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1. Uvod

Zacatek moderniho filstupu k vyuzivani enzyinse datuje do roku 1874, kdy byla poprvé
izolovana frakce enzyin tzv. rennetz telecich Zaluidlla vyuzita v procesu vyroby syru. Tato
smes zaloZend zejména na chymase (renninu) a dalictgnsim mnozZstvi zastoupenych
proteas a lipas umaije v Zaludku telat travit kasein. Od té doby nashzymy uplaténi

v detergentech, vyr@bpapiru, kozsstvi a textilnim pimyslu. DalSim ohromnym sektorem,
kde se uplaiuji je potravinésky pimysl, zejména vyroba pea, vina, syil, ovocnych dzus

a kavy.

VyuZziti enzymi ve vyZziw zvirat je ponérné mladou strategii. &koliv jsou enzymy ¥domg

¢i newdonme ¢lovékem vyuzivany po tisicileti v procesech jako vstai, syrdstvi nebo
maso-zpracovatelském gonyslu, jejich prvni komeni vyuziti ve vyzi¢ zvifat spada do
osmdesétych let 20. stoleti, kdy se na trhu objgkiravek na bazi odpadnich enzaym
z kvasného gimyslu pro zvySeni vyuZzitelnostigamene u dibeZze. Nasledoval rychly vyvoj
desitek aditiv na bazi enzynpro vyuZziti ve vyZi¢ dribeze a v menSi i@ prasat. Vyzkum
exogennich enzyin zatal ve dvacatych letech minulého stoleti a k dne&niini bylo
publikovano vice nez 1300 studii. Pouziti enyjako krmnych aditiv ma dramaticky vliv na
vyuzitelnost ®kterych krmiv ve vyzi¢ hospodéskych zvfat, zejména dibeze. Jejich
vyznam stoupda s pouzivanim ndgakostnich obilovin, jako je fgnen a pSenice.rfBdpoklada
se, Ze jejich budouci vyznam bude nadale stoupdt @ zajmem gimyslu o jejich vyvoj,
vyrobu a klesajici cenu.

V roce 2005 se hodnota trhu s enzymy odhadoval2 naliardy USD (Godfreya West,
1996), z toho trh s krmnymi enzymy je odhadovard®@ milioni USD (Brufauet al., 2006).
Obrovskym trhem pro krmné enzymy se stéida, vzhledem k masivnimu rozvoji chiov
drabeze pi pouziti malo kvalitnich krmiv.

Vyzkum v oblasti krmnych enzyinse zansiuje na oblasti jako je zvySeni jejickidnosti ve
strew, tepelné a oxidativni stability, odolnostiiév prostedi Zaludku fipadré bachoru
enzymi a rozsteni specifickych enzytnpro mizné druhy zviat na jiné kategorie ztt,
véetre aquakultury, zajmovych chéva chowi exotickych zvfat (Sheppy et al., 2001).
Sowasné moznosti vyuziti geneticky modifikovanych mirganisnd umoziuji produkci
jakychkoliv enzynii na bazi rekombinantnich protéirv GRAS (,generally recognized as



safe”) hostitelich. Oteviraji se moznosti v poudipas, proteas a amylas, geneticky
designovanych pro vyuziti specifického substramvigeciho druhu. Stoupa zajem o enzymy i
z pohledu ochrany Zivotniho preéstli, kdy jejich vyuZivani omezuje environmentalagz,
kterou intenzivni ZivéiSna vyroba finasi.

Enzymy existuji prakticky vSude. Jsodirpzeré produkovany Zzivymi organismy. Tyto
proteiny katalyzuji a urychluji chemické reakce tphajici v Zivych organismech od
aktivaini energii reakce. Do dneSniho dne jich bylo pops&000. TFi-dimenzionalni
struktura enzymn, dana prostorovym navazanim aminokyselin determinspecificitu
enzymu. Podminky, které vedou ke&mw posunu, této slozité struktury, jako &ma teploty,
pH, oxidace fi skladovani, niz8i vodni aktivita apod., vedouei &rené aktivity enzymu.
VétSina enzym nejlépe jisobi @i stredre vysokych teplotach a neutralnim pH (Marquaadt
Brufau, 1997).



2. Endogenni enzymy v travicim traktu hospodarskych zvirat

Celkovy pgeehled hlavnich endogennich enZymn hospodiskych zvfat aclovéka je uveden
v Tab. 1. Jedna se v podstavyhradre o hydrolasy, tj. enzymy hydrolyticky &tici
glykosidické, peptidické a esterové vazby v molékblsacharid bilkovin a tuki. Prevédznou
funkci je uskuté&iovani travicich procés vyjimkou je lysozym, ktery ma také
antimikrobialni @inky. F¥i traveni je lysozym vyznamny urgrvykava, kde rozklada
peptidoglykan bu&né stny bachorovych mikroorganisira podili se na traveni chitinu.

Ve slindch hospodsakych zvfat neni velkd aktivita endogennich travicich enZzym
detekovatelny je pouze lysozym a u prasete tak@ezené nie amylasa s aktivitou asi 100x
nizsi nez uclovéka (Reece, 1998). Rozdily jsou také mezi produkdyen u mla’at a
dosglcu. U mlalat pezvykava@ je vysoka produkce chymasy (renninu), ktera ufog
VeétSi prijem mléka v porovnani s miaty ostatnich savic

Tab. 1: Prehled hlavnich endogennich enzZym travicim traktu hospodskych zvfat a

¢lovéka
Enzym Vyskyt Substréat Koray produkt Poznamka
Amylasa sliny Skrob maltosa, glukosa  ve slinach
pouze u
cloveka a
prasete
Lysozym sliny, Zalud&ni  peptidoglyka aminocukry Vysoké
Stava, sevni n, chitin aktivita ve
Srava slezu
piezvykavd
Pepsin Zaludmi ¥ava  bilkoviny peptidy,
aminokyseliny
Katepsin Zaludeéni ¥ava  bilkoviny peptidy,
aminokyseliny
Zaludeni lipasa Zaludai ¥ava  tuky mastné kyselin, U kojendi je
glycerol, lipasa také
monoglyceridy v dutiné dstni
Chymosin (rennin)  Zaludei $4va  bilkoviny peptidy, u ml&tat

aminokyseliny piezvykavd




Enzym Vyskyt Substréat Koray produkt Poznamka

Trypsin pankreatickd  bilkoviny peptidy,
Srava aminokyseliny
Chymotrypsin pankreatickd  bilkoviny peptidy,
srava aminokyseliny
Pankreaticka pankreaticka Skrob maltosa, glukosa
amylasa Srava
Pankreaticka lipasa pankreaticka tuky mastné kyseliny,
Stava glycerol,

monoglyceridy
Karboxypeptidasa pankreatickd polypeptidy  peptidy,

Srava aminokyseliny
Enterokinasa gevni $ava trypsinogen trypsin funkci je
aktivace
trypsinu
Erepsin — strevni $ava polypeptidy  peptidy,
aminopeptidasy aminokyseliny
Dipeptidasy devni $ava dipeptidy aminokyseliny
Maltasa gtevni §ava maltosa glukosa
Laktasa devni $ava laktosa glukosa, chybi u
galaktosa drabeze
Invertasa sevni $ava sacharosa glukosa, fruktosa
Fytasa gevni $ava kyselina inositolfosfaty, nizka aktivita u
fytova orthofosfat, myo- ¢loveka
inositol

(Arendarik 1986; Reece 1998; Marounetkal., 2003)

2.1. Enzymova aktivita mikroorganismi v travicim traktu

Mikroorganismy jsou vzdy zastoupeny v travicim tcakonvernich zvfat a jsou tedy i
piitomny mikrobialni enzymy. ProtoZe je travici trakirostedi spiSe anaerobni
(mikroaerofilni az strikté anaerobni), probih& zde mikrobialni fermentacear@iteristickym
znakem, kterym se konvém zvirata odliSuji od bezmikrobnich (germ-free) iati je
piitomnost konénych produki kvaSeni - dkavych mastnych kyselin (Tab. 2). Konven

zvirata maji takeé jiné sloZenitevnich plyri.



