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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera studiom produkcie ligninolytickych enzymov produkovanych
plesfiou P. chrysosporium a nasledne ich imobilizaciou. Teoreticka ¢ast popisuje vybrany
produkény mikroorganizmus, principy ucinku ligninolytickych enzymov (lignin-peroxidazy,
mangan-dependentnej peroxidazy a lakazy) a metddy ich imobilizacie.

V experimentalnej Casti boli sledované optimalne podmienky produkcie lignolytickych
enzymov plesfiou P. chrysosporium v kultivaénych médiach s réznym obsahom glukézy
a dvoch réznych induktorov: ligninu a guaiacolu. V priebehu 14-dihovych kultivaénych cyklov
bola sledovana enzymova aktivita lignin-peroxidazy, mangan-dependentnej peroxidazy
a lakazy v jednotlivych dnoch kultivacie. Na zaklade optimalizovaného postupu produkcie
enzymov boli nasledne enzymy imobilizované réznymi metdédami: metdédou tvorby
enzymovych agregatov (CLEA), adsorpciou na bakterialnu celulézu (BC) a spojenim tychto
dvoch metdéd (CLEA + BC). Ako najucinnejSia sa ukazala metéda CLEA, u ktorej v8ak nastal
problém s izolaciou enzymovych agregatov. Preto bola ako najvyhodnejSia vybrana
imobilizacia na bakteridlnej celuléze spojena s tvorbou agregatov. U tejto metddy bola
sledovana aj operaéna stabilita imobilizovanych enzymov v 7. po sebe nasledujucich
reakénych cykloch. Nasledne boli imobilizaty CLEA a CLEA s BC pouzité na modifikaciu
modelovej fenolickej latky, kde bol vybrany alkalicky lignin. U oboch sad imobilizatov bol
potvrdeny U¢inok enzymov na Strukturu ligninu meranim molekulovej hmotnosti (Mw) a indexu
polydisperzity (PI).

KLUCOVE SLOVA
ligninolytické enzymy, lignin, plesne bielej hniloby, imobilizacia, CLEA, bakterialna celul6za
modifikacia
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ABSTRACT

This diploma thesis deals with the study of the production of ligninolytic enzymes produced by
the mold P. chrysosporium and subsequently their immobilization. The theoretical part
describes the selected production microorganism, principles of action of ligninolytic enzymes
(lignin-peroxidase, manganese-dependent peroxidase and laccase) and methods of their
immobilization.

In the experimental part, optimal conditions of the production of ligninolytic enzymes by
P. chrysosporium were monitored as a composition of culture medium with different glucose
content and with using two different inducers: lignin and guaiacol. During the 14-day cultivation
cycles, the enzyme activity of lignin-peroxidase, manganese-dependent peroxidase and
laccase was monitored on each day of cultivation. Based on the optimized enzyme production
procedure, the enzymes were subsequently immobilized by various methods: by method of
forming enzyme aggregates (CLEA), adsorption on bacterial cellulose (BC) and a combination
of both (CLEA + BC). The CLEA method proved to be the most effective, but there was problem
with isolation of enzyme aggregates. Therefore, immobilization on bacterial cellulose
associated with the enzymes aggregates was chosen as the most advantageous. With this
method, the operational stability of the immobilized enzymes was monitored in 7 consecutive
reaction cycles. Subsequently, CLEA and CLEA with BC were used to modify the model
phenolic substance, where the alkali lignin was selected. For both sets of immobilizers was
confirmed the effect of the enzymes on the lignin structure by measuring the molecular weight
(Mw) and polydispersity index (PI).

KEY WORDS

ligninolytic enzymes, lignin, white rot fungi, immobilization, CLEA, bacterial cellulose,
modification
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1. UVOoD

