velkou řadu jiných proteinů nachází i rakovinné 

biomarkery. Proteomické metody nabízí dostatečně citlivé metody k identifikaci těchto 

biomarkerů. [46] 

 Proteomika vyuţívá různé metody a techniky. Současně se pouţívají kombinace 

purifikačních, separačních a imunologických metod a hmotnostní spektrometrie. Následující 

kroky nastiňují obecný postup při analýze proteomu: 

1. Příprava vzorků: je důleţitá pro dobrou reprodukovatelnost výsledků [44]. Příprava 

zahrnuje extrakci proteinů z buněk, tkání či nějakého média a následně jejich 
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purifikaci neboli očištění od ostatních látek pouţitím centrifugace v hustotním 

gradientu nebo chromatografických technik [45]. 

2. Separace proteinů: pro separaci se pouţívají elektroforetické metody. Proteiny jsou 

separovány na základě hmotnosti při 1D elektroforéze a případně ještě podle jejich 

isoelektrického bodu ve druhém rozměru při 2D elektroforéze [45]. 

3. Určení sekvence aminokyselin: Jednotlivé separované proteiny v matrici gelu se z gelu 

vyříznou, pomocí působení proteolytických enzymů (např. trypsin) se rozštěpí na 

menší peptidy. Pomocí technik hmotnostní spektrometrie se určí aminokyselinová 

sekvence proteinu. [44] 

4. Identifikace proteinu: za pouţití metod bioinformatiky se sledovaný protein 

identifikuje na základě aminokyselinové sekvence pomocí proteinových databází. 

 

 

Obrázek 4: Obecný postup v proteomice 

 

1.4.1 Gelová chromatografie 

 Gelová filtrace neboli velikostně vylučovací chromatografie je technika zaloţená na 

principu odlišné rychlosti průchodu molekul mezi částicemi gelu v závislosti na jejich 

velikosti. Pouţívá se k separaci proteinů, peptidů a oligonukleotidů na základě jejich velikosti 

popřípadě jejich prostorové struktury [47]. Gel formují polymerní částice, které díky své 
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prostorové struktuře utváří pórovitou matrici pro prostup molekul separovaného vzorku [48]. 

Příkladem těchto polymerů jsou Sephadex, Superdex, Sephacryl, Sepharose nebo Toyopearl 

[47]. Podle výběru mohou tyto polymery tvořit matrici s póry o dané velikosti a jejich 

výhodou je, ţe jsou chemicky a fyzikálně stabilní a inertní [48]. 

 Při klasickém uspořádání se připravený gel plní do chromatografické kolony a tvoří 

tak pevnou fázi. Mobilní fází je pak pufr, který protéká kolonou, obtéká částice gelu (pevnou 

fázi) a nese sebou separovaný vzorek. Největší molekuly projdou gelem nejsnáze, neboť 

gelovou matrici obtečou, jsou tedy nejrychlejší a kolonu opouštějí jako první, menší molekuly 

se zdrţují ve skulinách mezi částicemi gelu a průchod jim tak trvá déle. Platí vztah mezi 

velikostí molekul a jejich dobou průchodu chromatografickou kolonou. Čím je molekula 

menší tím jí trvá déle kolonou projít. Na základě toho lze separovat molekuly vzorku podle 

jejich velikosti. 

 Parametry chromatografické kolony jsou eluční objem a eluční čas. Eluční objem 

odpovídá objemu mobilní fáze ve chromatografické koloně a eluční čas odpovídá době, za 

kterou z kolony vyteče jeden eluční objem. [48] 

 Gelová chromatografie se nejčastěji pouţívá k analýze velkosti molekul, k separaci 

komponent ve směsi, purifikaci (především odsolování) a promytí vzorku v poţadovaném 

pufru, čehoţ se vyuţívá k přípravě vzorků pro další analýzu. [47] 

 

1.4.2 Elektroforéza 

 Elektroforéza je separační metoda umoţňující v proteomice rozlišit skupiny proteinů 

či přímo jednotlivé proteiny ve směsi. Rovněţ ji lze pouţít jako metodu preparativní pro 

získání jednotlivých komponent vzorku. Základním principem je pohyb částic médiem 

v elektrickém poli [49] a dostáváme tak informaci o velikosti molekul, jejich náboji, případně 

prostorové struktuře [50]. Pro separaci proteinů je vhodná denaturační gelová elektroforéza na 

polyakrylamidovém gelu s přídavkem dodecylsíranu sodného (SDS-PAGE) [50]. Proteiny 

jsou rozpuštěny a denaturovány v dodecylsíranu sodném (SDS) [51], čímţ získají záporný 

náboj úměrný jejich velikosti, prostorová konformace se sbalí a v podobě shluků putují 

polypeptidové řetězce gelem [50]. Kvůli denaturaci dostáváme informaci pouze o hmotnosti 

separovaných molekul [50]. Před samotnou elektroforézou je vhodné vzorky purifikovat [51]. 

 Důleţitou součástí separace je gel, kterým molekuly putují a po skončení elektroforézy 

jsou v něm zakotveny na místě. Gel tvoří matrici pro prostup molekul, kde platí, ţe menší 

molekuly putují rychleji neţ větší molekuly. Polyakrylamidový gel je vhodný pro separaci 
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molekul menších neţ 500 kDa. Pro větší molekuly se pouţívá agarózový gel. Velikost pórů 

gelu lze ovlivnit podmínkami polymerace a koncentrací akrylamidového monomeru. Aby gel 

zpolymeroval, přidávají se do roztoku při jeho přípravě persíran amonný a N-

tetramethylethylendiamin (TEMED). [50] Poměrem těchto komponent lze ovlivnit rychlosti 

polymerace a velikost síťování gelu. 

 Pro detailnější separaci lze pouţít dvourozměrnou elektroforézu, která umoţňuje 

rozlišit aţ 10 000 proteinů ve směsi [51]. 2D elektroforéza separuje proteiny na základě dvou 

různých vlastností a to podle jejich izoelektrického bodu a dále podle velikosti. Nejprve se 

rozdělují proteiny v gelu s imobilizovaným pH gradientem podle svého izoelektrického bodu 

[52]. Izoelektrický bod odpovídá takové hodnotě pH, kdy na základě disociace je povrchový 

náboj molekuly neutrální a přestane se pohybovat v elektrickém poli [53]. Izoelektrická 

fokusace tak tvoří první rozměr. Jako druhý rozměr se provede rozdělení molekul podle jejich 

velikosti pomocí SDS-PAGE [52], jak je popsáno výše. 

 

1.4.3 Stanovení bílkovin 

 V současnosti existuje řada různých metod detekce bílkovin. K získání co nejlepšího 

výsledku je důleţité zvolit vţdy nejvhodnější detekční metodu. Metody by měly mít ideálně 

co nejniţší detekční limit, široký dynamický rozsah a lineární vztah mezi mnoţstvím proteinu 

a intenzitou barvení. Dále by měli být snadné, rychlé, levné, netoxické a vhodné pro 

následnou analýzu vzorku na hmotnostní spektrometrii. Všechny tyto poţadavky najednou 

nesplňuje ţádná ze současných metod, proto je nutno vybírat techniky na základě typu 

vzorku, zvolené metodice a toho, co chceme zjistit. Bílkoviny a peptidy lze detekovat díky 

jejich vlastní fluorescenci nebo pomocí činidel. [54] 

 Bílkoviny jsou biopolymery se schopností vlastní fluorescence díky aromatickým 

aminokyselinám fenylalaninu, tyrozinu a tryptofanu [55]. Tyto tři aminokyseliny však nejsou 

v proteinech úplně běţné [55]. Nejčastěji zastoupený tryptofan činí v proteinech obecně jedno 

molární procento [55], takţe fluorescence bývá slabá, ale stále detekovatelná. Vlastní 

fluorescence bílkovin se měří v UV oblasti při 280 nm [55]. 

 Řada dalších metod pak vyuţívá různá činidla ke kvalitativnímu i kvantitativnímu 

stanovení bílkovin, jako jsou barvení pomocí Coomassie blue, stříbra, mědi, fluorescenčních 

barviv nebo značení radioaktivními sondami (
125

I, 
32

P, 
14

C, 
35

S, 
3
H) [54]. 
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Coomassie Brilliant Blue 

 Často vyuţívanou metodou je barvení pomocí organického barviva trifenylmetanu 

nazývaného Coomassie Brilliant Blue. Toto barvivo je známo ve dvou modifikacích. 

Coomassie R-250 má červenou barvu a Coomassie G-250 má barvu zelenou díky dvěma 

dalším methylovým skupinám ve své struktuře. V kyselém prostředí se pak tyto barviva 

naváţí na aminoskupiny proteinů pomocí elektrostatických a hydrofobních interakcí. [54] 

 Barviva Coomassie Blue se hojně vyuţívá při vyhodnocení elektroforézy na 

polyakrylamidovém gelu. Coomassie Blue R-250 se rozpustí v roztoku metanolu či etanolu, 

vodě a kyselině octové a tímto roztokem se gel barví. Odbarvování se pak provádí stejným 

roztokem bez rozpuštěného barviva. Tento postup však není úplně vhodný ke kvantitativnímu 

vyhodnocení obsahu proteinů, protoţe v přítomnosti alkoholu se některé proteiny mohou 

odbarvovat společně s gelem (např. kolagen). [54] 

 Ke kvantitativní analýze bílkovin se Coomassie Blue vyuţívá při stanovení podle 

Bradfordové. Výhodou této metody je, ţe rychlá a jednoduchá a dává stabilní kolorimetrickou 

odpověď. Při vysokých koncentracích proteinů se však stává prudce nelineární. Zbarvení 

roztoku je také závislé na sloţení proteinu, proto je při kaţdém měření nutné změřit 

standardní řadu roztoků. Pro stanovení podle Bradfordové se pouţívá Coomassie Blue G-250. 

[56] Spektrometricky se poté změří absorbance na vlnové délce 595 nm, z níţ je moţno 

vypočítat koncentrace proteinů. 

 Výhodou metod vyuţívající Coomassie blue je moţnost kvantitativního stanovení, 

nízká cena a reprodukovatelnost. Vzorky barvené Coomassie Blue je moţné pouţít dále na 

hmotnostní spektrometrii. Nevýhodami jsou časová náročnost barvení, relativně nízká 

senzitivita a malý dynamický rozsah. [54] 

 

Barvení stříbrem 

 Další často pouţívanou technikou je barvení stříbrem. Tato metoda má velkou citlivost 

v řádech méně neţ nanogramů [57]. Citlivější je uţ jen radioaktivní značení [57]. Cena 

reagencií je relativně nízká a navzdory většímu počtu kroků je tato metoda relativně rychlá 

[54]. Barvení stříbrem agarosových gelů podle Kerenyi a Gallyase [58] je sice nejméně citlivé 

ale, kompatibilní s hmotnostní spektrometrií. Nejvyšší citlivosti dosahuje barvení stříbrem 

podle Bluma a kol [57] a Heukeshovena a Dernika [59][54]. 

 Postup všech protokolů pro barvení stříbrem je obdobný: Proteiny jsou nejdříve 

fixovány v gelu nejčastěji roztokem etanolu a kyseliny octové a z gelu je vymýván detergent 

(SDS) a pufr [54]. Před barvením se provádí zcitlivění pomocí thiosíranu sodného, který 
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rapidně zvyšuje citlivost metody a zabraňuje tvorbě nerozpustných solí stříbra [57]. Gel se 

poté vloţí do roztoku dusičnanu stříbrného s malým mnoţstvím formaldehydu, kde se stříbrné 

ionty navazují s funkčními skupinami proteinů [60], formaldehyd slouţí jako fixátor. 

Následně je gel vyvíjen roztokem uhličitanu sodného opět s malým mnoţstvím formaldehydu, 

kdy dojde k zčernání [54]. Vyvíjení je zastaveno roztokem kyseliny octové [54]. Na gelu by 

se měly objevit hnědé aţ černé bandy v místě přítomnosti proteinů na světlém pozadí [54].  

 

Fluorescenční barvení 

 Fluorescenční barviva nabízejí vysokou senzitivitu a spolehlivou kvantifikaci 

v širokém lineárním dynamickém rozsahu. Výsledky jsou také snadno reprodukovatelné. 

Existuje velký výběr fluorescenčních barviv s velkým rozsahem senzitivit a vlastností. 

Barviva Sypro Orange, Sypro Red a Sypro Tangerine jsou svou citlivostí srovnatelné 

s Coomassie Blue, Sypro ruby pak dokáţe rozlišit proteiny i v nanogramech. Ještě citlivějším 

barvivem je Deep Purple. [54] 

 

1.4.4 Stanovení enzymových aktivit 

 Metody určování enzymových aktivit jsou většinou zaloţeny na enzymatickém 

rozkladu příslušného substrátu [12]. 

 

Spektrometrické stanovení 

 Při rozkladu substrátu vznikají typické produkty, které lze detekovat a kvantitativně 

měřit. Po přidání vhodných reagencií k roztoku enzymu a substrátu vzniká barevná reakce 

nebo jsou produkty jiţ barevné samy o sobě. Spektrometricky pak lze změřit absorbanci 

vzorku. Měření vyţaduje kalibraci. Aktivita je pak přímo úměrná absorbanci roztoku, 

respektive mnoţství rozloţeného substrátu. Při stanovení aktivity xylanáz, celuláz, 

endochitináz, endoglukanáz, laminarináz, pektinhydroláz, a α-glukuronidáz se měří přírůstek 

redukujících cukrů, které vznikají jako produkt při hydrolýze polysacharidu [39]. Při měření 

aktivity xylosidáz, glukosidáz, mannosidáz, cellobiohydroláz, acetylxylanesteráz, arabináz a 

β-galaktosidáz se stanovuje přírůstek ţlutého p-nitrofenolu a o-nitrofenolu [39]. Ţlutý p-

nitrofenol se také stanovuje při měření aktivit exochitináz [39]. U deacetyláz se stanovují N-

acetylglukosamidové jednotky, u aktivity proteáz se detekují barevně značené aminokyseliny 

z azokaseinu [39]. V případě lipáz se ke stanovení koncentrace pouţívá kapalinová 

chromatografie HPLC a měří se úbytek tributyrinu [39]. 