Tab. 2: Fyzikélni, chemické a mikrobiologické charaktekigt sttevnich kompartmeit

Vv nichZ probiha mikrobiélni fermentace

Charakteristika Vlastnost
Fyzikalni
pH 5,5-6,9
Redoxpotencial -350 az—400 mV
Teplota 38-4%C
Osmolarita 250-350 mOsmol/kg
SuSina 10-18 %
Chemické
Plynna faze (%) CQ65; CH, 27; N, 7; G, 0.6; H 0.2
Chemické
Tékavé mastné kyseliny (mM) Acetat 60-90

Propionat 15-30
Butyrat 10-25
VysSi a s rozétvenymietzcem 2-5

Nettkavé mastné kyseliny (mM) Laktat < 10

Aminokyseliny a oligopeptidy < ImMifiomen 2-3 h poffimu potravy
Amoniak 2-12 mM

Rozpustné sacharidy < 1mNiifmmen 2-3 h poifjmu potravy

Nerozpustné polysacharidy z potravy VZzdy piitomny
(celulosa, hemicelulosa, pektin)

Nerozpustné polysacharidy endogenni Vzdy piitomny

(mukopolysacharidy)

Lignin Vzdy pritomny

Mineralie Hodrié Na, obecn dostatek

Stopové prvky/vitaminy Vzdyiftomny, hod# vit. B
Mikrobiologické

Rastoveé faktory Vzdy ftomny, puriny, pyrimidiny, neznameé

faktory

Mikrobiologické

Bakterie 10-11 log CFU/g, > 200 diuh

Prvoci 4-6 log CFU/qg, 25 rad

Anaerobni houby 3-5 log CFU/g, 4 rody

Bakteriofagy 7-9 logéstic/ml

(Mackie, 1996)



2.2. Modely souziti mikroorganismi a savd

Travici trakt save je pongrné rozmerné prostedi, jehoz funkci je nejen zpracovani, ale takée
uchovavani potravy. Vzdyifgtomné mikroorganismy, hla¥nbakterie, mohou zaifznivych
podminek velmi rychleust, a tak séasto mohou dostat do ,konfliktu“ s hostitelem. Rodl
miry soukzivosti makroorganisf a mikroorganism rozliSujeme i modely jejich souZziti
(Mackie 1996):

. Kompetini
. Koopera&ni
. Kombinovany

Kompetiéni model je u masozZratrccharakterizovan malym vyskytem mikroorganism
v Zaludku, vzhledem k silné produkci kyseliny soliikroby se vyskytuji az v kaudalnich
castech traviciho traktu, kde rozkladaji nestravangky potravy.

Kooper&ni model je u fezvykavd (skot, ovce, koza), mikroorganismy jsotinpo nezbytné

pro traveni rostlinnych polysachalid Krom¢ pomoci g trdveni, mikroorganismy
v piedzaludcich fezvykava také vytvdeji kvalitni proteiny a vitaminy.

Kombinovany model je u négzvykavych bylozravic (kan, slon, kralik), kde se
mikroorganismy podileji na traveni rostlinnych psagharid v tlusttm nebo ve slepém

stre\g.

2.3. Mikrobialni fermentace v travicim traktu

Mista s nej¥tSi aktivitou mikrobialnich enzyinjsou gedzaludky pezvykavd, slepé sevo
nebo tlusté sevo nepezvykavych byloZzravc a vSezravt, a slepa seva diibeze. Probiha
zde gedevsim fermentacaqvazié rostlinnych polysacharida oligosacharid, dale rozklad
bilkovin (nestravené zbytky, travici enzymy) a #tasych latek. Mikroorganismy zde také
zasahuji do metabolismu Zlwych kyselin a provéii i syntézu nap aminokyselin.

V predzaludcich fezvykavdé probihad zejména rozklad rostlinnych polysacharidoz je
proces vyhradh mikrobialni. Risobi zde v prvnitadd bakterie, vyznamny je i podil

anaerobnich hub a v omezenéranjsou aktivni i protozoa. Rozkladany jsou jak bédo



(8krob, inulin), tak strukturni (celulosa, hemideka, pektin) polysacharidy. Sacharolytické
enzymy izolované z bachorovych mikroorganisjsou uvedeny v Tab. 3.

U cloveka je jednim z hlavnich substiiapro bakteridlni fermentaci v thaiku rezistentni
Skrob. Ten je utilizovan bakteriemi nbdBacteroides a Bifidobacterium (Silvi et al., 1999) a
jak bylo v nedavno prokazano také rdelyseburia a Bytyrivibrio (Ramsayet al., 2006) které
produkuji pro kolonocyty proggny butyrat.

V bachoru a tlustém (slepémyeste jsou aktivni i jiné enzymy nez sacharolytické rofesy.
Probiha zde i traveni dusikatych latek. Protedtgti@ktivita byla, spiSe nez nastych
kulturach, sledovana na gaich bachorovych mikroorganisimProteolytickou aktivitu ma asi
12-43 % bakterii, fiéiemz jsou to hlawh sacharolytické druhy radPrevotella, Butyrivibrio,
Selenomonas, Eubacterium, Lachnospira a Sreptococcus. Mnohem menSi proteolytickou
aktivitu maji protozoa. Enzymova aktivita anaerabniiub je prozkoumana nejnéfCotta a
Russell 1996; Leet al., 2002).

Tab. 3: Hlavni sacharolytické enzymy bachorovych mikroorgeani

Bakterie Gen Enzym Substtat
Butyrivibrio fibfisolvens celA endoglukanasa BBG, CMC, L
B. fibrisolvens endl endoglukanasa L,CMC, pNPC,Gs

cedl celodextrinasa CMC, pNPC

bglA B-glukosidasa &Gs
Fibrobacter succinogenes  cel-3 endoglukanasa CMC, L, BBG

endB celodextrinasa CMC, L, BBG

cedA endoglukasana PNPC &5

endArs  endoglukanasa CMC, Avicel
Ruminococcus albus Edgl endoglukanasa CMC

ceA endoglukanasa CMC, XYN

eglVv endoglukanasa CMC

pRA201 p-glukosidasa &Gs
Ruminococcus flavefaciens  endA glukanasa CMC, L, 6Gg

ceA celodextrinasa PNPC, &5

celB endoglukanasa CMC

XynA xylanasa XYN

XynB xylanasa XYN, pNPC




Bakterie Gen Enzym Substtat

F.succinogenes xynC xylanasa XYN, CMC
Neocallimastix patriciatum xylosidasa pNPX
Neocallimastic frontalis xylosidasa XYN, CMC
Lachnospira multiparus poly (1,4a-L) PGA, TGA
galakturonat lyasa
Selenomonas ruminantium 1,4-0-D- TGA
galaktosiduronat
hydrolasa
Streptococcus bovis a-amylasa amylosa, amylopektin
Ruminobacter amylophilus a-amylasa amylosa, amylopektin

dCMC-karboxymetylcelulosa, BBG-R-glukan dpen), pNPC-p-nitrofenyl-R-D-celobiosid,
XYN-xylan, PGA-polygalaktoronat, TGA-trigalaktouran (podle Forsbergt al., 1996,

upraveno).

Aktivitou hydrolytickych enzym v travicim traktu kralik se podrob& zabyvali Marounelet
al. (1995). Z vysledk vyplyva, Ze mikroorganismy se vyhradpodileji na &tpeni celulosy,
hemicelulosy, inulinu, pektinu a rdaviny a participuji i na rozkladu skrobu, ligic bilkovin
(Tab. 4). Nejvyssi aktivita mikrobialnich enzyrje ve slepém &\, kde je 2—6 krat vyssi
nez v tr&niku. Mikrobialni pektinasy jsou pafm¢ aktivni i v Zaludku, prawpodobré
vlivem koprofégie.

Tab.4. Aktivita hydrolytickych enzym v travicim traktu kralik

Enzym Rivod Zaludek Tenkéwvo Slepé gevo Tranik
Lipasd e, m - 22 198 98
Amylas& e,m - 1786 3081 772
Celulasa m - 29 303 57
Xylanasa m - 147 1505 370
Pektinasa m 979 384 3046 724
Inulinas& m - 39 257 60
Laktasd e, m - 57 525 83
Invertasa e, m 242 265 899 223
Maltasd e,m - 1168 2824 566




Enzym Rivod Zaludek Tenkéwvo Slepé gevo Tranik

R-glukosidasa m - 15 455 101
Ureasi m - 63 2100 384
Proteinasa e, m 4322 1176 3023 805

Vyjadieno jako mmol butyratu vznikléhospenim tributyratu/h®Vyjadreno v mg vzniklého
piislusného monomerniho sacharidd¥yjadieno v mg vzniklé glukosy/HVyjadieno v mg
mocoviny hydrolyzované/h®Vyjadreno jako mg rozlozeného azokaseinu/h.; e, endogemnni

mikrobialni; podle Marouneét al., (1995), upraveno.

U dribeze je velky vyskyt laktobadilve voleti, kde dochéazi k fermentaci jednoduchych
cukni. Laktobacily dibeZze maji také amylolytickou aktivitu (Charetpal., 1983). Kitata po
vylihnuti nemaji na rozdil odét8iny hospodéskych zvfat a ¢lovéka Zadnou aktivitu
endogenni laktasy. U dadp dribeZe je vSak aktivita laktasy v celém travicim tuakysoka
vlivem symbiotické mikrofléry (hlavé laktobacily a bifidobakterie). Naopak celulolytick
aktivita je u diibeZe zcela zanedbatelnd a to i ve slepyédveth, kde dochézi hlayn

k rozkladu nevsebanych aminokyselin, tva¥bamini a uvohovani amoniaku (Larbier a
Leclercq, 1994).

