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ABSTRAKT

Vyznam lignin-degradujicich hub a jejich ligninolytickych enzymi je celosvétove
ocetiovan zejména kvuli jejich moznému pouziti v fadé prumyslovych odvétvi. Tato
bakalafska prace je zaméfena na studium moznosti produkce extracelularnich
ligninolytickych enzym houbami hnédé¢ hniloby. V literarni reSer$i jsou
charakterizované vybrané¢ kmeny hub hnédé hniloby a jejich nejprostudované;jsi
ligninolytické enzymy. Dale jsou shrnuty moznosti vyuziti lakdzy v rtiznych
pramyslovych odvétvich zejména v potravinaistvi. V pribéhu submerzni kultivace po
dobu 24 dni byla sledovana aktivita ligninolytickych enzymii produkovanych houbami
Laetiporus sulphureus, Serpula lacrymans, Gloeophyllum sepiarium, Phaeolus
schweinitzii a Laetiporus montanus. Spektrofotometricky byla méfena aktivita lakazy,
lignin peroxidazy a Mn-dependentni peroxidazy. U vSech enzymi byla nejvyssi aktivita
pozorovana 12. den. Vybrané houby vykazovaly nejvyssi aktivitu v pfipadé ligin
peroxidazy. Nejvyssi hodnoty méli Laetiporus sulphureus a Gloeophyllum sepiarium.
Bylo zjisténo, ze enzymaticka aktivita hub je zavisla na geografické poloze a konkrétnim

stanovisti. Hodnoty aktivit stejného kmene odebrané¢ho z rtiznych mist byli odlisné.

KLICOVA SLOVA: lakaza, lignin peroxidiza, mangan-dependentni peroxidaza,

houby hnédé hniloby, potravinaistvi



ABSTRACT

The importance of lignin-degrading fungi and their ligninolytic enzymes has been
well appreciated globally, because of their potential use in various industries. This
bachelor thesis is focused on study of potential production of extracellular ligninolytic
enzymes by brown rot fungi. In the literary review selected strains of brown rot fungi and
its most studied ligninolytic enzymes are characterized. The use of laccase in various
industries especially food industry are summarized. Activity of ligninolytic enzymes
produced by brown rot fungi Laetiporus sulphureus, Serpula lacrymans, Gloeophyllum
sepiarium, Phaeolus schweinitzii and Laetiporus montanus during submerged cultivation
for 24 days was evaluated. Laccase, lignin peroxidase and manganese-dependent
peroxidase activities were measured spectrophotometrically. For all enzymes, the highest
activity was observed on the 12 day. Selected fungi produced the most lignin peroxidase.
Laetiporus sulphureus and Gloeophyllum sepiarium showed the highest values of enzyme
activities. It has been found that the enzymatic activity of fungi depends on the
geographical location and the specific habitat. Enzyme activities of the same strain taken

from different locations were different.

KEY WORDS: laccase, lignin peroxidase, manganese-dependent peroxidase, brown rot

fungi, food industry
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1 UVOD

Houby vzdy prtitahovaly pozornost ¢lovéka svou tajemnosti. Patfi mezi hlavni
»uklizeCe™ — utilizatory nezivé organické hmoty. Jimi zptisobeny rozklad rtzného
organického materidlu vede ke vzniku trodnych ptid. Pfreména dieva v ptirodé zptisobuje
v kone¢ném dusledku jeji uplny rozklad a humifikaci. Zakladni roli pfitom hraji rizné
houby-xylotrofy. Na jejich objem ptipada vice nez 90 % rozloZzeného dieva. Bohaty
enzymaticky systém xylotrofnich hub jim umoziuje utilizovat obtizné¢ degradovatelné
polymery bunéénych stén dieva az k témet uplnému rozkladu. To zvySuje zajem o jejich
intenzivni vyzkum. V zévislosti na slozeni enzymatického komplexu se tyto houby déli
na:

Houby bilé hniloby (White rot fungi) naruSuji veskeré strukturni slozky dfeva,
piicemz dochazi ke vzniku charakteristicky vldknitého a bledého vnéj$iho vzhledu.

Houby mékkeé hniloby (Soft rot fungi) poskozuji dievo, které je v kontaktu s ptidou a
nachazi se ve vlhkém prostiedi. Nejsiln€ji je poskozeno dievo s vysokym obsahem
vlhkosti.

Houby hnédé hniloby (Brown rot fungi) rozkladaji celulézu, coz vyvolava rozstépeni
dieva. Cést stromu, postizend takovou hnilobou, zhnddne. Strom tmavne, praska a
rozpada se. Jsou zastoupeny vyrazné mensim poctem druhti, nez houby bilé hniloby.

Prostudované jsou hlavné white rot fungi, nicméné brown rot fungi mohou mit velky
potencial a zatim nebyly moc studovany. Pievladaji v jehli¢natych lesich a mnohem
rychleji poskozuji dfevo. Obsahuji Siroky enzymaticky aparat a mezi jejich
nejprostudovanéj$i enzymy patii peroxidazy (lignin peroxid4dza, mangan - dependentni
peroxidaza) a fenol oxidaza lakaza.

Ptirozenou funkci lakézy je rozklad ligninu za G¢elem ziskani ptistupu k ostatnim
polysacharidim ve dievée (celuldza a hemicelul6za). Jejich nizka substratova specificita
umoznuje lakédze, aby rozkladala slouceniny se strukturou podobnou ligninu, jako jsou
polyaromatické uhlovodiky (PAH), textilni barviva a jiné xenobiotické slouceniny. Tato
skutecnost spolu s jednoduchymi pozadavky lakdzové katalyzy (pfitomnost substratu a

0O») ¢ini lakazu vhodnou a velice zajimavou pro primyslové pouziti.
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2 CiL PRACE

Cilem prace bylo vypracovat literarni reSersi zabyvajici se studiem produkce
lakdzy urlznych druhtt hub ajejim vyuzitim v potravinarském pramyslu.
Nasledovala provedeni série experimentil u vybranych druhi dfevokaznych hub

s ohledem na produkci enzymu a vyhodnoceni ziskanych vysledkd.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Houby

Houby pattici do samostatné fiSe v doméné Eukarya ptedstavuji velice riznorodou
skupinu s nejasnymi fylogenetickymi vztahy. Jednd se o jednobunécné nebo
mnohobunééné stélkaté, eukaryotni, heterotrofni organismy, které jsou evoluéné
jako vysledek paralelniho vyvoje n€kolika vyvojovych linii. V tomto pojeti se tedy jedna
zcela jednoznacéné o polyfyletickou skupinu (Storozenko a kol., 2000, Dostal, 2006).

Maji znaky Zivocichli 1 rostlin a vyskytuji se v rGzném prostifedi napt. ve vodé
(vétSinou sladka), v pude¢, télech jinych organismi nebo také v rozmanitém organickém
materidlu (dievo, kiize, papir, textilie atd.). Jejich bunéfna sténa obsahuje chitin a
B-glukan. Nicméné celuloza, kterd je typickd pro bunécné stény rostlinnych bunék, je u
nich velmi vzacna (StoroZenko a kol., 2000).

U ptevazné vétsSiny hub je stélka tvofena Castéji trubicovitymi nepiehradkovanymi ¢i
piehradkovanymi vlakny, které se nazyvaji hyfy. Hyfy rostou termindlnim rtstem, coz
znamena, ze roste pouze vrcholova buiika do délky. Hyfy se mohou dale vétvit a splétat,
¢imz vytvareji podhoubi (mycelium). Nékdy se mycelia splétaji v tzv. rhizomorty, coz
jsou dlouhé a tlusté provazce s ¢aste¢nd diferencovanymi pletivy (Jablonsky, Sasek,
1985).

Mohou mit jedno nebo vic jader. VétSinou neobsahuji plastidy, proto jsou houby
nejCasteji bezbarvé. Vyssi houby obsahuji riizna barviva hlavné v plodnicich. Houby
nejsou schopny vyuZivat energii sluneéniho zéfeni pro tvorbu organickych molekul,
chybi jim chlorofyl. Ziviny musi tedy piijimat z vngjsiho prostfedi — osmotrofie (Dostal,
20006).

Glykogen a tuky jsou hlavnimi zasobnimi latkami u hub (podobné jako u Zivocichi).
Sacharidy transportuji stélkou ve formé cukernych alkoholli (manitolu a arabitolu) a
disacharidu trehalozy (Rozsypal, 2003).

Prakticky vSechny houby vznikajici na dfevé (xylofilni, xylotrofni) nalezi mezi 3
ttidy vySSich hub. Jsou to askomycety, vieckovytrusé houby, deuteromycety Ccili
nedokonalé houby, a basidiomycety (stopkpvytrusé), které jsou nejvyraznéjSimi

rozkladaci (Storozenko a kol., 2000).
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3.2 Rozdéleni hub

Dievokazné houby mizeme rozdélit z nékolika hledisek:
Podle zpisobu tvorby vytrust:
1. houby stopkovytrusé (Basidiomycetes) - vytrusy se vytvareji na zvlastnich bunkach
nazyvanych basidie. Mezi n€ patfi vétSina dfevokaznych hub.
2. houby vieckovytrusé¢ (Ascomycetes) - vytrusy se vytvareji uvniti kulovitych ttvart
nazyvanych viecka.
3. houby nedokonalé (Deuteromycetes) - je oznaceni pro stopkovytrusé a vieckovytrusé
houby, u nichZ nebylo pozorovano pohlavni rozmnozovani (Holinka, 2015).
Podle zdroj vyZivy:
1. houby celul6zovorni — rozkladaji pouze celulozu a ptibuzné latky (hemicelulézy apod.)
2. houby ligninovorni — rozkladaji pouze lignin (napt. nékteré druhy rodu Trametes)
(Balaban, Kotlaba, 1970).
Podle mechanismt rozkladu dreva:
1. houby mé&kké hniloby
2. houby hnédé hniloby
3. houby bil¢ hniloby (Gabriel, 2013).

3.2.1 Vreckovytrusé houby

Do velké skupiny vieckovytrusych hub patii asi 60 % ze vSech zndmych hub
(Antonin a kol., 2003). U askomycetli jsou vytrusy umistény uvnitf kyjovitych,
cervovitych nebo méchyikovitych viecek — aski, které jsou ulozeny v hymeniu (rousku)
(Keizer, 2005).

Mohou mit mikroskopickou nebo makroskopickou vlaknitou stélku, s vétvenym
prehradkovanym myceliem. Casto tvoii také plodnice. Hyfy mohou byt volné nebo
srostlé v nepravé pletivo — plektenchym. Bunééné sténa obsahuje dvé vrstvy, hlavnimi
slozkami jsou chitin a polyglukan. Ptevladd nepohlavni rozmnozovani (educanet.cz).
Nejcastéji probiha fragmentaci stélky nebo vznikaji mitézou konidie (exogenni spory) na
nosi¢ich — konidioforech. Pfi pohlavnim rozmnoZzovani se tvoifi pohlavni organy

(gametangia) — sam¢i antheridia a samic¢i kulovité askogony (Dostal, 2006).
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3.2.2 Houby nedokonalé (Fungi imperfecti, Deuteromycetes)

U nékterych jedinci nezndme jednotlivé rozmnozovaci formy, tj. pohlavni a
nepohlavni. Z toho divodu byla vytvofena umeéla skupina mikromycet, zndma jako
skupina nedokonalych hub Fungi imperfecti ¢i jako Deuteromycetes. U jeji zastupct neni
popsan pohlavni zptisob rozmnozovani (Ambrozova, 2008).