15 
 

Zymografie 

 Jiným přístupem je zymografie. Zymografie je nástroj ke studiu hydrolytických 

enzymů na základě rozkladu substrátu. Tímto způsobem jsou enzymové aktivity přímo 

vizualizovány. Biochemická reakce je měřena na základě detekčních metod zaloţených buď 

na vyobrazení produktu enzymatického rozkladu nebo na vyobrazení úbytku substrátu. Tyto 

metody jsou pak vhodné pro všechny typy hydroláz reagujících na biologické substráty, jako 

jsou peptidy, proteiny, oligosacharidy, polysacharidy, lipidy i nukleové kyseliny. Zymografie 

můţe podávat kvalitativní nebo kvantitativní informaci např. o aktivitě enzymů, 

molekulových hmotnostech a přítomnosti a počtu různých forem enzymů v enzymovém 

komplexu zkoumaného vzorku. Současně nejvyuţívanějším typem zymografie je gelová 

zymografie. Hydrolytické enzymy jsou separovány podle své molekulové hmotnosti v 

SDS polyakrylamidovém gelu, do něhoţ byl přidán příslušný substrát. Hydrolázy jsou pak 

detekovány na základě jejich schopnosti degradovat substrát v gelu. Gelovou zymografii 

nelze vţdy pouţít pro přesné kvantitativní stanovení enzymových aktivit, protoţe některé 

enzymy z celého komplexu se nemusí jevit jako aktivní nebo naopak neaktivní se mohou jevit 

jako aktivní. [61] 

 

 

Obrázek 5: Porovnání postupů a výsledků elektroforézy a zymografie [62] 
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1.4.5 Hmotnostní spektrometrie 

 Hmotnostní spektrometrie (MS) umoţňuje získat informace o struktuře proteinu, jako 

jsou hmotnost peptidu nebo aminokyselinová sekvence. Provedení se sestává z ionizace 

vzorku a hmotnostní analýzy. [51] Peptidy jsou analyzovány na základě poměru jejich 

hmotnosti a náboje (m/z), kde je malá pravděpodobnost, ţe dva proteiny v databázi dají stejný 

výsledek [40]. 

 Vzorek určený k analýze na MS bývá většinou ukotven v gelu po elektroforetické 

separaci. Separovaný protein v podobě bandu nebo spotu v gelu, je vymýván z gelu a 

rozkládán na menší peptidy pomocí proteáz. [51, 63]. Následuje ionizace vzorku. Vzorek je 

převeden na ionty pomocí ionizačních technik MALDI (matricí asistovaná laserová 

desorpce/ionizace) nebo ESI (elektrosprejová ionizace). V případě MALDI jsou peptidy 

odpařeny z matrice krátkým laserovým pulzem a v případě ESI je přiváděn vzorek kapilárou, 

ze které je rozprašován pomocí elektrického pole a tvoří se malé nabité kapičky, z nichţ je 

odpařena tekutina a vznikají samotné ionty v podobě plynu [63]. 

 Nabité ionty vletí do hmotnostního analyzátoru, který je rozliší podle hmotnosti a 

náboje. Nejpouţívanější hmotnostní analyzátory jsou kvadrupólový analyzátor, kvadrupólová 

iontová past a TOF (time of flight = analyzátor doby letu). Kvadrupól představují čtyři 

paralelně postavené kovové tyče na které je přivedeno střídavé napětí a tak mezi sebou 

vytvářejí elektrické pole. Ionty se v tomto poli pohybují po daných trajektoriích a při 

zvyšování napětí (a frekvence střídavého napětí) na tyčích se tyto trajektorie mění, aţ ionty 

opouští oblast kvadrupólu. Tento děj je závislý na podílu hmotnosti a náboje iontu. Ionty, co 

opustí kvadrupól, jsou detekovány detektorem. Kvadrupólová iontová past zachytává ionty 

v trojrozměrném elektrickém poli. Ionty jsou v pasti fokusovány a jejich pohyb je uvnitř pasti 

stabilizován díky kruhové elektrodě, na kterou je přiveden oscilující potenciál o frekvenci 

10
6
 Hz. Změnami potenciálu v pasti jsou ionty nuceny měnit trajektorii a vylítávat ven 

k detektoru opět v závislosti na poměru m/z. Výhodou iontové pasti oproti klasickému 

kvadrupólu je, ţe lze lépe kontrolovat, kdy budou ionty v pasti a kdy vyletí. Hmotnostní 

analyzátor TOF je jeden z nejjednodušších analyzátorů. Poměr m/z je určován podle času, 

který je potřeba k průletu elektrickým polem v trubici dané délky. Pokud mají ionty stejný 

náboj, pak iont s menší hmotností doletí k detektoru dříve. [63] 
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2 CÍLE A HYPOTÉZY 

 Tato práce se zabývá extracelulárními xylanolytickými enzymy anaerobních bakterií 

rodu Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio. Cílem je popis enzymového aparátu vybraných 

významných producentů xylanáz, jmenovitě  Butyrivibrio proteoclasticus (UC 142), 

Butyrivibrio fibrisolvens (Bf 3071) a Pseudobutyrivibrio xylanivorans (JK 170), a jeho 

případná identifikace prostřednictvím proteomických metod včetně stanovení enzymové 

aktivity jednotlivých proteinů vylučovaných do kultivačního média. Diplomová práce by 

měla poskytnout přehled o dosavadních poznatcích o xylanolytických bakteriích a enzymech 

a tyto poznatky prohlubovat za vyuţití všech dostupných prostředků a přístrojového vybavení 

laboratoře. 

 

1) Kultivací čistých sbírkových kultur anaerobních bakterií r. Butyrivibrio a 

Pseudobutyrivibrio se známou xylanolytickou aktivitou získat metodou 

ultracentrifugace a ultrafiltrace hrubý enzymový preparát a metodou sloupcové 

chromatografie provést separaci proteinů. 

2) V získaných frakcích stanovit obsah proteinů a enzymové aktivity xylanolytických 

enzymů. 

3) Metodou dvourozměrné elektroforézy provést mapování proteinů. 

4) Pomocí elektroforézy a zymografie vizualizovat enzymy s xylanolytickou aktivitou a 

provést denzitometrické vyhodnocení. 

5) U vybraných aktivních proteinů se pokusit pomocí PMF (peptidového fingerprintingu) 

metodou MALDI-TOF osekvenovat enzymy s výraznou aktivitou a v případě ţe 

budou dostupné v proteinových databázích, identifikovat je a provést jejich 

taxonomické zařazení. 

 

 Anaerobní bakterie osidlující bachor přeţvýkavců a tlusté střevo člověka, jeţ jsou 

schopny růst na mediu s přídavkem xylanu, produkují do extracelulárního prostoru spektrum 

proteinů – enzymů s rozdílnou aktivitou, kterou lze různými proteomickými metodami 

vizualizovat a měřit. 

 Předpokládáme, ţe u zmíněných druhů bakterií Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio 

bude nalezena xylanázová aktivita a zviditelněny aktivní sloţky enzymového komplexu 

pomocí elektroforetických technik. Tyto aktivní sloţky enzymového komplexu podrobené 

analýze na hmotnostní spektrometrii mohou a nemusí být nalezeny v proteinových 

databázích.  
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3 PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ 

 Všechna měření byla provedena v Laboratoři anaerobní biologie Ústavu ţivočišné 

fyziologie a genetiky Akademie věd České republiky. Mezi přístrojové vybavení laboratoře 

nezbytné k vypracování této práce patří ultracentrifuga Optima L-90K (Beckman Coulter), 

fotometr microplate reader (Tecan Sunrise), spektrofotometr Biomate5 (Thermo Spectronic), 

vodní lázeň TW12 (Julabo), vortex, sestava pro elektroforézu PROTEAN II Cell (Bio-Rad) 

nebo Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad), sestava pro 

izoelektrofokusaci Protean IEF Cell (Bio-Rad), laboratorní zdroje Powerpac 1000 (Bio-Rad) a 

Powerpac Basic Power supply (Bio-Rad), třepačka Mini Rocker MR-1 (Biosan), zobrazovací 

zařízení Molecular imager Gel Doc XR+ a denzitometr Model GS-700 (Bio-Rad), analytické 

váhy HA-120M (A&D), centrifuga MIKRO 22R (Hettich), sonikátor Vibra cell (Sonics & 

Materials) a na Mikrobiologickém ústavu AV ČR v Laboratoři charakterizace molekulární 

struktury hmotnostní spektrometr Ultraflex III TOF/TOF (Bruker Daltinics). 

 

3.1 PROTEAN II Cell 

 PROTEAN II Cell je produkt od firmy Bio-Rad. Je to nástroj vhodný k provedení řady 

elektroforetických technik jako jsou SDS-PAGE, dvourozměrná elektroforéza, nativní 

(nedenaturační) elektroforéza a agarózová elektroforéza, [64] přičemţ jde vţdy o jejich 

vertikální uspořádání. Gely se připravují o velikostech 16x16 cm nebo 16x20 cm [64]. Větší 

gely (20 cm) nabízejí lepší rozlišení. Najednou lze spustit separaci na dvou plošných gelech či 

na 16 trubicovitých gelech. [64] 

 Sestava PROTEAN II obsahuje stojan se dvěma většími a dvěma menšími skleněnými 

deskami, čtyřmi svorkami, čtyřmi spacery (vymezují kraje gelu), hřebínky a kartu k zarovnání 

spacerů, chladící jádro, nádobu na pufr a k ní víko s vodiči pro připojení ke zdroji. 
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Obrázek 6: Sestava PROTEAN II Cell (Bio-Rad): 1. nádoba na pufr, 2. víko s připojenými vodiči, 3. 

chladící jádro s připojenou "sendvičovou" formou na plošný gel, 4. stojan držící formou na gel 

(skládající se ze skel, spacerů a svorek), 5. stojan na trubicové gely, 6. Svorky, 7. Skla, 8. karta 

k zarovnání spacerů [64] 

 

 Při provádění elektroforézy se nejdříve připraví gely. K přípravě gelů slouţí stojan, do 

něhoţ se usadí a šrouby upevní forma na gely. Forma se sloţí ze dvou skel (menší vnější a 

větší vnitřní pro usnadnění přípravy gelu) mezi které se na pravý a levý okraj vloţí spacery 

pro vymezení okrajů a tloušťky gelu (aţ 1,5 mm [64]). Takto připravená skla se k sobě 

přitáhnou a zajistí pomocí svorek s utahovacím šroubem, nezpolymerizovaný gel pak nemůţe 

vytéct. Před úplným utáhnutím skel k sobě se pomocí karty vyrovnají pozice spacerů. Takto 

připravená forma se naplní gelem a mezi skla se vsunou hřebínky k vytvoření jamek navrchu 

gelu, kam se poté pipetují vzorky. Kdyţ gel zpolymerizuje, upevní se s celou formou 

k chladícímu jádru. Chladící jádro chrání před tepelnými fluktuacemi během elektroforetické 

separace [64]. Jádro je připojeno k nádobě s cirkulující chladicí kapalinou nebo jen naplněno 

kapalinou bez cirkulace. Jako chladicí kapalina je doporučen roztok glykol:voda v poměru 

20:80 nebo jen voda, soustava PROTEAN II nesmí přijít do styku s organickými rozpouštědly 

[64]. Chladící jádro s připevněnými formami s gely se vloţí do nádoby s pufrem a taktéţ se 

zalije pufrem. Celá sestava se uzavře víkem a tak se uzavře elektrický obvod. Vodiče se musí 

připojit k laboratornímu zdroji, na němţ se nastaví čas a hodnota napětí podle typu a velikosti 

gelu [64]. 
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3.2 PROTEAN IEF 

 PROTEAN IEF Cell je produkt od firmy Bio-Rad. Provádí izoelektrofokusaci proteinů 

jako první rozměr 2D elektroforézy. Izoelektrofokusace (IEF) probíhá na prouţcích s 

imobilizovaným pH gradientem (IPG prouţky). Lze předdefinovat průběh separace. Separace 

můţe být rozdělena do 10 kroků, kde kaţdý krok má nadefinovanou hodnotu napětí, tendenci 

změny napětí a trvání časového úseku.[65] Nadefinování vlastní metody umoţňuje 

optimalizovat kaţdé izoelektrofokusační dělení. 

 Systém PROTEAN IEF se skládá ze zdroje (rozsah napětí 50 V - 10 kV) s 

Peltierovým článkem pro kontrolu teploty, dvanáctidráţkových rehydratačních/ekvilibračních 

destiček a dvanáctidráţkových fokusačních destiček. [65] IPG prouţky se nejdříve rehydratují 

v rehydratačních/ekvilibračních destičkách pomocí pufru se vzorkem. Poté se přenesou do 

fokusačních destiček, destička se uzavře a připojí se ke zdroji s nastaveným příslušným 

programem izoelektrofokusace. 

 Během izoelektrofokusaci prochází gelem s nanesenými vzorky elektrický proud. 

Procházející proud by mohl zapříčinit kolísání teploty a zahřívání během fokusace, coţ by 

mělo negativní vliv na výsledek. Stálou teplotu udrţuje proto Peltierův článek umístěn přímo 

pod fokusačními destičkami. 

