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ABSTRAKT

Predmétem této bakalarské prace je studium produkce lignolytickych enzymt houbami bilé
hniloby. Teoreticka ¢ast prace je zaméfena na charakterizaci dfevokaznych hub, predev§im hub
bilé hniloby a jimi produkované lignolytické enzymy, vhodné substraty pro kultivaci a zavislost
pH prostfedi narist biomasy, na zakladé cCehoz byla vybrana pH vhodna pro kultivaci
vybranych hub bilé hniloby. Experimentalni ¢ast se zamétuje na submerzni kultivaci vybranych
kment 7rametes versicolor CCBAS 1383 a Irpex lacteus CCBAS 196 pfi riznych pH, u nichz
byly po dobu 36 dni steriln€¢ odebirany vzorky pro sledovani aktivity lignolytickych enzymu
a obsahu celkovych extracelularnich proteint, rovnéz byl zaznamenavan nardst biomasy.
Pro porovnani produkce enzymt na raznych substratech byla provedena kultivace 7Trametes
versicolor CCBAS 1383 na odpadnim substratu. Na zakladé€ porovnani vysledkd vybranych
kment hub lze fici, ze optimalizace kultivacniho média — zejména prostiedi pH ma zasadni vliv
na aktivitu produkovanych enzymui. Nejvyssich enzymovych aktivit bylo dosazeno submerzni
kultivaci Trametes versicolor pti pH 5. Vyjimkou je lignin peroxidaza, ktera pii daném pH
dosahla maximalni aktivity (4+1)-10° U, zatimco nejvy$8i naméfena aktivita lignin
peroxidazy (1,2 + 0,4) - 107 U byla pfi pH 7. Obecné Ize vsak fici, ze Trametes versicolor je
vhodnégjsim producentem lignolytickych enzymu v porovnani s Irpex lacteus.

KLICOVA SLOVA

houby bilé hniloby, 7rametes versicolor, Irpex lacteus, lignolytické enzymy

ABSTRACT

The topic of this bachelor thesis is the study of ligninolytic enzyme production by white rot
fungi. The theoretical part of the thesis is focused on the characterization of wood-decay fungi,
especially white rot fungi, and the ligninolytic enzymes produced on the synthetic and waste
substrates for cultivation of the fungi and the impact of pH on the biomass growth.
The experimental part focuses on the submerged cultivation of selected fungal strains 7rametes
versicolor CCBAS 1383 and Irpex lacteus CCBAS 196 at different pH levels. Samples were
taken over a period of 36 days to observe the activities of individual ligninolytic enzymes,
the content of total extracellular proteins, and biomass growth. The same parameters were also
observed during the submerged cultivation of Trametes versicolor CCBAS 1383 on waste
substrate. Based on the comparison of the results of selected fungal strains, it can be stated that
the optimization of the cultivation medium, particularly the pH level, has a significant impact
on the activity of produced enzymes. The highest enzyme activities were achieved
by the submerged cultivation of 7rametes versicolor at pH 5. An exception is lignin peroxidase,
which reached a maximum activity of only (4 + 1) - 107¢ U at this pH, while the highest activity
of lignin peroxidase (1,2 £ 0,4) - 10~° U was measured at pH 7. Overall, Trametes versicolor is
a more suitable producer of ligninolytic enzymes compared to /rpex lacteus.
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UvVoD

Lignolytické enzymy sehravaji dilezitou roli v pfirozeném cyklu uhliku v ekosystému.
Disponuji pomérné vzacnou schopnosti degradovat lignin, coz je nejrozsifenéjsi biopolymer
s nizkou biologickou odbouratelnosti, kterda je dana slozitou chemickou vazbou mezi
jednotlivymi monomernimi jednotkami ligninu. Mezi nejprostudovanéjsi lignolytické enzymy
fadime lakéazu, lignin peroxidazu, mangan peroxidazu a verzatilni peroxidazu. [1]

V ptirodé jsou lignolytické enzymy produkovany predevsim houbami bilé hniloby, pfipadné
nékterymi bakteriemi a zajistuji prirozeny rozklad lignocelulozovych materialti. Diky jejich
nizké substratové specifité, dané nepravidelnou strukturou ligninu, enzymy disponuji Sirokym
biodegradacnim potencidlem. Mohou tak vystupovat jako biologickd Ccinidla v oblasti
biodegradace a bioremediace primyslovych organopolutantti ze zivotniho prostiedi, zejména
PAU (polycyklickych aromatickych uhlovodiki), syntetickych barviv, pesticidl, herbicidq,
PCB (polychlorovanych bifenylt) a xenobiotik. [1][2]

Vyznamny potencial maji houby bilé hniloby také v procesu mykoremediace prumyslovych
odpadnich vod, obsahujicich komplexni organopolutanty a tézké kovy, které jsou pomoci
extracelularné produkovanych lignolytickych enzymt degradovany na méné toxické vedlejsi
produkty ¢i dokonce zcela mineralizovany. [3]

V neposledni fad€ houby bilé hniloby mohou byt diky velmi silnym oxida¢nim u¢inktim
produkovanych lignolytickych enzymi slibnou alternativou pro biodegradaci plasti. [4]

Predmétem této bakalarské prace je kultivace vybranych kment hub bilé hniloby za ucelem
nalezeni optimalnich podminek pro produkci lignolytickych enzymu a stanoveni jejich aktivit.
Vysledky této prace mohou prispét k lep§imu pochopeni produkce a aktivity téchto enzymi;
mimo jiné mohou byt podkladem pro navazujici praci s houbami bilé hniloby, u nichz by mohla
byt potencionalné zkoumana jejich primyslova aplikace.



1 TEORETICKA CAST

1.1 RiSe hub

Houby (Fungi) fadime mezi jednobunécné nebo vicebunécné eukaryotické heterotrofni
organismy rozmnozujici se sporami — vytrusy. Ri§i hub lze rozdé&lit do 5 kmend —
Chytridiomycota, Microsporidiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota. 5]

1.1.1 Morfologie hub

Stélka hub je slozena z hyf, coz jsou rozvétvena tenka vladkna tvotici zakladni stavebni
jednotky hub. Hyfy tvofi neprava pletiva nazyvana plektenchym. Existuji dva typy hyf —
septované a neseptované hyfy. Septované hyfy maji prepazky (septa) oddélujici jednotlivé
segmenty. Tyto segmenty nejsou dokonale oddélené; v prepazce se nachazi por, kterym jsou
vedeny ziviny ¢i nekteré bunécné organely. U neseptovanych hyf se septa nenachazeji, coz vede
k volnému proudéni cytoplasmy a jader po celé délce hyfy; tato vlastnost umoziuje houbé
se rychleji §ifit skrze substrat a absorbovat ziviny. Cytoplazma proudi smérem rustové zony.
V apikalni oblasti ristové zony se nachazeji vezikuly nesouci slozky a enzymy potiebné
k tvorbé bunécné stény. Rozrustanim jednotlivych houbovych vlaken a jejich vétvenim vznika
mycelium, které Cerpa ziviny ze substratu, jimz prorasta. Srustem sekundarniho povrchového
mycelia v kompaktni mekky, blanity atvar vznika syrrocium, jenz je charakteristickym znakem
hub bilé hniloby. Syrrocium prostupuje hnilobu v podélném sméru. [5][6]

1.1.2 Vyziva hub

Houby rozkladaji organické slozky vné své stélky pomoci hydrolytickych enzymu, které
vyluc€uji do svého okoli; tyto enzymy $tépi substrat na mensi podjednotky, které jsou nasledné
absorbovany. [5]

Z hlediska zptsobu vyzivy lze houby rozlisit na saprotrofni a parazitické. Saprotrofni houby
rostou na odumfelych télech rostlin, zivoc¢ichu ¢i jinych organickych zbytcich, které mohou byt
v ruzném stadiu rozkladu. Parazitické houby ziskavaji organické latky piimo ze Zzivych
organismu. Biotrofni parazitické houby na rozdil od nekrotrofné parazitickych hub nezptsobuji
nekrozy pletiv hostitele. U parazitickych hub se ¢asto vyskytuji haustoria, coz jsou rozvétvené
hyfy uvnitt bunék hostitele majici za tikol Cerpani zivin. [5]

Castym jevem vyskytujicim se u hub je, vyjma parazitie, i symbioza — konkrétng lichenizmus
a mykorhiza. V piipad€ lichenizmu se jedna o souziti mykobiontu (houby) s fotosyntetizujicim
mikroorganismem; fotobiont fotosynteticky vytvaii cukry a dalsi organické latky a mykobiont
dodévé vodu a mineralni ziviny. Mykorhiza je ptikladem symbidzy hub s cévnatymi rostlinami.
Rostlina zasobuje houby predevsim monosacharidy, které houba nasledné preméni na cukerné
alkoholy, ¢imz dochazi k selektivnimu zvySeni permeability membran kofenovych bunék
a pasivni difuzi monosacharidi do houbovych hyf. [5]

Hlavni zasobni jednotky hub jsou glykogen a tuky. Sacharidy hub se vyskytuji ve forme
cukernych alkohold — manitolu a arabitolu; dale se vyskytuje i disacharid trehaloza. Jejich
oxidaci ziskava houba energii nezbytnou pro své zivotni procesy. [5]



1.1.3 Mechanismus rozmnozovani hub

Houby se rozmnozuji nepohlavnim i1 pohlavnim mechanismem. Pro parazitické houby je
predevsim charakteristické nepohlavni rozmnozovani, které spociva ve tvorbé nepohlavnich
spor (zoospor, konidii ¢i sporangiospor) nebo pomoci samotnych fragmenti hyf, které se
oddéluji od mycelia a prorastaji substratem. Tento zpusob se vyuziva v laboratorni praxi
pii uchovavani kultur hub, kde na Cerstvém zivném médiu vyroste geneticky shodné mycelium.
Nepohlavni rozmnozovani je u hub ¢asté a zajiStuje rychly a u¢inny zpsob rozmnozovani, coz
je zvlasteé uziteCné v neptiznivych podminkach. [5]

Pohlavni rozmnozovani u hub hraje roli v genetické variabilité a adaptaci na zménéné
prostfedi, zatimco nepohlavni rozmnozovani zprostfedkovava rychlé Sifeni a kolonizovani
novych oblasti. [5][7]

Pohyblivymi zoosporami se nepohlavné rozmnozuji vyhradné zastupci oddéleni
Chytridiomycota, nepohyblivé sporangiospory jsou charakteristické pro oddé€leni Zygomycota
a nepohyblivé konidie wvznikajici v konidioforach jsou typické pro Ascomycota
a Basidiomycota. Konidie mohou vznikat rozpadem hyfy nebo pucenim. [5]

Pohlavni rozmnozovéani je roz¢lenéno na faze plazmogamie, karyogamie a meiozu. Organ,
ve kterém dochazi k meidze je nazyvan meiosporangium a pohlavni spory meiospory; u hub
stopkovytrusnych (Basidiomycota) je meiosporangium nazyvano bazidie a spory bazidiospory.
Gametangia, sexualni organy hub, mohou byt tvarové rozliSena nebo se v pripade
Basidiomycota ani nevytvareji a dochazi k pohlavnimu splynuti hyf mycelia. Z bazidiospor
vyroste za pfiznivych podminek primarni mycelium, které je velmi jemné a slozené
z tenkoblannych mnohobunéénych hyf, jejichz buiky jsou obvykle jednojaderné; setkanim
dvou primarnich mycelii dochazi k plazmogamii a vznikd sekundarni mycelium, které se
rozrista a vznika plodnice s bazidiemi, kde dochazi ke karyogamii za vzniku haploidnich
bazidiospor, které se z plodnice uvolni a po jejich vykliceni vznikad opét haploidni primarni
mycelium. Sekundarni mycelium rozliSujeme na 2 typy — substratové a povrchové. Substratové
mycelium pronika dovnitf dieva, rozklada jej a Cerpa z néj ziviny. Tento typ mycelia je slozen
z tenkoblannych hyf, které nejsou morfologicky nijak rozliSené. Povrchové mycelium sestava
z Sirokych hyf s tlustymi blanami a mens§imi bunéénymi luminy; z hyf se vytvareji rhizomorfy
nebo pro houby bilé hniloby charakteristické syrrocia. Povrchové mycelium se rozrista
na povrchu dieva a dava vzniku tzv. vzdusnému podhoubi. V ptipadé€ nepiiznivych podminek
houba pomoci povrchového mycelia vytvari sklerocia, coz jsou hlizovité utvary, které
za priznivych podminek opét zac¢nou rust a §ifi tak nakazu na nova mista. Na zaklade zpisobu
rozmnozovani jsou houby systematicky ttidény. [5][7]

1.1.4 Drevokazné houby

Vétsinu  dfevokaznych hub fadime mezi stopkovytrusné houby — Basidiomycota.
Vteckovytrusné houby zaujimaji mezi dfevokaznymi houbami pocetné menS$i skupinu.
Zasadnim rozdilem oproti Basidiomycota jsou endogenné vznikajici vytrusy ve vieckach. [7]

Drevokazné houby jsou fazeny mezi saprofyty, saproparazity nebo parazity se saprofytickou
aktivitou. Zpusobuji tleni dfeva jeho prorustanim hyfami, které rozkladaji bud’ celul6zni slozku
nebo 1 ligninovou. Na zakladé této skuteCnosti lze rozlisit houby celulosovorni a lignivorni. [7]



Houby celulosovorni rozkladaji jen celuldézni slozku dieva; dievo se stava kiehké
a kostkovité drobivé. Tento typ hub zpisobuje Cerveny a hnédy typ hniloby. Mezi houby hnédé
hniloby patii Piptoporus betulonus, Laetiporus sulphureus ¢ Osmoporus odoratus. Tyto houby
odbouravaji devni sacharidy, ¢imz dievo ziskava charakteristické tmavé zbarveni. [7]

Lignivorni houby kromé celuléozy a hemicelulozy rozkladaji ilignin. Oproti dievu
napadeném celulosovorni houbou neni dfevo napadené lignivorni houbou kostkovité drobivé.
Lignivorni houby zptsobuji bily typ hniloby a vostinovou hnilobu. Mezi houby bilé hniloby
tadime napt. 7Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium i Pleurotus ostreatus. [7][8]

Rozklad dreva probiha ve Ctyfech etapach. Nejprve se dievo v pruzich barvi fialove, poté
z fialového zbarveni prechazi do slabé¢ Cervené az zCervena zcela a ztraci svou pevnost a vahu.
Nakonec se dievo zbarvi do Cervenohnédé se svétle zabarvenymi pruhy ¢i ostrivky naplnénymi
bilymi uvolnénymi vlakny celulézy. Zména barvy dfeva byva prvotnim spolehlivym
indikatorem pocinajiciho rozkladu; houby bilé hniloby vSak vyvolavaji napadné;si zmény barvy
dfeva az v pozd¢jsich stadiich rozkladu. Zcela jisté 1ze degradaci dfeva v pocateCnim stavu
zachytit pod UV svétlem nebo barvicimi metodami — 10% roztok dusi¢nanu stfibrného zbarvi
hyfy hub Cervenohnéd¢ az temné hnéde€, zatimco dfevo ma jen svétly odstin. Dal§i metodou je
barveni 1% safraninem a pikrinanilinovou modfi, které hyfy hub barvi modre a dfevo Cervené.
Tteti moznosti je barveni 0,25% svétlou zeleni a safraninem v 60% alkoholu, kdy hyfy
se obarvi zelené a dfevo Cervené. [7]

1.1.4.1 Izolace alaboratorni kultivace dievokaznych hub

Cistych kultur dievokaznych hub je mozno dosahnout ze spor, ale nejéastji se &ista kultura
izoluje z tkané plodnic ¢i z mycelia substratu. Plodnice se ocisti a sterilné se sefizne jeji povrch,
piipadné se ze vnitini plochy houby ostrou jehlou pfenese ¢ast tkané na zivnou pudu v Petriho
misce. Petriho misky s tkanémi plodnic se pfenesou do termostatu, kde pfi teploté¢ 20-25 °C
zaCne vyrastat mycelium, a to obvykle paprséité kolem houbové tkané. Vyrostlé mycelium se
po tydnu preoCkuje na novou sterilni zivnou ptidu. Z mycelia rostoucim na dreviné se provadi
izolace sterilnim sefiznutim kousku dieva, které je pfeneseno na sterilni zivnou pudu Petriho
misky, ktera je nasledné umisténa do termostatu, kde pii teploté 20-25 °C vyrasta vzdusné
mycelium, které se po nékolika dnech opét preoCkuje na sterilni zivnou pudu. Prvni izolaty
byvaji vétsinou kontaminované, je tedy tfeba za pouziti mikrobiologickych technik ziskat
opravdu c¢isté kultury. [7] Velmi Castymi kontaminacemi jsou bakterialni infekce, kterym je
mozno zamezit povrchovou dezinfekci plodnice napt. roztokem chloraminu ¢i peroxidu
pred odbérem samotného vzorku. Lze jim také ptedejit pfidavkem streptomycinu do agarové
pudy. Cisté kultury se udrzuji na pevnych Zivnych piidach nebo na tekutych ivnych roztocich.
[8]