V travicim traktu mikroorganismy takeé rozkladajiskjinu fytovou a zlepSuji stravitelnost a
vstiebavani fosforu. Fytasova aktivita je @elpopsana u bachorovych bakt&denomonas
ruminantium, Megasphaera elsdenii, Prevotella ruminicola, Mitsuokella multiacidus a
Treponema spp (Yankeet al., 1998).

Biosyntetické bakterialni enzymy funguji jak v baadh, tak kaudalnicktastech traviciho
traktu. Glutamét dehydrogenasa, enzyfasinici se asimilace amoniaku viest byl nalezen

u rodi Porphyromonas a Clostridium. DalSi enzymy biosyntézy dusikatych latek nalezené u
strevnich bakterii jsou: glutamat syntaséepsiella, E coli), glutamin syntetasaBécillus,
Clostridium), asparagin syntetas&.(coli, Sreptococcus bovis) a dalSi. Sevni baktérie se
také podileji na syntéze polyamjrpyrimidini apurini jako prekurzok syntézy nukleovych
kyselin (Morrison a Mackie 1996).

Razné stevni bakterie (rodyacteroides, Clostridium, Escherichia, Lactobacillus) se @&astni
biotransformace Zitovych kyselin, prosednictvim dekonjugace, oxidace, epimerizace,
dehydroxylace, esterifikace a desulfatace. Zatidekonjugace a desulfatace zvysuje jejich
toxicitu (Binderet al., 1975), esterifikace a epimerizace hydroxyalych kyselin toxicitu

10



naopak snizuje (Armstrong a Carey 1982). U mnohzhdrodu Eubacterium a také u
nekterych bifidobakterii a klostridii bylo zji&ho, Ze redukuji cholesterol na koprostanon a
koprostanol a snad tak mohotigpivat k jeho vyldovani vykaly (Baron a Hylemon, 1996).
Strevni bakterie mohou vyuZzZivat jako substrat takébaniika a jina I€iva. Sousaet al.
(2008) uvadi, Zzetzné bakterie metabolizuji nagloramphenikol, nitrazepam, metronidazol,
risperidon, metafetamin a celkem dalSich 30 wasné dob pouzivanych [&v a mohou tak

poznenovat jejich &inky a/nebo toxicitu.

2.4 Vliv exogennich enzyni na sirevni mikrofloru hospodéiskych zvirat

Travici trakt hospod&kych zvfat je mistem masivniho vyskytu raziiych mikroorganisrin,
hlavre bakterii. Stevni mikrofléra reaguje bezpréstre na vrEjSi podrety, z nichz hlavnimi
jsou sloZeni potravy, probiotika, prebiotika, artilika, nistové stimulatory, kokcidiostatika a
také exogenni enzymy (Bedford a Apajalahti, 200%)davek exogennich enzymtasto
piinesl zlepSeni stravitelnosti Zivin fada autakr zaznamenala nasledné &m ve slozeni
strevni mikrofléry (Hocket al., 1997; Vahjeret al., 1998). Vzhledem k relati¢nmalému
poctu experiment na prasatech &t8ina udaj v této kapitole plati pro hrabavouitez.
Exogenni enzymy jsowt8inou gidavany jako opdéni proti problematickym slozkam krmiv
a krmnych snési jako jsou zrniny, zejména ryze &neen. Ridavek enzym vede ke zvysSeni
stravitelnosti vlivem depolymerizace vysoce viskiéhnpolysacharidl v buré¢nych sénach.
Vysoce viskOzni traveninbyva icitan vliv na zhorSenou extrakci zivin zéesta (Bedford a
Classen 1992; Classehal., 1995). Jak vSak bylo zj&to davno pedtim, filiSna viskozita
trdveniny niize byt alespid ¢ast&né snizena fidavkem antibiotik (Moran a McGinnis 1968).
Navic problémy s viskozitou prakticky nejsou u béaobnich (germ-free) zvat (Schutte a
Langhout, 1999). Jedna se tedy pkpatobrg o interakci mezi exogegnpodavanym
enzymem, krmivem a takérevni mikroflorou. Podle s@asnych poznatk tedy exogenni
enzymy degradujici béané stny maji ve stew vlastre dva typy aktivit: odnimaji, nebo
naopak zasobuji igvni mikrofléru substratem. Prvni aktivita se upi@ v tenkém sew,
druha v tréniku a ve slepych &tvech (Bedford a Apajalahti, 2001).

V tenkém stewe probihd kompetice o Ziviny mezi hostitelem a jehiaroflérou. U diibeze
dochazi k osidlovani tenkéhaesta jiz v prvnich hodindch po vylihnuti, nejprviieydadaji
grampozitivni bakterie (streptokoky, laktobacilyozokji se objevuji i gramnegativni

anaerobni mikroorganismy (Morishighal., 1992). Dramatické zény ve sloZzeni mikroflory
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tenkého geva byly pozorovany ip porovnani vlivu krmiva na bazi ryze a #pazujicim
obsahem kukitice. Krmna snss s ryZi néla za nasledek vySSi zastoupeni anaerobnich, &vlast
sporulujicich bakterii. Stejné bakterie byly takiénaslovany gidavkem pektinu do kukiéné
krmné sndsi (Wagner a Thomas, 1987}idavek exogennich enzyinmaproti tomu redukoval
viskozitu chymu a redukoval mnozstvi mikroorganismileu (Choctet al., 1999). Fidavek
enzymi pravaEpodobré zvySoval tempo odstii@avani Skrobu a proteiinz tenkého $eva, kde
tudiz zbyvalo mé# Zivin pro mikroby. Obeahplati, Zecim mér stravitelna dieta, tim vice
mikroorganisni. Pridavek xylanas vedl k 60% sniZeni mikrobialni pepaltenkého &va u
21 dennich ktad krmenych sgsi na bazi pSenice (Bedford a Apajalahti, 20013 JetSi
snizeni mikrobialni populacetipes| gidavek avoparcinu. Mechanismusginku redukce
mikroorganisni u antibiotika jiny (inhibéni) nez u endogennich enzgnfsnizeni Zivin).
Pridavek exogennich enzynobecr zvySuje stravitelnost Zivin, hlagrpolysacharid jako je
Skrob (Wyattet al., 1999; Bedford a Apajalahti, 2001).

V tlustém stewe maji exogenni enzymy odliSny vliv neZz vtenkéntewt Nefgastji
pouZzivané xylanasy a celulasy agiitji z polysacharigl monomery (xylosu a glukosu) a také
oligomery, které v tlustém a slepéntest nemohou byt véebany a éstavaji ve vodném
roztoku, kde slouzi jako snadno fermentovatelnyssab pro bakterie. Zkrmovani xylo-
oligomén vedlo ke trojndsobnému zvySeni koncentrace acatdtcu krys (Bedford a
Apajalahti, 2001). Adavek xylanas také ved| ke &n¢ sttevni mikrofléry u déibeze, zvysil
se pa@et xyloso-fermentujicich bakterii, naopak klestgtolaktobacih a enterokok jejichz
dekonjugéni aktivita na Zldové soli negativé ovliviiuje stravitelnost tuk (Schutte a
Langhout 1999). Jini autiotaké zjistili lepSi stravitelnost vitamina pigmeni rozpustnych
v tucich (Hocket al., 1997).

Parkeret al. (2007) podavali exogenni enzymy (Avizyfekuiatim vakcinovanym proti
kokcidiose. Nasledna experimentalni infekce koleidi se projevila vyznamdn nizSim
vyskytem |ézi ve slepychistvech kiiat krmenych enzymy oproti kontrolni skupirAutori
tento efekt roviZ pricitaji zmené mikroflory.

Jako dalSi vedlejSicinky interakci mezi hostitelem, mikroflorou a exagémi enzymy je
uvacno ovlivréni koncentrace polyamina gkavych mastnych kyselin (Silva a Smithard,
1996; Choctt al., 1999). Existuji velké rozdily mezi slozenim noi#éry u miznych jedind,
ale jest vice mezi fiznymi chovy, coZz znesnadje porovnani trznych experimerit
Mikroflora je ovlivnéna pouZzitymi napéj&ami, signifikant@ vice mikroorganistin je i
chovu na podestylce, nez v klecovych chovech (Biéyial., 1999).
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3. Exogenni enzymy jako krmna aditiva

VysS8i organismy vyuzivaji k traveni potravy enzyra/uz ty, které si produkuji sami, nebo
ty, které jsou produkovany mikroorganismy travicitaktu. (Einnost traveni zdaleka
nedosahuje dinnosti 100 %, proto vyuZiti exogennich enZyje vnimano jako roz&ni
moznosti traviciho traktu ztdte. | gres pokroky ve Slecti novych krmnych odid obilovin

a dalSich krmiv, jejich krmna jakost neni optimékniredlnd stravitelnost je nizSi nez
piedpoklad a tabulkové hodnoty. Vyuziti endynjako aditiv ¢asto vede ke zvySeni
stravitelnosti Spath stravitelnych krmiv a vyuziti jejich nutmiho potencialu nezavisle na
variabilni kvalig.