  

 

Obrázek 7: PROTEAN IEF přední panel s displejem, v horní části je Peltierův článek s konektory pro 

elektrody. Převzato z [65] 

 

 Peltierův článek pracuje na základě Peltierova jevu. Základní jednotka tohoto článku 

je tvořena dvěma různými typy polovodičů, jeden typu N a druhý typu P, propojenými 

spojovacím můstkem. Pokud tímto článkem protéká elektrický proud aplikovaný na spojovací 

můstek, dochází k přesouvání nosičů náboje a následně jejich nerovnoměrnému rozmístění a 

vytvoření napětí na článku. U polovodičů typu N jsou nositelem náboje volné elektrony a u 
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polovodičů typu P jsou nositeli náboje díry. V obou případech tyto nosiče náboje putují 

směrem ke zdroji napětí. Důleţité jsou poté změny napětí na obou koncích polovodičů, kde 

vzniká tzv. kontaktní napětí. Odvedením elektronů a děr od spojovacího můstku klesá v místě 

kontaktu polovodičů a spojovacího můstku počet volných nosičů náboje a tím se tam sniţuje 

kontaktní napětí a tak klesá teplota spojovacího můstku. Na druhém konci polovodičů dochází 

k opačnému jevu a tato část se zahřívá. Peltierův článek tedy z jedné strany chladí a z druhé se 

zahřívá. [66] 

 

 

Obrázek 8: Schéma Peltierova článku. Schéma převzato a upraveno z [67] 

 

 IPG prouţky (SERVA IPG BlueStrips) tvoří podpůrný film (GEL-FIX
TM

), na němţ je 

kovalentně navázán akrylamidový gel s imobilizovaným pH gradientem. Prouţky jsou 

dehydratovány a před pouţitím se musí rehydratovat příslušným pufrem, jehoţ sloţení závisí 

na pouţité metodě (IEF nebo 2D elektroforéza) a také na aplikovaném vzorku. Rozmezí pH 

gradientu je natisknuto na prouţku a lze vybírat z několika moţností, s lineárním gradientem 

pH jsou to 3-10; 4-7; 6-10; 3-6 a s nelineárním gradientem pH 3-10, kde v rozmezí pH 5-7 je 

plató s vyšším rozlišením. [65] PROTEAN IEF umoţňuje pouţít dva rozměry IPG prouţků s 

délkou 7 cm nebo 17 cm. Délka prouţku a gradient pH se vybírá podle mnoţství vzorku, typu 

vzorku a poţadovaného rozlišení metody. IPG prouţky mají svou dobu exspirace a skladují se 

při -20 °C pro zachování svých vlastností [65]. Kaţdý IPG prouţek má na sobě natištěný svůj 

jedinečný číselný kód, proto je snadné je odlišit i při pokusech prováděných ve větších 

mnoţstvích. 
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Obrázek 9: Drážkové destičky na IPG proužky [65] 

 

3.3 Molecular imager Gel Doc XR+ 

 Molecular imager Gel DocTM XR+ je zobrazovací zařízení pro laboratorní účely od 

firmy Bio-Rad. Je vhodný pro analýzu elektroforetických gelů, kde je schopen zobrazit 

obarvené struktury, detekovat fluorescenci vzorku a provádět kolorimetrii a denzitometrii 

[68]. Zařízení je nutno připojit k počítači s nainstalovaným softwarem Bio-Rad Image Lab, 

který umoţňuje zobrazení, zpracování a analýzu obrazu a vkládání komentářů. Hlavní 

komponenty samotného zařízení jsou CCD (charge-coupled device) kamera, systém čoček, 

zdroje záření, emisní filtry, kryt a Image Lab software. 

 

 

Obrázek 10: Molecular imager Gel Doc XR+(foto autor) 
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3.3.1 CCD kamera 

 Pomocí CCD kamery je zachytáván obraz v reálném čase, coţ napomáhá přesně 

nasměrovat a zaostřit obraz [68]. Kamera je umístěna v horní části vně krytu přístroje, obraz 

je tak snímán přímo shora. Rozlišení CCD čipu je zde 1392 x 1040 pixelů, tedy 1,4 MPx. 

 Charge-coupled device (CCD) je jinak řečeno zařízení reagující na elektrický náboj. 

Elektrický náboj je zde vyvolán dopadajícím elektromagnetickým zářením na základě 

fotoefektu. Na křemíkový povrch dopadají fotony a z atomů křemíku se uvolňují elektrony. 

Elektrony pak putují směrem ke kladné elektrodě, která je oddělena izolační vrstvou křemene 

SiO2, který volné elektrony zachycuje. Kaţdá kladná elektroda vytváří jeden pixel. Signál se 

pak sbírá ze všech pixelů tak, ţe na elektrodách se posouvá kladný náboj a s ním se přesouvají 

i elektrony aţ do terminálu na konci čipu, kde se vytváří signál z přicházejících elektronů. 

[69] 

 Elektronicky ovladatelná pohyblivá čočka kamery umoţňuje přiblíţení, zaostření a 

nastavení velikosti clony. Gel Doc XR pouţívá čočku s nastavitelnou ohniskovou vzdáleností 

8,5 – 51 mm a clonovým číslem F/1,2 [68] (ohnisková vzdálenost/průměr čočky). Clonové 

číslo neboli světelnost vyjadřuje vztah mezi světelným tokem čočkou a hloubkou ostrosti. 

Pokud je ohnisková vzdálenost malá, pak je i clonové číslo malé a objektivem prochází více 

světla na úkor malé hloubky ostrosti. Pokud je naopak ohnisková vzdálenost velká, clonové 

číslo je také velké a objektivem prochází méně světla, ale naopak získáme velkou hloubku 

ostrosti. Z toho vyplývá, ţe při zaostřování obrazu se vţdy hledá kompromis mezi zmíněnými 

parametry pomocí změny ohniskové vzdálenosti. 

 

3.3.2 Zdroje záření 

 Celé zařízení Gel Doc XR je uloţeno v krytu Universal Hood II, který je světlotěsný a 

tak nahrazuje temnou komoru. Je tedy moţné zachycovat i fluorescenci nebo 

chemiluminiscenci zobrazovaných vzorků. V krytu jsou zabudovány dva základní zdroje 

záření: epi-iluminační zdroj bílého světla a trans-iluminační zdroj ultrafialového (UV) záření. 

Zdroj UV záření se skládá ze šesti lamp vyzařujících záření o 302 nm, 254 nm nebo 365 nm. 

Volitelně se dají taky přidat trans-iluminační zdroj bílého světla nebo konverzní stínítko pro 

bílé světlo. [68] Konverzní stínítko slouţí k převedení UV záření na bílé světlo. Dalšími 

doplňky mohou být emisní filtry pro různé typy vzorkových barviv. 
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Obrázek 11: Schéma iluminace v Gel Doc XR+ 

 

3.3.3 Software Image Lab 

 Image Lab je software pro dokumentaci, analýzu a zpracování obrazového záznamu z 

elektroforézy nebo blotování. Umoţňuje analýzu molekulových hmotností a kvantifikaci 

vzorků. Software dokáţe analyzovat širokou škálu biologických dat zviditelněných různými 

metodami barvení nebo fluorescenční vzorky. Pro jejich analýzu lze vybrat z přednastavených 

protokolů nebo vytvořit vlastní. Data jsou zobrazena jako šedotónový nebo barevný obrázek. 

Kaţdý zobrazený pixel má tři souřadnice, X a Y vyjadřují polohu v obraze a souřadnice 

Z reprezentuje intenzitu pixelu. 2D obraz se pak dá zobrazit i jako 3D reliéf. [70] 

 Program pracuje v několika krocích. Nejdříve je potřeba získat obraz ze zobrazovacího 

zařízení (Molecular Imager Gel Doc XR). Získaný obraz poté většinou vyţaduje optimalizaci. 

Mezi základní nástroje úpravy obrazu patří změna velikosti a zakřivení, otočení a úprava 

barvy, kontrastu a světlosti. Dále jsou k dispozici funkce uzpůsobené přímo pro konkrétní 

metody analýzy vzorků. Na gelech z elektroforézy mohou být detekovány jednotlivé dráhy 

separace vzorků a v nich bandy s různou citlivostí detekce. Vše lze nastavit ručně nebo 

programem automaticky. Následně lze vyuţít nabízené analytické nástroje, kterými jsou 

výpočet molekulové hmotnosti či isoelektrického bodu podle standardu, měření objemu, 

vzdálenost bandů od počátku, kvantifikace bandů [70]. Pomocí denzitometrie dokáţe software 

měřit skutečné nebo relativní mnoţství vzorku, určit jejich maximální, celkovou nebo 
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průměrnou hodnotu a zobrazit tyto hodnoty v grafu pro kaţdou dráhu vzorku nebo samotný 

band. Mnoţství neboli objemu vzorku se vypočte podle (1) [71] 

 𝑉 =  𝐼𝑖 ∙ 𝑆𝑖𝑖  , (1) 

kde V je objem vzorku v bandu, Ii je intenzita neboli hodnota souřadnice Z i-tého pixelu, 

který je součástí bandu a Si je plocha příslušného i-tého pixelu. Na základě intenzity pixelů a 

plochy bandu dostaneme tedy objem vzorku v daném bandu. V porovnání s ostatními bandy 

lze dostat relativní hodnoty, kde je větší nebo menší mnoţství vzorku. Podle standardu můţe 

být spočteno i skutečné mnoţství vzorku. [71] 

 Všechny výsledky pak lze uloţit do jednoho textového souboru (report) a obrázky 

vyexportovat v různých obrazových formátech. 

 

3.4 Imaging Densitometer Model GS-700 

 Imaging Densitometer Model GS-700 od firmy Bio-Rad je scaner pro zobrazování 

výsledků gelové elektroforézy za pomocí softwaru Quantity One. Zařízení nabízí dva způsoby 

zobrazování a to reflexní pro neprůhledné vzorky a transmisní pro průhledné vzorky. 

Rozlišení obrazu je nastavitelné v rozmezí 25 – 1200 dpi. Zdrojem záření je bílá fluorescenční 

lampa s třemi RGB filtry pro případné nastavení vlnové délky záření, které je detekováno 

CCD senzory. [72] Software Quantity one je niţší verze softwaru Image Lab zmíněného výše 

a nabízí obdobné funkce. 

 

 

Obrázek 12: Imaging densitometer Model GS-700 (foto autor) 
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3.5 Thermo Spectronic Biomate 5 

 Spectronic Biomate 5 je zařízení od firmy Thermo Electron Corporation. Jde o 

mříţkový UV-VIS spektrofotometr vhodný k analýze nukleových kyselin, proteinů, kinetiky 

enzymových reakcí a měření s více vlnovými délkami. Přeprogramované metody nabízí 

výpočet koncentrace DNA, sestavení kalibrační křivky pro proteiny za pouţití různých 

reagencií (Bradford, Lowry, BCA (bicinchoninic acid) nebo Biuretová reakce), přímé měření 

koncentrace dsDNA, ssDNA, RNA a oligonukleotidů, sledování růstu buněk a určování 

molekulové hmotnosti nebo teoretické teploty tání (potřebná k provedení PCR) 

oligonukleotidů. Parametry těchto metod lze nastavit ručně či naprogramovat vlastní metodu 

měření. [73] 

 Spectronic Biomate 5 vyuţívá dvoupaprskový optický systém, který zajišťuje 

dlouhodobě stabilní měření při pouţití referenčního vzorku měnícího se s časem. Jeden 

paprsek prochází měřeným vzorkem a druhý prochází slepým vzorkem, který slouţí jako 

reference. Vzorek a reference jsou tak měřeny současně při kaţdém dalším měření. Jako zdroj 

záření je pouţita deuteriová a wolframová výbojka s rozsahem vlnových délek 190 – 1100 

nm. Pro různá měření jsou vybírány různé vlnové délky pomocí monochromátoru. Jako 

monochromátor zde slouţí difrakční mříţka s přesností výběru vlnové délky aţ 1 nm. Ve 

vzorcích lze měřit absorbanci, transmitanci nebo koncentraci látek. Výsledky se poté 

zobrazují na grafickém displeji. [73] 

 

 

Obrázek 13: Zjednodušené schéma spektrofotometru. Převzato z [74] 
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 Princip měření absorbance, transmitance i koncentrace je zaloţen na Lamber-Beerově 

zákoně. Jde o určení absorbance závislé na vlastnostech materiálu: 

 

 𝐴 = −𝑙𝑜𝑔𝑇 = 𝜀 ∙ 𝑐 ∙ 𝑙 (2) 

 

kde A je absorbance materiálu, T je transmitance materiálu, ε je absorpční koeficient závislý 

na vlnové délce a daném materiálu, c je koncentrace absorbujících částic a l je délka 

absorpční dráhy. 
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4 METODY 

 Kultivací anaerobních bakterií rodu Butyrivibrio produkujících do vnějšího prostředí 

aktivní xylanolytické enzymy byl získán hrubý enzymový vzorek. Zahuštěný vzorek byl 

purifikován a separován na hmotnostní frakce pomocí gelové chromatografie na 

SEPHADEXu G-25 a SEPHADEXu G-75. U jednotlivých frakcí bylo stanoveno mnoţství 

bílkovin metodou podle Bradfordové a stanovena xylanázová aktivita spektrofotometrickým 

měřením zbytkových sacharidů v hydrolyzátu substrátu s čidlem PAHBAH. Přečištěné frakce 

s obsahem proteinů byly poté elektroforeticky separovány pomocí 1D a 2D SDS-PAGE a 

proteiny vykazující xylanolytickou aktivitu byly vizualizovány metodou zymografie 

s přídavkem CM xylanu v polyakrylamidovém gelu. Výrazné hmotnostní a aktivní bandy 

z gelů elektroforézy a zymografie byly denzitometricky změřeny, vyřezány z gelů a pouţity 

pro hmotnostní analýzu peptidových fragmentů pomocí hmotnostní spektrometrie MALDI-

TOF/TOF. 

 

4.1 Kultivace bakterií 

 Bakterie byly kultivovány v prostředí co nejpodobnějším jejich přirozenému prostředí 

růstu. Tomu byly přizpůsobeny kultivační techniky. Kultivace v kultivačním médiu probíhala 

při 39°C. Kultivační médium pro xylanolytické bakterie ţijící v trávicím traktu přeţvýkavců 

by mělo napodobovat sloţení obsahu bachoru. Xylanolytické bakterie jsou anaerobní, proto je 

nutné zajistit, aby kultivační medium neobsahovalo kyslík. Nakultivované bakterie mohou být 

skladovány zmrazené několik měsíců. 

 

4.1.1 Příprava kultivačního média [75] 

Na jeden litr média bylo smícháno: 

o Kvasnicový extrakt  0,5 g 

o Bacto-casein   2 g 

o Minerální roztok I  38 ml 

o Minerální roztok II  38 ml 

o VFA mix   3,1 ml 

o Resazurin (0,1 %)  0,5 ml 

o Mikroelementy  0,5 ml 

o Vitamíny   2 ml 

o Substrát   4 g 
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o Voda    808 ml 

 

Roztok byl přiveden k varu a po vychladnutí byly přidány: 

o Hemin    10 ml 

o Bachorová tekutina  100 ml 

 

Pokud bylo třeba, pH bylo upraveno na hodnotu mezi 7,1 – 7,3. Jako poslední byly přidány: 

o Cystein   0,5 g 

o NaHCO3   4 g 

 

Probubláváním dusíkem a oxidem uhličitým po dobu 1 hodiny byl odstraněn z roztoků kyslík. 

Poté bylo medium převedeno do lahví a ještě 20 minut probubláváno N2 a CO2. Kultivační 

nádoby NTS byly vzduchotěsně uzavřeny a medium vysterilizováno v autoklávu. 