Kultivace znaci cilené péstovani, rozmnozovani a udrzovani mikroorganismi v podminkach
in vitro. Kultivacni zivna média jsou smési latek tekuté, polotuhé ¢i tuhé povahy. Obecné je
nutno zajistit nutri¢ni a fyzikalné-chemické pozadavky kultivovaného organismu; zivna puda
musi obsahovat odpovidajici zdroj energie, dostatek zakladnich Zzivin, které jsou zdrojem
podstatnych biogennich prvki a v pfipadé auxotrofnich organismu je nutno dodavat i ristové
faktory. [9]
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Zivna média rozli§ujeme obecné na piirozena zivna média, polosynteticka a synteticka zivna
média. Pfirozend jsou komplexni a obsahuji piirodni produkty nebo komponenty z nich
pfipravené — napf. pepton, kvasnicny extrakt ¢i kaseinovy hydrolyzat. Polosyntetickd média
jsou Castecné slozena z ptirodnich surovin a ¢aste¢né z chemickych latek. Synteticka média
jsou presné chemicky definovana, oznacuji se také jako mineralni pidy a obsahuji zejména
anorganické slouceniny. Dle sloZeni Ize rozlisit zakladni pudy, obohacené pudy, efektivni pady,
selektivni pudy, diagnostické pudy, selektivné-diagnostické pudy, chromogenni pudy,
fluorogenni pidy a minimalni pudy. [9] Komplexni pady jsou vhodné pro izolace hub
z piirodnich materialti i pro dlouhodobé uchovavani mycelii. Nej¢astéj§im typem komplexni
pudy pro izolaci a udrzovani kultur hub jsou pudy obsahujici sladinu (malt extract), kukufi¢ny
extrakt (corn-steep liquor) nebo kvasniCny extrakt (yeast extract). Pidy mohou byt dale
obohaceny vytazky z riznych pfirodnich materiala. [8]

Drevokazné houby lze laboratorné kultivovat na pevnych pudach, na tekutych puadach
i na odpadnich substratech — slama, difevéné Spalicky ¢i pSenicné otruby. Pripravené pudy
pro kultivaci jsou sterilizovany pomoci autoklavu; tekuté a agarové pudy jsou bézné
autoklavovany po dobu 20 minut, zatimco odpadni substraty je vhodné sterilizovat
autoklavovanim alespon dvakrat s Casovym odstupem 1-2 dnti. Tento postup slouzi k eliminaci
spor plisni, které by mohly kontaminovat substraty. [8]

Submersni kultivace hub v tekutych padach

Nejcastéjsim zpusobem kultivace vysSich hub je submerzni kultivace v tekutych padach
pfi teplotach okolo 25-28 °C; inokulované bariky jsou umistény na tifepacku, coz zajistuje
rovnomérny pfisun zivin a provzdu$néni. Tfepanim se tvoiri mycelidlni pelety dosahujici
velikosti od 2 mm do 2 cm. Koncentrace zivin uvnitf pelet je oproti vnéjSimu okoli zna¢né nizsi
a omezuje tak rust, ptipadné dochazi i ke stavu, kdy roste pouze vnéjsi ast mycelia vnitini ¢ast
pelety je mrtva. Inokulace mize byt provedena z agarovych ploten ¢i submerznich kultur
pomoci sklenéné pipety sufiznutou Spickou. Inokulace je nejvhodnéjsi z kultury
v exponencialni fazi rastu Ci stacionarni faze. Fazi ristu 1ze stanovit pomoci HPLC na zakladé
koncentrace specifickych metaboliti — napt. ergosterolu ¢i chitinu, jejichz koncentrace je ptimo
umérna houbové biomase. [8]

Stacionarni kultivace v tekutych padach

Pfi stacionarni kultivaci v tekutém médiu dochazi oproti submerzni kultivaci k nartstu
mycelia vylucné na povrchu média. [8]

Stacionarni kultivace na pevnych puadach
Pevné agarové pudy jsou pripravovany piidavkem 2—3 % agaru do tekuté puady; pro béznou
kultivaci je dostacujici 2% roztok agaru, u hub rozkladajicich agar je vhodné pouzit 3% roztok.
Drevokazné houby lze kultivovat i na odpadnich substratech v Erlenmeyerovych barikach —
napf. na mleté slamé, pilinach, listi, ovesnych vlockach aj. K inokulaci odpadnich substrata je
vhodné pouzit agarové valeCky z okraji dobfe narostlé agarové plotny, které lze vyjmout
pomoci sterilniho korkovrtu. [8]
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1.1.5 Houby bilé hniloby

Houby bilé hniloby patfici do skupiny Basidiomycota jsou dulezité pii rozkladnych
procesech ligninocelul6zového materialu, nebot’ extracelularni enzymy, jez produkuji, jsou
dulezitymi katalyzatory recyklace organického materialu v ekosystému. Extracelularni enzymy
produkované houbami bilé hniloby urychluji proces oxidace a depolymerizace ligninu, coz
napomaha zpfistupnit hemicelul6zové a celulozové slozky dieva k ziskani zivin a energie.
Enzymové vybaveni hub bilé hniloby ¢&itd enzymy lignolytické a nelignolytické. Mezi
lignolytické enzymy, které jsou predmétem stanovovani v ramci této prace a budou dale
rozebrany podrobné v samostatné kapitole, fadime lignin peroxidazu (LiP), mangan peroxidazu
(MnP) alakazu (Lac). Vyjma zminénych enzymu bylo zjisténo, ze k pfeméné urcitych
polutantl pfispivaji i dal§i enzymy nerozkladajici lignin, jako jsou napf. cellobidzova
dehydrogenaza (CDH), versatilni peroxidaza (VP) a hydrolazy. CDH je schopna oxidovat
cellobidzu, ¢imz uvoliuje elektrony, které jsou nasledn€ pfenaseny na rizné akceptory — véetné
polutantd, ¢imz napomahaji jejich rozkladu. VP je schopna oxidovat Sirokou skalu
aromatickych sloucenin a hydrolazy jsou zodpovédné za hydrolyzu kontaminujicich estera,
amida, glykosida, nitril, fosfat a sulfatd. [3]

Houby bilé hniloby mohou byt v neposledni fadé vyuzity k procesim biosorpce
a bioprecipitace k odstranéni nékterych kovl z pramyslovych odpadnich vod, coz je umoznéno
stavbou bunécnych stén hub, ktera je vyplnéna chitinem a dalSimi polymery, na které houba
muiize vazat ionty kovii. Mimo jiné ma schopnost ménit pH v systému odpadnich vod, ¢imz
dochazi k precipitaci iont kovll na nerozpustné soli nebo hydroxidy. [3]

Nékteré druhy hub bilé hniloby produkuji kyseliny — napt. Phanerochaete
chrysosporium produkuje kyselinu stavelovou, niz napomaha odstraiovani polutantt chelataci
kovi, kyselé prostiedi ma mimo jiné schopnost urychlit tvorbu a aktivitu lignolytickych
enzymu, ¢imz se zefektivni i samotny proces rozkladu kontaminantu. [3]

1.1.5.1 Trametes versicolor

Trametes versicolor neboli outkovka pestra tvori tence kloboukaté plodnice bokem pfirostlé
k substratu. Klobouk je plochy, na povrchu suchy, sametovée leskly a jemné husté chlupaty,
vespod klobouku se nachéazeji kratké rourky. Jedna se o jednoletou houbu rostouci od jara
do podzimu na pafezech, kmenech ¢i odumfielych vétvich; méné Casto také parazituji na zivych
listnatych stromech — zejména bfize, dubu, buku a vzacné i na jehli¢nanech. [10]

Outkovka pestra je povazovana za jednu z nejefektivnéjSich hub bilé hniloby pro selektivni
delignifikaci; produkuje vyznamné mnozstvi lakazy, mangan peroxidazy i lignin peroxidazy.
Zaroven je schopna degradovat a mineralizovat polysacharidy (napt. Skrob, pektin, celulézu)
na CO2 a H»O; nazakladé této skuteCnosti ma Trametes versicolor potencial k rozkladu
ligninocelul6zovych odpadnich materiald (napf. otrub). Outkovka pestra je dale znama
produkci bioaktivnich latek s farmakologickym vyznamem, jako je napt. PSK (Polysaccharide
Krestin), jenz vykazuje protinadorovou aktivitu. Mimo jiné byla in vifro testovana jako
antibakterialni latka proti bakterialnim patogentm rajc¢at. [11]
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1.1.5.2 Irpex lacteus

Irpex lacteus neboli branovitka mlécna tvoti plodnice s kloboucky Sirokymi 2-5 cm. Roste
prevazné od kvétna do listopadu na odumfielych vétvich a kmenech listnatych stromu a keid,
vzacnéji se vyskytuje 1 na jehlicnanech. Irpex lacteus je vzhledem kjeho bohatému
enzymovému vybaveni vyuzitelny v biotechnologiich pii likvidaci riznych typt organickych
a chemickych odpadi. Kromé uplatitelnosti v biotechnologiich je Irpex lacteus vyuzitelny
1 v oblasti farmacie, vyznacuje se antibakterialnimi Uc¢inky proti Bacillus cereus, Escherichia
coli ¢ Staphylococcus aureus. Pusobi také inhibi¢né proti kvasinkam Candida albicans,
Candida glabrata ¢ Candida parapsilosis. [10]

Obrazek 1: Trametes versicolor CCBAS 1383 (vilevo), Irpex lacteus CCBAS 196 (vpravo)

1.1.5.3 Phanerochaete chrysosporium

Phanerochaete chrysosporium je modelova houba bilé hniloby tvofici tenké plodnice
zpusobujici bily povlak na drevé. Tato modelova houba je nejvice prostudovanou houbou bilé
hniloby a vynika schopnosti degradovat pouze lignin, celul6zovou sluzku dieva prakticky
nedegraduje. [12] Phanerochaete chrysosporium je schopna produkovat kyselinu stavelovou
jako vedlejsi metabolicky produkt pifi rozkladu ligninocelul6zovych materiala; kyselina pak
nasledné reaguje sionty kovi (napf. zeleza, manganu, médi) za vzniku chelatt, které jsou
naslednymi enzymatickymi reakcemi zapojeny do odstranéni polutantt. [3]

1.1.5.4 Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus neboli hliva Gstficna tvoii plodnice s kloboukem 5-20 cm, ktery je
obvykle jazykovity, v&jitkovity az mirné€ nalevkovity; bocni stranou je pfirostly nebo protazeny
do kratkého tfen¢. Barevné je promeénlivy. Pokozka klobouku je hladka a lysa, vespod se
nachazeji husté, tlusté, na tfent sbihavé lupeny. Hliva roste od fijna do prosince, vyjimecné
i pfes zimu, na odumfelych i zivych kmenech listnatych stroma, zejména topold, vrb, buku aj.
Obsahuyje tfadu bioaktivnich latek patficich do skupiny B-(1,3)-D-glukand, které se vyznacuji
svymi antioxida¢nimi, imunomodulac¢nimi a protizanétlivymi ucinky. [10]
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1.2 Rustova krivka hub

Rastova kiivka hub ma typicky ,,S tvar. Lag faze rastu (1) je velmi pomala, houbové buriky
se prizpusobuji prostiedi. Béhem lag faze dochazi k syntéze RNA, enzymu a jinych molekul
potiebnych k déleni. Pfechodem do exponencialni faze (2) dochézi k extrémné rychlému
nartstu buné€k; rychlost rustu zavisi na rustovych podminkach ovliviiujicich frekvenci déleni
nedojde k vycCerpani zivin ¢i nahromadéni odpadnich produktd inhibujicich dalsi rist. Rust
v dany moment zaCne zpomalovat (3) a muZe nasledovat stacionarni faze (4), pii které
nedochazi k zadné dramatické zméné koncentrace bun€k nebo biomasy — rastova rychlost je
rovna rychlosti odumirani. Posledni fazi rastové kiivky je bunécna smrt (5) a lyze, coz vede
ke snizeni poctu bun¢k, tedy i biomasy. [13]

MEnist biomasy
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Obrazek 2: Riistova kiivka hub [13], pFevzato a upraveno

1.3 Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory produkované vSemi zivymi organismy a jsou fazeny mezi
bilkoviny. Strukturu enzymu lze analyzovat na ctyfech hierarchickych trovnich. Primarni
struktura enzymu je urena sekvenci monomernich jednotek a typem chemickych vazeb, které
tyto jednotky spojuji. Sekundarni struktura poskytuje informace o prostorovém usporadani
sousednich nebo blizkych monomernich jednotek podél polypeptidového fetézce, a tim
charakterizuje interni geometrii casti biomakromolekuly. Terciarni struktura definuje vzajemné
prostorové usporadani vzdalenéjSich casti fetézce, coz ovliviiuje celkovy tvar molekuly.
Kvartérni struktura popisuje prostorové rozmisténi vice polypeptidovych podjednotek, které
tvoti funkcéni biomolekulu. Pro enzymy typicka je supermolekulova struktura popisujici
podjednotky usporadané do symetrickych ttvart za Gcasti nekovalentnich interakci. [14]

Enzymy se dale klasifikuji na jednoduché, obsahujici pouze bilkovinnou slozku, jako jsou
napiiklad hydrolazy (pepsin), a slozené, které krome bilkovinné slozky (apoenzymu) zahrnuji
1 nebilkovinnou slozku (kofaktor). Kofaktory mohou byt koenzymy, vazané nekovalentnég, nebo
prostetické skupiny, vazané kovalentné k apoenzymu, coz je klicové pro spravnou funkci
enzymu. [15] Koenzym je nékdy prezdivan kosubstratem, nebot’ zastava ulohu druhého
reaktantu, ktery je vazan do oblasti aktivniho mista zajistujici navazani kofaktoru. Tato oblast
byva prostorové lokalizovana v bezprostredni blizkosti vazebného mista pro substrat. [14]
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Katalyticka aktivita enzymil zavisi na konformaci aktivniho centra, které umoziiuje
specifické interakce se substraty, nasledované chemickymi reakcemi, které vedou
k transformaci substratu na produkt. Aktivni misto sestava z aminokyselinovych residui, které
se piimo podileji na navazani substratu — tyto vazebné skupiny tvoii vazebné centrum aktivniho
mista. Déale obsahuje aktivni misto katalyticky aktivni skupiny tvofici katalytické centrum.
Konformace aktivniho centra pfimo determinuje specifitu enzymu, nebot’ umoziiuje vazbu
pouze konformacné kompatibilnich substrat. Existuji tfi zakladni typy prostorové konformace
aktivnich mist — §térbinové, aktivni centrum tvaru mélké prohlubné a aktivni centrum ve forme
jamky. Vyjma aktivniho centra se u né€kterych typt enzymi objevuji i allostericka centra;
allostericka centra jsou specidlnimi regulacnimi oblastmi, do kterych jsou vazany efektory
ovliviiujici konformaci enzymu a tim i jeho aktivitu. Allosterické regulace jsou typické
pro enzymy urcujici klicové kroky metabolickych drah, coz umoziuje efektivni kontrolu
metabolickych procesu. [14]

Substratova specifita enzymu

Substratova specifita enzymu definuje schopnost enzymu rozpoznavat a premeénovat
specifické substraty. Enzym s vysokou substratovou specifitou je schopen selektivné vazat
a preménovat pouze konkrétni substraty. Substratova specifita je dana usporadanim aktivniho
centra a muze byt absolutni — enzym preménuje vyhradné jeden konkrétni substrat, anebo
skupinova — enzym premériuje vice substrati téhoz typu. Zvlastnimi typy skupinové enzymové
specifity je stereospecifita a regiospecifita; stereospecifita je schopnost enzymu v racemické
smeési rozpoznat konkrétni enantiomer, ktery je substratem katalyzované reakce a regiospecifita
je schopnost enzymu katalyzovat v daném substratu preménu na konkrétnim miste. [14]

Reak¢ni specifita enzymu

Reak¢ni specifita definuje schopnost enzymu katalyzovat specificky typ chemické reakce,
bez ohledu na substrat, ktery je pouzit. Enzymy s vysokou reak¢ni specifitou mohou
katalyzovat stejny typ reakce na Siroké spektrum substratii. Reak¢ni specifita je dana predevsim
kofaktorem, ktery se pfimo ucastni enzymové reakce. Na zakladé reakéni specifity jsou enzymy
ttidény do Sesti tfid a znaCeny CtyiCiselnym kodem EC — Enzyme Commission number. Prvni
Cislice oznacuje prislusnou hlavni tfidu a nasledujici Cislice odkazuji na pfislusné podtiidy
popisyjici, kde a jak enzym pusobi. [14][16]

1. Oxidoreduktazy katalyzuji intermolekularni redoxni pfemény pienosem vodiku nebo
elektronti mezi substratem a akceptorem nebo vcleniovanim atomu kysliku do molekuly
substratd. Jako kofaktory slouzi pfedev§im pyridinové NAD™ ¢ NADP”, flavinové FAD
¢i FMN, komplexné vazané ionty kovu. [14]

2. Transferazy katalyzuji intermolekuldrni ptenos aktivovanych skupin z donorové
molekuly na akceptorovou. Mechanismus prenosu je zpravidla dvojstupiovy
- v prvanim stupni je skupina pfenesena z donoru na kofaktor transferazy a v dalSim
kroku kofaktor pfenese skupinu akceptoru. [14]

3. Hydrolazy katalyzuji hydrolytické Stépeni substrati mechanismem pieneseni casti
hydrolyzovaného substratu na molekulu vody. Hydrolazy jsou dale klasifikovany
do podtiid podle charakteru hydrolyzované vazby. [14]
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4. Lyazy katalyzuji nehydrolyticky rozklad substratu na dva produkty mechanismem
odstépovani nebo vnaseni malych molekul (napt. H,O, CO,, NH3) bez pomoci dalSich
reaktantu. [14]

5. Izomerazy katalyzuji intramolekularni pfesuny atomu a jejich skupin. Vétsinou maji
povahu jednoduchych bilkovin a d€leni podtfid je zalozeno na typech izomerie. [14]