Snizuji vliv variability obsahu nutthich latek v éznych Sarzich a zdrojich dodaného krmiva
a vedou k uniform&si produkci ve skupihzvirat. Velmi dilezity je environmentalni aspekt.
Pokud zviata n€n¢ konzumuji s vysSi konverzi, m&€ondchazi ve vykalech. Pouziti enziym
pramérné snizuje mnozstvi vykalo 20 % a exkreci dusiku u prasat o 15 %, ibeie az
0 20 %.

Enzymy na Evropském trhu s krmnymi aditivy

Registrace a sprava krmnych aditiv spada v EU aopgetence Registru dadovych latek ve
Spoleenstvi, regulaci (ES) 1831/2003 (rev. 72). VSecktky, které projdou schvalovacim
fizenim a jsou povoleny pro vyuZiti ve vy&igviiat ve statech EU jsou uvedeny tiléze 1
dokumentu. Podle registru jsou dabve latky rozdleny doctytr skupin: 1) Technologicke,
2) Senzorické, 3) Nuitni, 4) Zootechnické. Skupina Zootechnickych dé&plych latek je
dalec¢lenéna do 4 funknich skupin, kdy $tSina enzym je registrovanych ve fugki skupirg

4a, coz jsou ,latky podporujici traveni.

Tab. 5: Enzymy registrované dle Registru dghbvych latek ve spotenstvi regulaci (ES)
No 1831/2003 ( rev. 72) jako latky podporujici #av (kat. 4a)

Enzym kéd IUB No. vyrobce (produkt) mikroorganismus
daxXX
3-fytasa 1600 EC 3.1.3.8 BASF (Natupfps Aspergilus niger
(CCBS 109.713)
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Enzym kéd IUB No. vyrobce (produkt) mikroorganismus
4axXX
3-fytasa 1 EC 3.1.3.8 Adisseio (Rovabjio Penicillium
funiculosum
(CBS 111 433)
6-fytasa 5 EC 3.1.3.26 AB Vista (QuantuRichia pastoris
Phytas&) (DSM 15927)
6-fytasa 6 EC 3.1.3.26 DSM Aspergillus oryzae
(DSM 17594)
6-fytasa 1614 EC 3.1.3.26 DSM (Ronozythe Aspergillusoryzae
(DSM 14223)
6-fytasa 1640 EC 3.1.3.26 Danisco (Phyz$§nechizosaccharomyces
pombe (ATCC 5233)
Endo-1,4$- xylanasa 1606 EC 3.2.1.8 Beldem (Belf®ed Bacillus subtilis
(LMG S-15136)
Endo-1,4$- xylanasa 1613 EC 3.2.1.8 SAF-ISIS (SafiZyrfirichoderma
X) longibrachiatum
(CNCM MA 6-10W)
Endo-1,4B- xylanasa 11 EC 3.2.1.8 Danisco (XylarfiseT. reesei
(ATCC PTA 5588)
Endo-1,4B- xylanasa 62 EC 3.2.1.8 BASF (Natugf3in A. niger
(CCBS109.713)
Endo-1,48- xylanasa,8 EC 3.2.1.8 Roal Oy - AB Vistd. reesel
pripravek (Econas) (CBS 114044)
Endo-1,4B-xylanasa, 10 EC 3.2.1.8 Danisco (Avizym&, T.reesel
subtilisinu  a  alfa- EC 3.4.21.62 Porzymé& etc.) (ATCC PTA 5588)
amylasa, sEsny EC 3.2.1.1 Bacillus subtilis
pripravek (ATCC 2107)
B. amyloliquefaciens
(ATCC 3978)
Endo-1,4p- xylanasy a7 EC 3.2.1.8, ECDSM (Roxazym&) A. niger
endo-1,4-glukanasa, 3.21.4 (CBS109.713)
smésny @ipravek
Endo-1,4p-xylanasa a9 EC 3.2.1.8, ECAveve (AveMix®) T. reesal
endo-1,3(4)- 3.2.14 (MUCL 49755)
glukanasa, sisny T. reesei (MUCL
piipravek 49754)
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Enzym kéd IUB No. vyrobce (produkt) mikroorganismus

4axXX
Serin endopeptidasa 13 EC 3.4.21 DSM B. licheniformis
(Ronozym&ProAct) (DSM 5749)
Endo-1,4B-mananasa 3 EC 3.2.1.78 ChemGen B. lentus

(Hemicell) (ATCC 55045)

K dnesSnimu dni bylo v EU autorizovano kolem 40 eniyro pouZiti v éiznych kategoriich
zvitat, difibeZe, prasat a dojnic (Brufat al., 2006). Trhu s enzymy v EU dominujiyfi
skupiny: V Tab. 5 je fghled vybranych aditiv registrovanych v 4a katdagori

Enzymy degradujici viakninu

Jeden z velkych limit vyzivy zvifat je fakt, Ze monogdst(prasata, dibez) neprodukuji
enzymy k traveni vlakniny.iPkrmnych snésich zaloZzenych na pSenici¢peeni, Zitu nebo
tritikale, zn&nou ¢ast vladkniny tvéi rozpustné a nerozpustné polysacharidy hemicefulos
negastji arabinoxylany, ap-glukany (White et al., 1983, Bedforda Classen, 1992).
Rozpustna vladknina zvySuje viskozitu traveniny nkiem stewe a tim naruSuje stravitelnost
Zivin, jejich pgistupnost pro enzymy a mechanicky znetge difusi a pohyb Zivin ke &vni
sttné. Vysledkem je snizenyifistek a dalSi poruchy, jako namespecificka kolitida u
prasat, mazlavé vykaly a popéleniny ketin, tzv. ,hock burns¢asté u brojler.

Obsah vlakniny v obilovinach je velmi variabilni zévislosti na vari¢f lokalite,
geografickych a klimatickych podminkach oblastioterje zn&na i variabilita mezi dietami.
Na rozkladu vlakniny se podili enzymy celulasy, makladu arabinoxylalh tedy slozek
hemicelulosy zase xylanasy [&glukanasy &pici komplexy p-glukanu. VyuZiti &chto
enzymi snizuje variabilitu v produkci, vede k uniformrorkerzi Zivin, pirastkam, a zvySuje
konzistentnost vyuziti krmiv. Dale je znamo, Ze yeny pozitivie ovliviuji slozeni
mikroflory a snizZuji riziko incidence pyma.

Vzhledem k heterogegitmolekuly celulosy a hemicelulosy, mnozstugzmych typ vazeb,
piipadré substituent neni mozné hydrolyzovat tento komplex s pomoch@ enzymu.
Rostliny a mikroorganismy si vyvinuly systém koktejenzyni, tzv. celulosom nebo
xylosom. Jinou strategii byl vznik tzv. multifuftkich enzyni (Khandeparker, 2008).
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Enzymy degradujici kyselinu fytovou

Fosfor je mineral psebny pro mineralizaci kosti, dale se podili na iit@novliviiuje
plodnost. Prasata atdrez jsou schopny stravit vipnéru 30—-40 % fosforu ifitomného
v potraw rostlinného fivodu, kdy zbytek @stava vazan ve vazls kyselinou fytovou, pro
zvirata v nepistupné form. Pro \tSinu kategorii zvht se tak fosfor musitjplavat. Vice nez
polovina fosforu je tedy vylkiovana do progedi a pispiva k environmentalni z#i,
eutrofizaci povrchovych vod.iflavek fytasy vede k hydrolyze fosforu z fytatovyareb a
umozni jeho vsebani a vyuziti. Rdavek fytasy tak vede ke sniZzeni ceny krmiva p
souwasném snizeni environmentalniczat

USA je vsowasné dob nejwtSim producentem dbeziho masa na &¢. S produkci
brojleni, krat a vajec v hodnét29 miliard USD, ZehoZ brojléi predstavuji 22 miliard USD
(2004). \£tSina produkce je zaji&ta rekolika malo spolénostmi, z nichz sstova jednéka je
firma Tyson Foods. Firma kontroluje kaz&hanekietzce vyroby od Slechhi hybridi pres
produkci a michani krmiv. VSechy pouzivané&sinobsahuji enzymy a navratnost investice je
2:1 (Sheppy, 2001).