Ligninolytické enzymy zohravaju klu€ovu ulohu pri degradacii lignocelul6zovej hmoty, a tym
poskytuju moznost trvalo udrzatefného a zeleného rieSenie jej zhodnocovania [29]. Okrem
toho zohravaju dolezitu ulohu aj pri detoxikacii a dekontaminacii Zivotného prostredia.
Hlavnymi ligninolytickymi enzymami su lakaza, lignin peroxidaza a mangan-dependentna
peroxidaza. Tieto enzymy su produkované extracelularne hubami bielej hniloby, ale aj
niektorymi druhmi aerébnych baktérii. Ako modelovy kmefh pre pochopenie systému produkcie
ligninolytickych enzymov sa skima plesen Phanerochaete chrysosporium [14]. Tato plesen
produkuje komplexny enzymaticky aparat zloZzeny z peroxidaz a oxidaz, ktoré ne$pecificky
pdsobia na heterogénnu Struktdru ligninu [7]. Potencial vyuzitia v biotechnoldgiach poskytuje
aj vysoka rastova teplota a fakt, Ze Strukturu celulézy ponechavaju nedotknutud. Pri kultivacii
plesne je mozné navySit produkciu enzymov pridavkom induktoru, ktorym byvaju latky
s podobnou $truktirou ako ma lignin — veratrylalkohol (VA), PEG alebo Tween 80. Dalej
mozno pouzit’ aj alkalicky lignin alebo prirodzené zdroje ligninu, napr. otruby alebo drevnu
Stiepku [64—71]. Vyuzitie ligninolytickych enzymov je v su€asnej dobe skumané ako jedna
z ciest depolymerizacie ligninu, ktory ma potencial byt obnovitelnym zdrojom a v niektorych
oblastiach nahradit’ petrochemické materialy [16].

Kvéli nachylnosti enzymovych preparatov ku kontaminacii a strate katalytickych
schopnosti pésobenim nevhodnych podmienok je tendencia enzymy imobilizovat [50; 77].
Imobilizované enzymy mozno regenerovat, ¢im sa zvySi vyuzitefnost' na niekolko cyklov za
sebou a tym sa aj znizia naklady pri ich pouziti. Okrem toho su stabilnejSie vo&i zmenam pH,
teplét a proti ucinku inhibitorov. V praci boli pouZité imobilizaéné metdédy adsorpciou na
bakterialnej celuléze (BC), tvorbou sietovanych agregatov v péroch BC a samostatnym
zosietovanim enzymovych agregatov (tzv. CLEA). Bakterialna celul6za pouzita ako nosi¢ bola
vo forme lyofilizovanych kruzkov s priemerom 1,7 cm. CLEA metdda vynika absenciou
imobilizagného nosi¢a, pricom enzymové agregaty vznikaju v 2 krokoch [59]. Tie spoc€ivaju
najprv v precipitacii enzymov zrazajucim Cinidlom (siranom amoénnym) a naslednym
zosietovanim za pouzitia glutaraldehydu (GA). V porovnani s inymi imobilizaénymi metédami
sa CLEA agregaty oznacuju ako lepSie obnovitelné, recyklovanejSie a stabilnejSie v ramci
skladovania aj vramci prevadzky [76]. Pripravené imobilizované enzymy boli pouzité
k modifik&cii ligninovej Struktury, ktora sa nasledne preverila meranim molekularnej hmotnosti
(Mw) a indexu polydisperzity (Pl) za pouzitia metédy SEC-MALS—dIR. Zmeny v Struktare boli
zistované pomocou spektier ziskanych FTIR analyzou oproti nemodifikovanej refereCnej
vzorke alkalického ligninu.



2. TEORETICKA CAST
2.1.Plesne

Plesne su chemoorganotrofné mikroskopické vlaknité eukaryotické mikroorganizmy patriace
do ride Huby (Fungi) [1; 2]. Su vS8adepritomné, parazituju na plodinach, vyvolavaju kazenie
uskladneného ovocia a zeleniny &i potravin zivoc¢iSneho pévodu. Plesne su tiez vyznamnymi
producentmi antibiotik. Na druhua stranu produkuju mykotoxiny, ktoré mézu vyvolavat zavazné
zdravotné problémy. Podla typu pohlavného rozmnoZovania sa delia do nasledujucich
taxonomickych skupin:

1) Zygomycotina (trieda Zygomycetes) — rody tvoria jednobunkové nepriehradkované
myceélium, pohlavné rozmnoZzovanie je charakteristické tvorbou zygot, pri nepohlavnom
rozmnozovani vznikaju endospory (napr. rody Mucor a Rhizopus);

2) Ascomycotina — rody tvoria priehradkované mycélium; pri pohlavnhom rozmnozZovani
vznikaju askospéry; pri nepohlavnom exospory (napr. rody Penicillium a Aspergillus);

3) Deuteromycotina (tzv. Fungi imperfecti) — rody tvoriace priehradkované mycélium,
ktoré sa mnozZi len vegetativhe a tvori vegetativhe exospory (napr. rody Alternaria
a Fusarium).