6. Ligazy katalyzuji vznik energeticky naroénych vazeb za soucasného rozkladu
makroergnich slouCenin; maji povahu slozenych bilkovin a do podtiid jsou fazeny
na zakladé typu vytvarenych vazeb. [14]

1.3.1 Kinetika enzymovych reakci

Podstatou enzymoveé kinetiky je studium prabéhu enzymovych reakci za riznych reakcnich
podminek. Kinetika enzymovych reakci je zavisla na koncentraci substratu, mnozstvi enzymu,
fyzikalné-chemickych parametrech prostiedi a pfitomnosti efektorti. Na zakladé poctu molekul
reaktantl rozliSujeme jednosubstratové, dvousubstratové a vyjimecné tfisubstratové reakce.
Jednosubstratové reakce jsou nejCastéji izomerie katalyzované izomerazami; dale §té€peni
substratu lyazami za vzniku dvou produktd. NejCast€js$im typem jsou dvousubstratové reakce,
které jsou typické pro oxidoreduktazy a transferazy. Vyjimecné probihaji také tfisubstratové
reakce, které jsou katalyzovany ligadzami. [14]

Enzymova kinetika je popisovana modelem Michaelis-Mentenové (1913), ktery postuluje
zakladni principy enzymové kinetiky. Model saturacni kinetiky vychazi z predpokladu,
ze enzym (E) a substrat (S) spolu reaguji za vzniku komplexu (ES), ktery se nasledné muze
pfemeénit na produkt (P) za uvolnéni enzymu nebo se muze zpétné disociovat na vychozi
substrat (S) a enzym (E):

E+SZESSE+P (1)

Reak¢ni rychlost tvorby produktu v je dana rovnici Michaelise a Mentenové, kde vy je
aktualni rychlost, v limitni rychlost, [S] koncentrace substratu a K, Michaelisova konstanta.
Vysledkem grafického zpracovani rovnice Michaelise a Mentenové je saturacni kiivka

zobrazena na obrazku 3. [14][15]
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Obrazek 3: Saturacni krivka [17], prevzato a upraveno
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Saturacni kiivka popisuje zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu
pii konstantni koncentraci enzymu, jenz je substratem saturovan. Hodnota Km rozdéluje
saturacni kiivku na dvé oblasti — pfi nizkych koncentracich substratu jsou molekuly enzymu
minimalné saturované, takze plati, ze koncentrace volného enzymu [E] je rovna koncentraci
komplexu enzym-substrat [ES]. Rychlost reakce je imérna koncentraci substratu a reakce
probiha podle kinetiky prvniho fadu. V piipadé vysokych koncentraci substratu je veskery
enzym vazan v komplexu ES a dochazi tedy k maximalni saturaci aktivnich mist enzymu a plati
[E] << [ES]; maximalnimu nasyceni odpovida limitni rychlost reakce, ktera jiz dale
nestoupa. [14]

Kwm je konstanta vyjadiujici koncentraci substratu, pfi niz je dosazeno poloviny limitni
rychlosti a je saturovana substratem polovina aktivnich mist enzymu, tato konstanta je zavisla
na prostiedi pH, teploté, piitomnosti efektorti aj. Hodnoty Michaelisovy konstanty se pohybuji
v rozmezi 10"'-10° mol/I. Cim je hodnota K niZsi, tim je afinita enzymu k danému substratu

vy$si. [14]
1.3.2 Enzymova aktivita

Katalyticky ucinek enzymu — neboli enzymova aktivita, se méfi stanovenim narastu reak¢ni
rychlosti za presné definovanych podminek v ur¢itém ¢asovém intervalu. Obvykle se vyjadiuje
v jednotkéach 1 U, coz popisuje aktivitu enzymu, ktera za danych podminek pfeméni 1 umol
substratu za 1 minutu. Enzymova aktivita se dale udava v jednotkach katal — 1 U = 16,67 nkat.
Aktivita enzymu v roztoku se vztahuje na jeho objem — tedy napt. U/ml. Specificka aktivita
enzymu se pak udava na hmotnostni jednotku — napt. U/mg. [15]

Stanoveni aktivity enzymu lze docilit pouze kinetickymi metodami; nejcastéji se vyuzivaji
manometrické, spektrofotometrické, fluorescencni, polarimetrické ¢i nékteré elektrochemické
metody. [15]

Manometrické metody

Manometrické metody spocivaji v kvantifikaci produkce nebo spotfeby plynu béhem
enzymatické reakce; v prubéhu reakce jsou zaznamenavany zmény tlaku v uzavieném systému.
Pro bézné stanovovani enzymové aktivity jsou manometrické metody nevhodné,
nenahraditelné jsou vSak pii méfeni aktivit enzymt suspenzi mikroorganismui, upravenych
vzorka tkani, pletiv aj. [15]

Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické techniky jsou nejrozsifenéjSimi technikami zalozenymi na schopnosti
enzymu katalyzovat reakce, které vytvareji nebo spotiebovavaji slouceniny absorbujici svétlo
v urcité vinové délce. Vlastni stanoveni enzymové aktivity je zahajeno pridavkem substratu;
zména absorbance v ¢ase muze byt méfena bodové nebo kontinualné po dobu 3-5 minut
v 30-60 s intervalu. [14][15]
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Fluorescenc¢ni metody

Fluorescen¢ni metody jsou velmi Casto vyuzivany pro svou vysokou citlivost; jsou zalozené
na tvorbé fluorescencnich produkti pusobenim enzymu. Rychlost produkce fluorescencnich
slouCenin zavisi na koncentraci substratu a enzymu; lze ji kvantitativné méfit pomoci
fluorimetru jako narust fluorescence za jednotku Casu. Fluorescenéni metody jsou nevhodné
pii analyze vzorkli obsahujicich proteiny — zejména s vy$Sim obsahem tryptofanu a tyrosinu,
u nichz je typicka interference. [14]

Polarimetrické metody

V ptipadé odlisné optické rotace substratu a produktu enzymové reakce 1ze vyuzit metody
polarimetrické. Touto technikou lze stanovit aktivitu napt. mnoha oxidoreduktaz. V nékterych
ptipadech 1ze zvysit optickou otacivost vytvorenim komplext — napi. pomoci hydroxykyselin,
které vytvareji komplex s molybdenanem vykazujicim vyraznou optickou otacivost. [15]

Elektrochemické metody

Elektrochemické techniky, mezi néz fadime ampérometrii, coulometrii, polarografii
a konduktometrii, vychazeji z principu sledovani zmén koncentrace produkti nebo substratt
v zavislosti na zménach riznych elektrickych parametri — napf. redoxnim potencialu,
elektrickém proudu, elektrickém naboji, vodivosti aj. [14]

1.3.3 Lignolytické enzymy

Lignolytické enzymy, produkované houbami bilé hniloby, jsou extracelularni enzymy
s pomérné€ nizkou substratovou specifitou, coz je dusledek nepravidelné amorfni struktury
ligninu. Tato nizka substratova specifita zvysuje jejich biodegradacni potencial. [8] Produkce
lignolytickych enzymi je stimulovana stresem, ktery muze byt vyvolan vycCerpanim nebo
naopak zvySenim koncentrace zivin. [1]

Lignin houbam bilé hniloby neslouzi jako zdroj uhliku ani energie. [1] Jeho rozklad je
oxidativni proces zahrnujici enzymy lignin peroxidazu (LiP), mangan peroxidazu (MnP)
a lakazu (Lac). S t€émito enzymy schopnymi rozkladat lignin dale spolupracuji enzymy, které
samy o sob¢ lignin rozlozit nedokéazou, ale produkuji peroxid vodiku potiebny pro lignolytické
peroxidazy — napt. glyoxaloxidaza, superoxiddismutaza, glukosaoxidaza, arylalkoholoxidaza
a cellobiosadehydrogenaza. [8]

Nekteré lignolytické enzymy lze detekovat v kultivacnich tekutinach pfi stacionarnich
kultivaci difevokaznych hub. Pro spravnou detekci enzymu je podstatné odebirat kultivacni
tekutiny v pravidelnych intervalech. Lignolytické enzymy jsou produkovany béhem
sekundarniho metabolismu hub bilé hniloby. [8][1]

1.3.3.1 Lignin peroxidaza EC 1.11.1.14

Lignin peroxidaza je globularni glykoprotein o molekulové hmotnosti 40-45 kDa
a izoelektrickym bodem pl 3,2-4,0; obsahuje zelezo vazané na hemovou slozku. Enzym byl
poprvé objeven u Phanerochaete chrysosporium. [1][18]
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LiP katalyzuje oxida¢ni depolymerizaci ligninu zavislou na H20». Lignin peroxidaza se
vyznacuje nizkou substratovou specifitou; v ptitomnosti endogenné vytvareného peroxidu
vodiku katalyzuje oxidaci fady nefenolickych aromatickych struktur ligninu za vzniku aryl-
kationtovych radikalt, které spontanné piechazeji na nizkomolekularni aromatické
i nearomatickeé latky. [1] LiP je schopna oxidovat Sirokou Skalu aromatickych substratt, véetné
N-substituovanych anilini a fenolickych sloucenin (napf. guajakol, katechol, aj). Vhodnym
substritem pro méfeni enzymové aktivity LiP je veratrylalkohol, ktery je
oxidovan na veratrylaldehyd a je méfen nartst jeho absorbance pii 310 nm. Enzymova aktivita
LiPje typicka s rychlym poklesem aktivity enzymu pii oxidaci substratu, coz je pravdépodobné
zpusobeno akumulaci neaktivni LiP-III formy béhem katalyzy. [1][18]

Obrazek 4 znazoriuje katalytickou aktivitu LiP, béhem niz dochézi k jeji oxidaci pomoci
H>0,. Dochazi k odebrani 2 elektront z molekuly, coz vytvaii jeji enzymaticky meziprodukt
LiP-sloucenina I. Tento meziprodukt nasledné oxiduje substrat za vzniku redukovanéj§iho
enzymoveého meziproduktu LiP-sloucenina I, kterd posléze oxiduje dalsi molekulu substratu
odejmutim jednoho elektronu, ¢imz se dostava do puvodniho stavu. V pripadé, ze je
koncentrace substratu nizkd a oproti tomu koncentrace H>O» vysoka, dochazi k preméné
LiP-slouCeniny II na neaktivni LiP-slou¢eninu III. Této inaktivaci enzymu v nadbytku H>O»
brani aromatické latky — napf. veratrylalkohol a tryptofan, které se stavaji pro slouceninu
LiP-II vhodné&jsim substratem a umozni tak dokonceni katalytického cyklu LiP. [1]

LiP
H:O

H,0,
LiP- slouéenina |

I substrat
substrat .4, substrat'

LiP- slouéenina Il

1+
substrat "

LiP- slougenina Ill
Obrazek 4: Katalytickd aktivita LiP [1]

Peroxidazy vyzaduji ke své Cinnosti peroxid vodiku, ktery pusobi ve vysSich koncentracich
jako bunécny jed a jeho nadbytek je regulovan katalazou. Proto H,O» vznikd uUcCinkem
extracelularnich enzymu pfimo v okoli hyf; mezi enzymy podilejicimi se na produkci H2O;
fadime napf. arylalkoholoxidazy, pyranosa-2-oxidazy a glyoxaloxidazy. Arylalkoholoxidazy
oxiduji aromatické alkoholy na odpovidajici aldehydy a peroxid vodiku za soucasné spotieby
kysliku. Substratem pro arylalkoholoxidazy je napt. benzylalkohol, veratrylalkohol C¢i
anisylalkohol. Pyranosa-2-oxidazy katalyzuji oxidaci monosacharidu na dikarboxylové cukry
za soucasné spotieby kysliku a vzniku H»0:. Glyoxaloxidaza oxiduje glyoxal na kyselinu
glyoxalovou pomoci vody, na kterou je prenesen jeden kyslik za vzniku peroxidu vodiku. [8]
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1.3.3.2 Mangan-dependentni peroxidaza EC 1.11.1.13

Mangan-dependentni peroxidaza (MnP) je extracelularni peroxiddza, katalyzujici
H,0,-dependetni oxidaci Mn?* na vysoce reaktivni Mn**; Mn?** nasledné oxiduje fenolické ¢asti
ligninu za vzniku volnych radikald. Vysoka reaktivita Mn®" si vyzaduje stabilizaci chelatory.
Mangan-dependentni peroxidaza je obvykle produkovana ve formeé izoenzymi s molekulovou
hmotnosti 45-55 kDa, tyto izoenzymy se liSi zejména v izoelektrickych bodech, které se
nachazeji v kyselé oblasti pH (3-4). [1]

Na obrazku 5 je znazornén katalyticky cyklus mangan-dependentni peroxidazy, ktery je
v principu velmi podobny katalytickému cyklu LiP. Na rozdil od jinych peroxidaz vyzaduje
MnP jako substrat Mn?*, ktery vystupuje jako donor jednoho elektronu a je tak oxidovan
na Mn**, ktery je sam o sobé& silné reaktivni a je stabilizovan karboxylovymi kyselinami
(napt. kyselinou Stavelovou, kyselinou mlécnou ¢i kyselinou malonovou). Vzniklé chelaty
Mn** poté mohou katalyzovat oxidaci riznych substratd — napi. fenolickych sloudenin
za vzniku fenoxy radikalového intermediatu, ktery nasledné podléha dal§im neenzymatickym
reakcim. [1][18]

[R-OOH]
‘ H,0 [R-OH]
nativni MnP
i)
RH
H'+ Re MnP sloucenina |
CSOI ..... z>

.+ *
MnP slouéenina Il R H

@D

Obrazek 5: Katalyticky cyklus MnP [1]

Nativni forma enzymu MnP reaguje s H»O za vzniku slouceniny I, ktera vaze Mn?" a oxiduje
jej na Mn**, soudasné se slou¢enina MnP I redukuje na sloueninu MnP II. K této redukci mize
dojit stejné tak 1 prostfednictvim jiného donoru elektronu (napf. fenolické slouceniny).
V poslednim kroku dochazi k druhé jednoelektronové redukci slouceniny MnP II za vzniku
nativni formy MnP. [18]
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1.3.3.3 Lakaza EC 1.10.3.2

Lakaza (Lac) je N-glykosylovana fenoloxidaza obsahujici méd’, diky ¢emuz katalyzuje
ctyt-elektronovou redukei kysliku na vodu. Poprvé byla lakédza popsana u japonského stromu
Rhus vernicifera, kterému je prezdivano také ,,Chinese lacquer tree”; odtud lakaza ziskala svuj
nazev. [1][18]

Houbova lakaza se Casto vyskytuje ve formé izoenzymt s monomernimi nebo dimernimi
proteinovymi strukturami; 7rametes versicolor produkuje 5 izoenzymu v zavislosti na stupni
glykosylace. Jeji molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 60-70 kDa. Lac obsahuje ve své
molekule &tyfi atomy médi v oxidaénim stavu Cu?*, které jsou rozmistény mezi tfi odli§na
vazebna mista — T1 obsahujici 1 atom médi, T2 obsahujici 1 atom médi a T3 obsahujici zbylé
2 atomy medi. [18]

Lakéza oxiduje mnoho sloucenin — napft. fenoly, polyfenoly, aromatické aminy a nefenolické
substraty za vzniku reaktivnich radikalt, které nasledné podléhaji neenzymatické
depolymerizaci, repolymerizaci nebo demethylaci. Vyjma degradace ligninu se lakéza podili
na sporulaci, detoxifikaci ¢i tvorbé pigmentu. [1]

Aktivita lakazy je mnohdy inhibovana; mezi vyznamné inhibitory fadime azidy, halogenidy,
kyanidy ¢i hydroxidy. Inhibice probiha navazanim inhibitoru na atom médi, ¢imz dochazi
k preruseni vnitiniho prenosu elektront a aktivita enzymu je potlacena. [19]

Obrazek 6 ilustruje katalyticky cyklus lakazy; katalyzuje Ctyfi jednoelektronové oxidace
substratu se soucasnou dvouelektronovou redukci kysliku na vodu. Prvni faze katalyzy zacina
na reakénim centru T1, které funguje jako primarni akceptor elektronu. Po navazani substratu
dochazi k redukci médénych ionti z Cu?* na Cu* nasledované pienosem &ty elektront (ze ¢tyt
molekul substratu) do druhého reakéniho centra T2/T3. Prenos elektronti mezi centry je
zprostiedkovan sekvenci aminokyselin His-Cys-His; tento proces pfevadi enzym z plné
oxidovaného stavu do plné€ redukovaného stavu. Rychlost celkové katalyzy je limitovana prave
prenosem elektront z centra T1 do T2/T3. Redukce kysliku na vodu probiha ve dvou etapach.
Nejdrive se molekula kysliku vaze na centrum T2/T3, coz vede k rychlému pfenosu 2 elektront
ze 2 kationtd médi v centru T3, ¢imz vznika peroxidovy intermediat. Limitujicim faktorem
pro rychlost této reakce je vazani kysliku na centrum T2/T3. Poté probihd rychly pienos
jednoho elektronu z centra T1, coz vede k rozkladu peroxidového intermediatu
na oxy radikalovy intermediat. Tento krok je nasledovan reduktivnim $tépenim O-O vazby
a uvolnénim nove vzniklé molekuly vody. Pomalé §tépeni intermediatu je podpofeno pfenosem
jednoho elektronu z médéného kationtu v centru T2. V zavérecné fazi se vSechny Ctyfi kationty
médi vraceji do oxida¢niho stavu Cu?*" a O* je uvolnén jako druha molekula vody. [18]
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Obrazek 6: Katalyticky cyklus lakazy, prevzato a upraveno [18]