V osmdesatych letech &y byt enzymy vyuzivany podlefigtupu ,zito +p-glukanasa =
pSenice” a ten se v té dbdackal Sirokého uplatini i v malo- a sedre velké vyrolg. DalSim
pozckjSim z let devadesatych je koncept ,pSenice + »dan= kukiice", ktery se ujal od
roku 1996. Odhaduje se, Ze celgsweé 65 % vSech sisi zaloZenych na visk6znich
obilovinach pro brojlery obsahuje krmné enzymy degiici viakninu, v Evrop az 80 %.
V oblasti vyzZivy prasat je penetrace vyraanzsi, kolem 10 %. Geograficky se da pozorovat
vySSi penetrace krmnych enzima trhu v Evrop, Kanad a Australii, kde se vice vyuzivaji
k formulaci sndsi visk6zni obiloviny. Mé& pak v USA, kde je zakladem kulice nebo
Asijsko-pacificky region, kde jim je s6ja. Tyto fegy predstavuji vyzvu pro vyvoj novych
exogennich enzyin pro nové aplikace, pouzivani krmnych enaym kukui¢nych nebo
sojovych diet u dibezZe je kolem 5 %. Globalnimu vyuZziti g8itfytasa. Nezavisle na regionu
je jeji rozsteni v celoswtvych chovech kolem 8 %, ve vy&wrasat a dibeze, zejména
nosnic. U fytasy se nabizi moznost obsahnout fphodukci brojledi, kde je vyuziti zatim
niZsi.

Vyzkum a vyvoj v oblasti krmnych enzymse zamuje na pekonani problérn

s termolabilitou a oxidmi stabilitou, ktera umozni snazsi a pohéhpouziti, nap véetns
moznosti granulace. V séasné dob je moznost enzymy nanaSet na grang@Sinou pouze

nastikem.
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Enzymy degradujici protein

Protein v diet pochazi ziznych zdroj o nizné kvalit a stravitelnosti. Plodiny, které jsou do
diety za&lenovany jako proteinova krmiva, nagsojacasto obsahuji antinudni slozky, jako
jsou lektin, inhibitory trypsinu. Ty sniZuji absaitaminokyselin na povrchuistva a dokonce
mohou vést k poSkozeni absémiho povrchu. Navic, mlada Zata ¢asto nejsou schopna
slozity proteinovy komplex ze sojové mitay (glycinin, p-konglycinin) vyuZzit. Proteasy jsou
ve velké mie produkovany rostlinami, fikladem jsou proteasy z ananasmanas sp.
(bromelain), ficusuricus sp. (ficin) nebo papajPapaya carica (papain), Ziveéichy (Pepsin,
pankreatin, etc.) nebo mikroorganismé. (oryzae, Rhizopus oligosporus apod.) Proteasy
mohou zvySovat nutfhi kvalitu proteinu a sniZzovat vytavani N ve vykalech.

Samy enzymy musi odolavat presti traviciho traktu zvéte acinnosti jeho endogennich
enzymi. Proteasy tvh sowast komplexniho enzymatickéhdigravku. Spektrum pouziti je

vysokeé, zejména u diet s vysokym zastoupenim sgji.

Enzymy degradujici Skroby

PSenice v Evrop nebo kukiice v zaméi byva povazovana za zlaty standard krmiv.
Napriklad kukuice je pongrné malo stravitelna. U brojlérve stdi 4—21 dny je stravitelnost
Skrobu z kukkice pod 85 % (Noy a Sklan, 1994). StravitelnosbBlrz pSenice séasto v
studiich u australskych aidi. V Evrog se néni pohled na pSenici jako zakladni slozku krmiv
jako na rco co jiz nelze nuttné pozvednout. Rdavek amylasy do krmivaime vést k vysSi

a rychlejSi vyuzitelnosti Skrobu. Efekt je zejmémazorovatelny u selat po odstavu, kdy
dochazi ke kratkodobému propadirfstku z divodu gizpasobovani se novym podminkam,
vyZivé, prostedi a zmnam v imunitnim systému. Amylasy v tomto obdobiue#te zlepSeni

vyuzitelnosti krmiv a v dsledku k vySSim jrastkam.

Budoucnost ve vyvoji krmnych enzyni

Budouci vyzvy ve vyzkumu a vyvoji enzynpro vyzivu zvfat jsou: 1) eliminace a rozklad
antinutrenich faktofi. Tyto substanceasto interferuji s endogennimi enzymy iee¢ a
snizuji tak stravitelnost krmiva. 2) ZvySeni sttalnosti Skrold, proteini, nebo minerd,
které jsou bd pevre vdzany na buftné stny nebo jiné sacharidové i nesacharidové
komplexy a jsou pro travici systém tetie nevyuzitelné. Sem pat vazba fosforu na kyselinu

fytovou, kterd je pro &Sinu organism nestravitelna. 3) Rozlad dalSich specifickych vaze
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které jsou jinak pro travici systém pefie nerozlozitelné. A tim uvolnit vice Zivin. 4)
Suplementace exogennich enZfymladym zvfatim, jejichz travici aparat neni j¢&chopen

tyto enzymy produkovat v adekvatnim mnozstvi.

3.1. Celulasy (B-glukanasy)

Celulosa je spolu s hemicelulosou hlavni rostlistrgkturni polysacharid. Dohromady to
70 % rostlinné biomasy (Ladisctt al., 1983). V rostlid maji za Ukol drzet tvar organ
slouzi jako zdroj energie herbivon. Fisobenim enzyin celulas a hemicelulas, které jsou
obvykle mikrobialniho pvodu, se tyto polysacharidy mohou rozkladat na weiapé cukry a
slouzit jako zdroj energie. Mikroorganismy, tedyubg, bakterie a aktinomycety produkuji t
komponenty celulasyendoglukanasy(EC 3.2.1.4, 1,4-D-glukan hydrolasa)gxoglukanasy
a cellobiohydrolasy (tzv. CBHs) (EC 3.2.1.91, [;®D-glukan cellobiohydrolasa) #-
glukosidasunebo-li celobiasu (EC 3.2.1.2f;D-glukohydrolasa). Produkuji je Buzvla¥,

nebo jako komplex pro hydrolyzu celulosy.

Struktura celulosy

Steny rostlinnych budk sestavaji zejména z celulosy (40-45 %), hemiosiu[30-35 %) a
ligninu (20-23 %) (Ladisclet al., 1983). Celulosa je linearni polymer glukogyglukan
tvoreny molekulami glukosy spojenymi linearpil,4-glykosidickou vazbou s jednoduchou
primarni a komplexni terciarni strukturou. Jednatkelulosy je disacharid celobiosa. Stupe
polymerizace je u celulosy od 500 do 14.000. (Meigini a Schultz, 1966Retszce celulosy
jsou vyrovnany paraletn V nékterych oblastech jsou velmidr® spojeny vodikovym
mustkem, coZ vede k tvokbkrystali, v jinych amorfnich regionech jsou naproti toma je
volné. Stupea krystalizace kolisa od 0—-100 %id&mz nap. u baviny se uvadi 70 % (Fah
al., 1980). Krystalické regiony jsou velndizko pistupné celulase i kysetinzatimco amorfni
regiony jsou pistupny snadno a hydrolyzuji i ve slabé kyselag. v Zaludku. Od toho se

odviji stravitelnost celulosy.
Enzymologie celulas

Celulasy jsou produkovany Sirokym spektrem bakeriub, zahrnujicim aeroby, anaeroby,

mezofilni i termofilni mikroorganismy. Aerobni bakie a houby obvykle produkuji
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extracelularni celulasy a hemicelulasy. Anaerobaktdrie Clostridium thermocellum,
C. cellulovorans, Ruminococcus albus, R. flavefaciens, Fibrobacter succinogenes, Acetivibrio
cellulolyticus) a anaerobni houbWéocallimastix frontalis, N. patriciarum, Piromyces equi)
produkuji enzymy ve forthmultienzymovych agregovanych kompiexteré jsou dinngjsi
nez enzymydch aerobnich mikroorganism

izolovanych z mezofilnich hublrichoderma viride, T. reesei, Penicillium pinophilum,
Spoorotrichum pulverulentum, Fusarium solani, Talaromyces emersonii a Trichoderma
koningii (Coughlana Ljungdahl, 1988). V poslednicliideti letech bylo zjigno, Ze i jiné
mikroorganismy jako ndp termofilni houby $porotrichum thermophile, Thermoascus
aurantiacus, Chaetomium thermophile, Humicola insolens), mezofilni anaerobni houby
(N. frontalis, N. patriciarum, P. communis, Sophaeromonas communis, P. equi, Orpinomyces
sp.), mezofilni a termofini aerobni bakterie (hagellulomonas fimi, Pseudomonas
fluorescens subspcellulosa, Cellvibrio sp.,Microbispora bispora, Clostridium cellulolyticum

a C. cdlulovorans), mezofilni a termofilni anaerobni bakteri& €ellulolyticus, Bacteroides
cellulosolvens, F. succinogens, R. albus, R. flavefaciens, C. thermocellum a C. stercorarium),

a aktinomycety Thermomonospora fusca), produkuji roviz vysoce aktivni celulasové ale i
hemicelulasové systémy (Bhat a Hazlewood, 2001zn¥§nnym objevem je to, Ze vybrané
bakterie nap Pyrococcus furiosus a Thermofilum sp., které rostouip85 a 110°C, produkuji
extrémrE stabilni celulolytické a hemicelulolytické enzyridntranikian, 1994; Winterhalter
a Liebl, 1995).