Plesne sa rozmnozuju spérami, a to pohlavne aj nepohlavne, alebo aj rozrastanim hyf [3].
VlIakna, z ktorych sa sklada telo hub sa nazyvaju hyfy. Navzajom prepletené a rozrastené hyfy
tvoria podhubie, tzv. mycélium. Mycélium, ktoré rastie na agare alebo Ciasto¢ne prenika do
neho sa nazyva substratové; mycélium rastiuce na povrchu agaru sa nazyva vzdusné
mycélium. Za nepriaznivych podmienok sa mdzu hyfy premenit na gulovité utvary obalené
hrubou stenou, tzv. spory.

2.1.1. Rastové naroky plesni

Plesne patria medzi aerébne mikroorganizmy, ktoré k svojmu rastu a mnozeniu potrebuju
vzdusny Kyslik [1]. Vynimkou su niektoré rody (napr. Mucor spp.), ktoré su schopné rast’ aj za
anaerobnych podmienok, kedy prechadzaju na fermentacny proces. Potreba kysliku je dana
skuto€nostou, Ze esencialnou zloZzkou ich cytoplazmatickej membrany su steroidy (najma
ergosterol), ktorych biosyntéza vyzaduje pritomnost kysliku.

V porovnani s baktériami su plesne schopné znasat' velmi extrémne podmi enky [4].
Toleruju Siroké rozmedzie pH 3-9; niektoré druhy su schopné rast’ aj pri pH menSom ako 2.
Dobre funguju aj pri nizkej aktivite vody; xerofilné plesne maju hranicu minimalnej aktivity vody
0,60. Vacsina plesni nerastie pri teplotach pod 2-5 °C; av8ak niektoré druhy (napr.
Cladosporium herbarum) su schopné rast aj pri teplotach pod bodom mrazu az do — 6 °C
Obvykle sa plesne vyskytuju na povrchu napadnutého materialu.

Co sa tyka uhlikatého substratu, su plesne pomerne nenaroéné, pretoze vdaka Siroke;
variabilite enzymového aparatu dokazu velmi efektivne vyuzivat akykolvek zdroj uhlika [1].
Vdaka tomu méZzu utilizovat' rézne druhy organického materialu, ako napr. potraviny, drevo,
kozu, tkaniny alebo niektoré plasty, uloZzeného najma vo vihkom prostredi. Plesne dokazu
vyuzivat' aj vzdusnu vihkost a chemicky viazanu vodu, ktora sa uvolnuje za vySSich tepl6t, ¢o
umoznuje rast napr. aj na vihkom murive.

2.1.2. Vyuzitie plesni v priemysle
Plesne nachadzaju vyuzitie pri produkcii komerénych enzymov, antibiotik a organickych
kyselin (napr. kyselina citrénova, fumarova, $tavelova) [5]. Dalej sa plesne uplatfiuju pri
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aerobnom Cisteni odpadnych véd alebo pri vyrobe insekticidov. V potravinarskom priemysle
sa kulturne kmene plesni pouZzivaju pri vyrobe niektorych druhov syrov, kde umoznuju ich
zrenie a rozvoj charakteristickych senzorickych vlastnosti. Podobne je tomu tak aj v pripade
niektorych druhov fermentovanych masovych vyrobkov.

2.2.Drevokazné huby

Terminom drevokazné huby sa oznacuju vSetky druh hdb, ktoré ksvojmu rastu
a rozmnoZzovaniu vyzaduju drevnu hmotu [6]. Ta sa sklada z 3 hlavnych zloZiek — celuldzy,
hemicelulézy a ligninu. Drevokazné huby patria medzi bazidiomycety (stopkovytrusné huby) a
pocCas evolucie sa rozdelili do 2 velkych skupin, na tzv. ,huby bielej hniloby* a ,huby hnede;j
hniloby*“. Huby bielej hniloby su svojim enzymovym aparatom schopné rozkladat okrem svetlej
celulézy aj tmavohnedy lignin; napadnuté drevo tak mava svetlu vlaknita Struktdru. Na druhej
strane huby hnedej hniloby rozkladaju a vyuzivaju len celulé6zu. Oba druhy hub sa bezne
vyskytuju v prirode.