1.3.3.4 Versatilni peroxidaza EC 1.11.1.16

Versatilni peroxidaza byla poprvé popsana u houby Pleurotus eryngii. Katalytické vlastnosti
VP vedly k oznaCeni versatilni peroxidazy jako hybrid LiP-MnP; hybridni vlastnosti byly
potvrzeny analyzou trojrozmérného modelu enzymu, na kterém byly pfitomny struktury vlastni
MnP tak i LiP, strukturné je vSak blize LiP. VP zaroveii vykazuje vy3si afinitu k HoO2 a Mn?",
nez je tomu u peroxidaz houby Phanerochaete chrysosporium, soucasné vsak dobfe oxiduje
substituované fenoly, jez zminéné peroxidazy bézné neoxiduji. [1][18]

Katalyticky cyklus versatilni peroxidazy je podobny LiP a jinym peroxidazam obsahujicim
hemovou slozku; zahrnuje na pocatku dvou elektronovou oxidaci enzymu za pouziti H>O», coz
vede k vytvoreni meziproduktu I. Nasleduje oxidace substratu, ktera probiha ve dvou krocich,
pii kazdém z nich je odebran jeden elektron, coz postupné generuje meziprodukt IT a umoziuje
navrat enzymu do jeho pavodniho stavu. VP je schopna oxidovat aromatické substraty
na odpovidajici radikaly i bez pitomnosti Mn?*. Kromé toho dokaze oxidovat Mn?*na reaktivni
Mn*", ktery nasledné funguje jako difuzni oxidaéni ¢inidlo, podobné jako u mangan peroxidazy
(MnP). [20]

1.4 Prirozené a odpadni substraty lignolytickych enzymu

Houby bilé hniloby se vyznacuji zcela unikatni schopnosti degradace ligninu, ktery se fadi
mezi tfeti nejpocetnéj§i biopolymer na Zemi. Biodegradace ligninu je zasadnim krokem
v prirozeném kolob&hu uhliku; lignin, jako substrat lignolytickych enzymu, vSak houbam bilé
hniloby neslouzi jako zdroj uhliku ani energie. Nizka substratova specifita lignolytickych
enzymu vede k Sirokému biodegradacnimu potencialu hub bilé hniloby; v zavislosti na vnéjsich
podminkach jsou houby bilé hniloby schopny produkovat rizné izoenzymy liSici se svymi
katalytickymi vlastnostmi. [1]
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tedy snaha tyto odpady valorizovat, nebot’ za timto odpadem stoji i plytvani zdroji, které byly
na vyrobu potravin vyuzity — pada, voda, energie a finan¢ni prostiedky. Potravinaisky odpad je
komplexni biomasa obsahujici ruzné slozky, které lze vyuzit jako vhodny substrat
pro mikrobialni biokonverzi pomoci fermentacnich procesi — napf. $krob, bilkoviny, tuky,
celulozové materidly aj. Kromé samotnych potravin je snaha valorizovat i odpady spojené
s produkci potravin — napt. pSenic¢né otruby ¢i bagasa z cukrové titiny. PSeni¢né otruby tvori
asi 25 % celkového mnozstvi pSenice a obsahuji 56 % sacharidi vcéetné Skrobu, 13-18 %
bilkovin a 3,5 % tuku. Otruby mohou byt vyuzity jako zdroj uhliku a dusiku v SSF (solid-state
fermentation) pfi produkci enzymii pomoci hub. Vylisky z cukrové titiny jsou jednim
z nejrozsitenéjSich odpadi vzhledem k celosvétové produkci cukrové titiny. I pres svou nizkou
nutri¢ni hodnotu muze byt bagasa z cukrové titiny pouzita jako médium v SSF pro produkci
enzymu necelulolytickymi mikroorganismy. [21]

1.5 DalSi producenti lignolytickych enzymu

Lignolytické enzymy jsou produkovany prevazné houbami bilé hniloby, kromé& hub vsak
mohou byt produkovany i dal§imi mikroorganismy, vCetné€ nékterych druha bakterii a plisni.
Degradace ligninu muze byt realizovana fadou bakterii, které se pfirozené vyskytuji v pudé.
Genomické a proteomické studie bakterii prokazaly existenci bakterialnich lakaz a peroxidaz
odbarvujicich barviva (Dye-decolorizing peroxidase), zaroven ale 1 nedostatek lignin
peroxidaz, mangan peroxidaz a verzatilnich peroxidaz. Lakazové geny byly identifikovany
u kmenl  Firmicutes (Bacillota), Proteobacteria (Pseudomonadota), Actinobacteria
(Actinomycetota) a v mnohem mensi mife u kmenld Bacteroidetes (Bacteroidota)
a Cyanobacteria (Cyanobacteriota). Bakterialni lakazy jsou predevsim intracelularni, houbové
jsou i extracelularni. [22]

Ptikladem bakterii degradujicich lignin je Streptomyces viridosporus T7A pattici do kmene
Actionomycetota; tadi se mezi nejprostudovanéjsi bakterie degradujici lignin pomoci né€kolika
extracelularnich peroxidaz. Actinomycetota jsou bakterie, které se houbam podobaji diky tvorbé
mnohobunéénych vlaken; oproti houbam tento kmen bakterii snasi vyssi hodnoty pH i teplot
a lignin odbouréavaji jako soucast primarniho metabolismu —u hub je lignin degradovan hlavné
jako soucast sekundarniho metabolismu. Bakterie Streptomyces sp. maji predev§im vyznamnou
aktivitu enzymt MnP. [22] Dalsi bakterii prokazatelné produkuyjici lignolytické enzymy je
Arthrobacter sp. C2, jedna se o psychrofilni bakterii produkujici LiP a MnP, jako substrat byl
ve studii Jiang a kol. vyuzit ligninsulfonat sodny. [23] Niu a kol. se ve své studii zabyvali
bakterii Brevibacillus thermoruber majici schopnost produkovat Lac, LiP 1 MnP, které jsou
termostabilni — uc¢innost degradace ligninu se zvySovala se zvySovanim teploty. Lakaza je
vyjma Brevibacillus thermoruber produkovana také bakteriemi Lscherichia coli a Streptomyces
cinnamoneus. [24][22] Lignin peroxidazu produkuji kromé Arthrobacter sp. C2 také bakterie
Pseudomonas fluorescens, Streptomyces cinnamoneus a Brevibacillus thermoruber. Mangan
peroxidazu produkuji bakterie Pseudomonas putida, Streptomyces sp., Microbacterium sp.,
Arthrobacter sp. C2 a Brevibacillus thermoruber. [22]
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1.6 Prumyslové aplikace lignolytickych enzymu

Nizka substratova specifita lignolytickych enzymu zvysuje jejich biodegradacni potencial,
ktery muze byt uplatnén v odvétvich biosenzori, celul6zového primyslu, potravinaiského
prumyslu, kosmetiky a biodegradace. Ligninolyticky enzymovy systém hub bilé hniloby lze
efektivné vyuzit i k degradaci toxickych organickych latek, ¢imz jsou vyuzitelné i v odvétvi
bioremediace. Mezi nejCastéji zkoumané latky patfi polyaromatické uhlovodiky (PAH),
polychlorované bifenyly (PCB) a dal§i chemické latky, naptfiklad aromatické herbicidy,
trinitrotoluene a nedavno i 1éCiva, zejména z kategorie endokrinnich disruptora. Aktualnim
tématem je i praktické vyuziti hub bilé hniloby pfi dekontaminaci znec€isténych ptd nebo vod.
V praxi se v laboratornim méfitku experimenty provadeji tak, ze inokulovand slama se
v moment€, kdy je dobie prorostla houbou (zpravidla po nékolika tydnech), pokryje vzorkem
hliny obsahujicim toxické organopolutanty a béhem urCenych Casovych intervalti se odebiraji
vzorky za Gcelem sledovani ubytku pozorovanych kontaminanta. [8][25]

V potravinaiském primyslu jsou lakazy aplikovatelné v fad€ procesu, které cili na zlepSeni
nebo modifikaci barevného vzhledu potravin a napoju; fesi problém eliminace nezadoucich
fenolickych sloucenin odpovédnych za procesy hnédnuti a tvorby zakalu v Cirych ovocnych
Stavach, pivu a viné. Lakaza se dale pouziva pfi Zelatinaci pektinu extrahovaného z cukrové
fepy, v pekarském pramyslu a pfi upraveé odpadnich vod z olivovych mlynt. Lignin peroxidaza
a mangan peroxidaza maji potencial produkovat pifirodni aromatické ptichuté. [25]

V celul6zovém a papirenském prumyslu ma lakaza potencial jako mediator pii béleni
sulfatové buniciny; tato schopnost by v budoucnu mohla mit potencial k navazani riznych
chemickych sloucenin na povrch vlaken. Lignin peroxidaza a mangan peroxidaza jsou
vyuzivany jako biokatalyzatory pii procesech béleni, zejména pii odbarvovani odpadnich vod
celulozového primyslu. Odbarvovaci schopnosti lignolytickych enzymu se vyuziva
také v textilnim primyslu; lakaza, lignin peroxidaza amangan peroxidaza mohou
biodegradovat i synteticka barviva. [25]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Cil prace

Cilem prace je vypracovani literarni reSerSe ohledné producentt lignolytickych enzymu se

zamé&fenim na houby bilé hniloby a jejich pfipadném vyuziti ve vybranych pramyslovych
odvétvich. V ramci experimentalni ¢asti by méla byt provedena série experimentt u vybranych
druhtt hub s ohledem na stanoveni aktivit vybranych enzymii a vyhodnoceni ziskanych

vysledka.

2.2 Pouzivané chemikalie

2.2.1 Kaultivaénich média

Agar, Himedia

destilovana voda

NaOH, PENTA Chemicals

PDB (potato dextrose broth), VWR Chemicals BDH
pSenicné otruby

96% H2SO4, PENTA Chemicals

2.2.2 Roztoky pro stanoveni enzymovych aktivit

ABTS (2,2°-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kys.), Sigma-Aldrich
destilovana voda

DMP (2,6-dimethoxyfenol), Sigma-Aldrich

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova), Lach:ner

kyselina malonova, Riedel-de Haén AG

kyselina vinna, Lach:ner

MnSOys, Lach:ner

NaOH, PENTA Chemicals

octan sodny, Lach:ner

30% H,0,, Lach:ner

96% 3,4-dimethoxybenzylalkohol (veratrylalkohol), Sigma-Aldrich
96% H2SO4, PENTA Chemicals

2.2.3 Roztoky pro stanoveni celkového obsahu proteini

absolutni ethanol, VWR Chemicals BDH
Coomassie Brilliant Blue G250, Sigma-Aldrich
destilovana voda

Folin-Ciocalteaovo ¢inidlo, PENTA Chemicals
Na,COs, Lach:ner

NaOH, PENTA Chemicals

Pentahydrat CuSOs, Lach:ner

Tetrahydrat vinanu sodno-draselného, Lachema
98% BSA (hovézi sérovy albumin), Sigma-Aldrich
85% H3PO4, Lach:ner
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2.3 Biologicky material
Pro experimenty byly pouzity kmeny 7rametes versicolor CCBAS 1383 a Irpex lacteus

CCBAS 196 poskytnuty Sbirkou kultur basidiomyceti CCBAS Mikrobiologického ustavu AV
CR.

2.4 Seznam pouzitych pFistroji a pomiucek
- analytické vahy Balance Pioneer PX124
- autoklav
- centrifuga Eppendorf MiniSpin plus
- ELISA reader, BioTek Synergy HTX Multi-mode reader
- exsikator
- flow box BioAir AURA-MINI s UV lampou
- chlazena centrifuga HERMLE Z 36 HK
- kompaktni vahy HELAGO EK-3001
- mikropipety a bézné laboratorni sklo
- pH metr InoLab 720 SET
- spektrofotometr SPEKOL 1300
- su$arna Binder FD 53
- temperovana vodni lazen Polystat CC1
- tfepacka Unimax1010
- 96 jamkova mikrotitracni desticka ELISA

2.5 Priiprava roztoku a Cinidel
2.5.1 Priprava pufru

2.5.1.1 Roztoky pro upravu pH pufri

Roztok 3% kyseliny sirové byl pfipraven odmeéfenim 3 ml zasobniho roztoku 96% H2SOs,
ktery byl doplnén po rysku do odmérné bariky na 100 ml destilovanou vodou.

Roztok 5SM NaOH byl pfipraven rozpusténim 19,9740 g navazky NaOH v destilované vodg;
smes byla prevedena do odmérné bariky na 100 ml a doplnéna po znacku destilovanou vodou.

2.5.1.2 Priprava octanového pufru (120 mM, pH 5)

Na pfipravu 100 ml 120 mM roztoku octanového pufru byla navazka 0,9845 g octanu
sodného rozpusténa ve 100 ml destilované vody; vznikly roztok byl za pouziti pH metru
upraven pomoci 3% kyseliny sirové na pH 5.

2.5.1.3 Priprava vinanového pufru (100 mM, pH 3)

Na pfipravu 100 ml 100 mM vinanového pufru byla navazka 1,5013 g kyseliny vinné
rozpusténa ve 100 ml destilované vody; vznikly roztok byl za pouziti pH metru upraven pomoci
5SM NaOH na pH 3.
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2.5.1.4 Priprava malondtového pufru (65,9 mM, pH 4,5)

Na pfipravu 100 ml 65,9 mM roztoku malonatového pufru byla navazka 0,6853 g kyseliny
malonové rozpusténa ve 100 ml destilované vody; vznikly roztok byl za pouziti pH metru
upraven pomoci SM NaOH na pH 4,5.

2.5.2 Priprava substratu

2.5.2.1 Priprava 50 mM roztoku ABTS pro stanoveni Lac aktivity

Na ptipravu 10 ml 50 mM roztoku ABTS byla navéazka 0,2751 g ABTS rozpusténa v 10 ml
destilované vody.

2.5.2.2 Priprava 25 mM roztoku veratrylalkoholu pro stanoveni LiP aktivity

Na pfipravu 10 ml 25 mM roztoku veratrylalkoholu bylo odméfeno 38 ul 96%
veratrylalkoholu do 10ml odmérné bariky, ktera byla nasledné doplnéna destilovanou vodou
po znacku.

2.5.2.3 Priprava 20 mM roztoku DMP pro stanoveni MnP aktivity

Na piipravu 10 ml 20 mM roztoku DMP byla navéazka 0,0311 g DMP rozpusténa v 10 ml
destilované vody.

2.5.3 Priprava reakénich Cinidel

2.5.3.1 Priprava 54 mM H:O: pro stanoveni LiP aktivity

Na pfipravu 54 mM roztoku H>O; bylo odméteno 50,14 ul 30% H>0: a doplnéno v odmérné
barice na 10 ml po znacku destilovanou vodou.

2.5.3.2 Priprava 10 mM H:0: pro stanoveni MnP aktivity

Na pfipravu 10 mM roztoku H>O; bylo odméteno 10,31 ul 30% H>0: a doplnéno v odmérné
barice na 10 ml po znacku destilovanou vodou.

2.5.3.3 Priprava 20 mM EDTA pro stanoveni MnP aktivity

Na ptipravu 20 mM roztoku EDTA (kyseliny ethylendiamintetraoctové) bylo odvazeno
0,0586 g EDTA; navazka byla kvantitativné rozpusténa v destilované vodé a v odmérné barice
byl objem doplnén na 10 ml.

2.5.3.4 Priprava 20 mM MnSO, pro stanoveni MnP aktivity

Na pfipravu 20 mM roztoku MnSOs byla navazka 0,0338 g kvantitativné rozpusténa v 10 ml
destilované vody.

2.5.4 Priprava Cinidel pro stanoveni celkového obsahu proteinu dle Bradfordové

Na pripravu 100 ml ¢inidla byla navazka 10 mg Coomassie Brilliant Blue G250 rozpusténa
v 4,7ml absolutniho ethanolu. Poté bylo ke smési piidano 10 ml 88% H3PO4 a 80 ml
destilované vody. Smés byla zfiltrovana a filtrat byl kvantitativné pfeveden do odmérné bariky
na 100 ml a doplnén po znacku destilovanou vodou.
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2.5.5 Priprava ¢inidel pro stanoveni celkového obsahu proteini dle Hartree-Lowryho

Na pripravu roztoku A bylo smichano 0,5 I 1M roztoku NaOH s navazkou 2 g tetrahydratu
vinanu sodno-draselného rozpusténého spolu se 100 g NaxCOs v destilované vodé. Objem
smési Cinidla byl po rozpusténi doplnén na objem 1 1. Roztok B byl pfipraven rozpusténim 2 g
tetrahydratu vinanu sodno-draselného spolu s 1 g pentahydratu CuSOs v 90 ml destilované
vody a 10 ml 1M roztoku NaOH. Roztok C byl pfipraven smichanim Folin-Ciocalteauova
¢inidla v pomeéru 1:15 s destilovanou vodou.

2.6 Priprava zivnych médii a kultivace

2.6.1 Priprava tuhych médii pro inokula a uchovavani

Pro kultivace a uchovavani vybranych kment hub byly pouzity PDB agarové plotny. PDB
agarové plotny byly pfipraveny rozpusténim navazky 4,5 g agaru a 7,2 g PDB ve 300 ml
destilované vody; smeés byla vysterilovana v autoklavu pii 118 °C po dobu 15 minut a poté byla
steriln€ za horka nalita do sterilnich Petriho misek. Po zatuhnuti agarovych ploten byly Petriho
misky zaoCkovany vybranymi kmeny hub a po dobu 10 dni byly v termostatu kultivovany
ve tmé pii pokojové teploté. Po 10 dnech byly vybrany nejlépe narostlé plotny, které dale
slouzily jako inokulum pro zaockovani tekutych médii k produkci lignolytickych enzymd.