 

 

Obrázek 14: Probublávání média dusíkem a oxidem uhličitým (foto autor) 

 

Sloţení roztoků: 

Hemin: 50 mg heminu, 1 ml 1N NaOH, zahřát a doplnit vodou na 100 ml 

Minerální roztok I: 6 g K2HPO4 na 1 l H2O 

Minerální roztok II: 12 g NaCl; 12 g (NH4)2SO4; 6 g KHSO4; 1,2 g CaCl2; 2,5 g MgSO4∙7H2O 

 na 1 l H2O 

Mikroelementy: 253 mg NiCl2; 333 mg H3PO4; 500 mg Na2MoO4∙2H2O; 11 g FeSO4∙7H2O; 

 500 mg MnSO4∙4H2O; 500 mg ZnSO4∙7H2O; 253 mg CuSO4∙5H2O; 253 mg 
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 CoCl2∙6H2O; 100 g chelatonu I; 100 mg Kal(SO4)2∙12H2O; 253 ml 5N NaOH; na 1 l 

 H2O; koncentrovanou HCl doladit pH na 7,0 

Vitamíny: 200 mg pyridoxin (B6), 200 mg Riboflavin (B2), 200 mg Nikotinamid, 200 mg 

 tiamin (B1), 200 mg kyselina pantotenová (B5), 1 mg kyselina p-aminobenzoová, 

 0,5  mg biotin, 0,5 mg kobaltin, 5 mg acidum folicum 

Mix těkavých mastných kyselin (VFA): 10 ml metylbutyrátu, 170 ml kyseliny octové, 60 ml 

 kyseliny propionové, 40 ml kyseliny máselné, 10 ml kyseliny valerové, 10 ml kyseliny 

 isovalerové, 10 ml kyseliny izomáselné, 100 mg kyseliny fenyloctové, 100 mg 

 kyseliny fenylpropionové 

 

4.2 Izolace extracelulárních enzymů 

 Po kultivaci bakterií jsou extracelulární enzymy součástí kultivačního média. Izolace 

enzymů z bakteriální kultury byla provedena pomocí ultracentrifugace a ultrafiltrace. Takto 

připravený vzorek je jiţ vhodný ke zpracování a analýze. 

 

Pouţité přístroje: 

Ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90K ultracentrifuge 

 

 Separace buněk byla provedena odstředěním na ultracentrifuze v kyvetách o objemu 

250 ml při 4°C rychlostí 15000 RPM po dobu 45 minut. Vzniklý supernatant byl poté 

převeden do ultrafiltrační cely a 20x zahuštěn pod tlakem helia 300 kPa na 

polyethersulfonové membráně s cut-off 10 kDa. Po celou dobu zahušťování byla cela 

chlazena ledem. 

 

Ultrafiltrační cela model 8400 od firmy Amicon 

 Kapacita    400 ml 

 Minimální pouţitý objem  10 ml 

 Plocha membrány   41,8 cm
2
 

 Maximální pouţitelný tlak  530 kPa 

 Maximální diafiltrační tlak  390 kPa 

 

Ultrafiltrační membrána firmy Amicon 

 Materiál polyethersulfon 
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 Průměr  76 mm 

 Cut-off  10 kDa 

Membrána byla uchována v 0,02% roztoku azidu sodného. Při pouţití nové membrány bylo 

potřeba membránu opláchnout v destilované vodě a nechat po dobu 1 hodiny namočenou 

v průběţně vyměňované destilované vodě, neboť membrána je konzervována glycerinem a 

azidem sodným. 

 

4.3 Frakcionace a purifikace 

 Izolovaný vzorek stále obsahuje kromě čistého bílkovinného enzymu také řadu 

nečistot, nejčastěji sacharidy nebo zbytky bachorové tekutiny. Čistý vzorek byl získán 

purifikací hrubého enzymového preparátu pomocí gelové filtrace na SEPHADEXu o dvou 

různých velikostech pórů matrice G-25 a G-75. Čistý vzorek byl sbírán do řady frakcí. 

 

4.3.1 Chromatografická gelová filtrace 

 Gel byl připraven ze SEPHADEXu, coţ je dextran s navázaným epichlorhydrinem 

v zásaditém prostředí [47]. Částice vzniklého gelu jsou malé krupičky, které tvoří matrici s 

různě velkými póry podle své velikosti. SEPHADEX G-25 tvoří póry pro molekuly o 

maximální relativní molekulové hmotnosti 5000 a SEPHADEX G-75 je pro molekuly o 

maximální relativní molekulové hmotnosti 80000, menší molekuly jsou v gelu zpoţďovány a 

větší molekuly neprojdou. Nečistoty ve vzorku většinou bývají vetší molekuly či částice, které 

gelem neprojdou, a na konci dostaneme čistý bílkovinný vzorek. 

 

Potřebné chemikálie: 

 SEPHADEX G-25 nebo G-75 v práškovém stavu 

 Pracovní pufr: 50mM Tris HCl ph=8,0 

 Blue Dextran 

 0,1 M NaOH 

 

1) Příprava SEPHADEXu a chromatografické kolony 

Práškový SEPHADEX nabobtnal v pracovním pufru při 20°C po dobu 3 hodiny nebo při 

90°C po dobu 1 hodiny. Mnoţství pufru musí být mnohonásobně větší neţ je hmotnost 

prášku. Pro typ G-25 minimálně pětkrát větší mnoţství pufru, pro typ G-75 minimálně 

desetkrát větší mnoţství pufru. V závislosti na velikosti kolony bylo připraveno mnoţství 
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gelového SEPHADEXu podle Tabulka 1. Zbylý SEPHADEX lze skladovat v dostatečném 

mnoţství pufru při 4°C aţ několik týdnů. 

 

Tabulka 1: Objem vzniklého gelu při nabobtnání 1 g práškového SEPHADEXu 

SEPHADEX Hmotnost práškového Objem gelového 

G-25 1g 4-6 ml 

G-75 1g 12-15 ml 

 

Kolona o poţadovaném objemu (pouţita 15ml) byla promyta pracovním pufrem a upevněna 

na stojanu do svislé polohy. Poté byla plněna čistým gelovým SEPHADEXem. Gel je třeba 

nalít tak, aby byl zcela homogenní v celém objemu, dát pozor na nečistoty, lokální zhuštění, či 

bubliny. Kolona byla naplněna gelem cca 2 cm pod horní okraj, nad gelem musí zůstat 

minimálně jeden centimetr pufru. Poté byla uzavřena a nechala se promýt pufrem, který byl 

nasáván ze zásobní nádoby umístěné nad úrovní kolony. 

 

2) Eluční objem a čas 

Před samotnou separací byl změřen eluční objem a čas kolony, tedy čas za který opustí 

kolonu první proteiny. K tomuto účelu byl pouţit Blue Dextran, modrá látka která nijak 

neinteraguje s kuličkami SEPHADEXu a lehce je obteče. Pro změření elučního času byl 

zaznamenán čas, kdy je Blue Dextran aplikován do kolony a čas, kdy vyteče. Eluční objem 

byl určen obdobně změřením objemu od aplikace látky do jejího vyplavení. Podle typu 

SEPHADEXu a kvality nalitého gelu můţe být eluční čas 10 – 60 minut, eluční objem se 

zpravidla rovná objemu kolony. 

 

3) Gelová filtrace a separace 

Do kolony byl aplikován 1 ml vzorku. Dle elučního času bylo odhadnuto, kdy doputují 

nejrychlejší proteiny přibliţně do poloviny objemu kolony. V ten moment se začaly sbírat 

frakce. Podle rychlosti vytékání kolony byly měněny zkumavky, do kterých se sbírali 

jednotlivé frakce. Zkumavky byly měněny ve stejných intervalech. Sbírány byly frakce o 

objemu 1 – 4 ml. Čím větší frakce jsou, tím méně můţe být vzorek separován. Sbíráno bylo 

7 – 15 frakcí. Do poslední frakce byl sbírán větší objem, aby byly zachyceny i nejmenší 

proteiny, kterým trvá průchod kolonou mnohem déle. 

 

4) Ukončení separace 
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Po skončení sbírání frakcí byla kolona promyta dvěma objemy 0,1M NaOH a opět 

ekvilibrována 2 – 3 objemy pracovního pufru. Tím byl gel v koloně pročištěn a připraven na 

další separaci.   

 

4.4 Stanovení koncentrace bílkovin 

 V sesbíraných frakcích z gelové filtrace bylo stanoveno mnoţství bílkovin pomocí 

barevné reakce činidla Bradfordové s proteiny. Frakce bez obsahu bílkovin byly poté 

vyřazeny. 

 

4.4.1 Stanovení bílkovin metodou Bradford [56] 

 Metoda podle Bardfordové je zaloţena na interakci barviva Coomassie Brilliant Blue 

G-250 s bílkovinami. Reakce Coomassie blue s bílkovinu má pak absorpční maximum při 

595 nm. Změřením absorbance při této vlnové délce, lze pomocí kalibrační křivky určit 

koncentraci bílkovin v roztoku. 

 

Pouţité přístroje: 

fotometr  Tecan Sunrise microplate reader 

 

Potřebné roztoky: 

 Bradfordovo činidlo: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpuštěno v 50 ml 

metanolu s přídavkem 100 ml 85% H3PO4 doplněno vodou do 200 ml (skladuje se 

v temnu při 4°C) 

 Pracovní roztok: Bradfordovo činidlo naředěné vodou v poměru 1:4 (činidlo:voda) 

 Standard BSA o koncentraci 2000 µg/ml 

 

 Do popsaných zkumavek příslušnou koncentrací byla připravena standardní 

koncentrační řada podle Tabulka 2. Standardní roztoky lze zmrazené uchovávat v mrazáku a 

před měřením vţdy nechat jen úplně rozmrazit. 

 Podle počtu vzorků standardu a počtu neznámých vzorků bylo do jamek mikrotitrační 

destičky napipetováno 200 µl pracovního roztoku pro kaţdý vzorek. Měření vzorků bylo 

provedeno v dubletu, kaţdému vzorku byly tedy přiděleny dvě jamky. Do pracovního roztoku 

byly poté přidány 4 µl vzorku. Nejdříve byla ve dvou řadách pipetována standardní řada od 

nejniţší koncentrace po nejvyšší a do dalších řad opět v dubletu zkoumané vzorky. Směs 
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pracovního roztoku se vzorky byla v mikrotitrační destičce dobře promíchá a nechala se pár 

minut (2 – 5 min) odstát. Poté byla na spektrometru změřena absorbance vzniklého modrého 

zbarvení roztoků při 595 nm. 

 

Tabulka 2: Koncentrační řada standardního roztoku BSA 

Koncentrace 

[µg/ml] 
0 250 500 1000 1500 2000 

BSA 

[ml] 
0 0,125 0,250 0,500 0,750 1 

H2O 

[ml] 
1 0,875 0,750 0,500 0,250 0 

 

 Naměřené hodnoty absorbancí byly dále zpracovány. Protoţe všechny vzorky byly 

měřeny v dubletu, bylo potřeba nejdříve vypočítat průměr vţdy dvou čísel příslušejících 

jednomu vzorku a s těmito průměry se dále pracovalo. K vyhodnocení výsledků byla nejprve 

sestavena kalibrační křivka. Kalibrační křivka je závislost absorbance na koncentraci proteinu 

a k jejímu sestavení byly pouţity naměřené hodnoty absorbance příslušné koncentracím 

koncentrační řady BSA. Vynesené body v grafu byly proloţeny lineární spojnicí trendu. Míra 

spolehlivosti křivky by se měla, co nejvíce blíţit číslu jedna, čím menší bude hodnota 

spolehlivosti, tím menší bude přesnost výpočtu. Z rovnice regrese kalibrační křivky byly poté 

dopočítány koncentrace proteinů příslušející naměřeným absorbancím u zkoumaných vzorků. 

Pokud je výsledná koncentrace záporná či nulová, znamená to, ţe proteiny se ve vzorku 

nevyskytují. Kladná čísla udávají koncentraci proteinu ve vzorku v jednotkách µg/ml. 

 

4.5 Stanovení enzymových aktivit 

 Ve frakcích byla změřena xylanázová aktivita pomocí reakce s činidlem PAHBAH. 

Na základě naměřených aktivit byly opět vyřazeny frakce, ve kterých se ţádná enzymová 

aktivita neprokázala. 

 

4.5.1 Stanovení xylanázové aktivity- PAHBAH [76] 

 Stanovení je zaloţeno na spektrofotometrickém měření přírůstku koncentrace 

redukujících skupin v hydrolyzátu polysacharidu. Enzym štěpí substrát, jehoţ štěpné produkty 
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reagují s činidlem PAHBAH za vzniku barevné reakce. Aktivita enzymu je pak určena 

z absorbance těchto roztoků. 

 

Pouţité přístroje: 

Vortex   VELP Scientifica 

Centrifuga  K23D 

Vodní lázeň  Julabo TW12 

Spektrofotometr Thermo Spectronic Biomate5 

 

Potřebné roztoky: 

 Fosfátový pufr, 100 mM, pH=7 

 0,5% substrát- CM-xylan 

 PAHBAH (hydrazid kyseliny 4-hydroxybenzoové) činidlo: 5g PAHBAHu ve 100 ml 

0,5N HCl (skladuje se v temnu při 4 °C) 

 Pracovní roztok (vţdy čerstvý): 1 objem PAHBAH + 4 objemy 0,5N NaOH 

 0,3M ZnSO4 

 0,3M Ba(OH)2 

 

 Do všech zkumavek bylo napipetováno 0,14 ml fosfátového pufru, 0,07 ml substrátu a 

0,07 ml enzymu. Slepé vzorky byly poté ihned zastaveny přídavkem 0,28 ml Ba(OH)2 a 0,28 

ml ZnSO4, dále byly zvortexovány a dali se stočit do ultracentrifugy na 10 min při 4000 RPM. 

Zbylé vzorky byly inkubovány ve vodní lázni po dobu 60 min při 40 °C. Po inkubaci byly 

vzorky obdobně zastaveny přídavkem 0,28 ml Ba(OH)2 a 0,28 ml ZnSO4, vortexovány a daly 

se stočit do centrifugy na 10 min při 4000 RPM. Po stočení všech vzorků bylo odebráno 0,3 

ml vzniklého supernatantu do nové sady zkumavek a do všech bylo přidáno 0,9 ml 

pracovního roztoku PAHBAHu. Vzorky byly zvortexovány a zahřívány ve vodní lázni po 

dobu 10 min při 100 °C. Pokud po zahřátí vznikla ve vzorcích sraţenina či zákal, coţ by 

způsobilo chybu spektrometrického měření, byly vloţeny na cca 2 minuty do centrifugy při 

2500 RPM, aby se sraţenina usadila. Takto připravené vzorky byly přelévány do kyvet 

(u vzorků se sraţeninou pouze supernatant). Absorbance vzniklého zabarvení vzorků byla 

měřena na spektrofotometru při vlnové délce 410 nm. 