2.2.1. Plesen Phanerochaete chrysosporium

Spomedzi ligninolytickych hub sa P.chrysosporium povazuje za modelovy kmen pre vyvoj
a pochopenie systému produkcie ligninolytickych enzymov, pretoze dokaze produkovat velmi
komplexny enzymovy aparat [14]. Pleseh Phanerochaete chrysosporium (vid. Obr.1(B)) patri
do kmena Basidiomycota, konkrétne k hubam bielej hniloby, ktoré produkuju extracelularne
oxida¢né enzymy degradujuce lignin alebo jemu pribuzné zlu€eniny [7]. Na drevnom substrate
tvoria biele povlaky (vid. Obr.1(A)).

(A) (B)

Obr. 1 (A) Pleseri P.chrysosporium rozkladajtca lignin v dreve [7]; (B) Mikroskopicka snimka plesne
P.chrysosporium [8].

P.chrysosporium je najintenzivnejSie Studovanou hubou bielej hniloby [7]. VyluCuje rad
peroxidaz a oxidaz, ktoré pdsobia nesSpecificky na nejednotnu Struktaru ligninu. Vysledkom
neSpecifickych reakcii je tvorba vofnych radikalov ligninu. Radikaly nasledne podliehaju
spontannym Stiepnym reakciam.

Nespecificka povaha a vynimo¢ny oxidaény potencial enzymov vzbudili znaény zaujem
o aplikaciu v bioprocesoch, ako napr. degradacia organickych znecistujucich latok
alebo bielenie vlakien. Najva¢Sou vyhodou, ktoru tato plesen poskytuje, je ponechanie



prakticky nedotknutej $truktary celulézy. Dalej ma vysoku optimalnu teplotu rastu (asi 40 °C),
€o znamena, Zze mbze rast na drevnych tiepkach v kompostovych hromadach, ktoré dosahuju
velmi vysoku teplotu. Tieto charakteristiky maju potencial vyuzitia v biotechnologiach.

2.3. Kultivacia hub bielej hniloby

Ako kultury su oznaCované mikroorganizmy Kkultivované v laboratérnych podmienkach na
zivnych médiach [9]. Ak pracujeme s kulturou jedného druhu, hovorime o Cistej kultdre. Kultary
zmieSané su pozostavaju z niekolkych druhov (napr. izolaty z prirodzeného prostredia, ktoré
je potrebné precistit). Ako kultlry technické sa oznacuju kultiry pouzivané pre vyskumné
alebo prevadzkové ucCely (v CistiCkach odpadnych véd, bakterialne filtre, bioreaktory).
Technické kultury mézu byt ako Cisté (pivovarské kvasinky), tak aj zmieSané (mlieCne baktérie
pre vyrobu jogurtov). Kultdra je prenasana tzv. preockovanim z Cerstvého tekutého alebo
tuhého média do kultivatného média zloZzeného podla charakteristickych rastovych
podmienok (Ziviny, pH, teplota, mnozZstvo rozpusteného kyslika, atd'.).

Kultivacia v tekutom médiu prebieha kontinualne alebo staticky. Pri kontinualnej kultivacii
su neustale do média privadzané potrebné ziviny a mikroorganizmus produkuje metabolity,
ktoré su zase odvadzané. Pri statickej kultivacii su Ziviny dodané na zaciatku, eSte pred
samotnym naockovanim, a v priebehu kultivacie sa uz nedodavaju. Staticka kultivacia mbéze
byt submerzna alebo vzduSnena. Tymito procesmi sa premieSavanim zvacSuje plocha
fazového rozhrania, ¢im dochadza k efektivnejSej vymene plynov (napr. prevzdusniovacie
roSty v bioreaktoroch).

Hlavnymi problémami pri kultivacii hub bielej hniloby produkujucich lignin-degradujuce
enzymy suU nestabilita a nizka uroven ich produkcie [14]. Tieto huby rastu typicky ako mycélium
anedari sa im pri vysokom stupni mieSania. Z tychto dévodov je viacej preferovana
submerzna kultivacia v celom objeme média (SmC) alebo staticka kultivacia v tuhom stave
(SSC) [10].