2.6.2 Kultivace vybranych kmenu

2.6.2.1 Priprava tekutych médii pro kultivace za riznych pH

Pro optimalizaci rastu 7rametes versicolor CCBAS 1383 za ruznych podminek pH byla
piipravena média o pH 3,5 a 7. Pro porovnani produkce lignolytickych enzymu byl dale vybran
kmen Irpex lacteus CCBAS 196, u kterého byl porovnavan rast pouzeu pH 5a 7.

Na ptipravu 1000 ml tekutého zivného média bylo navazeno 24 g PDB. Smés zivného média
byla nasledné rozdé€lena na 3 dily, které byly upraveny 3% roztokem H2SO4 nebo SM roztokem
NaOH na vyslednou hodnotu pH 3, 5a 7.

Pro kazdou hodnotu pH byly pfipraveny 3 kultivaéni baiky na stanovovani enzymovych
aktivit a 6 kultivacni ban¢k urCenych ke stanoveni rustové kiivky; do kazdé bariky bylo
odméfeno 50 ml pfislu§ného zivného média. Takto pfipravené baiky byly vysterilovany
v autoklavu pii 118 °C po dobu 15 minut a nasledné inokulovany.

2.6.2.2 Priprava odpadniho substrdtu pro kultivace

Pro srovnani produkce enzymi na optimalnim zivném médiu a odpadnim substratu byla
provedena kultivace Trametes versicolor na pSenicnych otrubach. Bylo pfipraveno
6 kultiva¢nich banek obsahujicich pSenicné otruby o koncentraci 50 g/l; do kazdé ze Sesti ban¢k
bylo odvazeno 2,5 g pSeni¢nych otrub, které byly doplnény 50 ml destilované vody. Tti baiky
byly spolu s PDB vysterilovany, zatimco zbylé tfi baiky byly ponechany nevysterilované.
Takto pfipravené baiky byly dale inokulovany.
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2.6.2.3 Inokulace tekutych médii o ruzném pH a odpadniho substrdtu

Z vybranych Petriho misek byla pomoci sterilniho vykrajovatka o priméru 1 cm vyfiznuta
Cast mycelia, ktera byla sterilné prenesena do jednotlivych ban€k pfipravenych podle postupt
uvedenych v kapitole 2.6.2.1 a 2.6.2.2. Barky byly po inokulaci umistény na tfepacky, kde byly
kultivovany po dobu 36 dni. Z jednotlivych ban€k byly v pravidelném intervalu odebirany
vzorky pro stanoveni celkového obsahu proteint a stanoveni enzymovych aktivit.

2.7 Stanoveni aktivity jednotlivych enzymu a celkovych proteini

2.7.1 Priprava vzorku pro stanoveni enzymovych aktivit a celkového obsahu proteinu

V prubéhu experimentu byly v pravidelnych intervalech sterilné odebirany 2 ml vzorku
kultivaéniho média do 2ml centrifugacnich zkumavek. Vzorky byly zcentrifugovany
pii 10 000 RPM po dobu 5 minut a supernatant byl nasledn€ pouzit pro analyzy enzymovych
aktivit a stanoveni obsahu celkovych proteint.

2.7.2 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita vSech lignolytickych enzymt byla naméfena pomoci ELISA readeru
na mikrotitracni 96 jamkové destiCce, a to v minutovych intervalech pfi dané vinové délce
po dobu 10 minut. Enzymova aktivita byla po odeCtu pfislusnych blankii vypoctena ze
vztahu (3), kde AA [-] znadi zménu absorbance za 60 s méfeni, € [dm’/mol-cm] molarni
extinkéni koeficient pii dané vinové délce, V: [dm?] objem reakéni smési a Ve [dm?] objem
supernatantu vzorku, u néhoz byla v ptipad¢ fedéni provedena korekce odpovidajicim faktorem
fedéni. [20]

AA Vg
EA="2 7 3)

2.7.2.1 Stanoveni enzymové aktivity lakazy

Do jamky mikrotitracni desticky ELISA bylo napipetovano 20 ul nefedéného ¢i vhodné
nafedéného supernatantu vzorku a 160 pl 120 mM octanového pufru pH 5. Paralelné byl
pfipraven 1 blank, u né€hoz byl objem vzorku nahrazen destilovanou vodou. Reakce byla
zahgjena pridavkem 20 pl substratu (50 mM ABTS). Desticka byla ihned vlozena do ELISA
readeru a absorbance byla méfena pii vinové délce 420 nm v minutovych intervalech po dobu
10 minut. [26]

Z namétenych dat byla provedena korekce na blank a vypocitana enzymova aktivita lakazy
podle vztahu (3). Molarni extinkéni koeficient pro ABTS €420 nm &ini 36 000 dm?/mol-cm. [26]

2.7.2.2 Stanoveni enzymové aktivity lignin peroxidazy

Do jamky mikrotitraéni ELISA desticky bylo napipetovano 30 ul nefedéného nebo vhodné
natfedéného supernatantu vzorku, 155 pl 100 mM vinanového pufru pH 3 a 10 pl 54 mM H0;
obdobné byl pfipraven také blank, u néhoz bylo 30 pl vzorku nahrazeno stejnym objemem
destilované vody. Reakce byla zahajena ptidavkem 5 pl substratu (25 mM veratrylalkoholu).
Desticka byla vlozena do ELISA readeru a byla zméfena absorbance vzorki v minutovych
intervalech po dobu 10 minut pfi vinové délce 310 nm. [26]
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Posléze byl od namétenych hodnot odecten prislusny blank a byla vypoctena aktivita lignin
peroxidazy podle vztahu (3). Molami extinkcni koeficient pro veratrylalkohol &31onm Cini
9300 dm*/mol-cm. [26]

2.7.2.3 Stanoveni enzymové aktivity mangan peroxiddazy

Do 96 jamkové ELISA desticky byly postupné pipetovany vSechny tfi reakcni smesi. Smés [
sestavala pouze ze 170 ul 65,9 mM malonatového pufru pH 4,5 a 20 pl nefedéného ¢i vhodné
fedéného supernatantu vzorku. Smés II obsahovala 152 ul 65,9 mM malonatového pufru
pH 4,5, 20 pul nefedéného ¢i vhodné fedéného supernatantu vzorku, 10 pl 20 mM MnSO4 a 8 pul
10 mM H;0,. Smés III byla slozena ze 152 pl 65,9 mM malonatového pufru pH 4,5, 20 ul
nefedéného ¢i vhodné fedéného supernatantu vzorku, 10 ul 20 mM EDTA a 8 pl 10 mM H>O».
Ke smésim byly pfipraveny i odpovidajici blanky, u kterych byl objem vzorku nahrazen
destilovanou vodou. Reakce vSech tii smé&si byla odstartovana ptidavkem 10 pul 20 mM DMP.
Nasledné byla desticka vlozena do ELISA readeru a byla zméfena absorbance vzorku
v minutovych intervalech po dobu 10 minut pfi vinové délce 469 nm.

Posléze byl od naméfenych hodnot odeCten blank a byla vypoctena aktivita enzymova
aktivita EA(I-IIT) jednotlivych smési podle vztahu (3). Molarni extinkéni koeficient pro DMP
€469 nm Cini 49 600 dm*/mol-cm [26].

Tabulka 1: SloZeni reakcnich smési pro stanoveni mangan peroxiddzy

Slozky reak¢énich smési [ul] EA(D | EA(I) | EAID)
65,9 mM malonatovy pufr (pH4.,5) | 170 152 152
Supernatant vzorku 20 20 20
20 mM MnSQ, - 10 -

20 mM EDTA - - 10
10 mM H,0, - 8 8

20 mM DMP 10 10 10

Aktivita smési EA(I) poskytuje potiebna data pro korekci na Lac oxidujici substrat DMP.
Aktivita smési EA(IT) poskytuje informace o kombinované aktivité¢ MIP a MnP; Mn** je pomoci
H,0; oxidovan na Mn**, jenz vystupuje jako oxidaéni ¢inidlo DMP, ktery oxidaci vytvaii
oranzovo-hnédy dimer s absorpénim maximem pii 469 nm. Aktivita EA(III) predstavuje
aktivitu mangan-independentni peroxidazy, od které ve vypoctu musi byt nasledné odectena
korekce na Lac EA(I). Prepoctem dle schématu (4) byla vypoctena enzymova aktivita MnP
a dle schématu (5) byla vypoctena enzymova aktivita MIP [26].

EA(MnP) = EA(II) — EA(IID) (4)
EA(MIP) = EA(IIT) — EA(D) (5)
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2.7.3 Stanoveni celkového obsahu proteini metodou Bradfordové

Byl ptipraven zasobni roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 30 pg/ml,
z néhoz byla sestavena kalibra¢ni fada o koncentracich 3 pg/ml az 30 pg/ml.

Do zkumavek bylo napipetovano 500 ul kalibra¢nich vzorkl albuminu, k nimz bylo dale
pfidano 1000 pl cinidla Bradfordové. Smés byla protfepana a po 5 minutach inkubace
pii pokojové teploté byla spektrofotometricky zméfena absorbance pifi 595 nm proti paralelné
ptipravovanému blanku, u kterého byl objem vzorku nahrazen destilovanou vodou. [27]
U méfeni jednotlivych vzorkd byl postup obdobny, pficemz 500 ul roztoku albuminu bylo
nahrazeno 500 pl supernatantu vzorku. Z pfislusné kalibra¢ni rovnice grafu 12 byl nasledné
vypocitan obsah celkovych extracelularnich proteint, ktery byl graficky zpracovan v zavislosti
na dobé kultivace a v¢etné odchylek méteni byla data zpracovana do tabulek.

2.7.4 Stanoveni celkového obsahu proteinu metodou Hartree-Lowryho

Byl pfipraven zasobni roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 0,3 mg/ml,
z néhoz byla sestavena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,03 mg/ml az 0,3 mg/ml.

Ke kalibracnim roztokiim bylo pfidano 0,9 ml ¢inidla A, a po protiepani byly na 10 minut
umistény do temperované vodni 14zné€ vyhiaté na 50 °C. Po 10 minutach inkubace byly roztoky
ochlazeny na laboratorni teplotu a bylo k nim ptidano 0,1 ml ¢inidla B. Takto pfipravené smési
byly inkubovany po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Po ukonceni inkubace byly
k roztokiim pfidany 3 ml cinidla C; takto pfipravené roztoky byly dikladné protiepany
a vlozeny do temperované vodni lazn€ na 50 °C, kde byly inkubovany po dobu 10 minut.
Po 10 minutach inkubace byly roztoky ochlazeny na pokojovou teplotu a ihned zméfeny
na spektrofotometru pii 650 nm proti paralelné pfipravovanému blanku, u né¢hoz byl objem
proteinového vzorku nahrazen destilovanou vodou. [27] U méfeni jednotlivych vzorkd byl
postup obdobny, pficemz 1 ml roztoku albuminu byl nahrazen 1ml vhodné fedéného
supernatantu vzorku. Z pfislusné kalibracni rovnice grafu 15 byl nasledné vypocitan obsah
celkovych extracelularnich proteint, ktery byl graficky zpracovan v zavislosti na dobé
kultivace a vC€etné odchylek méfeni byla data zpracovana do tabulek.

2.8 Gravimetrické stanoveni rustové kirivky hub

Do predem zvazenych centrifugacnich zkumavek byl pfeveden obsah kultivacni bariky, ktera
byla nasledné zcentrifugovana pii 10000 RPM po dobu 15 minut, supernatant byl opatrné
dekantovan, aby nedoslo ke ztratam a zbyly precipitat byl suSen v suSarné pti teploté 80 °C
do konstantni hmotnosti. Od naméfenych dat byla odeCtena poc¢atecni hmotnost inokula, takze
vysledna ristova kiivka je graficka zavislost naristu hmotnosti biomasy na dobé kultivace
vybranych kment hub.

2.9 Statistické zpracovani vysledku

Veskera stanoveni byla promeéfena trikrat. Z téchto hodnot byl vypocitan prumér pomoci
funkce PRUMER, vzdy pro tfi méfeni, a hodnota intervalu spolehlivosti pomoci funkce
CONFIDENCE s hladina statistické vyznamnosti o = 0,05 v programu Microsoft Excel 365.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Rust biomasy v zavislosti na pH

Byly sestaveny rustové kiivky z divodu ovéreni schopnosti ristu vybranych hub za riznych
podminek pH byly stanoveny rastové kiivky, a to pomoci metody stanoveni suSiny. Postup
a podminky méfeni jsou uvedeny v kapitole 2.8.
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Graf 1: Rustové kiivky T. versicolor pri pH 3, 5 a 7
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Graf 2: Rustové krivky I lacteus p¥i pH 5 a 7

Grafy 1 a 2 zobrazuji naméfené rustové kiivky vybranych kmend hub bilé hniloby.
Z rustovych kiivek je patrné, ze bylo dostatecné narostlé inokulum a u zaoCkovanych ban¢k
prakticky nelze pozorovat lag-fazi. U vSech rustovych kiivek je pozorovatelna exponencialni
faze rustové kiivky, ktera se projevuje rychlym narGstem biomasy. V této fazi rastu jsou
mikroorganismy obvykle metabolicky nejaktivngjsi.

32



Nejdéle trvajici exponencialni fazi ristu lze pozorovat u vzorku 7. versicolor kultivovaného
pii pH 5. V publikaci od Veena a Pandey [28] se uvadi optimalni pH pro narast biomasy 4,5-6,0,
coz odpovida ziskanym vysledkim.

Po exponencialni fazi Ize pozorovat fazi zpomaleni rastu biomasy, ke které doslo u obou
kmena vétSinou mezi 12-22 dnem kultivace. U naméfenych ristovych kiivek neni patrna
stacionarni faze, kterd pifechdzi do faze odumirani a lyze bun€k, coz je patrné
z nameéteného poklesu bunééné biomasy.

3.2 Produkce lignolytickych enzymu

Za vybranych podminek pH (3, 5 a 7) pro kultivaci 7. versicolor, byl sledovan nejen narast
biomasy, ale zejména také produkce lignolytickych enzymu a celkovy obsah extracelularnich
proteintl.

Z analyzy naméfenych dat enzymovych aktivit 7 versicolor byla posléze
pro kultivace 1. lacteus vybrana prostiedi pH 5 a pH 7, nebot” pfi téchto hodnotach pH byly
nameteny nejvyssi hodnoty enzymovych aktivit produkovanych 7. versicolor (viz graf 3, 4 a 5).

Enzymové aktivity obou vybranych hub byly piehledné zpracovany do grafi. Pro lepsi
prehlednost byly odchylky méfeni dany do tabulek snaméfenymi hodnotami jednotlivych
aktivit. Tyto tabulky jsou uvedeny v pfiloze L.

3.2.1 Produkce lignolytickych enzymu pomoci 7. versicolor za ruznych podminek pH

Stanoveni enzymovych aktivit bylo provedeno dle postupti uvedenych v kapitole 2.7.
Produkce lignolytickych enzymu byla sledovana v zavislosti na ¢ase, pH a druhu pouzitého
zivného média.
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Graf 3: Aktivita Lac T. versicolor

Z grafu 3, jehoz cilem bylo porovnani enzymové aktivity Lac v kultivaénich médiich
o ruznych hodnotach pH je patrné, Ze nejvyssi enzymova aktivita Lac byla zaznamenana
v médiu o pH 5, nasledovana médiem o pH 7. V prostiedi pH 3 je aktivita Lac ve srovnani
s ostatnimi pH velmi nizka a téméf konstantni po celou dobu kultivace.
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Oproti tomu v prostiedi pH 5 zacina aktivita dramaticky rist od 6. do 20. dne kultivace, kdy
dosahuje svého maxima (91 + 2) - 10 U. Poté aktivita klesa, ale zlistavéa relativné vysoka

az do konce kultivace. Pti pH 7 aktivita Lac vzrista jiz 4. den kultivace a kolisavé narlista
az do 36. dne kultivace.
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Graf 4: Aktivita LiP 1. versicolor

Graf 4 ukazuje aktivitu LiP produkované 1. versicolor, ktera vykazuje nejvyssi hodnoty
enzymové aktivity pfi pH 7 (1,2+0,4) - 10° U a to jiz 4. den po inokulaci. Aktivita LiP
v médiu o pH 7 je vyrazné vyssi a proménlivejsi nez u ostatnich pH. V kultivacnim médiu
o pH 3 bylo dosazeno 25. den kultivace maximélni aktivity (5 £ 2) - 109U a u pH 5 byla

maximalni aktivita (4 £ 1) - 10 U naméfena 20. den kultivace. Pro produkci LiP je tedy
na zakladé experimentu optimalni prostfedi pH 7.
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Graf'5: Aktivita MnP T. versicolor
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Aktivita MnP, jenz je porovnavana grafem 5, nabyva vyznamnych aktivit pii pH 5 a pH 7.
V médiu o pH 3 je aktivita MnP ve srovnani s ostatnimi pH relativné nizka a téméf konstantni
po celou dobu kultivace; mirng kolisa s nékolika malymi naristy a maximem (30 £2) - 10° U,
¢ehoz bylo dosazeno 19. den kultivace. Aktivita MnP u média o pH 5 nabyva maximalni
aktivity (433 £ 117) - 10° U 27. den kultivace; jeji priibéh je po celou dobu kultivace velice
kolisavy. Svého maxima dosahuje velmi podobné 1 MnP média o pH 7, které bylo dosazeno
29. den kultivace s hodnotou (29 = 2) - 107 U.