Jejich nepohlavni zplisob rozmnozovani konidiemi je velmi podobny nepohlavnimu
rozmnozovani vieckovytrusych hub. Nékdy se vibec zadné rozmnozovaci bunky
nevytvafeji a houby ziji jen v podobé mycelia. Pohlavni rozmnozovani Deuteromycet
bylo pozorovano v ptirodé jen ziidka a bylo vyfazeno z celého Zivotniho cyklu béhem
evoluce téchto organisml (Alexopoulos, 1952). Tyto houby se vyZivuji saprofytickym
nebo parazitickym zptisobem (Dostal, 2006).

Vzéacné€ se miize jednat 1 o vyvojovou piibuznost k houbam stopkovytrusym. V
nékterych pripadech snad mize jit o druhy, jejichz pohlavni stadium (viecka, bazidie)

nebylo zatim nalezeno (Alexopoulos, 1952).

3.2.3 Stopkovytrusé houby

Do tohoto oddéleni patii nejznaméjsi skupina hub s typickymi makroskopickymi
plodnicemi. Jsou rozsifené po celé Zemi a mnohé z nich jsou hospodaisky znacné
vyznamné. Tvofiasi 30 % znadmych hub, nazyvané jako kloboukaté houby. Maji rozsahlé
piehradkované podhoubi. Buné¢nou sténu tvoii dvé nebo vice vrstev, hlavnimi slozkami
jsou chitin a polyglukany (Semerdzieva, Veselovsky, 1986, educanet.cz).

Od vieckovytrusych hub se stopkovytrusé houby liS§i zejména tim, ze netvoii
morfologicky odlisné pohlavni orgdny. Kromé konidii slouzi k nepohlavnimu
rozmnozovani také blastospory - pucivé buiiky a fragmentace stélky (educanet.cz).

Pohlavni rozmnozovani je charakterizovano bazidiemi (meiosporangii), ve kterych

vznikaji redukénim délenim bazidiospory (meiospory) (Dostal, 2006).

3.2.4 Houby mékké hniloby

Hniloba zde v podstaté poskozuje dievo, které je v kontaktu s pidou a nachézi se
ve vlhkém prostiedi. Typicky se vyskytuje ve dfevé s vysokym obsahem vody a dusiku
(Geles, 2007). Houby mékké hniloby difeva jsou schopny odbourdvat nejen celulozu a
hemiceluldzy, ale v nékterych ptipadech i lignin. Sviij nazev dostaly kviili m¢knuti dieva,

které je zptisobeno tvorbou charakteristickych dutin v bunécné sténé (Gabriel, 2013).
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Jedna se o zastupce rodl Asco a Deuteromycota. Mékka hniloba dieva ¢asto vypada
hnédé¢ a miizeme si ji splést s hnilobou plsobenou houbami rozkladajicimi celuldzu.
Jejich hyfy rostou v lumenu jednotlivych bunék a tvoii se romboidni dutiny okolo

jednotlivych hyf (Geles, 2007).

3.2.5 Celulézovorni houby (houby hnédé hniloby)

Rozklad dieva, ktery zplsobuji celulozovorni a ligninovorni houby je od sebe
navzajem vyrazné odlisny. Celul6zovorni houby rozkladaji celulézu. Na pocatku je dievo
zluté, avSak postupné hnédne. Siln€ lignifikovana primarni sténa a stfedni lamela ztstava
nezménénd, naopak stfedni vrstva sekundarni stény se rozpous$ti. Vnitini vrstva
sekundarni stény zlstava taktéz déle nedotCend, protoze obsahuje vice ligninu a tukové
latky (Urban, 1997).

Vznika Cervenohnéda hniloba, zpisobend uvolfovanym ligninem, ktera je typicka
pro tento typ hub. Dfevo postupné ztraci na hmotnosti nebo objemu, rozpada se na kostky,
stava se kiehké a lehké. Tenhle typ rozkladu se oznacuje jako destruktivni (Cerny, 1989).

Houby hnédé hniloby nerozkladaji lignin, pouze ho mohou chemicky pfeménovat.
Stépenim polysacharidii ziskavaji energii a ziviny. Houby hnédé hniloby &ast&ji napadaji
listnaté stromy nez jehli¢naté. To mize byt zpisobeno odliSnym chemickym sloZzenim
dreva, resp. ligninu. V soucasné dob¢ se odhaduje, ze houby hnédé hniloby, mezi néz
patii napt. bfezovnik obecny (Piptoporus betulinus), sirovec zlutooranzovy (Laetiporus

sulphureus) nebo dfevomorka domaci (Serpula lacrymans) tvoti jen asi 6 % druhil vSech

dfevokaznych hub (Gabriel, 2013).

3.2.6 Ligninovorni houby (houby bilé hniloby)

Ligninovorni houby rozkladaji kromé celul6zni sloZky také lignin. Dievo se zbarvuje
uvolnénou celulézou svétle hnéd€ nebo Zlutobile. Projevuje se zde bila hniloba dfeva
neboli korozivni rozklad. Nékdy vznikaji dviirky vyplnéné nestravenou celuldézou, tzv.
vostiny (Cerny, 1989). Dievo se postupné stiva mékkym az drobivym. Se ztratou
hmotnosti vSak prakticky neubyva na objemu a proto nedochazi ke kostkovitému
rozkladu jako u hnédé hniloby. K zastupcim téchto hub patii napf. hliva Gstficna
(Pleurotus ostreatus), troudnatec kopitovity (Fomes fomentarius) nebo outkovky

(Trametes) (Gabriel, 2013).
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3.3 Vybrani zastupci hub hnédé hniloby

3.3.1 Laetiporus sulphureus (Sirovec ZlutooranzZovy)

Sirovec zlutooranzovy je snadno rozpoznatelny kvili oranzovému, pomérné
mé¢kkému, masitému télu s mnoha pory, je Siroce rozsifeny v severni Americe (Kuo,
2010). Patfi do oddéleni Basidiomycota, tfida Agaricomycetes, Incertac sedis, fad
Polyporales, Celed Polyporaceae (Balaban, Kotlaba, 1970). Lupenité¢ plodnice jsou
zformované z jednoletych zpocaku citronove zluté zbarvenych podusek. Bokem ptirtista
k podkladu. M4 zvinény okraj lupenti, Stavnatou v mladi duzninu, okrouhlé az
labyrintické rourky. Barva je napadné Zluta az zlutooranzova, podhoubi je bélavé. Mladé
plodnice jsou jedlé. Se starnutim pachnou po svitiplynu, ztraceji typickou barvu, blednou,
jsou napadany hmyzem. Zptsobuje hnédou hnilobu s kostkovitym az drobivym

rozkladem (Palov¢ikova, 2011).

3.3.2 Serpula lacrymans (Dfevomorka domaci)

Dievomorka domaci je nebezpecnd hlavné v obydlenych budovach, porista
opracovan¢ dievo jehlicnanti i listnacl, nachazi se 1 ve volné piirodé. Patii do
oddéleni Basidiomycota, tfida Agaricomycetes, podtifida Agaricomycetidae, ftad
Boletales, celed’ Serpulaceae (Balaban, Kotlaba, 1970). Ma 2 az 10 mm tlusté plodnice,
na okraji s vy$Sim bélavym plstnatym valem. Muze vytvaiet i odstavajici klobouky.
Rousko je tvoieno pory, které jsou velké, oteviené nebo uzaviené. Barvu ma
zlatooranzovou, zlutohnédou az tmaveé Cervenohnédou nebo olivovéhnédou. Plodnice
nartista velice rychle. Je schopen Cerpat vodu ze vzdalenéjSich ¢asti, pomoci myceliovych
provazct. Takze mlZze narlstat i na relativné suchych mistech. Tvoti hnédy kostkovity

rozklad (Palov¢ikova, 2011).

3.3.3 Gloeophyllum sepiarium (Tramovka plotni)

Tramovka plotni se vyskytuje velmi hojné¢ na mrtvém dievu jehli¢nanti, zejména
smrkd, jedli a borovic, vzacné 1 n€kterych listnaci (osika). Na feznych plochach patezi,
na plotech, traimech apod. Patii do oddéleni Basidiomycota (houby stopkovytrusné), tfida
Agaricomycetes, Incertae sedis, fad Gloeophyllales, ¢eled” Gloeophyllaceae (Balaban,
Kotlaba, 1970). Ma polokruhovy aZ kruhovy klobouk, bokem pfirostly, tuhy, na okraji
zprvu Zlutavy. Povrch je hrbolaty, hrub& chlupaty a kruhovit€¢ zénovany, ve stafi
olyséavajici, ¢ernohnédy. M4 radialn¢€ uspotradané, tlustosténné, okrové rezavé lupeny a

fezaveé hnédou duzninu (Palovcikova, 2011).
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3.3.4 Laetiporus montanus (Sirovec horsky)

Sirovec horsky patii do oddéleni Basidiomycota, tfida Agaricomycetes, Incertae
sedis, fad Polyporales, ¢eled’ Fomitopsidaceae (Kunca, 2015). Plodnice jsou jednoleté,
kloboukaté, masité, ptisedlé. Klobouk ma polokruhovity az Skeblovity, ktery pfirasta
bokem k substratu. M4 jasn¢€ oranzovou barvu, vybledavajici do svétleé hnédaveé okrové,
a hladky povrch. M4 velmi drobné sirové zluté pory, zasychanim vybledavajici. Hyfovy
systém ma dimiticky, cystidy chybi, spory jsou Siroce elipsoidni, hladké, neamyloidni

(mykoweb).

3.3.5 Phaeolus schweinitzii (hnédak Schweinitzuv)

Hnédak Schweinitziiv hojné roste na bazi nebo na kotfenech zivych jehli¢nant a také
na patfezech. Plodnice jsou jednoleté, v&jifovité az mélce ndlevkovité, pokryté jemnou
plsti. Mladé plodnice maji rstovou zonu Zlutou, Zlutorezavou aZ oranZove rezavou, stied
plodnic je tmavé hnédy, staré¢ jsou tmavé hnédé, polorozpadlé¢ (Palovcikova, 2011).
Zpisobuje hnédou hnilobu, §ifi se od kotenti do kmene a dale vyzralym dievem azZ do
vysky 8 —12 m a to bez vnéjSich ptiznakt. Tlejici dievo se barvi okrové, da se rypat
nehtem, pozdéji se tvoii podélné a pticné trhlinky, obsahujici bilé blanky podhoubi, v

posledni fazi je tmavé Cervenohnédé, hranolovité se rozpada (houbareni.cz).

3.4 Enzymatické vybaveni hub
3.4.1 Enzymy

Enzymy jsou bilkovinné makromolekuly s katalytickou funkci. Nebilkovinnd ¢ast
enzymu se oznacuje jako kofaktor. Jeji funkce spociva v pfenosu atomd, elektront nebo
jejich skupin pfi biochemickych reakcich. Je-li kofaktor pevné vazan na bilkovinnou ¢ast
enzymu, nazyva se prostetickd skupina a povaZuje se za stabilni soucast molekuly. Je-li
kofaktor vazan jen slabé a miize se lehce oddélovat, nazyvame ho koenzym (Vodrazka,
2002).