V studii Tien a Kirk (1988) prvykrat popisali médium na udrziavanie a sporulaciu plesne
P.chrysosporium (vid. Tab.1) [11]. K produkcii lignin-degradujucich peroxidaz je vSak potrebné
vytvorit nedostatok Zivin uhlika, dusika a siry, o spésobi spomalenie rastu plesne a iniciuje
tvorbu sekundarnych metabolitov [12]. DalSimi kritickymi podmienkami pre regulaciu tvorby
enzymov su pH, mieSanie, pritomnost organickych kyselin, stopovych prvkov a obsah
rozpusteného kyslika [13]. Okrem Standardizovaného zlozenia média podla Tien a Kirk (1988),
boli skumané aj iné zdroje zivin [14, 64-71]. Ako zdroj uhlika bol skumany glycerol
v koncentracii 0,5 a1 % alebo prirodné zdroje uhliku (napr. parou explodovana slama
v koncentracii 0,5 %). Ako zdroje dusiku boli pouZité naj¢astejSie pouzité vinan aménny, vinan
diaménny alebo polypeptdn. V niektorych Stadiach boli pouzité aj komplexné zdroje Zivin ako
napr. kvasni¢ny extrakt. Okrem toho je nevyhnutny aj obsah stopovych prvkov Ca, Mn, Fe, Zn,
Cu a Mg.

10



Tab. 1 Médium pre udrZiavanie plesne P.chrysosporium popisané v Studii Tien a Kirk (1988) [11].

Zlozka Koncentracia
Glukdza 1%
Zemiakovo-dextrézovy
1%
extrakt (PDA)
Peptén 0,2%
Kvasniény extrakt 0,2%
Asparaginy 0,1%
KH2PO4 0,2%
MgS04*7H,0 0,1%
Tiamin 0,0001 %
Agar 2%

Pri kultivacii je tiez mozné pouZit’ induktor alebo stimulator produkcie lignin-degradujucich
enzymov. NajCastejSie sa pouzivaju zdroje ligninu (napr. alkalicky lignin, otruby, drevna
Stiepka), VA, PEG alebo Tween 80. Vhodné pH média sa pohybuje od 4,2 do 6,2 (optimalne
pod 6,0) a kultivaCna teplota od 25 do 39 °C (optimalne 37 °C) v stacionarnom rezime alebo
s trepanim optimalne pod 200 ot./min.

2.4.Lignin

Lignin je zloZkou lignocelulézovej biomasy rastlin, kde tvori priblizne 20 — 30 %. Prave pre to
patri k najviac rozSirenym biopolymérom na planéte [15]. Vznika tzv. lignifikaciou, €o je proces
drevnatenia suvisiaci s tvorbou cievneho systému rastlin. Lignin poskytuje rastlinam pevnost
a odolnost voci biodegradacii a environmentalnym stresom. Svoj potencial a Siroké vyuzitie by
mohol lignin najst ako obnovitelny a udrzatelny zdroj v koncepte biorafinérie (vid. Obr.2), kde
by mohol nahradit’ klasické petrochemické zdroje [16].

Syntéza

Dizajn

O

Celulozka

Inovacie

Biomaterialy

Integrovana
Biorafinéria

o
(HENEEN NEEERE
(NENEEN EERENE

Obr. 2 Schéma konceptu biorafinérie [16].

Biochemikalie

Elektrina

Biopaliva
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Heterogénna Struktdra ligninu avSak prinasa aj mnohé problémy pri jeho separacii
z biomasy [17]. Zisk ligninu touto cestou je energeticky naro¢ny a vyZaduje pouZzitie drsnych
chemikalii (silné kyseliny/baze, rozpustadla a katalyzatory). Su€asné vyskumy sa sustreduiju
na hladanie mikrobialnych a enzymatickych ciest depolymerizacie ligninu.

2.4.1. Struktara Ligninu

Lignin sa vyskytuje v rastlinach vo forme komplexu prepojeny kovalentnymi vazbami
s celulézou a hemicelulézou [18]. Jeho Uulohou je dodat pevnost bunkovym stenam
a zabezpedit ich ochranu pred biologickymi Skodcami. Okrem drevokaznych hub, lignin
nerozlozi baktéria ani virus, nanajvys déjde k modifikacii Struktary.

HO HO
X X
AN
/
MeO OMe
OH OH
kumaryalkohol (H) koniferylalkohol (G) syringylalkohol (S)

Obr. 3 Monolignoly vyskytujice a v Strukture ligninu [20].

Struktira samotného ligninu je velmi zloZita a neda sa Uplne jednoznaéne identifikovat. Je
v8ak zname, Ze lignin tvoria 3 fenylpropanové jednotky (vid. Obr.3), tzv. monolignoly: G
(koniferylalkohol), S (syringylalkohol) a H (kumarylalkohol) [19].