Z nameétenych enzymovych aktivit Trametes versicolor vyplyva, ze enzymova aktivita
lakazy dosahuje nejvyssich aktivit pti pH 5, coz je zaroven i nejvhodnéj$i kultivacni prostiedi
pro maximalni aktivitu mangan peroxidazy. Pro maximalni enzymovou aktivitu lignin
peroxidazy je optimalnim prostfedim pH 7. Na zaklad¢ té€chto vystupt byla vybrana prostiedi
pH 5 a pH 7 pro kultivace Irpex lacteus.

3.2.2 Produkce lignolytickych enzymu pomoci I. lacteus za ruznych podminek pH

Pro porovnani vysledku ziskanych kmenem 7. versicolor byla provedena kultivace dalsiho
kmene hub bilé hniloby. Pro kultivace byl vybran kmen Irpex lacteus. Ten byl kultivovan
pii pH 5 a 7; tyto podminky byly vybrany na zékladé€ experimentalnich dat 7rametes versicolor.
Priprava tekutého média a inokulace byla provedena podle postupu v kapitolach 2.6.2.1 a

2.6.2.3; méfeni enzymovych aktivit a obsahu celkovych proteini bylo provedeno podle postupu
v kapitole 2.7.
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Graf 6: Aktivita Lac 1. lacteus
Graf 6 porovnava aktivitu lakazy produkované 1. lacteus pti pH 5 a pH 7. V prostiedi pH 7
dochazi jiz 8. den kultivace k maximalni enzymové aktivité Lac s hodnotou (78 +21) - 107 U,

poté aktivita klesa, ale udrzuje se stale na vyssi urovni, nez pfi pH 5. V prosttedi pH 5 dosahuje
Lac nejvyssi aktivity (389 + 101) -10® U 22. den kultivace.
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Graf'7: Aktivita LiP I lacteus

Aktivita lignin peroxidazy izolované z kultivaénich médii lrpex lacteus o pH 5 a 7 je
porovnana v grafu 7. Z grafu je patrné, ze optimalni prostfedi pro produkci LiP houbou
I lacteus odpovida pH 5, pti némz dosahuje svého maxima aktivity (100 +35) 107 U 13. den
kultivace; u pH 7 je maximum (33 + 12) -10” U dosazeno o den pozdgji.
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Graf 8: Aktivita MnP I. lacteus

Graf 8 srovnava aktivity MnP za riznych podminek pH. Pro pH 7 bylo dosazeno maxima
14. den kultivace (880 + 134) - 10® U. Aktivita MnP v médiu s pH 5 méla i 36. den kultivace
stale rostouci tendenci. Z grafu vSak lze usuzovat, ze pravdépodobné bylo dosazeno maxima.
Aktivita za t&chto podminek ¢inila (1465 + 982) -10® U.

Z namétenych hodnot enzymovych aktivit Irpex lacteus vyplyva, ze pH 5 je idealnim
prostfedim pro maximalni aktivitu lignin peroxidazy a zarovefl 1 mangan peroxidazy;
optimalnim prostfedim pro maximalni aktivitu lakazy je kultivaéni médium o pH 7.
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3.2.3 Porovnani aktivit produkovanych lignolytickych enzymu pomoci 1. lacteus
a T versicolor

Porovnanim aktivit jednotlivych enzymua produkovanymi vybranymi kmeny hub bilé
hniloby bylo zjisténo, ze kmenem vhodngjsim pro produkci lignolytickych enzymt je Trametes
versicolor.

Enzymova aktivita lakdzy produkovana 7rametes versicolor je vyrazné vyssi a stabilné)si
v porovnani s lakdzou produkovanou Irpex lacteus, jejiz aktivita byla v porovnani s Trametes
versicolor velice nizka, nehled¢ na prostiedi pH. Tento vysledek vSak odpovida predpokladu;
Novotny a kol. [29] ve své praci stanovili aktivity vSech zminénych enzymu a lakazova aktivita
v porovnani s ostatnimi enzymy byla namétfena velice nizka, ¢imz potvrzuji nami dosazené
vysledky.

V pripadé enzymové aktivity lignin peroxidazy bylo zjisténo, ze u vybranych kmeni jsou si
velice podobné. Trametes versicolor dosahuje maximalnich hodnot aktivity (1,2 + 0,4) - 10° U
pti pH7 a Irpex lacteus dosahuje aktivity (1,00+0,35)-10° U pii pH 5. Aktivita LiP
1. versicolor vykazuje velmi dynamicky pribéh enzymové aktivity beéhem kultivace, oproti
tomu LiP produkovand /. lacteus ma jediny vyrazny vrchol nasledovany poklesem aktivity.
Z tohoto hlediska se zda byt vhodné&j§im kmenem pro produkci lignin peroxidazy 1. versicolor.

I v pfipad€é mangan peroxidazy bylo pomoci 7rametes versicolor dosazeno vysSich aktivit
nez-li kultivaci Irpex lacteus, nehled€ na prostiedi pH.
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Graf 9: Srovndni produkce lignolytickych enzymii vybranymi kmeny hub

Z grafu 9, ktery porovnava maximalni aktivity jednotlivych lignolytickych enzymu
produkovanych vybranymi druhy hub bilé hniloby, je patrna dominantni aktivita lakazy
a mangan peroxidazy produkované Trametes versicolor, srovnatelnou enzymovou aktivitu
vykazuji oba druhy v pfipadé lignin peroxidazy. Na zakladé téchto srovnani lze fici,
ze vhodné&jsim druhem pro produkci lignolytickych enzyma je 7Trametes versicolor, o niz se
mimo jiné zminuji 1 ve studii Montoya a kol. [11] jako o nejefektivn€jsim zastupci z fad
basidiomycett pro selektivni delignifikaci.
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3.2.4 Stanoveni aktivit lignolytickych enzymu na odpadnim médiu

Po optimalizaci produkce na Zzivnych médiich byla vyzkouSena produkce enzymu
na odpadnim substratu. Byla zkoumana aktivita vybranych enzymt submerzni kultivaci
T versicolor na psenicnych otrubach, a to ve dvou variantach — sterilovanych otrubach (SO)
a nesterilovanych otrubach (NO). Pfiprava a postup experimentu je zminéna v kapitolach
2622,2623a27.
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Z grafu 10, jez zobrazuje aktivity enzymi produkovanych na sterilnich pSeni¢nych otrubach,
je patrny okamzity nastup aktivity LiP. Tento trend byl pozorovan a popsan také v ¢lanku
publikovaného H. E. Schoemaker a kol. [30]. LiP v prostfedi lignocelul6zovych materialti
sehrava kliCovou roli v pfipravé vhodného prostiedi pro aktivitu dal§ich enzymua — Lac a MnP.
LiP oxidaci ligninu tvofi aryl-kationtové radikaly, které dale mohou utilizovat Lac a MnP. [30]
Postupné se zacinaji zvySovat aktivity i ostatnich enzymd, které dosahuji svych maximalnich
aktivit 34. a 36. den kultivace.

Na grafu 11 je zobrazena aktivita enzyma produkovanych na nesterilnich pSeni¢nych
otrubach. Ve srovnéani aktivitami naméfenymi na sterilnich otrubach (graf 10) je ziejma
mnohem niz§i enzymova aktivita LiP 1 MnP a prakticky absence aktivity Lac. Tuto skute¢nost
1ze vysvétlit moznou kontaminaci pSeni¢nych otrub, ktera mohla vzniknout z diivodu pouziti
nesterilniho materialu.

3.3 Stanoveni celkového obsahu extracelularnich proteinu

Stanoveni celkového obsahu extracelularnich proteini bylo provedeno podle popisu
v kapitole 2.7.3 a 2.7.4. u vybranych druhi hub bilé hniloby 7rametes versicolor CCBAS 1838
a Irpex lacteus CCBAS 196. Zavislost zmény koncentrace extracelularnich proteind byla
vztazena na mililitr supernatantu vzorku. Namétfené hodnoty byly vyneseny do grafti a obsah
proteintu véetné odchylek byl zpracovan do tabulek; tabulky jsou pro piehlednost uvedeny
v priloze II.

3.3.1 Stanoveni celkového obsahu extracelularnich bilkovin metodou Bradfordové

U jednotlivych odbérti béhem kultivace byl stanovan obsah celkovych proteinti pomoci
metody Bradfordové podle postupu uvedeného v kapitole 2.7.3. Pro vypocet celkového obsahu
extracelularnich proteint byla pouzita rovnice kalibracni kfivky zobrazené v grafu 12.
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Graf 12: Kalibracni krivka metody Bradfodové
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Graf'13: Obsah celkovych extracelularnich proteinii produkovanych 1. versicolor stanovenych

metodou Bradfordové

Graf 13 porovnava celkovy obsah extracelularnich proteinti produkovanych 7. versicolor.
Obsah stanovovanych proteina 7. versicolor kultivované na odpadnich substratech SO a NO
byl zameérné vynesen na vedlejsi osu, nebot’ na hlavni ose byl obsah proteinti ostatnich vzorkt
vysokymi hodnotami odpadnich substrati upozadén. Vysoké hodnoty proteind u sterilniho
odpadniho substratu jsou pravdépodobné zapficinény tepelnou hydrolyzou pSeni¢nych otrub.
U nesterilovanych otrub se lze domnivat, ze dochazelo k postupné extrakci proteini otrub
do roztoku.

V kultiva¢nich médiich o rizném pH byl naméfen nejvyssi obsah celkovych extracelularnich
proteinti 0,035 + 0,006 mg/ml v prostiedi pH 5 25. den kultivace. U vSech podminek pH
dochazi 32. den kultivace k poklesu celkového obsahu proteint; tento pokles pravdépodobné
muize korelovat s poklesem aktivity vSech lignolytickych enzymu (viz graf 3, graf 4 a graf 5).

Porovnani produkce extracelularnich proteint houbou Irpex lacteus v prostiedi pH 5 a pH 7
predstavuje graf 14, zné€hoz je patrny podobny trend produkce proteini pro obé
prostiedi pH kultiva¢niho média. V prostiedi s pH 5 se obsah proteini béhem experimentu
prakticky neustale zvysSuje, s vyjimkou obdobi mezi 17. a 22. dnem, kdy doslo k mirnému
poklesu. U pH 7 byl obdobny pokles zaznamenan mezi 11. a 16. dnem kultivace. Od pfiblizné
27. dne kultivace se v prostiedi s pH 7 obsah celkovych proteint stabilizuje a od 32. dne dochazi
k vyraznému poklesu. Na rozdil od prostiedi s pH 5, kde ke konci kultivace k poklesu nedochazi

a trend rostouciho obsahu extracelularnich bilkovin pokracuje az do maximalni naméfené
hodnoty 0,03 + 0,02 mg/ml.
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Graf 14: Obsah celkovych extracelularnich proteinii produkovanych 1. lacteus stanovenych

metodou Bradfordové

Srovnani obsaht extracelularnich bilkovin béhem kultivaci hub 7. versicolor a I. lacteus
pii pH 5 a pH 7 ukazalo, ze produkce proteint je pro oba kmeny bilé hniloby velmi podobna.
Vyraznégjsi rozdil byl pozorovan pouze v piipadé€ kultivace 7. versicolor pii pH 5, kde byl
pfi odbéru 25. den vyssi obsah bilkovin nez u ostatnich vzorka (0,035 + 0,006 mg/ml). Téhoz
dne bylo pro I lacteus kultivovany v prosttedi pH 7 nameéfeno 0,0228 + 0,0009 mg/ml
celkovych extracelularnich proteinti. Porovnanim enzymovych aktivit s obsahem celkovych
proteinu produkovanych pii pH 5 nebyla nalezena zZadna korelace. Maximalni aktivity enzymu
Lac a LiP pro pH 5 bylo dosazeno jiz 20. den kultivace a pro MnP az 27. den kultivace.
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3.3.2 Stanoveni celkového obsahu extracelularnich bilkovin metodou Hartree-
Lowryho

U jednotlivych odbért beéhem kultivace byl stanovan obsah celkovych proteinli pomoci
metody Hartree-Lowryho podle postupu uvedeného v kapitole 2.7.4. Pro vypocet celkového
obsahu proteinti byla pouzita rovnice kalibra¢ni kfivky zobrazené v grafu 15.
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Graf 15: Kalibracni krivka metody Hartree-Lowryho
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Graf'16: Obsah celkovych extracelularnich proteinii produkovanych 1. versicolor stanovenych

metodou Hartree-Lowryho

V grafu 16 je zobrazeno porovnani celkovych obsahG extracelularnich proteint
produkovanych 7. versicolor. Nejvyssich hodnot celkovych proteini je dosazeno u vzorka
kultivovanych na odpadnim substratu. Stanoveni je vSak do zna¢né miry ovlivnéno hydrolyzou
otrubovych proteinti nebo jejich pravdépodobnou postupnou extrakci do roztoku.
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Pro vsechna kultiva¢ni média o riznych hodnotach pH je z grafu patrny prudky narast
obsahu proteind jiz 4. den od inokulace, kdy také pH5 a pH 7 dosahuje svého maxima.
V prostiedi pH 5 bylo dosazeno maximalniho obsahu celkovych proteinti 1,6 £ 0,1 mg/ml
a v prostiedi pH 7 hodnoty dosahovaly 2,25 + 0,02 mg/ml — tento pik by mohl korelovat
s vysokou aktivitou LiP, ktera 4. den kultivace dosahovala svého maxima (1,2 = 0,4) - 107 U.
V prostiedi pH 3 je dosazeno maximalniho obsahu extracelularnich proteini az 14. den
kultivace, kdy také u ostatnich médii dochazi k vyraznému nartstu. Od 14. dne kultivace
vykazuji data stabilni obsah proteind, ktery mirné kolisa.
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Graf 17: Obsah celkovych extracelularnich proteinii produkovanych 1. lacteus stanovenych

metodou Hartree-Lowryho

Na grafu 17 je porovnavana produkce extracelularnich proteind u vzorka /. lacteus
kultivovanych pfi pH 5 a pH 7. U obou vzorkd je 3. den po inokulaci pozorovan prudky narast
obsahu extracelularnich proteind, jejichz hodnota zaroven odpovida maximu obsahu celkovych
extracelularnich proteint; pro pH 5 byl naméfen obsah 0,89 + 0,06 mg/ml a pro pH 7 obsah
2,2+ 0,2 mg/ml. Tyto piky vSak nekoreluji s aktivitami lignolytickych enzym, které svych
maxim dosahuji az pozdéji.

Srovnani obsaht extracelularnich bilkovin béhem kultivaci hub 7. versicolor a I. lacteus
pii pH 5 a pH 7 ukazalo, ze produkce proteint je pro oba kmeny bilé hniloby velmi podobna
i v pfipadé stanoveni proteini metodou Hartree-Lowryho. Pribéh v Case je pro vSechny
4 vzorky velmi podobny, obsahem proteina se vSak lisi i vice nez dvojnasobné, napi. obsah
proteinti ve vzorku I lacteus kultivovaného pii pH 5 je 3. den kultivace vice nez 2x nizsi oproti
vzorku kultivovanému pii pH 7.
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Vysledky metod stanoveni celkového obsahu proteini se pomérné lisi. Tato skuteCnost mize
byt zplsobena interferencemi latek, které jsou vybranymi kmeny hub produkovany
¢i metabolizovany a vyskytuji se v kultivacnim médiu.

Za presnéjsi vysledky lze povazovat ty, které byly naméfeny metodou podle Bradfordové.
Cinidlo Bradfordové je velmi piesné pii stanovovani globularnich proteind (napt. BSA), mezi
néz se lignolytické enzymy také fadi. Metoda Bradfordové vykazuje minimalni interference se
sodnymi ¢i draselnymi ionty a zasadni vliv na stanoveni nemaji ani sacharidy — Marion M.
Bradford [31] zmifiuje konkrétné sachar6zu. Metoda Hartree-Lowryho neni pro stanoveni
celkového obsahu proteint pfili§ vhodna, nebot na zakladé své nizké specifity interferuje
s fadou nezadoucich latek — predevS§im se sacharidy, fenoly, puriny, hydraziny, salicylaty,

histaminem a volnymi aminokyselinami (napf. glycinem, tyrosinem, tryptofanem a cysteinem).
[32][33]1[34][35]

3.4 Porovnani narustu celkového obsahu extracelularnich proteinu s aktivitami
enzymu

Bylo provedeno porovnani trendu nartstu celkového obsahu extracelularnich proteint
s aktivitami jednotlivych enzymi. K porovnani byla vybrana pH kultivace 1. versicolor
i I lacteus, pti nichZ bylo dosazeno nejvyssich aktivit enzymu.