Misto ve kterém probiha enzymova reakce se oznacuje jako aktivni centrum. Aktivni
centrum obsahuje urcité, presné¢ rozmisténé funkéni skupiny. Rychlost enzymové
katalyzované reakce je zadvisla na nékolika faktorech, mezi které patii koncentrace
substratu, mnozstvi enzymu, fyzikdln¢ chemické vlastnosti prostiedi a piitomnost

efektorti. S riistem teploty roste i rychlost enzymové katalyzované reakce. Za vysokych
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teplot dochazi k inaktivaci enzymu v disledku denaturace jeho bilkovinné ¢asti. Teplota
pii které je enzymova reakce nejrychlej$i se nazyva teplotni optimum. Katalyticka
aktivita enzymu je také zavisla na pH prostiedi. VE&tSina enzymi pracuje nejucinnéji jen
v urcité oblasti pH (pH optimum). Katalytickou uc¢innost enzymt také vyrazné ovliviiuje
rada latek — efektort. Latky zvySujici aktivitu enzymu, se nazyva aktivatory (ionty
nékterych kovl, organické latky), snizujici u¢inek enzymu, oznacuji se jako inhibitory
(1onty téZkych kovil, organicke 1 anorganicke latky nizkomolekulové povahy) (Vodrazka,

2002).

3.4.2 Ligninolytické enzymy produkované houbami hnédé hniloby

Lignin je tieti nejrozsifenéjSi biopolymer na Zemi (po celulése a hemicelulose). Je
tvofen tfemi zdkladnimi monomery, koniferylalkoholem, sinapylalkoholem a
p - kumarylalkoholem. Je obtizné urcit jeho pfesnou chemickou strukturu a molekulovou
hmotnost, protoZe molekula ligninu je velmi slozita (Obr. 1). RovnéZ izolace nativniho
ligninu je velmi komplikovana (Susla, Svobodova, 2006 cit. podle Hattaka, 2001).

Slozeni vysokomolekularni polymerni hydrofobni molekuly ligninu urcuje vlastnosti
enzymatického systému, ktery jej Stépi. Takovy systém musi byt extracelularni,
nehydrolyticky a nespecificky (Rabinovi¢ a kol., 2001).

Lignin neni schopen slouzit jako jediny zdroj uhliku a energie. Aby prob¢hla
degradace ligninu, dfevokazné houby potiebuji dodatecny, snadné€ji vyuzitelny zdroj
uhliku (Ander a Eriksson, 1975, Kirk a kol., 1976). Phanerochaete chrysosporium a
Lentinus edodes metabolizuji rozmanité¢ ligninové preparaty pouze za piitomnosti
alternativniho zdroje uhliku/energie (Leatham, 1986). Podle hypotézy, bézny zplsob,
kterym dievokazné houby rozkladaji dievo je soucasné Stépeni polysacharidl a ligninu.
Odbouravanim celuldézy ziskdva houba glukozu, a kdyZ se tok cukru zastavi, houba
hladovi a tim se ,,pfepne z primarniho metabolismu do sekundarniho., Houba tudiz
potiebuje pro degradaci ligninu snadno stravitelné ziviny jako naptiklad cukry ziskané z

polysacharidi dfeva (Boominathan a Reddy, 1992).
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Obr. 1 Schematicka struktura molekuly ligninu (Zdroj: Zaripov S., 2009: ®u3zuko-
MEXaHHUYECKHE OCHOBBI pa3pyIICHUS JPEBECHHBI JIMCTBEHHHIIBI B  IpoIecce

koHBeKTHBHOM cymku. HoBocubupcek: CO PAH, s. 110).

NejprostudovanéjSimi ligninolytickymi enzymy hub bilé hniloby jsou lignin
peroxidaza (LiP, E.C. 1.11.1.14), mangan-dependentni peroxidaza (MnP, E.C. 1.11.1.13)
a lakaza (Lac, E.C. 1.10.3.2) (Susla, Svobodova, 2006 cit. podle Tuor, 1995). Nékteii
autofi uvadéji také mangan-independentni MnP a jiné versatilni peroxidazy (Ruiz-Duenas
a kol., 2001, Heinfling a kol., 1998).

Vyssi basidiomycety se dle sloZzeni ligninolytickych enzymt déli do nasledujicich
skupin: do prvni skupiny patii houby, které produkuji Lac, LiP a MnP (Phellinus pini,
Trametes hirsuta, Bjerkandera adusta, Phanerochaete chrysosporium). Druhd skupina je
zastoupena houbami Lentinus edodes, Panus tigrinus, Phanerochaete chrysosporium,
Dichomitus squalens, vykazujicimi Mn-peroxiddzovou a lakdzovou aktivitu. Treti
skupina je charakterizovana lignin peroxidazovou a lakdzovou aktivitou, jednd se o
druhy Trametes versicolor, Phlebia radiate, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii,

Bjerkandera adusta. Pro houby, tvotici ¢tvrtou skupinu (Pleurotus ostreatus), je
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charakteristicka produkce lakazy, arylalkoholoxydazy a dalSich aromatickych oxidéaz
(Storozenko a kol., 2000). Zastupci riznych taxonomickych a ekologickych skupin
disponuji totoznou skladbu enzymi. OvSem stupen aktivity extracelularnich enzymt ma

podstatnou formalni a druhovou variabilitu (Geles, 2007).

Lignin peroxidaza (LiP EC 1.11.1.14)

Lignin peroxidéza (diarylpropanoxigenaza, H>O. oxigendza, ligninaza) je Hem
obsahujici enzym molekularni hmotnosti 38-43 kDa, ktery se jevi donorem H>O
(Obr. 2). Je schopna oxidovat nefenolické aromatické struktury ligninu za pfitomnosti
endogenné produkovaného peroxidu vodiku. Tim vznika aryl-kationtové radikéaly (Susla,

Svobodova, 2006 cit. podle Hattaka, 2001). Patii sem riizné reakce:

1. Ca—Cp —roztrzeni propylové skupiny ligninu a modelovych slouc¢enin.

N

Hydroxylace benzylovych metylénovych skupin.

[98)

Oxidace benzylovych alkohol na odpovidajici aldehydy a ketony.

4. Oxidace fenoll a rozstépeni aromatického kruhu v nefenolovych modelovych

slouc¢eninach ligninu (Kadimaliev a kol., 2004, Yadav a kol., 2009).

AspiB3

Obr. 2 Model aktivniho mista LiP (Zdroj: Proc. Nati. Acad. Sci. USA Vol. 90, s. 754,
1993, Biochemistry).
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Ziskany aryl-kationovy radikal spontanné ni¢i rizné vazby v zavislosti na struktufe a
pritomnosti reaktantl. Béhem svého katalytického cyklu je LiP oxidovana H>O;. Dva
elektrony z molekuly LiP se odstépi a vznikd meziprodukt (sloucenina I), ktery oxiduje
substrat odstranénim jednoho elektronu za vzniku redukovangjSiho enzymového
meziproduktu (sloucenina II). Tento meziproduktu oxiduje dals$i molekulu substratu
odstépenim jednoho elektronu. Tim se enzym vraci do svého ptivodniho stavu. Pii nizké
koncentrace substratu a nadbytku H>O> mtze byt sloucenina II pfeménéna na neaktivni
formu enzymu (slou¢enina IIT) (Susla, Svobodova, 2006 cit. podle Wariishi, 1989).
Aromatické latky, jako napf. veratrylalkohol a tryptofan brani inaktivaci enzymu v
nadbytku H»O,. Za ptitomnosti téchto sloucenin s protektivnim t¢inkem je umoznéno
dokonceni katalytického cyklu LiP, protoZe jsou vhodn€j$im substratem pro slouceninu

IT (Obr.3) (Susla, Svobodova, 2006 cit. podle Hattaka, 2001).

HyOy H,O
Felll \k/ »  Compound I
L ! k Fe IV = O[P.*]
A 3 AH
AH A
Compound II
FeIV=0
Excess HyO9
H,0
Compound I1I
Fe Ill 0p."

Obr. 3 Katalyticky cyklus lignin peroxidasy (Zdroj: Gold a kol., 1989).

Lignin peroxiddza je schopna oxidovat i fenolové slouceniny. Tento enzym se
vyskytuje pouze u malého mnozstvi hub napt. Phanerochaete chrysosporium, Trametes

versicolor, Trametes hirsuta, Panus tigrinus, Coriolopsis occidentalis (Risinova, 2007).

Mn-dependentni peroxidasa (MnP EC 1.11.1.13)
Mn-peroxidasa — hem obsahujici enzym, podilejici se na depolarizaci syntetického
ligninu. Oxiduje fenolové slou¢eniny za pfitomnosti peroxidu vodiku. Projevuje aktivitu

v prostiedi obsahujici mangan a ma molekuldrni hmotnost kolem 46 kDa. Poprvé byla
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isolovana pti submerzni kultivaci houby Phanerochaete chrysosporium (Bolobova a kol.,

2002).

HO,C COH

Obr. 4 Model aktivniho mista MnP (Zdroj: Harris a kol., 1991).

Princip fungovani enzymu spoéiva v oxidaci Mn?" na Mn*" za pouziti vodiku jako
oxidac¢niho ¢inidla (Obr. 5). Aktivita enzymu je stimulovana jednoduchymi organickymi
kyselinami (§tavelova, malonova, mlééna), které stabilizuji Mn®" ionty (Kadimaliev a
kol., 2004). MnP je casto produkovdna ve form¢ izoenzymi s riznou molekulovou
hmotnosti v rozmezi 45-55 kDa. Izoenzymy MnP jsou rozlisSné zejména v
izoelektrickych bodech, které se nachazi spise v kyselé oblasti (pH 3—4). Katalyticky
cyklus MnP zahrnuje jak nativni formu enzymu obsahujici kation Fe**, tak reaktivni

meziprodukty (slouéenina I, IT) (Susla, Svobodova, 2006 cit. podle Hattaka, 2001).

Hy0;
Felll \/ =  Compound I

Mpill 2 Mnll
Mnll

A“%» Compound I Mnﬂly}ff AH

AH FelV=0 A

Excess HyOp

H,0

HyO

Compound I
Fe 1 0.7

Obr. 5 Katalyticky cyklus mangan dependentni peroxidazy (Gold a kol., 1989).
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Regenerace Mn je uskuteCnovana sprazenou reakci rozkladu peroxidu vodiku.
V ptipadé absence H,O» v prosttedi, je Mn-peroxiddza sama schopna produkovat peroxid
vodiku. Mn-peroxiddza byla zaznamenana u takovych hub jako Trametes versicolor,

Phlebia radiate, Dischomitus squalens (Risinova, 2007).

Lakdaza (Lac EC 1.10.3.2)
Lakéza (benzendiol: oxid oxidoreduktdza) patii do skupiny oxidas obsahujicich méd’,
které katalyzuji ¢tyfelektronovou oxidaci fenoli, aromatickych aminii a fenylendiaminu,

ptri¢emz vyuzivaji kyslik jako piijemce elektront a vznika voda (Obr. 6).

®
(-« e [
®

(Cu* — Cu*)

0; 2H,0

Obr. 6 Katalyticky cyklus Lac (Zdroj: P. Singh nee’ Nigam, A. Pandey, Biotechnology
for agro-industrial residues utilisation, DOI 10.1007/978-1-4020-9942-7 22, Springer

Science+Business Media, 2009).

Prakticky veskeré vyzkumy lakdzy uvadi, Ze je to monomer, glykoprotein se
sacharidovym podilem od 1 do 15 % hmotnosti enzymu, ktery se skladd ze zbytki
mandzy a N-acetylglykosaminu (Kadimaliev a kol., 2004). V molekule lakéizy
ligninolytickych hub jsou obsazeny &tyfi atomy médi (vSechny v oxidaénim stavu 27),
které jsou rozmistény mezi tfemi odlisSnymi vazebnymi misty a hraji dilezitou roli v
katalytickém mechanismu enzymu (Obr. 7) (Susla, Svobodova, 2006 cit. podle Hattaka,
2001).