Jednotlivé monolignoly sa odliSuju substituovanymi methoxyskupinami na fenolovom jadre.
Celkovo je Struktura heterogénna a monolignoly su zastupené v r6znych pomeroch podla
druhu dreva. V makkom dreve je najviac monolignolov typu G. V tvrdom dreve su G- a S-
jednotky v réznych pomeroch. V travnatych rastlinach je H-jednotiek menej ako 5 %.

Rovnako réznorodé su aj typy vazieb medzi monolignolmi (vid. Obr.4). Vazby mdzeme
rozdelit do 2 typov: éterové a C-C vazby. Najviac zastupenou je éterova vazba 3-O-4, ktora
tvori okolo 50 % v8etkych vazieb. Cela Struktura ligninu je navySe stabilizovana van der
Waalsovymi interakciami. Na fenylpropanovych jadrach sa okrem methoxyskupin substituuiju
aj hydroxylové a fenolové funkéné skupiny.

Lignin mozno klasifikovat ako nativny a technicky lignin. Nativny lignin predstavuje
heterogénny biopolymér v pdvodnom stave bez akejkolvek modifikacie. V prirode sa vyskytuje
v komplexe spolu s celulézou a hemicelulézou. Technicky lignin je ziskavany extrakciou
biomasy alebo ako vedlajsSi produkt papierenského priemyslu. NajznamejSie typy technického
ligninu su zhrnuté v Tab.2. Chemicka reaktivita molekuly kraft ligninu klesa so zlozitostou jeho
priestorovej Struktury. Doévodom je blokovanie reaktivnych miest, ako su alifatické
a aromatické hydroxylove skupiny v komplexnej heterogénnej Strukture. Depolymerizaciou sa
tieto funk&né skupiny uvolnia a ligninovy fragment je tak citlivejsi k chemickym reakciam.
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Obr. 4 Vazby vyskytujice sa v Strukture ligninu [21].

Tab. 2 Sahrn typov technickych ligninu podfa pouZitej metddy izolacie a extrakcie [upravené podfa

[22].
Typ technického | Rozpustadld | PouZitd teplota (°C) pH Proces extrakcie
ligninu
L, alkalické, sulfatové rozvladknovanie
kraft lignin organické 155-175 13-14 s NaOH, NasS
125 — 145 (kysly 1-2 (kysly
lignosulfonaty voda hydrogensiran) hydrogensiran) | sulfitové rozvlaknovanie

150 — 170 (bisulfit) 3 -5 (bisulfit)

organosolvent

lignin organické 180 -210 7 organické rozpustanie
hydrc?lyz'ovany voda - - enzymatickd hydrolyza
lignin
Stearr;i:zipnlosmn organické 180 -230 - hydrotermalny proces

mletie v pritomnosti
hydrofébne - - nenapuciavacich
rozpustadiel

lignin z mletého
dreva (MWL)

extrakcia NaOH
soda lignin alkalické 155-175 13-14 s pridavkom
antrachinénu (AQ)
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2.4.2. Chemické a fyzikalne vlastnosti

Lignin je amorfny polymér s vlastnostami termoplastického materialu [23]. Prirodny lignin je
takmer bezfarebny aaZz po kyslom alebo zasaditom spracovani nadobudne hnedu az
tmavohnedu farbu. Pritomnost jednotlivych funkénych skupin sa odvija od spésobu extrakcie
ligninu z biomasy [24]. Teplota skleného prechodu sa meni podfla spésobu izolacie, mnozstva
sorbovanej vody, molekulovej hmotnosti a tepelného spracovania, v priemere od 90 do
150 °C.

V poslednej dobe sa ocenuju viastnosti, ktoré lignin zarad'uju k obnovitelnym zdrojom [25].
Dalej bolo zistené, Ze lignin vykazuje antioxidaénu, antifugalnu a antimikrobialnu aktivitu. Je
dostupny vo velkych mnoZstvach ako vedlaj$i produkt papierenského priemyslu. Dal$ou
vyhodou je jeho biologicka odburatelnost az na kone¢ny CO-. V ramci bunkovej steny rastlin
je zodpovedny za jej pevnost a integritu vd'aka svojej odolnosti voci biologickym a chemickym
atakom. Lignin vykazuje schopnost absorbovat UV ziarenie a v kompozitoch méze mat aj
protipoziarne vlastnosti [26; 27].