Jak bylo predpokladano mezi celkovym obsahem proteini a enzymovymi aktivitami byla
korelace, ktera vSak neni patrna u vSech stanoveni. Jak muzete vidét na grafech 18, 19,20 a 21,
zvySovani enzymové aktivity se stejnym nebo velmi podobnym trendem propisuje
do celkového obsahu extracelularnich proteint.
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Graf 18: Trend korelace celkového obsahu extraceluldrnich proteinii (stanovenych metodou

Bradfordové) a enzymové aktivity Lac a MnP produkovanych T. versicolor p¥i pH 5

Na grafu 18 je porovnavan trend korelace celkového obsahu extracelularnich proteint
1. versicolor produkovanych v prostfedi o pH 5 a aktivity Lac a MnP pfi témze pH. Aktivita
LiP byla pro pfehlednost zpracovana samostatné do grafu 19, nebot’ oproti zbylym dvéma
enzymum byly jeji naméfené aktivity velice nizké.
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Graf 19: Trend korelace celkového obsahu extraceluldrnich proteinii (stanovenych metodou

Bradfordové) a enzymové aktivity LiP produkované 1. versicolor p¥i pH 5

Kultivaci 1. lacteus pti pH 5 1 pH 7 byly aktivity produkovanych lignolytickych enzymu
srovnatelné; k porovnani trendu korelace bylo tedy vybrano prostiedi pH 5, u né¢hoz bylo
dosazeno vysSich aktivit lignin peroxidazy 1 mangan peroxidazy, oproti pH 7, ktera naopak
dosahovala vy§Sich hodnot enzymové aktivity v ptipad¢ lakazy.
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Graf 20: Trend korelace celkového obsahu extraceluldrnich proteinii (stanovenych metodou
Bradfordové) a enzymové aktivity Lac, LiP a MnP produkovanych I. lacteus pri pH 5

Na grafu 20 je porovnavana korelace enzymové aktivity lignolytickych enzymu
produkovanych 1. lacteus, které se v prubéhu kultivace stfidaji, s celkovym obsahem
extracelularnich proteint. Mezi 10. a 15. dnem kultivace 1ze pozorovat podobny vyvojovy trend
sledovanych velic¢in pro LiP. Od 17. dne dochazi k utlumu aktivity LiP, a aktivitu, ackoli
ve srovnani s ostatnimi enzymy velmi malou, vykazuje Lac. Po 24. dni kultivace dominuje svou
aktivitou MnP a stejnym trendem narusta i celkovy obsah extracelularnich proteint.
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4 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo studium produkce lignolytickych enzymu vybranymi
kmeny hub bilé hniloby a optimalizace podminek pro produkci enzymu. Pro produkci byly
vybrany kmeny 7rametes versicolor CCBAS 1383 a Irpex lacteus CCBAS 196. Vysledky
ukazaly, ze 7. versicolor je vhodngjsim kmenem pro produkci lignolytickych enzymi diky vyssi
a stabilnéjsi enzymové aktivité, zeyména lakazy, v porovnani s /. lacteus.

Bylo zisténo, ze maximalni aktivita Lac produkovana 7. versicolor (91 +2) - 10° U byla
dosazena kultivaci pifi pH S, zatimco u 1. lacteus byla maximalni aktivita vyrazn€ nizsi
(13+4)- 107 U a byla dosazena kultivaci houby pii pH 7. U LiP byly naméfené aktivity
podobné pro oba zvolené producenty. V ptipade 7. versicolor dosahovala maximalnich hodnot
(1,2+0,4)-10°U kultivaci pti pH7 a I lacteus vykazoval maximalni aktivitu
(1,00 £0,35) - 10 U kultivaci pti pH 5. Aktivita LiP 7. versicolor vykazuje velmi dynamicky
prubéh enzymové aktivity v prubéhu kultivace, oproti tomu LiP produkovana /. lacteus ma
jediny vyrazny vrchol nasledovany poklesem aktivity. Lze se domnivat, Ze dynamicky prabéh
aktivity maze byt spojen s tvorbou izoenzymt. MnP vykazovala vyssi aktivity u 7. versicolor
nez u I. lacteus bez ohledu na pH prostiedi. U 7. versicolor nabyvad maximalni aktivity
(433 +117) - 10° U pti pH 5, rovnéz u I lacteus dosahuje maximalni aktivity pii tomto pH
(1465 £ 982) - 10® U. Z vysledki vyplyva, ze optimalni pH pro produkci vybranych enzym@
pomoci 7. versicolor bylo u Lac a MnP pH 5 au LiP pH 7. V ptipadé 1. lacteus to bylo u Lac
pH7auLiPaMnPpHS.

Dalsi cast prace byla zaméfena na produkci lignolytickych enzyma pomoci 7. versicolor
kultivované na odpadnim substratu. Bylo zjiSt€éno, ze sterilizace substratu je klicova
pro dosazeni vysSich enzymovych aktivit, coz vSak predstavuje zvyseni nakladu v praktickém
vyuziti. Maximalni aktivita Lac z prostfedi sterilnich otrub &inila (91=+5) - 10* U,
u nesterilnich otrub byla naméfena (26 + 6) - 107 U. LiP sterilnich otrub dosahovala maximalni
hodnoty (3,6 +0,9) - 10°U a nesterilnich otrub (46 = 143) - 107 U. MnP sterilnich otrub
dosahovala své maximalni aktivity (413 £ 30) - 10~ U, oproti tomu u nesterilnich otrub byla
naméfena (4,8 +0,8) - 10° U.

Mimo jiné byl prubézné zkouman celkovy obsah extracelularnich proteinii obsazenych
v kultivatnim médiu, méfeny metodou Bradfordové a Hartree-Lowryho. Celkovy obsah
proteinu vykazoval CasteCnou korelaci s enzymovymi aktivitami. ZvySena enzymova aktivita
se odrazila ve zvySeném obsahu extracelularnich proteint.

Pro vybrané kmeny (7. versicolor a I. lacteus) byly pro rizna pH prostiedi sestaveny ristové
kiivky, aby bylo zjis§téno optimalni pH rastu. Rastové kiivky byly stanovovany gravimetricky
jako zavislost mnozstvi biomasy v Case. 1. versicolor vykazovala nejvys§i narast biomasy
kultivaci v prostiedi pH 5. U 1. lacteus byl narist biomasy pfii obou sledovanych pH velmi
podobny, avSak vyssiho nartistu biomasy bylo dosazeno pii pH 7.

Zavérem lze konstatovat, ze v této praci byly ziskany dulezité poznatky o optimalnich
podminkach pro produkci lignolytickych enzymt a vhodnych kmenech hub bilé hniloby, které
mohou byt dale vyuzity jako podklad pro navazujici diplomovou praci. V té by bylo mozné
zaméfit se na praktické prumyslové vyuziti téchto enzymu, zejména jejich schopnosti
biodegradace a remediace organopolutantu.
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SEZNAM ZKRATEK

PAU .o, polycyklické aromatické uhlovodiky
PCB..iiieeeeteee e polychlorované bifenyly

HPLC ..., vysokovykonna kapalinova chromatografie
MNP i mangan peroxidaza

LiP oo, lignin peroxidaza

LaC .o lakaza

CDH....ooiieeeeeeeeee cellobiozova dehydrogenaza

VP oo verzatilni peroxidazu

PSK .o, Polysaccharide Krestin

EC e, Enzyme Commission

NAD oo nikotinamidadenindinukleotid

NADP ..o, nikotinamidadenindinukleotidfosfat

FAD ..ot flavinadenindinukleotid

FMN Lo flavinmononukleotid

SSF e solid state fermentation

PDB ..., potato dextrose broth

ABTS oo, 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonova kys.
DMP ..o 2,6-dimethoxyfenol

EDTA ..o, kyselina ethylendiamintetraoctova

BSA e, bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
ELISA ..o, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

T versicolor ..............cccoeeeeeeeeeeannnn. Trametes versicolor

TV e Trametes versicolor

L lacteus ............cccuveeeeveeeceanannnn. Irpex lacteus

I e Irpex lacteus

SO e sterilni otruby

NO e nesterilni otruby
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Priloha I — Stanoveni aktivit lignolytickych enzymu

Priloha I - Tabulka 1: Enzymova aktivita Lac T. versicolor

den EA [U]
kultivace pH 3 pH5 pH7 SO NO
4 6+2)-105 | @.6+0.1)-10% | 10,6 £0.5) - 107 0 0
6 (2,7+04) 105 | 3.3+04)-105 | (33+6)-105 |(0.27+0,04) - 10* 0
7 (1,93 £ 0,06) - 107 | (16,5 0.4) - 105 | 32,8 £0.9) - 10| (0,76 £ 0,01) - 10" 0
8 (3.0+03) - 105 [(16,6+03)-10°| (37+2)-105 |(2.56+0,06) - 10* 0
11 (3,0+02)-105 | (25+2)-10°5 | (9+2)-105 | (7.4+03) 10+ 0
13 (3,7+£02)- 105 | (38+2)-10°5 | (23+2)-105 | (10+04)- 10+ 0
14 (42+03) 105 | @48£2)-10°5 | (18£2)- 107 (12£1)-10* 0
19 (72£02)- 105 | 85£3)-10°5 | @40£2)-105 | 25.9+04) 10% | (5+2)-107
20 (7.6+0,1)- 105 | (91+2)-105 | (35+2)-105 | (29,5+0.8) - 10* 0
22 (7.5£03) - 105 | (83£3)-105 | (28+£3)-107 @3+2)-10* |[(1.4+05)-107
25 (7.5£05) - 105 | (83£3)-10°5 | (35+4)-107 (29£1)-10* (7+2) - 107
27 (9.0£04) - 105 | (66£3)-105 | @7£4)-107 (65£5)-10* 0
29 82+08) 105 | (76£3)-105 | (52+4)-107 (78 £5) - 10 0
32 (58+08) 105 | @3£2)-105 | (@0£3)-10° (70 £ 4) - 10 0
34 (14,7£06) - 10° | (50£2)- 105 | (50 +4)- 10 @85+4)-10* | 6+6)-107
36 (7.0£0,6) - 105 | (65£6)- 105 | (67£3)-107 (91 £5)-10* 0
Priloha I - Tabulka 2: Aktivita LiP 1. versicolor
den EA [U]
kultivace pH 3 pH5 pH7 SO NO
4 (14+0.4)-10° | (1.2£03)-10 | (1.2+04)-105 | (0.7£02)-10¢ | (3+10)- 107
6 (12£03)-10° | 0,7£02)-105 | 03+0,1)-10° | (1.4£03) - 10° | ®£24) 107
7 0,5£02) - 10° | 02+0,1)-10% | 08+03)-10° | 0.5£02)-10° | @£12) 107
8 @+1)-10° | (1,0£03) 10 | (0.8+03)-10° | (1,0£0,3)-10° | (4+10)- 107
11 (12£04)-10° | (1,0£03)-10° | 05+0,1)-10° | (1.4£02)-10° | (7£29) 107
13 (22+07) 10 | (1,2£0.4)-10° | (0,14 0,05) - 10°] (3.6£09) - 10° | 3£31)- 107
14 (1L0£0,3) - 10° | (1,7£0.4) - 10° | (0,10 0,03) - 10°] (1,0£02) - 10° | 3£14) 107
19 (14£05) - 10 | (1,0£03)-10° | 12+£04)-10° | (1,7£05)-10° | @£7) 107
20 (12£04)-10% | @110 | 06+02)-10° | 2.6£09) -10° | (5£24) 107
22 @G+1)-106 | 0,7£02) 10 | (1,0£03)-105 | (0.5£02)-10° | (5+14)- 107
25 (5+2)-10° | (1,0£03) - 10% | (0.8+£03)-10° | (1.4+£0,5)-10° | (6+19)- 107
27 (22+07) -10° | 02+0,1)-10% | 08+03)-10° | 0.5£02) 10° | 5£14) 107
29 (33£0,9)-10° | (1,0£02)-10° | (1,1£0.4)- 107 0 (22 +67) - 107
32 @x1)-10% | (1220410 | (1,0£04) 105 | (1,.9+£0,6)-10° | (34 % 105) - 107
34 @+1)-10% | (0,5£02)-10% | (1,1£04) 105 | (1.L0£0.4)-10° |42 +186) - 107
36 (L0£0,3) - 10° | (1,2£0.1)- 10° | (0,10 £0,03) - 10°| 2.4+08)-10° |46+ 143)- 107
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Priloha I - Tabulka 3: Aktivita MnP T. versicolor

den EA [U]
kultivace pH 3 pH5 pH7 SO NO
4 0 (3+2)-10° | (1,0+12)-10% | (0,007 +0,008) - 10| (1.8+0,3) - 10
6 (13£0,9) - 10 | (15£6)-10% | 2,1£0,3)-105 | (0,03+0,10)- 105 | (0.6+0,2) - 10
7 (0,5+0,8) - 10° | (24+5)10° B+1)-10° 0 (4.8+08) 10
8 0 (17+13)-10° | (1,6+0,7) - 10 (6+3)- 107 (3,0£0,7) - 10
11 (G+4)-10° | (78+43)-10° | (6+3) 107 @3+21)-105 | (0,6+0.6) - 10
13 (03£3.8) 10 | (75£60)- 10 | @=4)-10° (34£23) - 10° 0
14 0 (120 £81) - 10 | (1+3)-10° (36+41)-105 | (0,4+0,1) - 10
19 (30 £2) - 10° 0 @4 +5)10° (120 £60) - 105 | (1,2+0.2) - 10
20 (21+12)-10° | (208 +241) - 10 0 (198 £26) - 105 | (3,1+0.8) - 10
22 (4+£8)-10° | (67+82)-10° | (10+6)- 10" (217+75) - 105 | (1,3+£04) - 10
25 (28,0£0.4) - 10° | (351 £ 149) - 10°] (25£5) - 107 (121+93) - 105 | (0,9+03) - 10
27 0 (433+117) - 10| (28+13)-10° | (200+83)- 105 | (1,1+0.2) - 10
29 (25£10)- 10 |(351£119)- 10| (29+2) - 105 (279+75) - 105 | (L,5+£04) - 10
32 (53£5)-10° | 222£33)- 105 | (10£2) - 105 (331+34) - 105 | (0,6+0.2) - 10
34 (21£20)- 10 | 36£73)-10% | (7£9)- 103 (413 £30) - 105 | (2,.9+0,9) - 10
36 (12£5)-10° | (39£42)-10% | (23+2)-10° (133 +£80) - 105 | (1,9+0.5) - 10
Priloha I - Tabulka 4: Dilci stanoveni aktivity MinP 1. versicolor EA(I)
den EA [U]
kultivace pH3 pH5 pH7 SO NO
4 (0,67+0,03) - 105 | (1.4+03)- 107 | (6.25+0,07) - 10% | (0,020 £0,009) - 105 2.0+ 0.7) - 107
6 (1,174 0,03) - 105 | (6,3+0,1) - 10" (5+2)-10° (1,51+0,07) - 105 | (0,7 +2,0) - 107
7 (L1I5£0,04) - 105 | (3,3£0,7)-10° | (6,6 +0,5)- 107 (3.7+0,1)- 105 | (0,7+0.,6) - 107
8 (1,20 0,06) - 105 | (2,5+0.2) - 10° (5+1)-10° (11,4 £0,9) - 105 | (0,7+2.1) - 107
11 (1,2£02) - 10 Q+4)-10° (1£4)-10° (4£23) - 10° (4,0 £0,9) - 107
13 (1,8 £0,1) - 10 (10 £3) - 10° (11£1) - 10° (65£8) - 107 0,7+02) - 107
14 (1,51£0,07) - 105 | 0,4+ 10,3) - 10° | (8,1£0,7) - 10° (7+32) - 10° (0,7 +0,3) - 107
19 (2.8+04)-10° | (18+17)-10° | (22.9£0.8) - 107 (52+88)-10° | (0,7+23)- 107
20 (4,2+02)-10° (53£2)-10° | 23,7£03)-105 | (162+57)- 10° (1£3)- 107
22 (3,6 £03) - 10 (31£3) - 10° (63 £3) - 10° (87 £ 117) - 10 G+1)-107
25 (1,5+£08) - 10 (12£7) - 10° (10 £ 10) - 10° (47 £120) - 10°5 (3£2)- 107
27 (3.0£03)- 105 | (14+13)-10° (5+15) - 10° (91 £ 188) - 10°5 (3£2)- 107
29 (1,5+£08) - 10 @4 +14) - 10° (1+10) - 10° (42 £152) - 10° (3£3)- 107
32 G+1)-10° (26 £3) - 10° 6£8)- 107 (65£172) - 10°5 (G +4)- 107
34 G+1)-10° (25+2) - 10° (22£3) - 10° (208 + 156) - 107 Q+7) - 107
36 (0,1+1,1)-10° 6£8) - 107 (8+15) - 10° (243 £ 175) - 10° (1£6) - 107
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Priloha I - Tabulka 5: Dilci stanoveni aktivity MnP 1. versicolor EA(I1)