23



Obr.7 Schema T1 (Cul) a T2/T3 (Cu4/Cu2-Cu3) aktivniho mista lakazy CotA (Zdroj:
ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 72(10), s. 1136-1150, 2007).

Oxiduje Siroké spektrum substratti predevSim na fenolové bazi za soucasné tvorby
fenoxylovych radikali a také nefenolové sloucCeniny a to za pfitomnosti elektronovych
pienaseci ABTS (2,2"-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonova]) ¢i HBT
(1-hydroxybenzotriazol) (Kadimaliev a kol., 2004). Krom¢ vyuzivani lakazy pii rtiiznych
biochemickych procesech, vyvolavéa tento enzym velky zajem z hlediska zékladnich
vyzkumi jeho struktury a mechanizmu katalyzy. Je to podminéno stavbou aktivniho
centra lakdzy, do kterého vstupuji 4 ionty médi tii riznych typd, jejichz koordinované
pusobeni v pribehu katalytického procesu jednoelektronové oxidace donatort elektronti
¢1 vodiku, umoziuje uskutecnéni zabudovani molekularniho kysliku bezprostfedné do

vody, pfi¢emZ vypousti stadium tvorby peroxidu vodiku (Zahoskina a kol., 2009).
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3.5 Vyuziti enzymu dievokaznych hub

Dievokazné houby miizou rozkladat celou fadu odpadu. K jejich kultivaci se vyuziva
mnoho substratd, jako jsou piliny, papir nebo rostlinné zbytky. Trh s dfevokaznymi
houbami se nejvice rozviji v jihovychodni Asii (staty jako jsou Cina, Korea nebo
Vietnam). Hojné se uplatinuje v 1ékarstvi, ale soucasné¢ také v biotechnologiich,
mikrobiologii ¢i potravinafstvi (Hlava¢, Hlavacova, 2003). Dulezitym procesem pfti
prumyslové produkci enzymu je spravna kultivace kment. Houby musi mit dostate¢ny
zdroj Zivin, vhodny parcialni tlak kysliku, optimalni hodnotu pH a teploty, aby mohly
rast a mnozit se (gilhénkové, 2002, Vesela, Drdak, 1999).
Zakladni typy kultivace jsou:

Staticka kultivace: kultura se naockuje do tuhého nedo tekutého média. Dochazi
k vy€erpavani Zivin a tak k limitaci ristu, hromadi se produkty metabolismu, které ¢asto
mohou mit inhibi¢ni charakter (Vesela, Drdéak, 1999).

Submerzni kultivace: probihd v tekutém médiu, které je neustdle tiepano a
provzdusnovano. Rist je aktivn€jsi pfi submerzni kultivaci nez pti kultivaci statické.
Nevyhodou je nemoznost pfesné specifikace aktualnich ristovych podminek a zajisténi

jejich konstantnosti (Vesela, Drdak, 1999).

3.5.1 Vyuziti v papirenském pramyslu

Dtevokazné houby se zacaly pouzivat v papirenském priimyslu za ucelem zlepseni
kvality dfevénych polotovart. Unikatni preparat Sylvanex 97, produkovany proslulou
spolecnosti Clariant, byl na bazi kultury houby Ophiostoma piliferum. Prokazalo se, ze
tato houba skuteéné¢ umoznuje snizit obsah pryskyficnych latek ve dfevéné suroviné,
zlepsit fyzikdlné-mechanické vlastnosti této suroviny, regulovat mikrofloru, ¢imz
zabrafiuje kontaminaci dfevokaznymi houbami. V soucasné¢ dobé nalezi technologicka
prava vynalezkyni technologie R. Farrell (Parrac Ltd., Novy Z¢land) (Yegorova a kol.,
2005).

3.5.2 Vyuziti v delignifikaci dieva

Lignin peroxidaza je enzym, ktery ma velky vyznam pro biotechnologie a je uzivany
pii delignifikaci dfeva a ziskdvani alternativniho zdroje topiva, pii konverzi slozek
kamenného uhli na nizkomolekuldrni frakce, popt. slouzi jako surovina pro chemicky

pramysl. Taktéz je pouzivan ke zmekceni a béleni celulézy v papirenském priimyslu,
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odstranéni trvanlivych organickych sloucenin a pti polymeraci v primyslu polymert

(Yegorova a kol., 2005).

3.5.3 Vyuziti v textilnim primyslu

Syntetickda barviva predstavuji Sirokou skupinu obtizné¢ degradovatelnych
organickych polutantli, jejichz celkova ro¢ni produkce je jen v textilnim pramyslu
odhadovana na 800 tisic tun ro¢né (Zollinger, 1991). VSechna barviva pouzivana v
textilnim pramyslu jsou vyradbéna tak, aby byla odolna vii¢i plisobeni svétla, vody, fady
chemickych sloucenin vcetné oxidujicich latek 1 mikroorganismil. Textilni barviva v
odpadnich vodéch je proto obtizné dekolorizovat pomoci bézné uzivaného biologického
¢isténi (Shaul a kol., 1991). Pro degradaci syntetickych barviv bylo navrzeno nékolik
biotechnologickych metod vyuzivajicich bakterie nebo houby v kombinaci s fyzikalné
chemickymi technologiemi. V soucasné dobé jsou mezi organismy degradujicimi
syntetickd barviva povazovany za nejucinnéjsi houby bilé hniloby (Borchert a Libra 2001,

Beydilli a kol., 1998).

3.5.4 Vyuziti jako zdroj biologicky aktivnich latek

Vyssi houby nedisponuji pouze vysokou vyzivovou hodnotou, ale taktéz slouzi jako
zdroj biologicky aktivnich latek, coz je posouva na prvni misto dle kvality levné suroviny
pro ziskani farmakologicky hodnotnych slozek (Zaikina, 2007, Kutafjeva, 2003).
Heteropolysacharidy a chitin-glukanovy komplex Ganoderma applanatum, Flamulina
vuliteps, Fomes fomentarius disponuji vyraznymi imunostimula¢nimi ucinky. Lipidy
v komplexu Agrocybe aegerita, Lentinus edodes, Lactiporus sulphureus s bunénymi
polysacharidy se projevuji antiedematdzni aktivitou. Jsou vytvafeny kompozice na bazi
extraktll z plodnic, mycelia. Prepardt Mykoton na bazi houby Fomes fomentarius
vykazuje aktivitu vici Sirokému spektru onemocnéni (Kozemiakina a kol., 2010). Velky
vyznam ma ziskavani biologicky aktivnich latek pro medicinské ucely — vitamind,
ubichinoni (koenzymi), enzymil, antioxidantl, esencidlnich mastnych kyselin a
aminokyselin, stopovych prvkll atd. Je prokdzdna moZnost vyuZziti odpadi
potravinaiského priimyslu pro péstovani basidiomycetd, které pritom neztraceji své

pozitivni vlastnosti (Zaikina, 2007).
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3.5.5 Biosenzory

Rada biosenzorti obsahujicich lakdzu byla vyvinuta pro imunoanalyzu, dale pro
stanoveni gluk6zy, aromatickych aminti a fenolovych slouc¢enin. Montereali a kol. (2010)
oznamili, ze se jim podatilo detekovat polyfenoly, které jsou pfitomné v mostech a vinech
pochazejicich z Imoly (Italie) a to prostiednictvim amperometrického biosenzoru
zalozené¢ho na vyuziti tyrosinasy a lakazy ziskané z Trametes versicolor. Oba enzymy
byly imobilizované na grafitovych elektrodach modifikovanych prostfednictvim
ferrocenu. Biosenzory vykazaly dobré vlastnosti pti vzorkovani ve srovnani s vysledky,
které byly ziskany na zékladé€ spektrofotometrické analyzy. Pfitomnost SO, vSak zjevné
zabranovala enzymatické aktivité a tim doslo k vyznamnému ovlivnéni méfeni, ktera byla
provadéna na mostech a vinech, jenz byly pfed neddvnem uzavieny v lahvich.

Di Fusco a kol. (2010) ozmamili, ze vyvinuli amperometricky biosenzor, ktery je
zalozen na lakdze ziskané z T. versicolor a T. hirsuta a ktery slouzi ke stanoveni
polyfenolového indexu ve vinech. Enzymy byly imobilizovany na karbonovych
elektrodach za pouziti polyazetidinového prepolymeru (PAP). Prokézali, ze u¢innost
biosenzoru zavisi na zdroji lakazy. Vysledky ziskané pii uziti lakdzy pochazejici
z Trametes hirsuta byly podobné vysledkim, ke kterym se doslo prostfednictvim Folin-
Ciocalteuovy metody, zatimco polyfenolovy index zméfeny s lakdzou z Trametes
versicolor nesouhlasil s vysledky uvedenymi v referen¢nim zdroji.

Prasetyo a kol. (2010) uskuteCnili studii vyuziti tetramethoxy azobismethylen
quinonu (TMAMAQ) pro méieni aktivity antioxidantii u Siroké Skaly strukturné rozlicnych
molekul, které jsou pfitomny v potravinach a v lidském organizmu. TMAMQ byl
vytvofen prostiednictvim oxidace syringaldazinu s lakdzami a byl pouzit za Gcelem
detekce antioxidacni aktivity u riznych potravin.

Ibarra-Escutia a kol. (2010) vyvinuli a optimalizovali amperometricky biosenzor,
ktery je zaloZeny na lakéze ziskané z Trametes versicolor, slouzici pro sledovani obsahu
fenolickych slou€enin v ¢ajovych nalevech. Tento biosenzor vykazal vynikajici stabilitu
a snadné pouziti v rdmcei vyrobniho procesu, lze ho uZivat pro pfesné stanoveni obsahu

fenoli a to bez nutnosti predchozi upravy vzorku.
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3.5.6 Vyuziti v potravinarském primyslu

Mnoho lakdzovych substratil, jako jsou karbohydraty, nenasycené mastné kyseliny,
fenoly a thiol-obsahujici proteiny, jsou dilezitou soucasti riznych potravin a napoju.
Jejich modifikace prostifednictvim lakdzy mize vést k nové funkénosti, zlepSeni kvality
a snizeni nakladi. Lakazu lze vyuzit vradmci jistych procest, které zvyraziuji ¢i

pozméiuji barevny vzhled potravin a napoju (Minussi a kol., 2002, Nielsen a kol., 2000).

Stabilizace vina

Stabilizace vina pfedstavuje jedno z hlavnich vyuziti lakazy v potravinarském
prumyslu, jakozto alternativy k fyzikalné-chemickym absorbentim (Minussi a kol.,
2002). Mosty a vina predstavuji komplexni smés rtiznych chemickych sloucenin, jako
jsou etanol, organické kyseliny (aroma), soli a fenolické slouceniny (barva a chut).
Odstranéni polyfenolit musi byt selektivni, aby se zabrdnilo nezadoucimu pozménéni
organoleptické charakteristiky vina. Lakdza splituje n¢které dilezité¢ pozadavky jako je
stabilita v kyselém prostfedi a reverzibilni inhibice se sulfidem (Tanrioven, Eksi, 2005).
Kromeé toho se lakdza komerénim zptisobem nabizi pro vyrobu korkovych zatek pro lahve
na vino. Oxidativnim zptisobem redukuje charakteristicky pach a trpkost korku, ktera se

velice Casto vyskytuje u starych vin (Conrad a kol., 2000).