Pritomnost reaktivnych funkénych skupin umozriuje modifikaciu cielenymi molekulami, ako
napr. peptidmi alebo protilatkami, a pripravu ockovacich kopolymérov [28]. Medzi dalSie
vyznamné vlastnosti patri hydrofilita alebo hydrofobita, ktoré sa odvijaju od zdroja ligninu.
Vdaka dobrym reologickym a visko-elastickym vlastnostiam je lignin vhodny na tvorbu
biokompatilbilnych filmov.

2.4.3. Modifikacia makromolekuly ligninu

Vzhladom ku komplexnosti ligninovej Struktury v lignocelul6zovej biomase je pouZivana
preduprava, ktora ma fyzikalne — chemicky charakter. Suasné termochemické metody
zamerané na depolymerizaciu lignocelul6zového materialu su vSak energeticky narocné, nie
su Setrné k Zivotnému prostrediu a produkuju toxické chemikalie. Z tohto dévodu su vyskumy
Coraz viac zamerané na trvalo udrzatelné pristupy k biologickému odburavaniu lignocelul6z
pomocou oxidativnych enzymov.

K zvySeniu reaktivity molekuly ligninu je potrebné pouzit chemicki modifikaciu, ktora vo
vSeobecnosti pozostava z 3 krokov: fragmentacia alebo depolymerizacie molekuly, chemickej
syntézy nového aktivneho miesta a funkcionalizaciu hydroxylovych skupin [21; 72].
K depolymerizacii molekuly dochadza najcastejSie pyrolyzou, hydrogenaciou, hydrolyzou
alebo oxidaciou. Nové aktivne miesto byva synetizované alkylaciou alebo dealkylaciou,
hydroxylaciou, aminaciou, halogenaciou, hydroxyalkylaciou, sulfonaciou alebo nitraciou. Nové
funkéné skupiny sa zavadzaju esterifikaciou alebo uretanizaciou. Podla pouZitych metdd je
mozné ziskat lignin s odlinymi vlastnostami podla poZzadovanej aplikacie. Modifikovany lignin
sa vyuziva ako epoxidovy kompozit alebo zZivica na baze biopolyméru, lepidlo na drevo,
termoplasticky material, dispergacné Cc¢inidlo, biosurfaktant pre enzymatickd hydrolyzu,
polyuretanova zivica alebo ako ohfiovzdorna prisada do vlakien.

Depolymerizacia ligninu mdze prebiehat aj mikrobialnou Cinnostou alebo enzymatickou
oxidaciou [73]. Tie vychadzaju z biodegradacie ligninu, ktora v prirode prebieha dvojstupriovo:
depolymerizacia nativneho ligninu a mineralizacia vyslednych heterogénnych aromatickych
zluCenin. Najviac vyuzivané su huby bielej hniloby (napr. Phanerochaete chrysosporium,
Ceriporiopsis subvermispora a i.), ktoré produkuju extracelularne lignin-degradujuce enzymy
(peroxidazy a lakazy), ktoré depolymerizuju lignin prostrednictvom tvorby ligninovych fenoxy-
radikalov. Okrem hub, su vyuzivané aj niekolké baktérie rodu Amycolatopsis, Streptomyces
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a Rhodococcus, alebo archea [74]. Ich aktivita je vS8ak v porovnanim s hubami vyrazne
menSia.

2.5.Ligninolytické enzymy

Ligninolytické enzymy su makromolekuly zodpovedné za biokatalyticky rozklad lignocelul6z az
na monomeérne jednotky [29]. Tie sa m6zu dalej konvertovat’ na produkty s pridanou hodnotou.
Komplikacie rozkladu ligninu mikroorganizmami vyplyvaju z extracelularnej povahy
a oxidacného mechanizmu degradujucich enzymov v désledku pritomnosti éterovych vazieb
a vazieb C-C, ako aj mensej Specifickosti enzymov v désledku nerovnomerného priestorového
usporiadania atomov v polymérnych retazcoch [30].