Tab. 6: Prehled aktivit xylanas a celulas

Enzym Aktivita

Endoglukanasa - endocelulasa -G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-G

(1,48-D-glucan glucanohydrolasa; EC 1 1

3.2.1.4) prerusuje 1,43 vazby na ndhodnych
mistech

Cellobiohydrolasa (CBH) - exocelulasa G-G-G-G-G-6-G-G—

(1,44-D-glucan cellobiohydrolasa; EC T (typ ) T (typ 1)

3.2.1.91) uvoliuje celobiosu z redukujiciho (typ Il) a

neredukujiciho (typ I) konce

Exoglukanasa - glukohydrolasa G-G-G-G-G-G-G-G-G-G-
(1,48-D-glucan glucohydrolase; EC
3.2.1.74) uvoluje glukosu z neredukujiciho konce
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Enzym Aktivita

B-Glukosidasa - celobiasa G-G; G-G-G-G; G-G-G-G-G
(B-D-glucoside glucohydrolase; EC 3.2.1.21) 1 1 1 1 1
uvoluje glukosu z celobiosy a hydrolyzuje
kratkéretézce celo-oligosacharidz
redukujiciho i neredukujiciho konce
uvolnénim vzdy jedné jednotky glukosy

Xylanasa - endoxylanasa S S
(1,48-D-xylan xylanohydrolasa; EC 3.2.1.8) | |
X=X =X=X=X=X=X=X=X=X=X—=X—=X—
T | T
S
prerusuje 1,43 vazby xylanu na nahodnych
mistech s preferenci nesubstituovanych mist

(prevzato z Bhat a Hazlewood, 2001)

Substratova specificita celulas

SloZky celulasy maji svou substratovou specifi¢ifab. 6) Endoglukanasy obvykle deb
hydrolyzuji B-1,4 glykosidické vazby amorfni celulosy, ale nejszhopny &pit celulosu a
celobiosu krystalickou. &které celulasy jsou schopnygit glukany j€mene se sgsnymif-

1,3 iB-1,4 vazby (Petret al., 1986). CBHSs, cellobiohydrolasy a exoglukanasy jsysoce
aktivni na amorfni celulose, ale stafpi i krystalickou celulosu. Jsou specifické ., 4

vazby a nespi krystalickou celobiosu. Existuji 2 typy CHB, pedtoho zda uvaiuji

celobiosu z redukujiciho nebo neredukujiciho kaetece.

B-glukosidasy jsou ¢kdy dleny podle subtratové specificity na apyD-glukosidasy
(hydrolyzuji specificky aryB-D-glukosidy), cellobiasy (hydrolyzuji diglukosidg celo-

oligosacharidy) $-glukosidasy s Sirokym mnozstvim aktivit.

3.2. Xylanasy

Hemicelulosa je po celulose druhd r$v sloZzka rostlinného pletiva, tkioi v priméru -
35% rotlinné hmoty. Zahrnuje s obsahujici nejen glukosu, ale i Siroké mnoZzsiyich
monometi, m.j. xylosu, manosu, galaktosu, arabinosu, mal@oastvi rhamnosy,
glukoronovou kyselinu, metyl-glukoronovou kyselinla galakturonovou kyselinu
(Khandeparker, 2008). Prapolysacharidy obsahujici xylosu a arabinosu, ambjlany,
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jsou jedrmi z castych heteropolymér obsazenych v rostlinach, které se tpatio
hemicelulosy. Arabinoxylany jsou tieny rettzcem p-1,4 spojenych xylosovych jednotek,
z nichz mnohé jsou substituovany v poloze 2, 3 &Be arabinosou. Arabinoxylan je Siroce
zastoupen ndfklad v endospermu pSenice, kdetivd-5 % hmotnosti semene. Otretiny
pSenéného arabinoxylanu jsou ve woderozpustné (McCleary, 2001)eBto, ol slozky, jak
ve vod rozpustna, tak i nerozpustna, maji vysokou kapa@bsorbovat vodu, az
desetindsobek své hmotnosti, coZ znamena, Ze argtany gispivaji k viskozi¢ traveniny

a zpisobuji v krmivech stejné problémy jaReglukany.

Vzhledem ke své heterogenisi Zzada &peni hemicelulosy komplexni enzymaticky aparat,
zahrnujici endoxylanasy, nebo-li xylanasy (EC 3.2.1.8) andomananasynebo takép-
mananasy (EC 3.2.1.78, 134b-manan mananohydrolasa), které réasipaténi strukturu.
Ostatni hemicelulasy, ¢etre B-xylosidasy, f-mannosidasyg-L-arabinofuranosidasyg-D-
glukuronidasy,a-galaktosidasy, acetylesterasy a fenyl esterasyramisvedlejSiiettzce a
funkeni skupiny.

Na rozdil od celulosy d¥e byt hemicelulosova frakce extrahovana zasadiainym
roztokem. V zavislosti na cukernych zbytcich ¢&@nych na patei strukturu molekuly,
muze byt hemicelulosa klasifikovana jako xylan, glmenan, galaktan nebo arabinan,
heterogenni nez xylany z vytrvalych rostlin. Arabiglany jsou ézrné vétvené, u trav vazany
na kyselinu octovou a fenolické kyseliny — ferulavap-kumarovou.

V pletivech rostlin je celulosa&asto obalena a propojena s hemicelulosou a ligninem
vytvarejici dohromady skelet belk, tzv. lignocelulosu. Fyzicky, rozklad tohoto koleyu

neni mozny bez koktejlu celulas a hemicelulas (Qpr.

Enzymologie xylanas

Hemicelulasy jsou obvykle bakteriemi produkovany smsi s celulasami jako soéast
komplexu pro rozklad celulosy a xylanasy. Mikroarigany produkujici aktivni a vyuZzitelné
komplexy xylanas a celulas jsou zrérig v predesSné kapitole. Mimoén Aspergillus sp. a
Cryptococcus sp. produkuji v ramci komplexu xylanasy a vysocaseptni tzv. ,xylan
debranching enzymes*®, které jsou, spoées hydrolysou hlavnihdetézce, schopny navic
z postrannichfetézci uvoliovat arabinosu (Coughlan a Hazlewood, 1993; Viilgril.,
1993).
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Obr. 1. Lignocelulosa: v rostlinnych pletivech, kombinatigninu a hemicelulosy tvd
ochranny S§tit celulosy jako barieru proti enzymadidegradaci (upraveno z Khandeparker
Numan, 2008)

Substratova specificita

Xylanasy jsou obvykle specifické pro vimt -1,4 vazby polymerniho xylanu. V zavislosti na
tom, jakou frakci hemicelulosy &ti, jsou klasifikovany jako specifické a nespeéidic
Specifické xylanasy jsou aktivni v rozkladu xylasp-1,4 vazbami, zatimco ty nespecifické
jsou schopny hydrolyzovat jakékoliB-1,4 polymery, naiiklad CM-celulosu (Bhat a
Hazlewood, 2001). Aktivity jednotlivych xylanas jsavedeny v Tab. 6.

3.3. Fytasy

Kyselina fytova v krmivech

V¢étSina fosforu je v rostlinach uloZzena ve feérifiytatové vazby. Neschopnost afi travit
tuto vazbu prodraZzuje cenu krmiv a vede ke zvy&nironmentalni zéfe z Ziv@isne
produkce. Vyvoj a vyzkum v oblasti fytas vede k gjvenzymi schopnych rychle acinné
fytat uvokovat a pouziti fytas je standardni, praktickou ekg¥ni metodou $ formulaci

smesi.
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Kyselina fytova je struktugh tvorena myo-inositolovym cyklem. Molekula snadno fivo
komplexy s multivalentnimi kationty. Cheryan (198@adi, Ze piadi tvorby stabilnich
komplexi je v pdadi Zrf* > CU* > Ni** > Cd* > Mn?* > C&* > F&*. Kovy se vazi vzdy na
jeden fosfat a vytwa mistky mezi déma molekulami, vedouci ke vznikéZko stravitelnych
komplexi pfi neutralnim a zasaditém pH.fiPnizkych pH sniZujec¢ast&€na protonace
molekuly komplexaci s minerdly a tedy tvorbu nemsstpych srazenin. Struktura kyseliny
fytové je tedy velmi variabilni a zavisla na mneZshinerati a pH krmiva.