 Kalibrační řada byla připravena jako roztoky xylosy a pracovního roztoku PAHBAHu 

(10x naředěný vodou) o koncentracích cukru 0, 20, 40, 60, 80 a 100 µg/ml. 
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 Určení enzymové aktivity je otázkou následného zpracování naměřených absorbancí 

roztoků. Naměřené hodnoty absorbance pro triplet kaţdého vzorků byly zprůměrovány a 

stejně tak dublety slepých vzorků. Od kaţdého vzorku byla odečtena hodnota absorbance 

slepého vzorku, abychom dostali hodnoty absorbancí odpovídající pouze aktivitě enzymů. 

Z těchto hodnot byla poté vypočtena dle daného vzorce (3) aktivita enzymu 

 

 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑎 = 𝐴(410) ∙ 𝑘 ∙ 𝑥 ∙ 𝑙 𝑡 , (3) 

 

Kde a je enzymová aktivita v tomto případě udávaná v jednotkách µg/ml/h,  A(410) je 

průměrná absorbance vzorku při 410 nm, k je směrnice kalibrační přímky (k = 0,0422), x je 

ředění roztoku vzorku (12x), l je šířka kyvety v cm (l=1 cm) a t je doba inkubace v hod 

(t = 1 hod). 

 V případě záporného či nulového výsledku nejsou ve vzorku ţádné aktivní enzymy. 

Za významnou aktivitu a spolehlivý výsledek se povaţuje, kdyţ absorbance daného 

neznámého vzorku převyšuje hodnotu absorbance nulového vzorku aspoň o 15 %.  

 

4.6 1D elektroforetická separace 

 Vybrané frakce čistého enzymového preparátu byly dále separovány pomocí 

elektroforetických technik SDS PAGE a zymografie. Obě techniky byly nejdříve prováděny 

na polyakrylamidových gelech o malém rozměru (10 x 7 cm) pouze pro vizualizaci enzymů a 

jejich aktivit. Na základě těchto výsledků se pak pouţily vybrané vzorky pro elektroforetickou 

separaci na gelech o větším rozměru (16 x 20 cm). Menší rozměr gelu je výhodnější z pohledu 

časové náročnosti provedení elektroforézy, snadnější manipulace, menší spotřeby materiálu. 

Větší gely jsou naopak vhodné, pokud je potřeba se separovanými vzorky dále pracovat, 

jelikoţ se nanáší větší mnoţství vzorku a jednotlivé separované části vzorku lze z gelu lépe 

extrahovat. K vizualizaci elektroforetické separace byly pouţity různé techniky barvení. 

Zymogram byl obarven pomocí barviva Congo Red a gel SDS PAGE byl barven jednak 

pomocí Coomassie Blue nebo zde vhodnější citlivější metodou pomocí dusičnanu stříbrného. 

 Pokud je elektroforetická separace zymogramu a klasické elektroforézy spuštěna 

zároveň se stejně nanesenými vzorky a za stejných podmínek separace, pak si tyto dva gely 

odpovídají a lze porovnávat, které bílkoviny vyobrazené na obarveném gelu z elektroforézy 

jsou aktivní na zymogramu. 
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4.6.1 SDS PAGE, Zymografie [77] 

 Elektroforéza v polyakrylaamidovém gelu s přídavkem dodecylsíranu sodného (SDS 

PAGE) se pouţívá k separaci denaturovaných proteinů podle velikosti a délky jejich řetězce. 

SDS PAGE je vhodná pro separaci bílkovin, např. enzymy. V případě zymografie se do 

polyakrylamidového gelu přidává substrát, se kterým separovaný enzym interaguje. V případě 

rozštěpení substrátu enzymem lze detekovat aktivní enzymy. 

 

Pouţité přístroje: 

Sestava pro elektroforézu Bio-Rad PROTEAN II Cell 

    Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell 

Laboratorní zdroj  Bio-Rad Powerpac 1000 

    Bio-Rad Powerpac Basic Power supply  

Vařič 

 

Potřebné roztoky: 

 A – 30 g akrylamidu, 0,8 g N,N-methylenbisakrylamidu, doplnit do 100 ml vodou 

 B – 10 g dodecylsíranu sodného (SDS) doplnit do 100 ml vodou 

 C – 9,1 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat koncentrovanou HCl na pH 8,8 

(cca 0,97 ml), doplnit do 100 ml vodou 

 D – 3 g TRIS rozpustit v 50 ml vody, dotitrovat HCl na pH 6,8 a doplnit do 100 ml 

vodou. 

 E – 30,3 g TRIS, 144 g glycinu, 10g SDS, doplnit do 1 l vodou 

 F – 10 mg bromfenolové modři rozpustit v 1 ml roztoku D 

 G – 1 g persíranu amonného, doplnit do 10 ml vodou 

 H – izobutanol nasycený roztokem C 

 CM xylan 

 TEMED 

 Vzorkový pufr (redukující): 2,4 ml D; 2ml B; 1ml glycerolu; 4 ml H2O; 0,1 ml F a 

0,5 ml merkaptoetanolu 

 Ekvilibrační roztok: 25 ml C; 24,5 ml H2O; 0,5 ml B 

 Elektrodový TGS (Tris-gylcine-SDS) pufr: 100 ml E, doplnit do 1 l vodou 
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(roztoky A – E kromě B skladovat při 4°C, B a F při pokojové teplotě, ostatní připravit vţdy 

čerstvé) 

 

1) Příprava polyakrylamidových gelů 

Nejprve byla sestavena aparatura na přípravu gelů. Gely byly připraveny podle Tabulka 3. 

Jako první byl naléván separační gel po vyznačenou rysku, aby zbyl prostor pro zaostřovací 

gel. Separační gel byl ihned převrstven roztokem H (izobutanol nasycený roztokem C), aby se 

odstranily bublinky a vyrovnala se hladina separačního gelu. Ve vodorovné poloze se nechal 

gel zpolymerovat. U velkých gelů trvá polymerace 1 hodinu, u malých 30 minut. Po 

zpolymerování byl důkladně odsát roztok H a gel byl převrstven ekvilibračním roztokem 

na 30 minut u velkých gelů a na 15 minut u malých gelů. V této fázi lze gel uchovávat při 4°C 

aţ několik týdnů. Před elektroforézou byl z gelu odsát ekvilibrační roztok. Mezi skleněné 

desky, kde se nacházel gel, byly zasunuty hřebínky pro vymezení prostoru na nanesení vzorků 

a zbylý prostor byl zalit čerstvě připraveným zaostřovacím gelem. Gel se nechal 

zpolymerovat. Po zpolymerování zaostřovacího gelu byly vyjmuty hřebínky a gel tak byl 

připraven na nanášení vzorků. 

   

 

Tabulka 3: Příprava SDS polyakrylamidových gelů pro elektroforézu a zymografii 

Roztok 
Separační gel (10%) 

Elektroforéza [ml] 

Separační gel (10%) 

Zymografie [ml] 

Zaostřovací gel 

elfo + zymo [ml] 

A – akrylamid 10 10 1 

B – SDS 0,3 0,3 0,1 

C – TRIS pH 8,8 15 15 0 

D – TRIS pH 6,8 0 0 5 

H2O 4,4 2,4 3,8 

Substrát – xylan 0 2 0 

TEMED 0,02 0,02 0,005 

G – persíran 0,3 0,3 0,15 
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2) Příprava vzorků 

Vzorky byly napipetovány v poměru 1:1 se vzorkovým redukujícím pufrem, tj. 20 µl vzorku a 

20 µl pufru. Rozpuštěné vzorky v pufru byly povařeny ve vroucí vodě po dobu 1 minuty. Po 

vychladnutí byly vzorky připraveny k nanášení. 

 

3) Provedení elektroforézy 

Skla drţící gely byla vsazena do nádoby s pufrem. Prostor mezi deskami s gely (anodová 

nádoba) byl zalit čerstvým elektrodovým pufrem a spodní katodová nádoba byla naplněna 

elektrodovým pufrem. Do jamek gelů byly naneseny vzorky o objemu 10 – 40 µl podle 

koncentrace proteinů ve vzorku a podle velikosti gelu. K aparatuře byly připojeny vodiče ke 

zdroji a chlazení. Na zdroji byla nastavena hodnota napětí 10 – 20 V na 1 cm délky gelu, při 

které elektroforéza probíhala. V průběhu elektroforézy byl sledován postup čela 

elektroforézy, tedy postupu nejrychlejších vzorků, a při dosaţení čela blízko konce gelu byla 

aparatura odpojena od zdroje napětí. Trvání separace záviselo na velikosti gelu a trvalo 

v řádech hodin. Po dokončení separace byla aparatura rozebrána a gely vyjmuty ze 

skleněných desek. 

 

 

Obrázek 15: Elektroforetická separace na přístroji Protean II Cell (foto autor) 
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4) Zobrazení proteinů a enzymových aktivit 

Separované proteiny byly zviditelněny barvením gelů. Gely z elektroforézy byly obarveny 

pomocí barviva Coomassie Blue nebo citlivější metodou pomocí stříbra. Gely ze zymografie 

byly obarveny barvivem Congo Red. Separované frakce proteinů jsou v gelu viditelné jako 

krátké prouţky, tzv. bandy. 

 

4.6.2 Barvení zymogramu [77] 

 Zymogram zobrazuje aktivní sloţky enzymu díky degradace přidaného substrátu v 

gelu aktivním enzymem. Při obarvení gelu barvivem, které se váţe na substrát, zůstanou místa 

s méně substrátem či ţádným substrátem světlá. V těchto místech se nachází tedy aktivní 

enzym, který substrát rozloţil. 

 

Pouţité přístroje: 

Třepačka   Biosan Mini Rocker MR-1 

Zobrazovací zařízení  Molecular imager Gel Doc XR+ 

 

Potřebné roztoky: 

 Triton 1% 

 Fosfátový pufr (PBS), 25 mM, pH= 6,65 – 6,68 

 Congo červeň 

 1M NaCl 

 

 Po provedení elektroforézy byl gel vloţen do misky na třepačku. Gel byl nejdříve 

renaturován promýváním v 1% tritonu po dobu 30 minut a dále ve fosfátovém pufru třikrát po 

dobu 25 minut. Následně byl gel inkubován 30 – 40 minut v termostatu při 40°C opět 

ponořený ve fosfátovém pufru. Po vyjmutí z termostatu byl gel obarven Congo červení po 

dobu 15 minut. Congo červeň byla poté vymývána 1M roztokem NaCl minimálně třikrát po 

dobu 20 minut, dokud nebyly na oranţovočerveném gelu dobře viditelné světlé bandy. 

V roztoku 1M NaCl se můţe dál gel uchovávat při 4°C. 

 Doby jednotlivých kroků jsou uvedeny pro velký gel (šířka 16 cm), podle velikosti 

gelu bylo moţno je úměrně zkrátit. 
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4.6.3 Detekce bílkovin pomocí Coomassie Blue [77] 

 Coomassie Blue je modré barvivo, které se váţe na bílkoviny a tím zviditelní, kde se 

elektroforeticky separované skupiny bílkovin nacházejí. 

 

Pouţité přístroje: 

Třepačka   Biosan Mini Rocker MR-1 

Zobrazovací zařízení  Molecular imager Gel Doc XR+ 

 

Potřebné roztoky: 

 Barvící roztok: 450 ml etanolu; 100 ml kyseliny octové; 450 ml H2O; 0,5 g Coomassie 

Blue R-250; 2,5 ml formaldehydu 

 Odbarvovací roztok: 250 ml etanolu, 100 ml kyseliny octové, 650 ml H2O, 5 ml 

formaldehyd 

 

 Po provedení elektroforézy byl gel vloţen do misky na třepačku. Gel byl barven 

barvícím roztokem Coomassie Blue po dobu 1,5 – 2 hodiny. Obarvený gel byl poté vymýván 

v odbarvovacím roztoku. Odbarvovací roztok byl během odbarvování průběţně vyměňován, 

dokud nebyly dobře zřetelné tmavě modré bandy na světlém pozadí. 

  

4.6.4 Detekce bílkovin stříbrem [57] 

 Detekce bílkovin stříbrem je velice citlivá metoda schopna detekovat malé mnoţství 

proteinu v řádech nanogramů [57, 78]. Metoda je zaloţena na vytvoření vazby mezi proteiny 

a ionty stříbra [78].  

 

Pouţité přístroje: 

Třepačka   Biosan Mini Rocker MR-1 

Zobrazovací zařízení  Molecular imager Gel Doc XR+ 

Analytické váhy  A&D HA-120M 

 

Potřebné roztoky: 

 Fixační roztok: 200 ml etanolu (40%), 50 ml kyseliny octové (10%), 250 ml H2O 

 30% etanol 

 Deionizovaná voda 
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 0,02% thiosíran: 0,05 g Na2S2O3; 250 ml H2O 

 0,1% dusičnan stříbrný: 0,25 g AgNO3; 250 ml H2O; 0,15 ml formaldehydu 

 3% uhličitan sodný: 7,5 g Na2CO3; 250 ml H2O; 0,375 ml formaldehydu 

 5% kyselina octová 

Roztoky AgNO3, Na2CO3 a roztok thiosíranu byly připravovány vţdy čerstvé. Roztoky 

AgNO3 a Na2CO3 byly poté před pouţitím skladovány při 4°C. 

 

 Na třepačku byla připravena miska, ve které poté probíhalo za stálého míchání 

promývání gelu v následujících roztocích. Objem kaţdého roztoku by měl být vţdy 

minimálně pětkrát větší neţ je objem gelu. Po provedení elektroforézy byl gel vloţen 

do misky na třepačku s fixačním roztokem. Gel byl fixován 60 minut. 

 Dalším krokem bylo vymývání a zcitlivění gelu. Nejdříve byl gel dvakrát promyt 

ve 30% etanolu po 20 minutách. Dalších 20 minut byl gel promýván v deionizované vodě. 

Následně byl gel zcitlivěn 0,02% roztokem thiosíranu (Na2S2O3) po dobu 1 minuty a poté byl 

třikrát propláchnut deionizovanou vodou po 30 sekundách. 