Stabilizace piva

Doba piechovavani piva je zavisla na raznych faktorech, jako je vznik zékalu, obsah
kysliku a teplota. V prvnim piipad¢ dochazi ke vzniku zdkalu prostfednictvim malych
mnozstvi pfirozené se vyskytujicich proanthocyanidint, polyfenoli, které vedou ke
srazeni proteinl a tak ke vzniku zékalu (Mathiasen, 1995). Dochéazi k tomu obvykle
v pribéhu chlazeni, pficemz miZze dojit k opétovnému rozpusténi tohoto zdkalu pfti
pokojové teplot¢ (Minussi a kol., 2002). Ke vzniku tohoto zdkalu mulze v piipadé
dlouhodobého ptechovavani dojit dokonce 1 u produkti, u nichZ zakal pfi jejich baleni
nevznikd. Vznik zékalu je tak v pivovarnickém primyslu ptretrvavajicim problémem
(McMurrough a kol., 1999). Vyuziti lakdzy pro oxidaci polyfenoli jako alternativy
tradicniho oSetfeni jiZz bylo vyzkouSeno rliznymi autory (Mathiasen, 1995, Giovanelli,
1989, Rossi a kol., 1988). Lakaza vSak jiz byla také vyuZita pro Gcely odstranéni kysliku

na konci procesu vyroby piva. Podle Mathiasena (1995) by na konci tohoto procesu mohla
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byt lakdza pridavana, aby se tak odstranil nezadouci kyslik ve findlnim pivnim produktu
a dosahlo se tak prodlouzeni doby jeho ptechovavani. Pro komeréni ucely se rovnéz na
trhu nabizi lakdzovy ptipravek s ndzvem “Flavourstar”, ktery vyrabi Novozymes A/S a
ktery se vyuziva v pivovarnictvi za i¢elem zabranéni vzniku ,,0ff-flavour (napf. trans-
2-nonenal) prostiednictvim shromazd’ovani kysliku, ktery by jinak reagoval s mastnymi
kyselinami, aminokyselinami, proteiny a alkoholem a vytvarel tak ,off-flavour*

prekurzory.

Zpracovani ovocnych $t’av

Od tticatych let dvacatého stoleti se studuji enzymatické pripravky pro filtraci stav
(Minussi a kol., 2007). Interakce mezi proteiny a polyfenoly vede ke vzniku zékalu ¢i
usazenin v procisténych ovocnych st'avach. Proto jsou procisténé ovocné stavy typicky
stabilizovany, aby se tak oddalil zacatek tvorby proteino-polyfenolového zakalu (Siebert
a kol., 1996). N¢kolik autor navrhlo vyuzit lakédzu pro stabilizaci ovocnych §tav (Neifar
a kol., 2011, Sammartino a kol., 1998, Giovanelli, Ravasini, 1993, Stutz, 1993, Ritter a
kol., 1992, Cantarelli, Giovanelli, 1990, Maier a kol., 1990, Cantarelli 1986), vysledky
jsou vsak rozporuplné.

Na jedné strané¢ Sammartino a kol. (1998) porovnali oSetfeni jablecné stavy
prostiednictvim konvencni metody (pfidani SO, metabisulfit, polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP), bentonit) s uplatnénim volné a imobilizované lakazy. Poukazali na to, Ze
enzymaticky oSetiené S$tavy jsou méné stabilni nezli Stavy oSetfené konvencnim
zpusobem. Giovanelli a Ravasini (1993) a Gokmen a kol. (1998) prostfednictvim testa
stability vysoce filtrovanych vzorkl poukézali na skutecnost, Ze oSetieni lakdzou zvysilo
nachylnost ke hnédnuti v pribéhu piechovavani.

Na druhé strané Cantarelli (1986) uzil mutantni lakdzu od Polyporus versicolor
k oSetfeni Stavy cern¢ho grepu. Ukdazal, Ze bylo odstranéno 50 % celkového mnoZstvi
polyfenolli a doSlo k vyssi stabilizaci neZ v pfipadé fyzikdlné-chemického oSetieni.
Uplatnéni lakdzy ve spojeni s filtraénim procesem prokazalo lepsi vysledky. Timto
zpusobem ziskali Ritter a kol. (1992) a Maier a kol. (1990) stabilni a ¢istou jablecnou
Stavu a to tak, Ze vyuzili lakdzu v kombinaci s kiizovou filtraci (ultrafiltraci) v ramci
kontinudlniho procesu bez pfidadni findlnich Cinidel. Cantarelli a Giovanelli (1990)

poukézali na skutecnost, Ze uplatnéni lakazy, po kterém nasledovala ,,aktivni* filtrace ¢i
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ultrafiltrace, pfidanim askorbové kyseliny a sulfidi, zlepsilo stabilitu barvy a chuti ve
srovnani s konvencnimi zptisoby Upravy.

Rovnéz Stutz (1993) vyuzil lakdzu a ultrafiltraci k tomu, aby ziskal ¢isty a stabilni
koncentrat $tavy o svétlé barve. Artik a kol. (2004) studovali u¢inky vyuziti lakazy za
ucelem stabilizace Cistoty visiiové §tavy. Zjistili, ze vysoké Cistoty bylo piidanim lakazy
dosazeno v ptipad¢ zahtati na teplotu 50°C po dobu 6 hodin a vyfiltrovanim ptes
membranu 20 kDa po 1 h oxidace. Doslo rovnéZ k poklesu obsahu fenolu o ptiblizné
70 %.

V nedavné dobé pouzili Neifar a kol. (2011) kombinovany ultrafiltra¢ni lakdzovy
postup pro dosazeni kontroly nad vznikem zakalu a zahnédnuti §tavy z granatovych
jablek. Provedli optimalizaci oSetfeni lakdazou (koncentrace lakazy 5 U/mL; inkubaéni
doba 300 min.; inkubacni teplota 20 °C), po niz néasledovala ultrafiltrace, a dosahli tak

Cisté a stabilni Stavy z granatovych jablek.

Peceni

Lakazy se v souc¢asné dobé¢ t&€si zajmu v oblasti pekarenstvi. Studie udavaji, ze pfi
peceni za pouziti lakazy dochazi u tésta ke zvySeni jeho sily, stability a snizeni jeho
lepkavosti a tim 1 zlepSeni jeho zpracovatelnosti pomoci strojniho zatizeni. Kromé toho
bylo zaznamenano zvétSeni objemu peciva a zlepSena struktura drobkii a mékkost (Labat
a kol., 2000, Si, 1994).

Selinheimo a kol. (2006) poukazali na skutecnost, ze lakéza ziskana z bilé plisiiovité
houby Trametes hirsuta zvySila maximalni odolnost tésta a snizila jeho roztaznost a to
jak u tésta moucného tak i té€sta lepkového. Dospéli k zaveru, Ze Gcinek lakdzy spociva
predevsim v kiizném spojovani esterované ferulické kyseliny (FA) na arabinoxylanovou
(AX) frakci tésta, jenz vede ke vzniku silné sit¢ AX. Lepkové tésto, které bylo oSetfeno
lakézou, rovnéz vykézalo ur€itou miru tuhosti, coz napovida, ze lakdza mize rovnéz do
urc¢ité miry mit uc¢inek na matrici lepkového proteinu. Tento ztuZovaci u€inek lakéazy byl
vSak jasné niz8i u lepkového tésta. Frakce AX je tedy u moucného tésta pro lakazu
pfevladajicim substratem a jeho aktivita je pivodcem tohoto ztuZovaciho Uc€inku.
Zajimavé je, Ze moucné tésto oSetiené lakazou v diisledku prodlouZené inkubace zméklo,
mira tohoto zmekceni stoupala se zvySujici se davkou lakazy. To vede k domnénce, Ze

toto zmékceni ma svij ptivod v katalyzovaném rozkladu radikalt kiizn€ spojené sit¢ AX.
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Renzetti a kol. (2010) zjistili, Ze komeréni lakédzovy pripravek vyraznym zptisobem
zvysil efektivitu procest pti produkcei chleba z ovesné mouky a texturalni jakost ovesného
chleba tim, ze doslo ke zvySeni specifického objemu a snizeni tvrdosti drobkl a
zvykavosti. Zvysena efektivita pti produkcei chleba mé vztah k vyssi vlhkosti, tvarnosti a

elasticité ovesného tésta s pridanou lakazou.

ZlepSeni senzorickych parametrit potravin

Pokles fyzikalné-chemickych parametrii u potravinovych produktii predstavuje jeden
z hlavnich problémt, ktery se vaze k rozvoji skladovacich a distribu¢nich systémut a
ovliviiuje, jakym zpisobem konzumenti vnimaji jakost téchto produktii. Proto se u
nékterych potravinovych produktl uzivaji rizné lakazy, aby se dosahlo kontroly aroma,
lepsi chuté ¢i redukcei nezadoucich latek obsazenych v produktu (Minussi a kol., 2002).

Takemori a kol. (1992) pouzil syrovou lakdzu ziskanou ze Coriolus versicolor ke
zlepSeni aromatu a chuté u kakaovych produktt. Diky oSetfeni lakdzou doslo k odstranéni
hotkosti a neptijemnych pachuti u okolady, ktera se z kakaové hmoty vyrabi. M¢la lepsi
chut’ nez ¢okolada z kontrolni varky.

Dalsim typem potravinovych produkti, u kterych se lakdza mize vyuzivat ke zlepSeni
senzorickych vlastnosti, je olej. Olejové produkty lze deoxygenovat ptfidanim u¢inného
mnozstvi lakazy (Petersen a kol., 1996). Rostlinné oleje (napt. sojovy olej), se vyskytuji
v mnoha potravinach, jako jsou dressingy, salaty, majonézy a jiné omacky. Sojovy olej
obsahuje velké mnozstvi linolové a linolenové kyseliny, které mohou reagovat s kyslikem
rozpusténym v produktu, ptiCemz vznikaji nezadouci tékavé slouceniny. Proto mize byt
kvalita aromatu nékterych olejii zlepSena tak, Ze se eliminuje kyslik, ktery je v oleji
pfitomen. Jiné potravinové produkty (napf. Stavy, polévky, koncentraty, pyré, kase a
omacky) lIze rovnéz deoxygenovat prostiednictvim lakazy (Petersen, Mathiasen, 1996).

Bouwens a kol. (1997) poukdzali na skutecnost, Ze barvu ¢ajovych produktl Ize zlepSit
prostiednictvim lakéazy, kterd se ziskdva z druhu Pleurotus. Stejnym zplisobem byly
rovnéz oSetfeny nasekané olivy ve vodnim nélevu lakdzou ziskanou z Trametes villosa.
V tomto piipadé doslo ke zna€nému sniZeni trpké chuti a ztmavnuti barvy ve srovnani
s kontrolni varkou.

Tsuchiya a kol. (2000) pouzili rekombinantni lakdzu ziskanou z Myceliophthora
thermophilum a chlorogenovou kyselinu za ucelem kontroly nezadouciho zapachu

cysteinu. Poukazali na skutecnost, Ze enzymaticky oSetfeny cystein vykazuje pouze slaby
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zapach, zatimco cystein, ktery oSetfen nebyl, vykazuje silny charakteristicky zapach HS.

Analyza HPLC prokazala snizeni cysteinu o vice nez 50 %.

Zelirovdni pektinu cukrové iepy

Pektin z cukrové fepy piedstavuje funkéni potravinovou piisadu, kterd miize vytvaret
termicky nereverzibilni gely. Tyto typy gell jsou pro potravindisky primysl velice
zajimavé, jelikoZ je 1ze zahtivat a zaroven zachovat strukturu gelu (Norsker a kol., 2000).