Kyselina fytova v rostlinach slouzi jako rezervdasforu. Obiloviny (pSenice, kukice,
jeémen) a zrnité leguminozy (hrach, cizrna) maji poublobsahy fytatu, kolem 0,25 %
v suSirg. Olejniny maji obsah fytatu vyssSi, apdja 0,39 %repkové vylisky 0,70 %,
bavinikovy Srot (0,84 %), sluteicové vylisky 0,89 %. V gméru je fytat v biomase
zastoupen v 70 % z celkového fosforu (Maenz , 2001)

Nejcastjsi fytatové komplexy v rostlinach jsou komplexy & Mdf*, v men$im mnoZzstvi
Cd&”, tzv. fytin. Fytin je sosésti globoidnich krysta) které jsou satésti proteifi vazanych
na membrany. Velikost krystal ja zavisla na mnozstvi pa@m monovalentnich a
divalentnich ioni. F¥i vySSim pondru divalentnich iont stoupa jejich velikost. Naopak
relativie dobra stravitelnost fytatu ze soji a hrachu jeadagsokym mnozstvim vazaného
monovalentniho drasliku, kdy krystaly jsou men&pe stravitelné v travicim trraktu Zaf
(Lott a Ockdenken, 1986). U kazdé plodiny je fydéponovan v jiném pletivu. U pSenice a
ryze je nejvice nachazen v aleuronové sty kukuice naopak v endospermu (Maenz,
2001). Vliv na stravitelnost fytinu ma dale vlivhe lokalizace, tedy pletivo, kterym je
obklopen. Nafiklad pokud bude ve sklovitém celulosovém obalu esen bude e
stravitelny nez v ktlku semene. Prévtvorba komplek ho ¢ini téZko prijatelnym, nap.
fosfor z fytatu, ktery je do krmiviman ve fornd cisté kyseliny nebo sodné soli je totiz
stravitelny tendt stejre dolre jako fosfor z dikalcium fosfatu (Harresal., 1962).

Nestravena kyselina fytovd mé vliv na dostupnostravitelnost minerél zejménadch, se
kterymi tvai silné komplexy, zejména Zn a Cu. V neutrdinimsgieali steva tedy #éistava
zna&na cast minerdl vazana na fytatovy komplex. Chelatory jako EDTA hoo
kompetitivre s fytovou kyselinou vazat napZn ve stew, zabraovat jeho komplexaci a
zvySovat jeho bioavailabilitu. Mezi dalSi latky suto vlastnosti pét pektiny a kyselina
askorbova, které naépzvySovaly bioavailabilitu Zeleza u vegetafiamesp. kojeneckych
mlé&nych séjovych nadhrazek (Anand a Seshadri, 1995id3awnet al., 1994).
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Je znamo, Ze fytova kyselina sniZuje stravitelnosteinu a absorbci aminokyselin. Byla
prokdzana negativni korelace obsahu fytatu a stdaeisti u soji. Kompletni defytinace soji
nebo kukiice vedla ke zvySeni stravitelnosti bilkovinéehto krmivech o 12-29 % (Zylkt

al., 1995). Nabité fosfatové skupiny fytinu maji sphost interreagovat s aminokyselinami a
vazat volné skupiny argininu a lyzinu na molekuteteinu. Navic, multivalentni kovy v
komplexech s fytatem dale vazi v proteinu karbox§leskupiny aspartatu a glutamatu
(Cheryan, 1980) a to nejen proteinu z krmiva, fdgd mechanizmem mohou snizovat funkci
celéfady travicich enzyiin Je znama a popsana haphibice trypsinu v podminkadh vitro
(Caldwell, 1992).

Stravitelnost fytatu

Pri formulaci krmiv, 30 % fytatu je v iméru povazovano za stravitelné a zbytek jelgvan

v mineralni fornd. Zbylych sedmdesat procent je tedy ij@pelnych, coz je velmi népsny
odhad. Procento stravitelného fytatu variuje od @ &D %. Nelson (1976) stanovil, Ze
piistupnost fytatu u kukicné diety byla 0 %, zatimco u pSemé 8 %. Ballanet al. (1984)
zjistil variabilni 3-48 % vyuzitelnost fytatovéhoodforu. Je tejmé, Ze zalezitost je
komplexni, zavisi na pH, sloZeni, obsahu a spegadii v materialu a lokalizaci fytatu v
pletivech.

Tabulka 7 ukazujeifstupnost fosforu z hlavnich sloZek krmiv. Relatiwrysokd pistupnost
fosforu z pSenice a ze Zita je dana vlastni vysolpasovou aktivitou &chto krmiv, kdy
v pSenici bylo zji&no 1193 U/kg krmiva a u ¢enene 582 U/kg. VySSi aktivita je znama uz
jen u pSeninych otrub (2957 U/kg). U ostatnich krmiv v tabujedytasova aktivita vyrazn
mensi, pod 60 U/kg a tedy nevyznamna (Eeckbhdde Pepe, 1994).

Tab. 7: Pristupnost fosforu

Fytatovy P Pristupnost P Nefytatovy P
z celkového P (%) pro prasata (%) pro diibez (%)
Obiloviny
Kukurice 72 12 28
Oves 67 23 33
J&men 64 31 36
Tritikale - 46 33
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Fytatovy P Pristupnost P Nefytatovy P
z celkového P (%) pro prasata (%) pro diibez (%)

PSenice 69 50 31
Proteinova krmiva

Repkovy 3rot 59 21 26

Sdjovy Srot 60 25 35

Podzemnicovy Srot 80 12 21

(Kornegay, 2001)

Fytasova aktivita

Fytasy jsou specifické fosfatasy, které jsou praddky mikroorganismy a rostlinami. V
malé mfe i Zivatichy, avSak mala fytasova aktivita detekovana i&stzivocichi ma vliv na
vyuziti fytatového fosforu pravgodobré zanedbatelny (Maenz, 2001).

Fytasy jsou klasifikovany do dvou kategorii: 3-Byaa 6-fytasy. Tato klasifikace odkazuje na
pocateEni misto hydrolyzy fytinu. 6-Fytasy jsaasto gitomny v rostlinach, zatimco 3-fytasy
jsou obvykle pitomny v mikroskopickych houbach. Hydrolyza fytatmeni zcela
prozkoumana, ale ma se za to, Ze jeden enzym rewipen defosforylovat fytat na
myoinositol a Ze se na této funkci podili nespekéifosfatasy. Dvorakova (1998) uvadi, Ze
fytasova aktivita byla zjisha u 29 drufh mikroorganismd, z toho 21 produkovalo
extracelularni fytasu. Nejsijsi a dosud nejlépe prozkoumana je aktivita fytaggpergillus
niger, na jehoZz genu je zaloZzen&tSina dnes komeéné produkované mikrobiélni fytasy
(Maenz, 2001). ® overexpresi genu v mikroorganismu nastavaji grotyl se zdroji a
piisunem anorganického fosforu. Extracelularni fytasg. z Bacillus sp. jsou sedrg
tepelr® odolné s teplotnim oknem aktivity do kolem 60°@ematuraci enzymu kolem 70°C
(Fu et al., 2008; Ullah a Gibson, 1987). Perspektivni sé ygzkum termostabilni fytasy z
Aspergillus fumigatus, ktera je aktivni 20 minip 100°C a 120 min i 90°C. (Wanget al.,
2007; Pasamontegt al., 1997), pipadreé fytasy z Neurospora crassa, ktera je dostatmé
stabilni i 80°C i teplotnim optimu kolem 60°C a pH optimu pH 3,Bh¢uet al., 2006).

Fytasa jako aditivum
Ravindaranret al. (1995) ve své meta analyze literatury uvadi, #dapek fytasy do krmiv
zvySuje u ditbeZze pistupnost fosforu v rozsahu 20-45 %. Podoby rozsatpozorovan u

prasat ve vykrmu krmenych €81 na bazi jgmene a sgji bylo vitbani fosforu zvySeno o
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40 % (Nasi a Helander, 1994). Latial.(1993) roviZ pozoroval 43% snizeni P ve vykalech
po suplementaci fosfatasy. Bruce a Sundstol (199i8)ili zvySeni iledlni stravitelnosti
fosforu u prasat v rozmezi 20-27 % oproti konthme fytasy u prasat ve vykrmu s dietou na
bazi j&mene. @innost fosfatasy se rapidsnizuje se zvySujicim se psrem C : P (Maenz,
2001). Ridavek fytas ma maly alagimy efekt na zvySeni stravitelnost proteinu u gras
dribeze (Ravindrast al., 1995).

Qianet al. (1996) stanovil, Ze 652—963 U fytasy na kg krmy#o u nosnic ekvivalentni 1 g
nefytatového fosforu, ipéemz horni mez je pro krmiva s vysSim obsahem nefyého
fosforu (0,36%). Yiet al. (1996) uvadi podobny pam kdy 1146 a 785 jednotek fytasy
nahradilo 1g nefytatového fosforu u &hna bazi séji, resp. s kukuice-soji u prasat.
Doporuwené davkovani je kolem 500 jednotek/g fosforu. Omlcse spekulovat, Zeipgavek
fytasy je mén efektivni u nap diet zaloZzenych na pSenici, ktera ma z obilovimgrné

vysokou vnitni fytasovou aktivitu (Maenz, 2001).