 Následovalo barvení gelu. Gel byl inkubován ve vychlazeném 0,1% roztoku dusičnanu 

stříbrného (AgNO3) po dobu 20 minut. Poté byl vymyt deionizovanou vodou čtyřikrát po 30 

sekundách. V dalším kroku bylo zviditelněno barvení pomocí 3% roztoku uhličitanu sodného 

(Na2CO3). Působením uhličitanu sodného získal gel ţlutou barvu s hnědými bandy. Ihned po 

viditelném zabarvení bandů muselo být barvení zastaveno, aby nedošlo k přebarvení a ztrátě 

informace. 

 Nejdříve byl gel vymyt deionizovanou vodou po 30 sekund a poté byla reakce 

zastavena inkubací v 5% kyselině octové po dobu 5 minut. Nakonec byl gel promyt 

deionizovanou vodou minimálně třikrát po 10 minutách. Gel je moţné skladovat ve vodě při 

4°C delší dobu.  

  

4.7 2D elektroforetická separace 

 Pro dosaţení jemnější separace a podrobnější vizualizace vzorku byla provedena 

dvourozměrná elektroforéza. Pro isoelektrickou fokusaci byly pouţity IPG prouţky o délce 7 

cm s rozmezím pH 3-6 nebo 3-10. Následná elektroforetická separace byla spuštěna na gelech 

o velikosti 10x7 cm (šířka x délka). Separované proteiny byly nakonec obarveny barvivem 

Coomassie blue R-250. Provedení 2D elektroforézy zahrnovalo šest navazujících kroků, 

přípravu vzorků, dehydrataci IPG prouţků, izoelektrickou separaci, ekvilibraci IPG prouţků, 
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elektroforetickou separaci a barvení. První den byly připraveny vzorky pro 2D elektroforézu a 

byly rehydratovány IPG prouţky s nanesenými vzorky. Rehydratace trvala do druhého dne, 

kdy byla provedena izoelektrická fokusace vzorků. Po fokusaci byly IPG prouţky zamrazeny 

do dalšího dne. Třetí den byla provedena ekvilibrace IPG stripů s následnou elektroforetickou 

separací a na závěr byly vizualizovány proteiny barvením. 

 

4.7.1 Příprava vzorků pro 2D elektroforézu a zymogram vysrážením TCA 

 Příprava vzorků pro dvourozměrnou elektroforézu se liší od přípravy vzorků pro 

jednorozměrnou elektroforézu. Nejběţnější technikou získání čistých proteinů je jejich 

vysráţení pomocí kyseliny trichloroctové (TCA) a acetonu. Díky lepším výsledkům byl 

aceton nahrazen acetonitrilem a sníţeno mnoţství TCA. 

 

Pouţité přístroje: 

Centrifuga Hettich MIKRO 22R 

Sonikátor Sonics & Materials Vibra cell 

 

Potřebné roztoky: 

 kyselina trichloroctová (TCA) 

 Acetonitril, ledový- uchovávat v mrazáku 

 Solubilizační pufr: do 10 ml- 4,8048 g pevné močoviny; 0,4 g CHAPS; 0,2 g DTT 

 

 Do Eppendorfových zkumavek byl napipetován 1 ml vzorku a k němu 100 µl TCA 

k precipitaci proteinů. Eppendorfky se potom nechaly stát na ledu po dobu 60 minut. 

Vysráţené proteiny byly poté odděleny pomocí centrifugace při 6000 RPM po dobu 15 minut. 

Ze zkumavek byl odstraněn supernatant. K peletu tvořenému proteiny byl přidán 1 ml 

ledového acetonitrilu a směs byla inkubována na ledu po dobu 30 minut. Následně byla opět 

provedena centrifugace 6000 RPM na 15 minut a supernatant byl slit. Vzniklý pelet byl sušen 

na vzduchu odpařením. K vysušenému peletu bylo přidáno 150 µl solubilizačního pufru a 

pelet se nechal rozpouštět při laboratorní teplotě po dobu 2 hodin. Rozpuštění bílkovin je 

nezbytné pro získání výsledků při 2D elektroforéze a lze mu napomoci sonikací peletu. 

Sonikátor pomocí ultrazvukových rázů rozbíjí pelet. Přitlačením sondy ke zkumavce bylo 

aplikováno čtyři aţ pět sérií ultrazvukových rázů za stálého chlazení sondy a vzorku ledem. 

4.7.2 Dvourozměrná elektroforéza 
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 Při 2D elektroforéze dochází k dělení vzorků podle izoelektrického bodu v jednom 

směru a podle velikosti v druhém kolmém směru. Výsledkem je velice citlivé dělení aţ na 

jednotlivé bílkoviny. 

 

Pouţití přístroje: 

Sestava pro izoelektrofokusaci  Bio-Rad Protean IEF Cell 

Sestava pro elektroforézu  Bio-Rad PROTEAN II Cell 

Laboratorní zdroj   Bio-Rad Powerpac 1000 

     Bio-Rad Powerpac Basic Power supply 

Třepačka    Biosan Mini Rocker MR-1 

 

Potřebné roztoky: 

 Vzorkový rehydratační pufr: do 10 ml- 4,8048 g pevné močoviny (8M); 0,2 g CHAPS 

(2%); 77,125 mg DTT (50mM); 0,1 ml bromfenolové modři 

 Parafínový olej 

 Nanopure water 

 Ekvilibrařní pufr I: 7,2072 g močoviny (6M); 0,8 g SDS (2%); 1,182 g tris-HCl (0,375 

M, pH=8); 13,35 ml glycerol (30%) → těsně před pouţitím rozpustit ve 2 ml roztoku 

0,04 g DTT (dithiothreitol) 

 Ekvilibrařní pufr II: 7,2072 g močoviny (6M); 0,8 g SDS (2%); 1,182 g tris-HCl 

(0,375 M, pH=8); 13,35 ml glycerol (30%) → těsně před pouţitím rozpustit ve 2 ml 

roztoku 0,05 g IAA (jodacetamid) 

 Elektrodový TGS pufr: 100 ml roztoku TGS (3,03 g TRIS; 14,4 g glycinu; 1g SDS; 

doplnit do 100 ml vodou), doplnit do 1 l vodou 

 Agarosový gel: 50 ml agarosy s nízkou teplotou tání v 25 mM Tris, 192 mM glycinu, 

0,1% SDS a kapkou bromfenolové modři 

 Barvící roztok: 400 ml metanolu; 100 ml kyseliny octové; 500 ml H2O; 1 g Coomassie 

Blue R-250 

 Odbarvovací roztok: 400 ml etanolu, 100 ml kyseliny octové, 500 ml H2O 
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1) Rehydratace IPG stripu 

Nejdříve byla připravena destička pro dehydrataci IPG prouţků dlouhých 7 cm. Do prázdných 

dráţek bylo podle koncentrace bílkovin ve vzorku napipetováno 70 – 100 µl vzorku spolu se 

70 – 100 µl rehydratačního vzorkového pufru pro příslušné rozmezí pH. (Pro 17 cm dlouhé 

prouţky bylo pouţito 150 µl vzorku a 150 µl pufru.) Do dráţek se směsí vzorku a pufru byl 

vloţen IPG prouţek s odpovídajícím rozmezím pH. Z prouţku byla nejprve sejmuta ochranná 

fólie a poté byl prouţek přikládán gelem dolů (na vzorek). Dráţky s IPG prouţky byly 

převrstveny 1 ml parafínového oleje a destička byla uzavřena víkem. V tomto stavu byly IPG 

prouţky rehydratovány minimálně 12 hodin. 

 

 

Obrázek 16: Rehydratace IPG proužků v rehydratační destičce 

 

2) Izoelektrická fokusace 

Dále byly připraveny fokusační destičky (s elektrodami) pro danou délku prouţku. Na 

elektrody v destičce byl pro dobrý kontakt přiloţen filtrační papír, na který bylo kápnuto 7µl 

nanopure water. Z rehydratační destičky byly vyjmuty IPG prouţky a nechali se okapat od 

oleje. Poté byly IPG prouţky poloţeny do dráţek fokusační destičky opět gelem dolů a ve 

správné orientaci podle značení na prouţku i destičce (+ na +). Kaţdý IPG prouţek byl přelit 

700 µl parafínového oleje. Destička byla uzavřena víkem a umístěna se na Protean IEF Cell. 

Na Proteanu IEF Cell byl nastaven vhodný program pro fokusaci- 6 fází s postupně se 

zvyšující hodnotou napětí a proudu od 50 do 200 µA/prouţek. Po ukončení fokusace byly 

prouţky vyjmuty z fokusačních destiček a nechali se opět okapat. V tomto stavu byly prouţky 

zamrazeny a skladovány. 
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3) Ekvilibrace 

Po izoelektrické fokusaci byly IPG prouţky vloţeny po jednom do dráţek ekvilibrační 

destičky. Pokud byly IPG prouţky předtím zmrazeny, pak byly před ekvilibrací 15-20 min 

rozmrazovány. Prouţky byly vkládány gelem vzhůru, aby byl gel v kontaktu s pufrem. 

Nejdříve byl připraven ekvilibrační pufr I. Při přípravě se nesměl roztok ohřát na více neţ 30 

°C. Kaţdá dráţka s IPG prouţkem byla zalita 2 ml ekvilibračního pufru I a destička byla 

vloţena na třepačku na 10 minut. Během této doby byl připraven ekvilibrační pufr II. Roztok 

se opět nesmí zahřát na více neţ 30 °C. Pro rychlejší rozpouštění iodacetamidu byla pouţita 

vodní lázeň o teplotě niţší neţ 30 °C. Po uplynutí 10 min byl ekvilibrační pufr I důkladně 

odsát pipetou a IPG prouţky byly převrstveny 2 ml ekvilibračního pufru II. Opět byly IPG 

prouţky omývány pufrem 10 min na třepačce. Poté byl gel opět důkladně odsát a IPG 

prouţky byla několikrát krátce ponořeny do elektrodového TGS pufru. 

 

4) SDS PAGE 

IPG prouţek byl zasunut opatrně mezi skla s SDS polyakrylamidovým gelem tak, aby se 

nepoškodil gel prouţku. Pinzetou byl prouţek zasunut těsně k gelu. Zbylý prázdný prostor 

mezi skly byl zalit rozehřátým agarosovým gelem s bromfenolovou modří. Po ztuhnutí 

agarosového gelu byla skla vloţena do sestavy pro elektroforézu. Nádoba s celou sestavou 

byla zalita elektrodovým pufrem a byla spuštěna se elektroforetická separace. V první fázi 

bylo aplikováno napětí 60 V, dokud bromfenolová modř nepřecestovala z agarosového gelu 

do polyakryamidového. Poté bylo napětí zvýšeno na 200 V. Separace na malém gelu, tj. délka 

dráhy vzorku cca 7 cm, trvala přibliţně 45 min. 

 

5) Barvení 

Při barvení pomocí Coomassie blue bylo postupováno stejně jako u barvení gelů 1D 

elektroforézy. Odlišné bylo pouze sloţení barvícího a odbarvovacího roztoku. Po provedení 

elektroforetické separace byl gel umístěn do misky na třepačku s barvícím roztokem. Nechal 

se barvit po dobu 60 minut. Po obarvení byl barvící roztok vylit a nahrazen odbarvovacím 

roztokem. Odbarvovací roztok byl vyměňován v přibliţně 20 min intervalech, dokud nebyly 

na gelu zřetelné obarvené struktury. 
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4.8 Vyhodnocení elektroforetických metod 

 Obarvené gely ze všech elektroforetických technik byly vyhodnoceny nejdříve 

pohledem. V případě ţe separace proteinů a jejich obarvení proběhly úspěšně, byly gely 

podrobeny detailnější analýze pomocí Gel Doc XR+ nebo denzitometru Model GS-700. 

 

4.9 Hmotnostní spektrometrie 

 Analýza hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF byla provedena ve spolupráci 

s Laboratoří charakterizace molekulární struktury Mikrobiologického ústavu AV ČR. Pro 

analýzu byly pouţity bandy z jednorozměrné elektroforézy dělané na gelu barveném pomocí 

Coomassie blue nebo analogické aktivní bandy ze zymogramu. 

 

4.9.1 MALDI-TOF 

Pouţité přístroje: 

Hmotnostní spektrometr MALDI TOF/TOF  Bruker Daltonics Ultraflex III TOF/TOF 

s pevnolátkovým laserem SmartBeam 

 

Potřebné roztoky: 

 0,1 M 4-ethylmorfolinacetát, pH=8,1 

 50% acetonitril 

 50 mM tris(2-karboxyethly)fosfan 

 

Vybrané dobře viditelné bandy na gelu z elektroforézy byly vyříznuty z gelu, dále nasekány 

na menší kousky a několikrát vymyty v 0,1 M rozotku 4-ethylmorfolinacetátu a 50% 

acetonitrilu. Po úplném vymytí byl ke kouskům gelu přidán 50 mM roztok tris(2-

karboxyethly)fosfanu a směs byla inkubována po dobu 15 min při 80°C. Při 37°C byl pak 

vzorek ponechán přes noc, aby se rozloţil na krátké peptidy. Peptidy byly extrahovány z gelu 

pomocí acetonitrilu. Peptidy byly podrobeny analýze na přístroji MALDI TOF/TOF a data 

analyzována pomocí softwaru Mascot, který porovnává obdrţený výsledek s databází 

proteinů. 
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5 VÝSLEDKY 

Vzorky: 

UC 142 – Butyrivibrio proteoclasticus, kultivace 3 dny 

JK 170 – Pseudobutyrivibrio xylanivorans, kultivace 3 dny 

BF 3071 – Butyrivibrio fibrisolvens, kultivace 4 dny 

 

5.1 Koncentrace bílkovin 

První stanovení 

 

Tabulka 4: Koncentrace bílkovin v první sadě frakcí z gelové filtrace na SEPHADEXU G-25 

Číslo frakce 
Koncentrace proteinů (µg/ml) 

UC 142 JK 170 BF 3071 

1 0,00 38,98 1711,04 

2 35,00 86,71 1399,33 

3 11,14 90,69 973,88 

4 42,96 3,18 1791,07 

5 7,16 0,00 1744,74 

6 0,00 0,00 1403,54 

7 0,00 0,00 1449,87 

8 0,00 0,00 885,43 

 

 

 