Norsker a kol. (2000) provedli rozbor gelovaciho u€inku dvou lakaz a peroxidazy u
potravinovych produktl. Zjistili, Ze lakézy vykazaly vyssi u€innost jako gelovaci ¢inidla
v pripadé masa a mléka, nez tomu bylo u peroxidazi. Kromé toho je v mnoha zemich
zakazano piidavat peroxidy vodiku do potravinovych produktii, coz vyuziti peroxidazi
jakoZto ztuzovaciho Ccinidla znemoziuje. Proto se jevi praktictéjsi pridavat do
potravinovych produktt lakazu.

Kuuva a kol. (2003) poukazali na skuteCnost, Ze vyuzitim lakdzy jakoZto kiiZné-
spojujiciho Cinidla spolu s vapnikem lze ménit pomér kovalentnich a elektrostatickych
kfiznych vazeb gel pektinu cukrové fepy a je tak mozno upravovat rizné typy gelovych
struktur.

Littoz a McClements (2008) zjistili, ze lakazu lze vyuzit za Gcelem kovalentniho
kfizného spojeni molekul pektinu cukrové fepy adsorbovanych k povrchu lipidovych
kapek pokrytych proteiny pii hodnoté pH 4.5, coz napovida, ze by mohly byt ptipraveny
emulze se zlepSenymi funk¢nimi vlastnostmi prostfednictvim biomimetického ptistupu

s vyuzitim enzymu (lakdz) k navazani kiiznych spojeni u adsorbovanych biopolymert.

Biologickad sanace odpadnich vod produkovanych v potravindiském primyslu
Ptitomnost fenold ve vypousténych vodach v zemédélstvi a primyslu vyvolala zdjem
o procesy, které jsou zaloZeny na vyuziti lakdzy za ucelem Gpravy odpadnich vod a jejich
biologickou sanaci. Pfitomnost fenolickych sloucenin v pitné a zavlazovaci vodé¢ nebo v
zeméd¢elské piidé prestavuje zavazné riziko pro zdravi a/nebo ochranu zivotniho
prostiedi. JelikoZ se statni regulace ohledné pfedchdzeni znecisténi stava stale prisnéjsi,
je nutno hledat v oblasti primyslu efektivnéjsi technologie pro oSetfeni odpadnich vod.
Urcity podil odpadnich vod produkovanych pii vyrobé piva piedstavuje zavazny
problém v ochrané Zivotniho prostiedi a to z divodu vysokého obsahu polyfenoli a jejich

tmaveé hnédé barvy (Fiestas, 1981).
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Odpadni voda v ramci destila¢niho procesu vzniké pii vyrob¢ etanolu pti fermentaci
titinové melasy (vinazy). To vede k zavaznym ekologickym nasledktim z divodu jejiho
vysokého obsahu v rozpustné organické hmoté a jeji intenzivné tmavohnédé barvé.
SkuteCnosti je, ze vindza v ramci prumyslové vyroby etanolu predstavuje zavazny
ekologicky problém a je povazovana za nejagresivnéjsi vedlejsi produkt, ktery vznika pii
pramyslovém zpracovani cukrové titiny. VétSinu organické hmoty, jenz se nachazi ve
vindze, lze zredukovat prostfednictvim konvenéni anaerobné-aerobni digesce, avSak
zabarveni lze takto odstranit ztézi. Dusledkem je, ze tato latka ptfedstavuje potencialni
zdroj znecisténi vod, protoze zabraiuje ptistupu svétla v fekach a potocich. Nemize tedy
dochazet ke vzniku kysliku prostfednictvim fotosyntézy a dochazi tak k vyvolani
eutropikace (Valdez, Obaya, 1985).

Strong a Burgess (2008) uskutecnili studii fungalni (7rametes pubescens) a
enzymatické (lakdza ziskand z Trametes pubescens) sanace riznych odpadnich vod
z prumyslovych destilérii a zjistili, ze fungalni kultura vykazala mnohem lepsi vlastnosti,
nez tomu bylo v piipadé vyuziti samotné lakdzy pii odstrailovani jak celkovych
fenolickych sloucenin tak 1 zabarveni.

Odpadni voda produkovana pti zpracovani oliv (OMW) ptedstavuje charakteristicky
vedlejsi produkt pfi vyrobé olivového oleje a zdvazny ekologicky problém v oblasti
Stfedozemniho mofe. V této oblasti se vyprodukuje 30 milionti m* OMW (Fiestas, 1981)
v disledku ¢ehoz vznika 2.5 litru odpadnich latek na litr vyprodukovaného oleje (Borja
a kol., 1992). OMW obsahuje vysokou koncentraci fenolovych sloucenin (az 10 g/L)
(Borja a kol., 1992, Klibanov a kol., 1983) jenZ jsou vysoce toxické (Strong, Burgess,
2008, Fedorak, Hrudey, 1984).

Pro OMW je charakteristickd tmavé Cervend az cerna barva, v zavislosti na stafia typu
zpracovanych oliv (Jaouani a kol., 2003), nizkd hodnota pH (~ 5), vysoky obsah soli a
organickych latek se zvySenou koncentraci aromatickych sloucenin (D’Annibale a kol.,
2004), mastnych kyselin, pektinli, cukru, taninti a fenolickych sloucenin, a to zvlasté
polyfenoll (Jaouani a kol., 2003).

Z dtvodu velkého poctu sloucenin, z nichz mnoho vykazuje znecist'ujici, fytotoxické
a antimikrobidlni vlastnosti maji odpadni latky OMW velice Skodlivy vliv na lidské
zdravi a Zivotni prostiedi a jejich eliminace piedstavuje jeden z hlavnich ekologickych

problémt vSech industridlnich zemi (Paredes a kol., 1999).
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Martirani a kol. (1996) publikovali zpravu, ze oSetfeni odpadnich vod OMW, které
produkuje vyrobna olivového oleje v Abruzzo (Itdlie), pomoci vycisténé lakazy ziskané
z Pleurotus ostreatus vedlo k vyraznému snizeni fenolického obsahu (az 90 %), avSak
v ramci testl na Bacillus cereus nebylo pozorovano zadné snizeni toxicity.

Gianfreda a kol. (1998) zjistili, Ze lakaza ziskana z Cerrena unicolor prokazala svou
schopnost oxidovat rizné fenolické latky, které se v OMW obvykle vyskytuji, pficemz
oxidacni pomér kolisal od 60 do 100 % po 24 h inkubace lakazy.

D’Annibale a kol. (1999) pouzili lakazu z bilé plisnovité houby Lentinula edodes
imobilizované na chitosanu k apravé OMW, ktera vznika v ramci produkce ve vyrobné
olivového oleje nachazejici se ve Viterbo (Italie). Dospéli ke zjiSténi, Ze oSetteni OMW
pomoci imobilizované lakdzy vedlo k ¢astecnému odstranéni zabarveni a také
k vyznamnému poklesu obsahu polyfenolti a ortodifenolli spolu se snizenim toxicity
odpadni vody. Poukézali rovnéz na skutecnost, Ze uplatnéni oxiranové imobilizované
lakdzy ziskané =z Lentinula edodes vedlo k u¢innému odstranéni fenolt OMW
(D’ Annibale a kol., 2000).

Casa a kol. (2003) provedli vyzkum s cilem prozkoumat potencialni moznosti lakazy
ziskané z Lentinula edodes za icelem eliminace fytotoxicity OMW. Za timto ucelem
uskutecnili testy kli¢ivosti na tvrdé pSenici (7riticum durum) s riznymi roztoky surové
OMW ¢i OMW oSettené lakazou. Osetfeni lakdzou vedlo k 65 % az 86 % snizeni
celkového obsahu fenolii a ortodifenolii, z diivodu jejich polymerizace, jak doklada
chromatografie. Kli¢ivost tvrdé pSenice se kromé toho zvysila o 57 % v ptipad¢€ roztoku
1:8 a0 94 % uroztoku 1:2 ve srovnani se stejnymi roztoky OMW, které nebyly oSetteny.

Attanasio a kol. (2005) uskuteCnili studii ohledné uplatnéni ne-izotermalniho
bioreaktoru s lakdzou ziskanou z Trametes versicolor imobilizovanou na nylonové
membrané k detoxifikaci OMW a prokazali, Ze technologie ne-izotermickych bioreaktorti
je pti oSetieni OMW velice prospésna.

Jaouani a kol. (2005) provedli studii ohledné¢ purifikované lakazy ziskané z
Pycnoporus coccineus pti odbourdvani aromatickych slou¢enin z OMW. Dospéli ke
zjiSténi, Ze oSetteni OMW pomoci lakazy vedlo k podobnym vysledkiim, které jiz byly
pfedtim zaznamendny u hub a které naznacuji, Ze lak4za by v radmci procesu odbouravani
mohla hrat dilezitou tlohu.

Berrio a kol. (2009) realizovali studii ohledné oSetifeni OMW pomoci lakazy ziskané

z Phaseolus coccineus a imobilizované na Eupergit C 250 L. Gelové filtra¢ni profily
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OMW osetfené pomoci imobilizovaného enzymu (pifi pokojové teploté po dobu 8 h)
prokazaly jak odbourdvani, tak i polymerizaci fenolickych sloucenin.

Quaratino a kol. (2007) publikovali zjisténi, ze fenoly pfedstavuji hlavni determinanty
fytotoxicity OMW a ukdazali na skuteCnost, ze vyuziti komerénich ptipravkl lakazy
(DeniLite, Novo Nordisk, Denmark) by mohlo byt velkym pftislibem v oblasti
bezpecnéjsiho vyuziti odpadnich vod.

Tamarino a kol. (2009) provedli studii schopnosti lakazy ziskané z Rhus vernicifera pti
odbouravani a detoxifikaci vzorki OMW o rizn¢ komplexnosti a s riznym slozenim.

Pant a Adholeya (2009) wuzili koncentrovany enzymaticky extract zpevnych
fermentacnich (SSF) kultur riznych hub na pSeni¢né slamé s cilem eliminovat zabarveni
odpadnich vod produkovanych v destilérii. Podle jejich zpravy bylo dosazeno maximalni
eliminace zabarveni 37 % v nefedénych odpadnich vodach produkovanych destilérii a to
prosttednictvim uziti extraktu z Pleurotus florida EM1303 z divodu jeho vysoké

schopnosti produkovat lakazu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Princip stanoveni aktivit ligninolytickych enzymii

Houby bilé hniloby patii mezi nejvyznamnéjsi producenty ligninolytickych enzymt,
diky kterym jsou schopny degradovat Sirokou skélu sloucenin, véetné ligninu. Patii mezi
oxida¢né-redukéni enzymy. Vzhledem k velké polymerni molekule ligninu (substratu
ligninolytickych enzymil) patfi mezi extracelularné produkované enzymy, kterymi mize
byt zahajena jeho degradace (Novotny, 2004). Ligninolytické houby mohou produkovat
rizné izoenzymy. Navic jsou tyto enzymy kodovany vzdy nékolika geny, a proto se
mohou liSit svymi katalytickymi vlastnostmi v zdvislosti na vnéjSich podminkach.

Pro stanoveni enzymové aktivity se pouziva fada metod (spektrofotometrickych,
fluorescenénich, polarimetrickych, radiometrickych, elektrodovych a specialnich). Casto
se nejprve vychazi z orientacnich stanoveni, ktera jsou lehce proveditelna a financné

nenaro¢na (multitext/vyuka).