den EA [U]
kultivace pH 3 pH5 pH7 SO NO
4 (5.91£0,09) - 10°] (1,4£02)-105| @=1)-10% (0,027 £0,004) - 105 (4.3 £0,5) - 10°
6 (7.2£0,1) - 100 | (2,7£0,9)-105| (52£0,6)- 105 | (1,78£0,03) - 10° |(0.7£0.2) - 10
7 (10,7+08)-10° | @+1)-10° (8+2)-10° (4.2+04) 107 8+1) 10
8 (12£2) - 10° @+1)-10° | (5.1+0,9) 103 (14£3)-10°5  |(3.3+09) - 10
11 (18£4)-10° | (13+5)-10° | (11+4) 107 66+23)-105  |(1.5+02) - 10
13 (14£4)-10° | a8+6)-10° | (13+5)-10° (75 +26) - 10° (7+2) - 10
14 (16£3)-10° | @4+9)-10° | (11+3) 107 (119 +42)- 105 |(0,5+£02) - 10
19 (33+12) - 10° 0 (19+7) - 107 (167+59) - 105 | (1.4 +£04) - 10
20 @1£14)-10° | 67+24)-10° | 3+1)-10° (258 £91) - 105 | (3.4+0.9) - 10
22 @3£8)-10° | 35+8)-10° | (19+6)-10° (244 £86) - 105 |(1,7+£04) - 10
25 (36+9)-10° | (36+18)-10° | (30£10)-10° | (210£74) - 10° |(1.4+0,3) - 10°
27 (18+3)-10° | (52+18)-10° | @3+14)-10° | (361+127)-10° |(1,3+0,2) - 10°
29 (37+12)-10% | @4=16)-10° | G1+11)-10° | (321£112)-10° |(1.8+0.5) - 10°
32 (56+19)-10% | 32+10)-10° | 26+9)-10° | (398135 -10° |(1.2+03)-10°
34 65+£21)-10% | 28+7)-10° | @7+10)-10° | 416+143) 105 |(3.2+09) - 10
36 Q6£7)-10° | 19+4)-10° | @5+9)-10° | (381£129) 105 |(2.2+06) - 10°
Priloha I - Tabulka 6: Dilci stanoveni aktivity MnP 1. versicolor EA(III)
den EA [U]
kultivace pH3 pH5 pH7 SO NO
4 6,5+0,1)-10° | (1,1£03)- 105 | (2,.8+0,3)-10% | (0,020 £0,009) - 10° | (2,5+0.4) - 10°
6 (5.8+0,9) - 10 | (12£07)-105 | (3,1£0,6) - 10 (1,7£0,1)- 10 (0,1£0,3) - 10
7 (10,1£0,1)- 10° | @+1)-10° | (4.6+0,9) 10° (4,5+£0,3)- 10 (2,8+0,8) - 10
8 (12,1£03) - 10° | 2,1£0,5)- 105 | (3,5+£0,6) - 10° 8+1)-10° (0,3£0,5) - 10
11 (142+06)-10° | (5+1)-10° @4+1)-10° (23 £9) - 107 (0,9 £0.,6) - 10°
13 (14,1+0,7) - 10° | (10+2)- 107 (9+2)- 107 (41£13)-10° (11£8) - 10
14 (157+07) - 10° | (12£3)-10° | (9,7+0,3) - 10° (83 £8) - 10° (0,07 £0,08) - 10°
19 (4+12) - 10° (10£19)-10° | (16+4) 10° (47 £84) - 10° (0,2 £0,3) - 10°
20 (20£6) - 10° | (46,6+0,9) - 10°] (13,4 £0,2) - 107 (60 £ 95) - 10° (0,3+0,3) - 10°
22 (38.6+0.7) - 10° | (28.4+0,9)-105| (9,1+£0,3) - 10° (28 £ 114) - 10 (0,3+0,2) - 10
25 (8+9)- 10 Q1£11)-10°% (5+9)- 107 (89 £ 118) - 10 (0,5+0,2) - 10
27 (28 £3) - 10 8+ 14) - 10° (14 £6) - 10° (161 +152) - 10° | (0.1+0,1) - 10°
29 (13£7) - 10 (9« 10) - 10° G +11)- 107 (43 £135)- 10 (0,3£0,2) - 10
32 (3+18) - 10° (10£10)-10° | (15+9) 10 (67 £139) - 105 (0,6 £0,2) - 10
34 (44 £6) - 10 Q4£1)-10° (20 £2) - 10° (3 £ 146) - 10° (0,3+0,4) - 10
36 (14 £4) - 10 (15£1) - 10° 2+9)- 107 (248 +152) - 10° | (03+0.3) - 10°
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Priloha I - Tabulka 7: Aktivita Mn-independentni pereroxiddzy T. versicolor

den EA [U]
kultivace pH3 pH5 pH7 SO NO
4 0 0 0 0 (22,8 £3,8) - 107
6 0 0 0 (0,2+0,1) - 107 0
7 0 0 0 (0,8+03) - 10° (26,9 +82) - 107
8 (0,1 £0,5) - 10 0 0 0 (2 £4,6) - 107
11 (2,7+22)-10° | 2.8+41)-10° | (3,1+4) 10° (19+21.4) - 107 (4,7+59) 107
13 0 0 0 0 (113,6 £ 77,7) - 107
14 0,6+02)-10° | (11,3£9,9)- 10° | (1.6£0,7) - 105 | (76,6 £31.2) - 10°3 0
19 0 0 0 0 (1,3+22) - 107
20 0 0 0 0 (2+21) 107
22 (2.4+26) 10 0 0 0 (0,7+13) - 107
25 0 (8.7+83) 107 0 (42.1£213)-105 | (1.3£12) 107
27 0 0 (8.8+13.9) - 10°| (702 £ 111) - 107 0
29 0 (43+99)-10° | (1,8+44) 10° | (0,8+69,5) - 10 0
32 0 0 (9.5+£5,6)-10° | (2+100,7) - 10° (3.4+32) 107
34 |a6s5+12,7) - 10 0 0 0 (13+62) - 107
36 (12,6 £10) - 10° | (9.1+£7.9)- 107 0 (5.2+87.4) - 107 (2+4.4) 107

Priloha I - Tabulka 8: Aktivita Lac I. lacteus

pHS pH7
den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]

3 (19+6) - 108 3 0

6 (278 £70) - 1078 8 (78 £21) - 107
8 (37+11)- 108 9 6+2)-107
10 (93+£27) - 108 11 (13 £4) - 107
13 37+15) 108 14 (8£3)-107
15 (65+20) - 108 16 (12 £ 4) - 107
17 (120+£29) - 1078 18 (15 +£5) - 107
20 (380 110) - 108 21 (12+4) - 107
22 (389+101) - 108 23 35+12)- 107
24 (83+£17) - 108 25 23 +£7) - 107
28 (19+6) - 108 28 (27 £8) - 107
30 (28+9) - 108 30 25+9) - 107
35 (9+3)-10°8 32 9 +3)-107
37 (83 +£29) - 108 36 (9£3)-107
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Priloha I - Tabulka 9: Aktivita LiP I. lacteus

pHS pH7
den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]
3 (10£3) - 107 3 (7£2)-107
6 (33 +11) - 107 8 (10 £3) - 107
8 (38+13) - 107 9 (5£2)-107
10 B36+13) - 107 1 (7£2) - 107
13 (100 = 35) - 107 14 33 +£12)- 107
15 (62 +22) - 107 16 (24 £8) - 107
17 (14£5) - 107 18 2+£1)-107
20 (5£2)-107 21 (7£2)-107
22 (7£2) - 107 23 (7£2) - 107
24 (10£3) - 107 25 (7£2)-107
28 (7 £3) - 107 28 (7£2) - 107
30 (7£2) - 107 30 2+£1)-107
35 (2,4+0,8) - 107 32 (7£3) - 107
37 (7+2) - 107 36 (14 +4) - 107

Priloha I - Tabulka 10: Aktivita MnP I. lacteus

pHS pH7
den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]
3 (16 £6) - 108 3 (11+4) - 103
6 (16 £3) - 108 8 (55 +£15)- 108
8 (69 +5) - 108 9 (82+5)-10%
10 (28+2) - 108 1 (58 £4)- 108
13 39+11)- 108 14 (880 £ 134) - 108
15 (124 £33) - 108 16 (372 +£129) - 10°®
17 (142 +£28) - 1078 18 (194 £93) - 1078
20 (211 +£98) - 10 21 (402 £ 490) - 108
22 241+ 127) - 108 23 (222 £ 515) - 108
24 (196 +87) - 108 25 (450 £324) - 108
28 (919 £53) - 108 28 (328 £253) - 108
30 (820 + 496) - 108 30 (372+197) - 1078
35 (1438 + 1410) - 108 32 (176 £73) - 1078
37 (1465 + 982) - 108 36 (360 +397) - 108
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Priloha I - Tabulka 11: Dilci stanoventi aktivity MnP I. lacteus FA(I)

pHS pH7
den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]

3 (7+4)-10% 3 (7+2)-108

6 (13+£6) - 108 8 (7£4)-10%
8 (141+£10) - 108 9 20+ 11) - 108
10 27+9) - 108 1 20+ 11) - 108
13 (34 +16) - 108 14 349£27) - 108
15 (74 £20) - 108 16 34 £59)- 10
17 (87 £50) - 108 18 (27 £66) - 1078
20 (121+52) - 108 21 (13 +£109) - 108
22 (148 £67) - 1078 23 (54 +£103) - 108
24 (128 £ 66) - 1078 25 (40 £129) - 108
28 (40+137) - 108 28 47 £99) - 108
30 (27 £130) - 1078 30 (289 £ 106) - 1078
35 (7+43)- 108 32 40+ 107) - 108
37 (7+253) - 108 36 (27 £ 140) - 108

Priloha I - Tabulka 12: Dilci stanoveni aktivity MnP I lacteus EA(II)

pHS pH7
den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]
3 (2,0+0,8) - 107 3 (1,3£0,5) - 107
6 (11,4+04) - 107 8 (13 £2) - 107
8 (25,5+0,8) - 107 9 (22 £3) - 107
10 (23,5+0,7) - 107 1 (B4£1)-107
13 (37+2) - 107 14 (124 £13) - 107
15 44 +4) - 107 16 (104 £ 13) - 107
17 (60 £ 5) - 107 18 (77 £ 10) - 107
20 (105+13) - 107 21 (171 £ 54) - 107
22 (118 = 14) - 107 23 (160 £ 52) - 107
24 (124 £ 12) - 107 25 (135 £ 34) - 107
28 215+ 72) - 107 28 (128 £27) - 107
30 (220 £ 68) - 107 30 (147 £22) - 107
35 439+ 152) - 107 32 (120 £ 12) - 107
37 (401 +133) - 107 36 (140 £ 46) - 107
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Priloha I - Tabulka 13: Dilci stanoveni aktivity MnP 1. lacteus EA(I1])

pHS pH7
den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]

3 (4+5)-10% 3 (3+3)-10%

6 (98+3)- 103 8 (73+£4) - 108

8 (187 +£9) - 108 9 (140 £ 26) - 1078
10 (207 £7) - 108 1 (278 £10) - 108
13 (331+20) - 108 14 (363 £12)-10%
15 320+ 14) - 108 16 (669 £25) - 108
17 (456 +£36) - 108 18 (579 £26) - 108
20 (837+88) - 108 21 (1312 £219) - 10°®
22 942+ 51) - 108 23 (1378 £ 86) - 108
24 (1040 £ 78) - 1078 25 (901 £89) - 108
28 (1231 £ 726) - 108 28 (949 £ 85) - 10°®
30 (1384 £ 470) - 108 30 (1093 £ 87) - 1078
35 (2950 £571) - 10°® 32 (1027 £ 93) - 108
37 (2547 £ 896) - 10°® 36 (1044 £ 229) - 108

Priloha I - Tabulka 14: Aktivita Mn-independentni pereroxidazy 1. lacteus

pHS pH7

den kultivace EA [U] den kultivace EA [U]
3 0 3 0
6 (8,5+0,5) - 107 8 (7£0) - 107
8 (4,6+0,3) - 107 9 (12 +£2) - 107
10 (18£0,5) - 107 1 (25,8 +0,3) - 107
13 (B0x1)- 107 14 1£2)-107
15 25+1) - 107 16 (64 £5) - 107
17 (37+4) - 107 18 (55 +£6) - 107
20 (72£7) - 107 21 (130 £ 19) - 107
22 (79 £ 4) - 107 23 (132 £6) - 107
24 91+4) - 107 25 (86 £9) - 107
28 (119 £71) - 107 28 (90 £5) - 107
30 (136 £45) - 107 30 (80 £6) - 107
35 (294 £57) - 107 32 (99 £5) - 107
37 (254 £ 86) - 107 36 (102 £18) - 107

P1-7



Priloha II — Stanoveni celkového obsahu extracelularnich proteinu

Priloha II - Tabulka 1: Celkovy obsah extracelularnich proteinii T. versicolor stanoveny metodou

Bradfordové
den ¢ [mg/ml]
kultivace pH3 pHS5 pH7 SO NO

4 0.0014 £0.,0002 | 0,010+0,001 | 0.0119 £ 0.0004 0.21 +0,02 0.53 + 0,08

6 0.0022 £0.0003 | 0,014+0,001 | 0.0166 + 0,0005 0.155 + 0,008 0.52 + 0,04

7 0.0030 £0,0005 | 0,012+0,002 | 0.0167 +0,0006 0.17 +0.03 0.72+0.05

8 0.0031+0,0008 | 0.012+0,001 | 0.018+0,001 0.19 + 0,04 0.56 + 0,05
1 0.012 + 0,004 0,017+ 0,001 | 0,020« 0,002 0.36 0,01 0.90 + 0,07
13 0.010 + 0,002 0,012+0,002 | 0,013 0,001 0.28 +0.03 0.93 + 0,08
14 0.0104 £ 0,0007 | 0,0140 £0,0007 | 0.013 0,003 0.28 +0.03 0.9+0.1
19 0.011 £ 0,002 0,021+ 0,007 | 0.0191 % 0,0008 0.35+0.03 1,08 +0.04
20 0.0100 £0,0008 | 0,024+0,000 | 0.021+0,001 0.38 + 0,06 1,18 +£0.09
22 0.0101£0,0005 | 0,031+0,007 | 0.021+0,001 0.49 0,05 1.26 +0.07
25 0.012 + 0,002 0,035+ 0,006 | 0,024+ 0,002 0.44 0,05 1,00 +0.07
27 0.0094 +0.,0007 | 0.033+0,004 | 0.024+0,003 0.45 + 0,06 1.32+0.06
29 0.012 + 0,003 0,031+ 0,006 | 0,028+ 0,006 0.44 + 0,06 1,30 +0.09
32 0.010 + 0,002 0,027+ 0,005 | 0,024+ 0,007 0.45+0.03 1.31+0.07
34 0.013 0,004 0,029+ 0,004 | 0,027+ 0,006 0.49 + 0,04 1.632 £ 0,003
36 0.020 0,005 0,033+ 0,008 | 0,036+ 0,004 0.53 + 0,04 1.6£0.1

Priloha Il - Tabulka 2: Celkovy obsah extraceluldrnich proteinii I. lacteus stanoveny metodou

Bradfordové
pHS pH7
den kultivace ¢ [mg/ml] den kultivace ¢ [mg/ml]
3 0.0071 + 0,0009 3 0.0090 + 0,0004
6 0.0113 £ 0,0004 8 0.017+0.001
8 0.012 + 0,003 9 0.019 + 0,001
10 0.0145 + 00005 11 0.0200 = 0,0007
13 0.0152 + 0,0006 14 0.0184 + 0,0006
15 0.015 + 0,002 16 0.0155 + 0,0007
17 0.017 % 0,002 18 0.0198 + 0,0009
20 0.016 + 0,001 21 0.021 0,001
22 0.016 + 0,001 23 0.0213 + 0,0009
24 0.0198 + 0,0006 25 0.0228 + 0,0009
28 0.024 + 0,003 28 0.0219 + 0,0008
30 0.024 + 0,004 30 0.0218 + 0,0005
35 0.03+0.01 32 0.023 + 0,001
37 0.03 £ 0,02 36 0.019 + 0,002
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Priloha II - Tabulka 3: Celkovy obsah extracelularnich proteinii 1. versicolor stanoveny metodou

Hartree-Lowryho

den ¢ [mg/ml]
kultivace pH3 pH5 pH7 SO NO
4 1,30 + 0,09 1.6 £0,1 2,25+0,02 3,814 0,07 29+02
6 0,65+ 0,03 0,49 + 0,03 0,80 + 0,03 4,4+0,1 3,0+0.5
7 0,70 + 0,06 0,50 + 0,02 0,80 + 0,06 4,0+0,2 3,3+04
8 0,49 + 0,05 0,40 + 0,03 0,54 + 0,05 2,240,1 3,5+0,.2
11 0,42 + 0,04 0,36+ 0,01 0,52 + 0,03 1,8+0,2 3,6+0,2
13 1,5+0,1 1,28 + 0,08 1,1+0.2 1,9+0,3 3,5+04
14 0,39+ 0,02 0,37 + 0,04 0,43 + 0,01 1,97 0,09 3,2+0.1
19 0,29+ 0,01 0,30 + 0,04 0,5+0,1 1,9+0,2 3,3+0,.2
20 0,242 + 0,007 0,32 = 0,06 0,43 £ 0,02 2,0£0.1 3,1+03
22 0,187 + 0,007 0,20 £ 0,03 0,35+ 0,04 1,7+0.1 3,1+03
25 0,20+ 0,01 0,24 + 0,05 0,34 + 0,08 1,7+0,2 3,1+£0,.2
27 0,214 %+ 0,009 0,22 £ 0,05 0,36 £ 0,07 1,9+0,2 3,9402
29 0,23 + 0,02 0,23 + 0,05 0,37 0,08 2,0+0,1 3,6+0,2
32 0,25+ 0,03 0,25+ 0,05 0,4+0,1 2,1+0.1 5,714 0,08
34 0,30 + 0,03 0,26 + 0,06 0,46 + 0,09 2,240,1 41+03
36 1,30 + 0,09 1.6 £0,1 2,25+0,02 3,814 0,07 29+02

Priloha Il - Tabulka 4: Celkovy obsah extraceluldrnich proteinii I. lacteus stanoveny metodou Hartree-

Lowryho
pHS pH7

den kultivace | ¢ [mg/ml] | den kultivace | ¢ [mg/ml]
3 0,89 + 0,06 3 22+02
6 0,62 0,06 8 1.3+£0.3
8 0,5+0,1 9 0,69+0,01
10 0,5+0,1 1 0,69 = 0,02
13 0,4+0,1 14 0,71 0,06
15 0,4+0,1 16 0,62+ 0,04
17 0,37 +0,07 18 0,68 =0,02
20 0,35+0,09 21 0,63 £0,02
22 0,4+0,1 23 0,64 £0,02
24 0,4+0,1 25 0,63 £0,04
28 0,41+0,02 28 0,60 £ 0,03
30 0,41+0,02 30 0,61+0,03
35 0,5+0,1 32 0,55+0,04
37 0,5+0,1 36 0,48 £0,01

PII-2