Graf 1: Porovnání koncentrací bílkovin v jednotlivých vzorcích první sady frakcí z gelové filtrace 
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Druhé stanovení 

 

Tabulka 5: Koncentrace bílkovin v druhé sadě frakcí z gelové filtrace na SEPHADEXU G-25 

Číslo frakce 
Koncentrace proteinů (µg/ml) 

UC 142 JK 170 BF 3071 

1 0,00 0,00 359,44 

2 0,00 0,00 280,28 

3 13,64 34,63 258,06 

4 0,00 5,77 238,61 

5 8,39 1,52 142,78 

6 16,26 0,00 144,17 

7 0,00 0,00 13,61 

8 8,39 0,00 0,00 

 

 

 

Graf 2: Porovnání koncentrací bílkovin v jednotlivých vzorcích druhé sady frakcí gelové filtrace 
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5.2 Stanovení enzymových aktivit 

První stanovení 

 

Tabulka 6: Xylanázové aktivity první sady vzorků 

Číslo frakce 
Aktivita xylanáz (µg/ml/h) 

UC 142 JK 170 BF 3071 

1 2,19 102,38 12,660 

2 173,02 70,98 20,847 

3 0,00 0,00 20,425 

4 0,00 0,00 0,000 

5 0,00 0,00 0,000 

6 0,00 0,00 0,000 

7 0,00 0,00 17,218 

8 0,00 0,00 251,681 

9 - - 371,444 

10 - - 528,766 

11 - - - 

12 - - 453,819 

 

 

 

Graf 3: Porovnání xylanázových aktivit první sady vzorků, na ose y vynesena aktivita 
N-acetylglukosaminu 
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Tabulka 7: Celulázové aktivity první sady vzorků 

Číslo frakce 
Aktivita celuláz (µg/ml/h) 

UC 142 JK 170 BF 3071 

1 0,00 22,83 0,000 

2 0,00 23,80 0,000 

3 0,00 11,90 2,081 

4 0,00 12,10 4,357 

5 0,00 0,00 0,000 

6 0,00 24,58 30,369 

7 0,00 18,92 19,054 

8 0,00 0,00 13,396 

9 - - 68,867 

10 - - 105,154 

11 - - 56,576 

12 - - 23,996 

 

 

 

Graf 4: Porovnání celulázových aktivit první sady vzorků 
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Druhé stanovení 

 

Tabulka 8: Xylanázové aktivity druhé sady vzorků 

Číslo frakce 
Aktivita xylanáz (µg/ml/h) 

UC 142 JK 170 BF 3071 

1 0 0 0,00 

2 0 11,394 0,00 

3 6,583 58,996 325,11 

4 0 302,574 283,84 

5 0 96,976 217,50 

6 0 0 100,77 

7 0 0 4,56 

8 0 0 4,81 

 

 

 

Graf 5: Porovnání celulázových aktivit druhé sady vzorků 
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5.3 1D elektroforéza, zymografie 

5.3.1 Barvení stříbrem 

 

Obrázek 17: Elektroforéza osmi frakcí z gelové filtrace extracelulárních enzymů JK 170 a nepřečištěné 
kultury (pův. vz.), barveno stříbrem 

 

 

Obrázek 18: Elektroforéza osmi frakcí z gelové filtrace extracelulárních enzymů UC 142 a nepřečištěné 
kultury (pův. vz.), barveno stříbrem 
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5.3.2 Barvení Coomassie blue 

 

Obrázek 19: Elektroforéza extracelulárních enzymů UC 142 a JK 170 s různými podmínkami kultivace: 
X+G - kultivováno na xylanu a glukóze, G - kultivováno pouze na glukóze + porovnání výsledku při 
nanesení různých množství vzorů (15 µl nebo 10 µl) 
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5.3.3 Zymografie 

 

Obrázek 20: Zymogram extracelulárních enzymů UC 142 a JK 170 s různými podmínkami kultivace: 
X+G - kultivováno na xylanu a glukóze, G - kultivováno pouze na glukóze + porovnání výsledku při 
nanesení různých množství vzorů (15 µl nebo 10 µl) 
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5.3.4 Denzitometrie 

Denzitometrická analýza gelů viz Obrázek 19 a 20 

 

Obrázek 21: Denzitometrie gelu barveného coomassie blue, band UC 142- X+G, 10 ul, viz. Obrázek 19; 
osa x- relativní vzdálenost bandu v rámci gelu Rf (relative front); osa y- intenzita bandů 

 

 

Obrázek 22: Denzitometrie zymografie, UC 142- X+G, 10 ul, viz. Obrázek 20; osa x- relativní vzdálenost 
bandu v rámci gelu Rf (relative front); osa y- intenzita bandů 
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5.3.5 Porovnání elektroforézy a zymografie 

 

 

Obrázek 23: Porovnání elektroforegramu a zymogramu od stejného vzorku s vyznačenými 
odpovídajícími bandy 
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5.4 2D elektroforéza 

 

Extracelulární xylanolytické enzymy  bakterie JK 170 

 

 

Obrázek 24: 2D elektroforéza JK 170, orientace náboje při separaci vyznačena + a - 
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Extracelulární xylanolytické enzymy  bakterie UC 142 

 

 

Obrázek 25: 2D elektroforéza UC 142, orientace náboje při separaci vyznačena + a - 
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5.5 Hmotnostní spektrometrie 

5.5.1 Sekvenace na MALDI TOF/TOF 

Protein 1 

MTSGCKMTLVNLYELIRRKIKMAKTIKGADARTAMVEGVNKLADTVRVTIGPKGRN

VVLDKSYGAPTITNDGVTIAKKIELEDAYENMGAQLVKEVATKTMDVAGDGTTTAT

VLAQAMINEGVKMLAAGAMPIVLRKGMKKATDAAVKXISKMATKVKGKKQIMKV

AAVSSGDDKVGQMIADAMKKVSNDGVITIKKXXTMQTELDLVEGMQFDRGYISAY

MATDMDKMEATLEDPFILITDKKISNIQDILPLLEQIVKTGSKLLIIAEDVEGEALTTLI

VNKLRGTFNVVAVKAPGYGDRRKAMLEDIAILTGGKVISSDLGLELRDTTMDDLGR

AKSIKVERERTTIVDGLGNKDDIKARVAQIKKQIEDTTSDFDKEKLQERLAKLAGGVA

VIRVGAATKETEMKEAKVRMEDALNATRAAVEEGIIFGGGGAVINASKEVAKLVDA

LEGDEKTGAKVVLKALEAPLFHIANNAGLDGGVIVNKVKEGKQGVGFNAYTEEYVD

MVKDGIIDPAKVTRSALQNATSVASSFLTTEAAVATVKEPVPPMPAGGAGMGMGM 

 

Protein 2 

MEKNRIRPVKAGKNLRMSYSRQKEVLEMPNLIEVQKDSYDWFVKDGLKEAFADISPI

QDRCNQLELMFVDFTLCKDEVKYTIPQCKERDATYAAPLKVKVRLVNKESGDMQE

MEIFMODLFLMTDTGTFVINGAEKVIVSQLVRSFGIXYAIGMDKIGKELYSCTVIFNK

GAWLEYETDSNDVFYVRVDKNRKVFVTVLIRALGLGTNQEIIDVFGEEPKILATFAK

DPAITEKNPGQSYEGGLLELVRRLRPGEPLAKDSAESLIHGMFFDPRRYDLAKVQRY

KFNKKLMLKNRITGHVLEADVIDTTTGEIIAKAGDKVTLEMAEEIQNAAVTHVFIQTE

TRNVKVLSNMMVDITKFVDCDAKALGITELVYYPVLERILEENTTKEDIEDAIARSVA

DLIFKMITVEDIFASINYNMMLEYGIGKEDDIDMLGNRRIRAVGELLONOYRIGLSRLE

KVVREEMTTRDLEDISFQNLINIKFVTAAIKEFFGSSQLSGFMVQNNPLSRLTHKRRLS

ALQPGGLSRDRAGFKVRDVHYSHYQRMCPIETPEQPNIGLINSLASYARINEYQFVEA

PVRRIDKSDPQNPRVTDEVVYMTADEEDNYRVAQANVKLDEEGMFMRKNVSGRFR

EETQEYDKTMFDYMDVSPKMVFSVATASIPFLQNDDPTRALMGSNMQRQAVPLLTT

EAPVVGTGMEPKTAVDSGVCVVAKRAGIVEMSETNRIIVKADEDGTRDEYTLFKFTR

SNQSNCYNQRFIVFKGDMVEAGEVIADGFSTKNGELALGRNFLIGFMTWEGYNYEPA

VLLSEKLVQDDVYTRIHIKEYKIDARDTKLGPEEITRDVAGVGDDALKDLDKSGIIRIG

AKVRAGDILVGKVTPKGETEKTPEERLLLAIFGEKAKEVRDTSLRVPHGAYGIVVDA

KVFTRENGDELSPQVNKSVRTYIAQKRKIGVODKMAGRHRNKGVVSRVLPVEDMPY

LPNQRPLDIVLNPLQVPSRMNIGQVLEIMLSLAAKAAALGFDIETPVFDGAKEIDIQDT
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LELANDYVNMPFDKEEAENGEETFYDKYVDILREDVMEYLATNRAHRALWKGVPIS

RDGKVQLRDGRTGQFFDGFVTIGHMMYSLKLMMLVDDKIMARSTGFYSLVTGGFL

GGKAOFGGGORFGEMEVWALEAYGASYTLOEILTMKSDDVIGRVKTYEAIIKGENIF

EFGIPESFKVLLKELQSLGLDVRVLDENREEVELMETSEYGNTDLNAIIAGSDRNFAFE

DDNSFAQAGFSTKKFDTEGELVDDEEEQFEDEEDFSDIPTDFDEE 

 

Protein 3 

GPMMADDVVITARNNGPYMIKGSFRIVTQGGRELRVEQGQAWLCRCGHSLNKPFCD

GSMKRVEFDSNLD 

 

Protein 4 

MAKAKFDRSKPMVNIGTIGRVDMGKTTLTAAITAVLADRGFSPAVAFDQIDKAPEEK

ERGITINSAMIEYETANRMYAMVDCFGMADYVKNMITGAAQMDGSILVVAATDGV

MAGTKEMVLLAKQVGVFYIIVFMNKCDMVDDFELLDLYEMEIRDLLTEYEFFGDDT

HIIRGSALKALEDPEKSEWGDKIIELMDTVDSYIPEPTRETDRPFLMPVEDVFTITGRGT

VATGRVERGHLNLNDEIEVGIKEETSKSVCTGIEMFRKTMDYCEAGDNVGLLLRGVD

RDGIQRGQVVTKPGTVTCHTKFTAEVYVLTRDEGGRMTPFFTNYRPQFYFRTTDVTG

VCNLPDGVEMCMPGDMVTMSIELIMPIAMEQGLKFAIREGGRTVGSGKVATIVE 

 

Protein 5 

MSYKFETLGLMVGQEQDPATDARAVPIYQTTSYVFRNSQHAADRFGLADAGNIYGR

LTNSTQDVLEKRLAALEGGSAALALASGAAAITYTIEALAANGGMIVAGKTTYGGSY

NLLAMTLFQFGITTTFVDAMNLAEVEGAIODNTRAIYLETLGNFNSDIFDIDAIAEIAM

KHGLFLVIDNTFGTFYLIKPIEMGADIVVHSATKFIGGHGTTLGGIIVESGKFNWKESG

NYPQIAAPNPSYHGVSFYDAVGPAAFVTYIRAILLRDTGATISPFNAFLLLQGVETLsL

RLDRNAENTKKVVEFLKNNPRVEKVNHPSLSDHPDHALYEKYFPNGGASAFTFEIKG

GKEAAWKFIDNLEIFSLLANVYDVKSLVINPASTTHSQLNDDELADQGITQSTIRLSIG

TEMIDDIIADLEKGFAAV 
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Obrázek 26: Hmotnostní spektrum proteinu 1 

 

5.5.2 Taxonomické zařazení – fylogenetický strom 

 

Obrázek 27: fylogenetický strom pro xylanolytické bakterie vyznačující genetickou příbuznost 
testovaných izolátů 
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6 DISKUSE 

 K analýze extracelulárního xylanolytického aparátu byly vybrány tři anaerobní 

bakterie s významnou xylanolytickou aktivitou- Butyrivibrio proteoclasticus (UC 142), 

Pseudobutyrivibrio xylanivorans (JK 170) a Butyrivibrio fibrisolvens (BF 3071). Kultivací 

bakterií a úpravou bakteriální kultury ultracentrifugací a ultrafiltrací byl získán hrubý 

enzymový vzorek. Vzorek byl dále purifikován a rozdělen do hmotnostních frakcí pomocí 

gelové chromatografie na SEPHADEXu G- 25 nebo G-75. 

 

6.1 Obsah proteinů a aktivity enzymů 

 V jednotlivých frakcích kaţdého vzorku jímaných při gelové chromatografii byla 

změřena koncentrace bílkovin citlivou metodou podle Bradfordové. 

 První separovaná série vzorků (první stanovení) viz. Tabulka 4 ukázala velkou 

odlišnost mezi koncentrací proteinů bakterií UC 142 a JK 170 a Bf 3071. Extracelulární 

enzymy bakterie UC 142 se objevily ve druhé aţ páté frakci a to v nejniţších koncentracích ze 

všech tři bakterií o hodnotách mezi 7 – 43 µg/ml. Extracelulární enzymy bakterie JK 170 byly 

jímány v první aţ čtvrté frakci o vyšších koncentracích mezi 3 – 91 µg/ml. Koncentrace 

proteinů v kultuře BF 3071 značně převyšovala hodnoty ostatních vzorků. Proteiny byly 

nalezeny ve všech frakcích o vysokých koncentracích mezi 885 – 1791 µg/ml. Rozdíly mezi 

jednotlivými vzorky ukazuje Graf 1, kde bylo kvůli velkým rozdílům hodnot koncentrací 

pouţito na příslušné ose logaritmické měřítko. 