VSechna  stanoveni  aktivit  ligninolytickych  enzym  budou  méfena
spektrofotometricky na spektrofotometru UV/VIS Lambda 25 Spectrophotometer
(Perkin-Elmer). Pfi méfeni volnych ligninolytickych enzymt bude absorbance reakénich
smési vzdy odecitana pii dané vinové délce po 1 minuté. Zména absorbance béhem reakce
se dosadi do vztahu pro vypocet enzymové aktivity (EA) [U/l] (Obr.8) (1 U= 1

pmol/min).

_ A, Vrs

EA
€ Ve

kde je AA — zména absorbance za 60 s méteni

& - molarni extinkéni koeficient p¥i dané vlnové délce (1. molt.cm™)

Vs — objem reakéni smési

V. — objem enzymového preparatu.
Enzymova jednotka EA [U] je podle tohoto vztahu definovéana jako takové mnoZstvi
enzymu, které pfeméni 1 pmol substratu za 1 min za standardnich podminek. Jako vzorek
enzymu je pouZit zcentrovany supernatant (10 000 rpm, 4 °C, 5 min), ktery byl pfipraveny

kultivaci kmene houby.
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4.2 Chemikalie

ABTS (2,2"-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-kyselina sulfonova]), Sigma
Aldrich (Némecko)

Bramboro-dextrozovy agar (Potato-Dextrose Agar), Himedia Laboratories
Limited, Indie

Bramborovo-dextrézovy  bujon  (Potato-Dextrose  Broth), Himedia
Laboratories Limited, Indie

Destilovana voda, Mendelova univerzita Brno

DMP — dimethoxyfenol,Sigma Aldrich (Némecko)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd), Sigma Aldrich (Némecko)
Ethanol (99%) p.a., Sigma Aldrich (Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan sodny Na;HPO4-2H>0, Sigma Aldrich (Némecko)
Hydroxid sodny, NaOH, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina malonova,CH,(COOH),, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina octova, Lachema (CR)

Kyselina vinnd, HOOC(CHOH)2COOH, Sigma Aldrich (Némecko)

Octan sodny CH;COONa-3H,0, Lachema (CR)

Peroxid vodiku, H>O», Sigma Aldrich (Némecko)

Siran amonny,Sigma Aldrich (Némecko)

Siran manganaty, MnSQOs, Sigma Aldrich (Némecko)

VA — Veratrylalkohol,Sigma Aldrich (Némecko)

4.3 Biologicky material

Jednotlivé druhy hub hnéd¢é hniloby byly ziskané ze Sbirky organismi Lesnické a

dievaiské fakulty Mendelovy univerzity v Brng, Ustav ochrany lesa a myslivosti, Ceska

republika.
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Nazev (rod, druh) | Zkr | Lokalita | GPS Drevina
atka
Laetiporus sulphur | LS CHKO 49°4424 3"N Quercus sp.
eus thovelsk’e 17°00'53.8"E (Dub)
pomoravi,
(Sirovec PR Vrapac
zlutooranzovy)
Serpula lacrymans | SL Dolni 49°0427.5"N Pinus
Kounice 16°2827.8"E )
(Dfevomorka (Borovice)
domaci)
Serpula lacrymans | SL1 | Beskydy 49°31'59.4"N Cedrus
18°39'57.6"E
(Dfevomorka (Cedr)
domaci)
Laetiporus LS1 | TiSnov 49°20'45.6"N Prunus
sulphureus 16°26'13.9"E domestica
(Sirovec (Svestka
zlutooranzovy) domaci)
Laetiporus LS2 | Lomnice u | 49°24'32.8"N Cerasus sp.
sulphureus TiSnova 16°25'14.0"E .
(Visen
(Sirovec obeena)
zlutooranzovy)
Gloeophyllum GS | Arboretum | 49°19'07.7"N Fagus
sepiarium Kitiny, 16°45'35.0"E sylvatica
bukova
(Tramovka plotni) (Buk lesni)
Cast u
cesty
Laetiporus LM | NP 48°5820.0"N Picea
montanus Sumava, 13°38'00.0"E excelsa (Smrk
Boubin ztepily)

(Sirovec horsky)

38




Serpula lacrymans | SL2 | Kufim 49°17'39.3"N Pinus
(Dfevomorka 10315287 (Borovice)
domaci)

Phaeolus PS SLP 49°1824.4"N Picea  abies
schweinitzii arboretum | 16°37'14.4"E Zivy strom
(hnédak Kitiny (Smrk ztepily)
Schweinitzv)

4.4 Pristrojové vybaveni
Analytické vahy RADWAG

Autoklav TUTTNAUER

Centrifuga EPPENDORF
Laminarni box LABOX

Spektrofotometr UV/VIS Lambda 25, PERKIN ELMER
Temperovana tiepacka BIOSAN

Termostat ECOCELL

4.5 Pouzité roztoky a jejich priprava
0,1 M sodno-octanovy pufr pH 4,5 prosubstratABTS:

1,2 ml kyseliny octové bylo pfiddno ke 100 ml destilované vody. 2,7 g octanu
sodného CH3COONa-3H>O bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Poté bylo
odebrano 91,5 ml roztoku kyseliny octové a 58,5 ml roztoku octanu sodného
CH3COONa-3H20 a doplnéno destilovanou vodou na objem 150 ml. pH pufru se upravilo
pomoci IM NaOH.

Vinanovy pufr (100 mM), pH = 3,0 pro méieni aktivity LiP:
1,5 gkyseliny vinné se rozpusti ve 100 ml deionizované vody. NaOH (3 M) byl pouzit

pro upravu pH.
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Malondtovy pufr (65,8 mM), pH = 4,5 pro méieni aktivity MnP:

0,685 g kyseliny malonové bylo rozpusténo ve 100 ml deionizované vody.NaOH (3
M) byl pouzit pro upravu pH.
10 mM ABTS:

10 mg tableta ABTS byla rozpusténa v 1,8 ml 0,1 M sodno-octanovém pufru.
Bramboro-dextrozové Zivné médium (Potato-Dextrose Broth)

Ptiprava: rozpustit 24 g ve 1000 ml destilované¢ vody. Sterilizace se provadi
v autoklavu po dobu 15 minut. Dobie promichat ptfed davkovanim do Erlenmeyerovych
banek.
Bramboro-dextrozovy agar (Potato-Dextrose Agar)

Ptiprava: rozpustit 39 g ve 1000 ml destilované vody. Michat za varu po dobu jedné
minuty za ucelem uplného rozpusténi média. Sterilizace se provadi v autoklavupo dobu

15 minut. Dobte promichat pfed davkovanimna Petriho misky.

4.6 Kultivace houbové kultury

Kultury hub se kultivovaly na bramboro-dextrozovém agaru (Potato-Dextrose agar)
na Petriho miskach 10 dni v termostatu pii teploté 22 °C ve tmé. Z Petriho misek byly
vyfezany 3 disky o rozméru 1x1 cm? a pouzity pro naockovani 40 ml tekutého média
(Potato-Dextrose Broth) v Erlenmeyerovych bankach. Byla provedena submerzni
kultivace po dobu 24 dni na tfepackach se 25 mm orbitalnim pohybem pfi rychlosti 200
otacek za minutu (RPM) v zivném médiu pti teploté 25 °C. V pravidelnych intervalech
po 4, 8, 12, 16, 20, a 24 dnech byly odebirany aliquoty a byla métena aktivita lakazy,
lignin peroxiddzy a mangan-dependentni peroxidazy. Enzymaticka aktivita se méfila

tfikrat a byl stanoven prumér a smérodatna odchylka.

4.7 Stanoveni lakazové aktivity

Houbova kultura byla po kultivaci centrifugovana pii 10000 ot/min, 4°C po dobu 5
minut. Ke stanoveni enzymové aktivity byl nasledné pouZit supernatant. Jako substrat byl
pouzit roztok 10 mM ABTS. Reakce probihala tak, Ze se do kyvety napipetovalo 900 pl
pufru (0,1 M sodno-octanového pufru pH 4,5), 50 ul supernatantu a 50 pl substratu. Po
minuté inkubace byla zméfena absorbance pfi 415 nm a nasledné odecitany zmény
absorbance v ¢asovém intervalu po 1 minuté. Do blanku bylo misto supernatantu ptidano

50 pl vody. Jednotka aktivity byla definovana jako mnozstvi enzymu katalyzujici
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pfeménu substratu doprovazenou nartistem absorbance v Case, k vypoctu byl pouzit

extinkéni koeficient (e=36000 L.mol!.cm™).

4.8 Stanoveni aktivity lignin peroxidazy

Pro stanoveni LiP aktivity byla pouzita kultura pfipravena stejn¢ jako v kapitole 4.6.
a 4.7. Aktivita LiP se stanovi na zdkladé zmény spektrofotometrickych vlastnosti
veratrylalkoholu (VA) po jeho ptidani do reak¢ni smési pii vinové délce 310 nm. Reakéni
smés o objemu 1000 pl obsahovala 775 pl vinanového pufru (100 mM), 50 ul H,O, (54
mM), 150 pl supernatantu, 25 pl veratrylalkoholu (25 mM). Reakce byla zahéjena
piidavkem VA. K vypoétu byl pouzit extinkéni koeficient pro VA (e =9300 l.mol".cm’

1)‘

4.9 Stanoveni aktivity mangan-dependentni peroxidazy

Pro stanoveni MnP aktivity byla pouzita kultura pfipravena stejné jako v kapitole
4.6.a 4.7. Aktivita MnP se stanovi na zdkladé¢ zmény spektrofotometrickych vlastnosti
2,6-dimethoxyfenolu (DMP) po jeho ptidani do reakéni smési pii vinové délce 469 nm.
Pro stanoveni enzymové aktivity MnP byly piipraveny dvé rizné reakéni smési (I, I1).
Reakce byla zahdjena ptidavkem DMP. K vypoctu se pouzil extinkéni koeficient pro
DMP (¢ =49600 l.mol'.cm™). Aktivita enzymu [U/l] pro MnP se uréi jako rozdil
namétenych aktivit pro reakéni smési I, Il podle rovnice EA (MnP) = EA (I) — EA (ID).

Reakéni smés | 11

[nl]  [ud]

Malonatovy pufr | 760 760
10 mM H:O; 40 40
20 mM MnSOq4 50 -
20 mM EDTA - 50
Supernatant 100 100

20 mM DMP 50 50
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni enzymovych aktivit bylo provedeno dle uvedenych postupii u vybranych
druhtt hub hnédé hniloby. Produkce enzymi byla sledovana v zavislosti na Case.
Stanoveni enzymovych aktivit v médiu bylo provedeno 4., 8., 12., 16., 20., a 24. den
kultivace.

Aktivita lakdzy byla vyjadfena jako mnozstvi oxidovaného substratu ptisobenim
enzymu vztaZzeno na ¢as a mnoZzstvi supernatantu [U/I]. Jako substrat pro stanoveni
lakdzové aktivity byl pouzit roztok ABTS (2,2'-azino-bis-[3-etylbenzothiazolin-6-
kyselina sulfonova]). V grafu 1 jsou uvedeny aktivity lakazy produkované riznymi
kmeny hub hnédé hniloby v zavislosti na ¢ase kultivace.