Defytinace krmiv pied podavanim

Ulohou fytatovych vazeb v rostlinach je imobilizage skladovani fosforu po dobu
veget&niho klidu. V dol kliceni nebo itstu naopak fytasy v semeni tento fosfor uiwgil
Kli¢eni tedy zvySuje aktivituippozere se vyskytujicich fytas. | prosté nateai krmiva ped
zkrmenim snizuje podil fytatového fosforu (Maen®02). DalSim postupem je moznost
inokulace materialu mikroorganismem produkujicimtraselularni fytasu. Ndajklad
inokulacetepkovych vylisk mikroskopickou houbow\spergillus ficuum vedla k rychlému
vzestupu fytasové aktivity v krmivu, potazmo lingiénu sniZzeni fytové kyseliny a kompletni
eliminaci fytatu po 144 hodinidch skladovani (Ndiral., 1991). Pedpoklada se, Ze cely
proces nmize byt urychlen fidavky aditiv, jako jsou surfaktanty, glukosa nefrganickée
kyseliny. Kompletni defytinizacaepky byla v jiném experimentu dosazena jiz po 48
hodinach (Al-Ashed a Duvnjak, 1994). Defytinizaggos€ho a kukticného Srotu z 81 %
bylo po gedchozim pidavku kyseliny citronové a nasledmpo dvou hodinach fytatu,
dosazeno jiz po 4 hodinach (Zy& al., 1995). Defytinace krmiv na komii bazi ma
spoustu nevyhod a nenédr¢ pouzivana. Jenou Zipin jsou napiklad naklady na nasledné

suseni krmiva, které nejsou vyvazeny vyssim obsdbsforu.
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4. Specifika pouZiti enzymi pro jednotlivé kategorie zvirat

4.1. Fytasa v chovech driibeZe, prasat a akvakulture

Fytasa vyznamh zvySuje pistupnost P zrostlin obsahujicich velké procenytatd.
Vzhledem k tomu, Ze fytat komplexuje s Zn, Cu, G#imi prvky, zejména dvojmocnymi,
zlepSuje fytasa iffistupnost ¢chto prvki. V neposledniad zvySuje stravitelnost protein
neba’ fytasacasténé znegistupiuje ve stevé protein vazbou na aminokyseliny, jak bylo
popsano vyse.

Pridavek fytasy prasain a dfibeZi mé& exponencialni fdo¢h. Fi piidavku 500 U /kg krmiva
se zvysi stravitelnost celkového fosforu o ca. 2Q3%r. 2). Exponenciélni pbéh kiivky v
dusledku znamena, Zeigavek 500 U/kg sisi vedlo k zvySeni o 7,8 % (Kornegay, 2001).
Nitrayova et al. (2009) zjistila u kanylovanych prasat, Zgdavek mikrobialni fytasy do
bazalni diety zlepSil celkovou a ilealni stravitdhP a Ca o 30, resp. 60% (3 000 U/kg ) a o
20-40 % pi 1 000 U/kg. Pidavek fytasy Ize tedy vyjdid jako ekvivalent P. U prasat sé p
formulaci krmiv p@ita s pondrem, Ze 500 U fytasy/kg krmiva je ekvivalent 1g Rto
hodnota byla stanovena na zakidwbdnoceni firastku, mineralizace kosti a stravitelnosti P.
U brojleni je tomu podob& (400 U/g zadrzeného P) (Kornegay, 2001). Podqgtifdavek
fytasy zvySuje fistupnost vapniku, ovsem liberace Ca u plodin skys obsahem Ca zase
snizuje uvahovani P a tyto prvky &i aktivit¢ fytasy pisobi kompetitive. Uvadi se, ze
500 U fytasy/kg krmiva u brojlérbylo ekvivalentni 0,37 g Ca. V jinych studiich dytoto
mnoZzstvi ekvivalentni 0,87 g Ca (Kornegayal., 1996; Quianet al., 1996). U prasat se
pacithd na 500 U fytasy/kg krmiva s 0,4-0,7 straven€lao(Kornegayet al., 2001). Pouziti
mikrobiani fytasy pro prasata antlez je tedy velmi efektivni, zejména pokud je krnsnds
zaloZena na vysokém podilu plodin s nizkou fytasaaktivitou. Efektivita fytasy zavisi tedy,
jak jiz byloteceno, na mnoha faktorech.

Vedle chow prasat a dibeZze nachazi fytasa uplatr v intenzivnich chovech ryb. Podabn
jako u prasat a dbeze, se if@dpoklada, Ze ryby jsou schopny stravit pouze 3€eoveho
fosforu a pidavek anorganického fosforu je nezbytny k zachovamodulkini poteby.

Publikované vysedky vyzkumu ukazuji, Ze suplementstasy sniZzuje P exkreci o 30—88 %.
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Déle je znamo, zZéinnost fytas stoupa v kyselém pri@sti a pidavek 1% kyseliny octove

~ v K

nebo citronové ved! k vyssEimnosti (Kornegay, 2001).
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Obr. 2: Trend vlivu gidavku fytasy na celkovouiistupnost fosforu u prasat (Kornegay,

2001)

4.2. Celulasy a hemicelulasy u prasat a dribeze

Prasata maji oproti @lbeZi rekolik zasadnich odliSnosti, které determinuji véwnzym
v gastro intestinanim traktu. Pasaz traveniny dddka na konec tenkéhoisva je u brojlet
ca. 4 hodiny, u prasat se uvadi az 7,5 (Partridg@}l). DelSi doba znamena vigasu pro
efektivni vstebani Zivin. Mimo to, prasata maji travenifSi nez dibez, zhruba desetkrat,
coz eliminuje negativni efekt visk6znich obiloviegmene a pSenice. Prasata tedy budou
profitovat z &inku xylanas ve forf vysSiho pisunu energie &-glukanas, sniZujicich
viskozitu traveniny. Efekt sniZzeni viskozity alebnee tak zasadni jako ve vyZidnibeZze.
Ok¢ skupiny zviat maji spoléné to, Ze neprodukuji endogenni enzymy schopnéuizr
fetézce B-glukam a tedy v jisté nie jsou oba ovlivény jejich negativnim efektem. Bylo
zZjisténo, Ze naf) u prasat vede vysSiiem rozpustné viakniny ke zmam mikrobialniho
sloZeni traviciho traktu. Excelentni review na vdiuplementace enzyimve vyziw prasat

zpracoval Partridge (2001).
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PSenice, tritikale a zZito obsahuji v endospermiearanové vrst¥ zejména arabinoxylany, a
B-glukan je zastoupen jen v maléimiArabinoxylany endospermu jsou obvykle rozpuswmé
vodk Vv zavislosti na variét nebo odidé, zatimco arabinoxylany obsazené v tlustych
burgcnych sénach gitomnych v alauronové vrstwsemene jsou obvykle nerozpustné. Proto,
xylanasy budou hlavni enzymy pouZzivané pro tenpootyilovin. PSenice a oves, narozdil od
nich obsahujip-glukany a mohou byt ve formulaci krmiv kombinovasyxidavkem B-
glukanas. Xylanasy maiji potencial pozvednout vyaliidst surovin o nizké kvatitna kvalitu

dobrou.
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5. Zavér

Enzymy pro vyuZziti ve vyZzi¥ zvirat jsou systematicky vyvijeny od 80. let. Fytasylarasy a
B-glukanasy se systematicky vyuzZivaji v chovectibdfe, prasat, dokonce i akvakidtua
z&inaji se prosazovat i do vyZivyiggvykavd@. Celosé¥tové se odhaduje, Ze se krmné
enzymy pouzivaji v 65 % chéavbrojleri, v Evrog pak v 80 % chow brojleti a v 10 %
chowvi prasat. Fytasy zvysSujitigstupnost P, Ca, Zn, stravitelnost bilkovin attue dobe
popsan vliv na Zivotni pragdi, kdy enzymy vyznangnsnizuji obsah P a N ve vykalech. Je
znamo, Ze enzymy ve vysledku vedou k zmenSovaikoati traviciho traktu, kdy vice Zivin
je vyuzito pro produkci. VyuZiti enzyimvede k vyrovnagjSi produkci v podniku bez ohledu
na variabilni kvalitu krmiv a obsahy¢kterych antinutdnich latek v nich. Transgenni
mikroorganismy umaluji produkci vysoce kvalitnich termostabilnich rekzinantnich
enzymi s pomoci GRAS mikroorganism Sowasné kome&mn¢ dostupné enzymy jsou
termostabilni f teplotach i kolem 90°C.isto, dalsi vyzkum v oblasti je nutny zejména pro
vyvoj testi efektivity enzyni in vitro, jejich skladovatelnosti, rezistenci @awicim traktu wci
endogennim enzyiim a kyselindm. Braz musi byt kladen na schvalovaci procesipvsim

s ohledem na bezgreost rekombinantnich enzym
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