 Druhá separovaná sada vzorků (druhé stanovení) viz. Tabulka 5 ukázala podobné 

výsledky jako první sada. Koncentrace bílkovin ve všech vzorcích byla však niţší neţ při 

první separaci. Enzymy bakterie UC 142 se opět objevily ve čtyřech frakcích o koncentracích 

8 – 16 µg/ml. Proteiny se tentokrát objevily ve 3, 5, 6 a 8 frakci, z čehoţ lze usuzovat, ţe 

separace frakcí probíhala pomaleji kvůli hustšímu sesazení gelu SEPHADEXu nebo kvůli 

defektům v gelu. Proteiny ve vzorku JK 170 se objevily ve třetí aţ páté frakci, kde pouze ve 

třetí frakci byla významná hodnota koncentrace 35 µg/ml. V případě BF 3071 se proteiny 

objevily kromě poslední ve všech frakcích, tentokrát však o niţší, ale stále významné 

koncentraci mezi 14 – 359 µg/ml. Názorné porovnání ukazuje Graf 2. 

 První a druhá sada vzorků zde reprezentují i následující měření s vypovídajícími 

výsledky. Koncentrace proteinů byly ve frakcích většinou relativně nízké. Pro získání vyšší 

koncentrace bylo jímáno více frakcí nebo větších objemů frakcí, protoţe malé proteiny putují 

gelem SEPHADEXu déle neţ velké molekuly. Další proteiny se však nepovedlo zachytit. 
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Dále byl pouţit SEPHADEX s většími mezerami v matrici, protoţe proteiny mohly být příliš 

velké, ţe matricí ani neprošly. Místo SEPHADEXu G-25 byl tedy pouţit SEPHADEX G-75 a 

koncentrace proteinů ve sbíraných frakcích se zvýšila. Z toho vyplývá, ţe extracelulární 

enzymy xylanolytických bakterií UC 142 a JK 170 jsou větší molekuly, čemuţ nasvědčuje i 

fakt, ţe proteiny prošly kolonou a byly jímány v prvních frakcích. U enzymů bakterie Bf 3071 

se neprojevil tak velký rozdíl mezi frakcemi.  

 

6.2 Enzymové aktivity 

 Po změření koncentrace bílkovin byly u stejných frakcí změřeny enzymové aktivity za 

pomoci činidla PAHBAH a spektrometrického měření. 

 U první sady vzorků byly změřeny aktivity xylanáz (Tabulka 6) a celuláz (Tabulka 7). 

Aktivita xylanáz bakterie UC 142 byla stanovena v první a druhé frakci. V první frakci byla 

aktivita však velmi nízká (2 µg/ml/h), coţ se nedá povaţovat za významný výsledek. V této 

první frakci nebyly ani detekovány ţádné bílkoviny. Je ale moţné, ţe koncentrace bílkovin 

byla niţší neţ detekční limit metody, ale obsaţené enzymy byly natolik aktivní, ţe i přes 

malou koncentraci byla aktivita zaznamenána. Ve druhé frakci byla jiţ naměřena vyšší 

aktivita xylanáz (173 µg/ml/h), coţ odpovídá i výskytu proteinů v této frakci. V následujících 

frakcích UC 142 byly také detekovány proteiny, ale nešlo uţ o xylanázy, jelikoţ v těchto 

frakcích byla xylanázová aktivita nulová. Ve frakcích enzymů bakterie JK 170 byly 

detekovány aktivity 102 µg/ml/h v první frakci a 71 µg/ml/h v druhé frakci, obě tyto hodnoty 

lze povaţovat za významné a také odpovídají přítomnosti bílkovin v prvních dvou frakcích JK 

170. Vidíme, ţe neplatí, ţe čím více proteinů ve vzorku tím větší aktivita. Následující frakce 

opět obsahovaly proteiny, ale xylanázová aktivita byla v nich nulová. U bakterie BF 3071 

bylo ve všech osmi měřených frakcích přítomno velké mnoţství proteinů, xylanázové aktivity 

byly ale detekovány v prvních třech frakcích o niţší aktivitě kolem 20 µg/ml/h, ve frakcích 4 

– 6 byla xylanázová aktivita nulová a v následujících dvou frakcích začala výrazně stoupat na 

252 µg/ml/h. Ke vzorku BF 3071 byly proto pomocí gelové chromatografie separovány další 

frakce na celkový počet 12 frakcí. V nových frakcích BF 3071 byly pak změřeny vysoké 

aktivity mezi 371 – 529 µg/ml/h. Opět se tedy potvrdilo, ţe ve vzorcích UC 142 a JK 170 jsou 

xylanázy zpravidla vetší molekuly a ve vzorku BF 3071 jsou molekuly velké i malé. Názorné 

porovnání jednotlivých vzorků ukazuje Graf 3. 

 V první sadě vzorků byly pro srovnání také změřeny celulázové aktivity. U bakterie 

UC 142 nebyly detekovány ţádné celulázové aktivity. U bakterie JK 170 pak byly nalezeny 
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celulázové aktivity téměř ve všech frakcích, jejich hodnoty však nebyly tak vysoké jako u 

xylanáz (kolem 20 µg/ml/h). Celulázy bakterie BF 3071 byly detekovány ve frakcích 3 – 12, 

přičemţ aktivnější byly ve vyšších frakcích tedy u menších molekul. I v případě BF 3071 

měly xylanázy aktivity vyšší neţ celulázy. 

 Druhá sada frakcí viz Tabulka 8 byla jiţ změřena pouze na. Xylanázy bakterie UC 142 

byly tentokrát aktivní jen ve třetí frakci, coţ odpovídá výskytu proteinů v této frakci. Stejně 

jako v první sadě byly detekované bílkoviny i v následujících frakcích, ale jiţ nešlo o aktivní 

xylanázy. Xylanázy bakterie JK 170 měli opět vyšší aktivitu neţ xylanázy UC 142. Proteiny 

byly u druhé sady frakcí JK 170 detekovány v třetí aţ páté frakci, ale aktivní xylanázy byly 

detekovány jiţ o frakci dříve, tedy ve frakcích 2 – 5. Aktivity xylanáz BF 3071 byly 

detekovány od třetí frakce a aţ do šesté frakce se pohybovaly v rozmezí vysokých hodnot 101 

– 325 µg/ml/h. Porovnání xylanázových aktivit všech vzorků druhé sady frakcí zobrazuje 

Graf 5. 

 

6.3 Elektroforetická separace proteinů a zymografická vizualizace 

xylanáz 

 Obsah proteinů a enzymové aktivity byly dále vizualizovaný pomocí 

elektroforetických metod. Pouţité metody byly jednorozměrná elektroforéza, zymografie a 

dvourozměrná elektroforéza. 

 Výsledky jednorozměrné elektroforézy byly vizualizovány především barvením 

stříbrem, protoţe tato metoda je citlivější neţ barvení Coomassie blue a koncentrace proteinů 

ve vzorcích byla většinou nízká. Na Obrázcích 17 a 18 je vidět výsledek separace 

extracelulárních enzymů bakterií JK 170 a UC 142. Na oba gely bylo naneseno osm frakcí 

přečištěných při gelové filtraci a poslední je pouze zahuštěný původní vzorek (nepřečištěný 

gelovou filtrací). Mezi purifikovanými vzorky a původním vzorkem je viditelný rozdíl. 

Filtrované vzorky mají jasně rozpoznatelné a ostřejší bandy. V původním nečištěném vzorku 

je viditelné mnoţství jiných struktur a zabarvení dráhy vzorku a hledané bandy se zdají 

rozmazané. Některé bandy jsou však v nečištěném vzorku více viditelné nebo dokonce na 

pročištěném vzorku úplně zmizely. U elektroforegramu JK 170 na Obrázku 17 je zjevné, ţe 

první frakce gelové chromatografie obsahovali především velké molekuly, bandy jsou tedy 

viditelné nahoře, putují polyakrylamidovým gelem pomaleji. Podle velikostního standardu se 

hmotnosti bílkovin pohybovaly kolem 140 kDa a 100 kDa. Další frakce, jak bylo jiţ dříve 

zmíněno, ţádné proteiny o menších velikostech neobsahovaly. 
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 Detekce bílkovin pomocí Coomassie Blue byla pouţívána v případě vyššího obsahu 

proteinů ve vzorku nebo pro gely, z nichţ se poté vyřezávaly bandy na hmotnostní 

spektrometrii, jelikoţ barvivo Coomassie blue je kompatibilní s MS analýzu. Gel obarvený 

Coomassie Blue je na Obrázku 19, kde jsou porovnávány vzorky s různými podmínkami 

kultivace a různé mnoţství naneseného vzorku. Bakterie byly kultivovány na substrátu z 

xylanu a glukózy (X+G) nebo jen na glukóze (G), coţ způsobilo i nepatně odlišné sloţení 

enzymového komplexu vyprodukovaného bakterií. Na elektroforegramu jsou proto některé 

bandy od stejné bakterie jinak intenzivní, sloţení však zůstává pořád stejné, pouze se mění 

poměr zastoupení komponent. Tomuto elektroforegramu odpovídá zymogram na Obrázku 20. 

Zymogram zobrazuje, jaké bandy na elektroforegramu jsou aktivní a vzájemně si odpovídají 

(viz. Obrázek 23). Čím je oblast světlejší, tím je enzymová aktivita větší. 

 K elektroforegramu (Obrázek 19) a zymogramu (Obrázek 20) se vztahuje 

denzitometrická analýza na Obrázcích 21 a 22. Denzitometrická analýza byla provedena pro 

kaţdou dráhu vzorku. Dráha vzorku s vyznačenými bandy je zobrazena ve spodní části pod 

grafem. V dráze vzorku je vyznačena relativní vzdálenost bandů v rámci délky gelu. Tyto 

bandy jsou pak vyneseny v grafu, který zobrazuje intenzitu daného bandu a také odděluje 

samotný band (separovaný vzorek, zeleně vyznačeno) od pozadí (gel, šedě vyznačeno). Tímto 

způsobem pak lze vizualizovat objem vzorku v jednotlivých bandech, případně spočítat jejich 

relativní objem. Jde o názornější vizualizaci elektroforegramů či zymogramů a jejich 

semikvantitativní analýzu. 

 Bakterie JK 170 (Obrázek 24) a UC 142 (Obrázek 25) byly dále separovány pomocí 

2D elektroforézy. V horizontálním směru byly proteiny separovány pomocí izoelektrické 

fokusace a ve vertikálním směru byla provedena elektroforetická separace. Na Obrázcích 24 a 

25 je zřejmé, ţe proteinů o stejné molekulové hmotnosti (elektroforéza) můţe být více, ale liší 

se svým izoelektrickým bodem (izoelektrická fokusace) a naopak. Proto je 2D elektroforéza 

citlivější detekční metodou neţ 1D elektroforéza. V případě 1D elektroforézy se můţe skrývat 

více proteinů v jednom bandu, u 2D elektroforézy se tento počet stejných proteinů na jednom 

místě minimalizuje nebo se dokonce separují jednotlivé proteiny. Opět se potvrdilo, ţe 

nejvíce bílkovin mělo hmotnost kolem 140 kDa a 100 kDa u obou bakterií. 
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6.4 Hmotnostní spektrometrie 

 Sekvenací vybraných pěti bandů ze zymogramu Butyrivibrií na hmotnostním 

spektrometru MALDI TOF/TOF byly získány sekvence krátkých peptidů. Tyto sekvence se 

neshodovaly s ţádnými záznamy v databázi proteinů. Proteiny nemusely být nalezeny 

z několika důvodů. Na gelech z dvourozměrné elektroforézy je vidět, ţe více proteinů o 

různých izoelektrických bodech má stejnou hmotnost, a protoţe byly pro hmotnostní analýzu 

pouţity bandy z jednorozměrné elektroforézy, mohlo se stát, ţe band, který byl povaţován za 

jeden protein, mohl být ve skutečnosti směs více proteinů. V záznamu z hmotnostní 

spektrometrie je dále uvedeno, ţe se jedná o proteiny s různými funkcemi, coţ potvrzuje 

předpoklad, ţe mohlo být analyzováno více proteinů najednou. Nevyvrací to ale, ţe uvedené 

proteiny nejsou xylanázy, protoţe protein nebyl identifikován. Můţe se jednat o nově 

nalezené xylanázy, které se v databázi proteinů zatím nenachází. 
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ZÁVĚR 

 Cílem této diplomové práce bylo charakterizovat xylanolytické enzymy bakterií rodu 

Butyrivibrio a Pseudobutyrivibrio pomocí proteomických metod. Gelovou filtrací kultur 

extracelulárních enzymů bakterií Butyrivibrio proteoclasticus (UC 142), Pseudobutyrivibrio 

xylanivorans (JK 170) a Butyrivibrio fibrisolvens (Bf 3071) byl získán čistý enzymový 

vzorek. V enzymovém preparátu byly stanoveny koncentrace bílkovin a enzymové aktivity 

xylanolytických enzymů. Enzymatický komplex byl poté analyzován pomocí jednorozměrné i 

dvourozměrné elektroforézy a xylanolytická aktivita byla vizualizována pomocí zymografie. 

Aktivní bandy ze zymogramů Butyrivibrií byly dále podrobeny analýze na hmotnostní 

spektrometrii MALDI TOF/TOF. 

 Výsledky ukázaly, ţe koncentrace proteinů v čistém enzymovém preparátu bakterií 

UC 142 a JK 170 nebyly příliš vysoké, v případě BF 3071 byly koncentrace vyšší. Navzdory 

nízkým koncentracím byla však naměřena významná xylanázová aktivita u všech zmíněných 

bakterií. Následná elektroforetická vizualizace proteinů a enzymových aktivit byla 

denzitometricky vyhodnocena. Z těchto dosaţených výsledků lze říci, ţe aktivní xylanázy 

bakterií UC 142 a JK 170 jsou převáţně molekuly o větší molekulové hmotnosti kolem 

140 kDa a 100 kDa, v případě bakterie BF 3071 jsou aktivní xylanázy velké i malé molekuly. 

Nejvyšší aktivity byly naměřeny u xylanáz bakterií BF 3071 a JK 170, xylanázy bakterie UC 

142 měly aktivity niţší. Analýzou pěti aktivních xylanáz ze zymogramu na hmotnostní 

spektrometrii byly získány krátké aminokyselinové sekvence. Při porovnání s proteinovou 

databází nebyla nalezena ţádná shoda s jiţ známými enzymy. Byly tedy nalezeny nové 

proteiny doposud nepopsané. 

 Získané výsledky dokazují, ţe všechny cíle práce byly splněny. Práce přispívá 

k rozšíření poznatků o xylanolytickém komplexu enzymů bakterií rodu Butyrivibrio a 

Pseudbutyrivibrio. Výzkum navazující na tuto práci se bude zaměřovat na popis vlastností 

nově nalezených proteinů. 
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