Aktivita mangan-dependentni peroxidazy a lignin peroxidazy byla vyjadiena jako
mnozstvi oxidovaného substratu pusobenim enzymu vztazeno na ¢as a mnoZstvi
supernatantu [U/1]. Pfi stanoveni aktivity mangan-dependentni peroxidazy byly pouzité 2
reakéni smési s MnSO4 a EDTA. Enzymatickd aktivita pro MnP se urci jako rozdil
namétenych aktivit pro reakéni smési I, II. Jako substrat pro stanoveni aktivity
ligninperoxidazy byl pouzit roztok veratrylalkoholu (3,4-dimethoxybenzyl alkohol). V
grafech 2 a 3 jsou uvedeny zdvislosti aktivit mangan-dependentni peroxidazy a

ligninperoxidazy produkované rtiznymi kmeny hub hnédé hniloby v zavislosti na Case

kultivace.
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Graf 1: Zavislost aktivity lakdzy na dob¢ kultivace

Aktivita byla méfena tiikrat, smérodatna odchylka je mensi nez 5 %.

Celkovy trend pro produkci lakdzy je u vétSiny kmend podobny (Graf 1). Prvni

aktivita byla detekovana jiz 4. den kultivace. Odlisny trend byl pozorovéan v ptipadé
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Phaeolus schweinitzii a Serpula lacrymans (SL), kdy byla pomérné vysoka aktivita
pozorovana az do 16. dne kultivace. V prubéhu celého experimentu byla nejvyssi aktivita

lakdzy méfena 12. den (v ptipadé Phaeolus schweinitzii a Serpula lacrymans z Kufimi

16. den) kultivace.
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Graf 2: Zavislost aktivity mangan-dependentni peroxidazy na dob¢ kultivace

Aktivita byla métena tfikrat, smérodatna odchylka je mensi nez 5 %.

U vSech kment se prvni aktivita mangan-dependentni peroxidazy objevila 4. den
kultivace, ale v pribéhu dalsiho méteni 8. a 12. den poklesla (Graf 2). U Gloeophyllum
sepiarium, Laetiporus montanus (z Boubina), Serpula lacrymans (z Kutimi), Phaeolus
schweinitzii aktivita vyrazné vzrostla 16. den kultivace. Tyto kmeny také vykazovaly

nejvyssi aktivitu mangan-dependentni peroxidazy.
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Graf 3: Zavislost aktivity ligninperoxiddzy na dob¢ kultivace

Aktivita byla métena tfikrat, smérodatna odchylka je mensi nez 5 %.
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Také v ptipadé¢ ligninperoxiddzy se u vSech testovanych kmenti objevila aktivita 4.
den kultivace (Graf 3). V pribéhu dalsiho méteni poklesla, ale pak zase vzrostla 12. den.
Nejvyssi hodnoty byly naméteny u kmene Phaeolus schweinitzii.

Co se tyka srovnani aktivit mezi jednotlivymi kmeny tak nejvyssi lakdzovou aktivitu
(116,11 U/l) vykazoval kmen Phaeolus schweinitzii a to 16. den kultivace. V ptipadé
MnP a LiP se vyznacoval tento kmen také pomérn¢ vysokou aktivitou a to 16. (39,21 U/l)
a 12. (257,35 U/l) den. Tyto vysledky jsou v souladu s praci Martinez a kol., 1995, ktery
mél podobné hodnoty a prokézal, ze Phaeolus schweinitzii vykazuje vysokou produkci
ligninolytickych enzymd.

U kmene Laetiporus sulphureus byly testovany 3 kmeny odebrané z Litovelského
pomoravi, PR Vrapac¢ (LS), TiSnova (LS1) a Lomnice u TisSnova (LS2). U vSech kmenti
byla naméfena nejvyssi aktivita lakazy 12. den kultivace (LS — 61,94 U/l; LS1 — 55 U/];
LS2 — 50,5 U/l) a nebyly pozorovany vyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi kmeny. Toto
zjisténi je v souladu s literaturou, kdy néktefi autofi dokonce soudi, ze obecné plati, ze
produkce enzymil zaCina az po deseti dnech inkubace (Mtui, Masalu, 2008). Z grafu 2 a
3 je vidét, ze v pripad¢€ aktivit ostatnich enzymu se u Laetiporus sulphureus (LS, LS1 a
LS2) objevila nezanedbatelna aktivita MnP uz 4 den kultivace (LS — 33,91 U/I; LS1 —
53,3 U/l; LS2 — 18,95 U/1).V prubehu dalsi periody vSak klesala az po 16. den, kdy
dosahla 0. U ligninperoxidazy se méfend aktivita vyrazné lisiu LS a LS1, LS2. U LS
aktivita vyrazné vyrostla 12. den kultivace na hodnotu 371,33 U/I, poté vSak poklesla az
na 0. U LS1 a LS2 byly hodnoty celkem podobné a pouze slabé kolisaly béhem celého
meétfeni. Mtui a Masalu, 2008, uvadi, ze u Laetiporus sulphureus z Mbweni, Oyster Bay
a Mtoni Mangrovovych lest v Dar es Salaam v Tanzanii se objevila aktivita jenom u
lignin peroxiddzy a mangan-dependentni peroxiddzy, ale nebyla pozorovdna zadna
aktivita lak4zy. CoZ se jen Castecné shoduje s mymi vysledky.

V ptipadé¢ kmene Serpula lacrymans byly taktéZz testovany 3 kmeny ziskané
z Dolnich Kounic (SL), Beskyd (SL1) a z Kutimi (SL2). U Serpula lacrymans (SL, SL1)
byla nejvyssi aktivita lakazy pozorovéana 12. den kultivace (SL — 21,67 U/I; SL1 — 38,94
U/l). Pfed tim skoro Zadna aktivita detekovdna nebyla. U SL2 odebrané v Kufimi se
objevila relativné vysoka aktivita Lac (70,83 U/l), ktera poklesla az po 16 dnech
kultivace. Aktivita MnP byla pozorovana u SL (39,21 U/l) a SL1 (46,05 U/]) 4. den, v
pribéhu dalsi kultivace uz jen klesala. Vyrazné jiny trend byl v ptipadé kmene SL2, kdy
doslo k nartstu aktivity MnP 16. (66,13 U/l) den kultivace ve srovnani s 4. (14,72 U/l),

44



8. (18,95 U/, a 12. (8,47 U/l) dnem. Korripally a kol., 2013, zaznamenali, Ze prvnich 8
dnti nebyli schopni pozorovat aktivitu lakazy, MnP a LiP peroxiddzy produkované
houbou Serpula lacrymans. Je to ve shodé s mymi vysledky ohledn¢ SL a SL1. Co se
tyka SL2, prokazal pomérn¢ vysokou aktivitu Lac témét po celou méfenou periodu a
taktéz LiP (385,66 U/l),ale az po 12 dni kultivace.

D’souza a kol., 1996, zjistili, ze houba Gloeophyllum sepiarium vykazuje lakdzovou
aktivitu, coz diive nebylo detekovano u hub hnédé hniloby. I v pfipadé mého méteni byla
u tohoto kmene pozorovana vyrazna lakdzova aktivita, ale pouze 4. den (58,89 U/1), poté
uz klesala. Nicmén¢ tento kmen vykazoval nejvys$si MnP (67,34 U/l) a LiP (514,7 U/l)
aktivitu ze vSech testovanych kmend hub.

U Laetiporus montanus byla aktivita lakazy pozorovana pouze 12. (53,89 U/l) den,
vSechny ostatni méfeni byla kolem 0. Nejvyssi aktivita LiP (195,7 U/I) a MnP (23,39 U/I)
u daného kmenu byla detekovana az po 12 dni kultivace, coZ souvisi s vysledky Banik a

kol., 1998.

Na zéklad¢ uvedenych vysledkt Ize fici, ze houby hnédé hniloby produkuji enzym
lakazu, nicméné jeji aktivita je podstatné nizsi nez aktivita ligninperoxidazy. Jednotlivé
kmeny se od sebe lisi v miie, kterou produkuji jednotlivé enzymy. Rozdily jsou patrny 1
mezi stejnym kmenem, pouze z jiné lokace, coz miiZze souviset s prostiedim, odkud byly

houby ziskéany.
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6 ZAVER

Cilem mé prace bylo studium moznosti produkce extracelularnich lignolytickych
enzyml vybranymi druhy hub hnédé hniloby. Hlavnimi producenty lignolytickych
enzymu jsou houby bilé hniloby, o ¢emz existuje fada studii. Vyuziti hub hné¢dé hniloby
na produkci téchto enzymi bylo zatim opomijeno a nebylo pfili§ studovano. Pro testovani
byly pouzity kmeny Laetiporus sulphureus, Serpula lacrymans, Gloeophyllum
sepiarium, Phaeolus schweinitzii a Laetiporus montanus, které byly kultivovany
submerznim zptisobem v tekutém médiu. V prabéhu kultivace (po dobu 24 dni) byla
sledovana produkce ligninolytickych enzymu (lakdza, mangan-dependentni peroxidaza,
lignin peroxidaza). Bylo zjisténo, Ze enzymaticka aktivita hub je zavisla na geografické
poloze a konkrétnim stanovisti. Hodnoty stejného kmene odebraného z riznych mist byli
odli$né.

Z mych vysledkt je také patrno, Ze kazdd houba produkuje jeden z testovanych
ligninolytickych enzym ve vétSi mife nez ostatni. Nejvyssi aktivita jednotlivych enzymu
byla skoro u vSech kment nejcastéji pozorovana po 12. den kultivace. V nejvyssi mife
produkovaly vSechny houby hnédé hniloby ligninperoxidazu. U Laetiporus sulphureus a
Gloeophyllum sepiarium dochazelo k hodnotam nad 500 U/L

Lignolytick¢é enzymy hraji dilezitou roli pifi biodegradaci polychlorovanych
bifenylii, degradaci a mineralizaci polycyklickych aromatickych uhlovodiki, také maji
schopnost u¢inné degradovat syntetickd barviva. Lakaza ma Siroké potencionalni vyuziti
v potravindiském prumyslu. Jednim z piekdzek Sirokého vyuziti lakazy je vSak
nedostatek moznosti k produkci velkého objemu vysoce aktivniho enzymu za
ptijatelnych finan¢nich nékladii. V soucasné dobé se studuji moznosti ohledné produkce

lakézy s nizkymi néklady.
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Obr. 1 Schematicka struktura molekuly ligninu (Zdroj: Zaripov S., 2009: ®u3suxo-
MEXaHUYCCKUEC OCHOBBI paspymiCHusA APEBCCHUHBL JIMCTBCHHUIIBI B mpouecce

koHBekTuBHOM cymku. HoBocubupck: CO PAH, 110 c).

Obr. 2 Model aktivniho mista LiP (Zdroj: Proc. Nati. Acad. Sci. USA Vol. 90, s. 754,
1993, Biochemistry).

Obr. 3 Katalyticky cyklus lignin peroxidasy (Zdroj: Gold a kol., 1989).
Obr. 4 Model aktivniho mista MnP (Zdroj: Harris a kol., 1991).
Obr. 5 Katalyticky cyklus mangan dependentni peroxidazy (Gold a kol., 1989).

Obr. 6 Katalyticky cyklus Lac (Zdroj: P. Singh nee’ Nigam, A. Pandey, Biotechnology
for agro-industrial residues utilisation, DOI 10.1007/978-1-4020-9942-7 22, Springer
Science+Business Media, 2009).

Obr.7 Schema T1 (Cul) a T2/T3 (Cu4/Cu2-Cu3) aktivniho mista lakazy CotA (Zdroj:
ISSN 0006-2979, Biochemistry (Moscow), 72(10), s. 1136-1150, 2007)
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