Lignocelulazy su komplexné extracelularne enzymy podielfajuce sa na rozklade
celulézovych a ligninolytickych zloZiek rastlinnej biomasy [29]. Pozostavaju z lignin
degradujucich extracelularnych polypeptidov (oxidaz a peroxidaz, ktorych delenie je zhrnuté
na Obr.5) a hydrolytickych enzymov (celulaz, pektinaz, amylaz, hemiceluldz, manaz, esteraz
a proteaz). Za vhodnych reakénych podmienok urychluja tvorbu uzitoénych produktov
Z biologickych substratov, o vedie k mnohym uZzito€nym biotechnologickym aplikaciam.

Lignin degradujuce

enzymy
Peroxidazy Oxidazy
Lignin Mangan- Véestranna Farbivo Lakaza
peroxidaza peroxidaza peroxidaza odfarbujuca (Lac)
(LiP) (MnP) (VP) peroxidaza

(DyP)

Obr. 5 Schéma kategorizacie ligninolytickych enzymov [upravené podia [29].

2.5.1. Peroxidazy

Peroxidazy (EC 1.11.1) su glykoproteiny s hemovymi prostetickymi skupinami, ktoré vyZaduju
oxidacné vlastnosti peroxidu vodika na iniciaciu a ulahenie oxidacie ligninu [31]. Princip
depolymerizacie ligninu je tvorbou volnych radikdlov (napr. arylovy kation a fenoxylové
radikaly) alebo aniénov (napr. OCI). Tieto radikaly iniciuju degradaciu ligninu, ¢im sa uvolnia
huminové latky a monolignoly. Peroxidazy degradujuce lignin mozZno rozdelit’ do 4 triedy: LiP,
MnP, VP a DyP [32].
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LIGNIN-PEROXIDAZA

Lignin-peroxidaza (LiP, EC 1.11.1.14.) bola objavena ako extracelularny enzym produkovany
plesfiou bielej hniloby P.chrysosporium, ktora rastla v podmienkach limitacie dusikom [30]. Iné
plesne produkujuce LiP su napr. T.versicolor, Bjerkandera sp., T.cervina ainé. LiP su
monomérne hemoproteiny s molekularnou hmotnostou okolo 40 kDa. Ich Struktdra je podobna
klasickym peroxidazam, ktoré maju kation Fe®** koordinovany k $tyrom hemovym
tetrapyrrolovym dusikom a k His-zvySkom.

Katalyticky cyklus LiP zahffia 3 kroky (znazornené aj na Obr.6) [33]. Prvym reakénym
krokom je oxidacia pokojového stavu enzymu [Fe (lll)] peroxidom vodika ako akceptorom
elektrénov. Tato reakcia vedie k tvorbe oxo-ferrylového medziproduktu LiP-I deficitného o 2
elektrony. V druhom kroku sa oxo-ferrylovy medziprodukt redukuje molekulou substratu
(nefenolicky aromaticky substrat), ktory je donorom jedného elektrénu zlucenine LiP-I a vznika
druhy medziprodukt LiP-Il deficitny o 1 elektron. Posledny krok zahffia darovanie druhého
elektréonu zlucenine LiP-1I redukovanym substratom, &im sa enzym vrati do pévodného
oxidaného stavu. V molekule ligninu tieto enzymy preferuju vazby Ca-C8.

HzOz H20

[LiP]-Fe (III) M [LiP]°*-Fe (IV)

LiP pokojovy stav LiP I (zluéenina )

[LiP]-Fe (IV)
LiP I (zliéenina )
Obr. 6 Schéma katalytickej reakcie Li-peroxidazy [upravené podla [34].

Enzym LiP je mozné pouzit pri detoxikacii véd, Cisteni odpadovych vdd znedistenych
fenolickymi latkami, bio-bieleni a vyvoji krémov na zosvetlenie pokozky, pri vyvoji bio-senzorov
na ur€enie pritomnosti peroxidu vodika a jemu pribuznych zlu€enin [33]. V poslednej dobe sa
rozSirila aplikdcia LiP vo vyvoji kozmetickych a dermatologickych produktov, napr. na
rozjasnenie pleti alebo lie¢bu hyperpigmentacie (Skvin zo sinka alebo tzv. stareckych Skvfn).

MANGAN-PEROXIDAZA

Mangan-peroxidaza (EC 1.11.1.13.) je v8ade pritomny enzym katalyzujuci Mn-dependentné
reakcie fenolového aj nefenolového substratu za pritomnosti peroxidu vodika [30]. Produkcia
MnP bola objavena u P.chrysosporium, Pleurotus ostretus, Trametes spp. au rodov
Meruliaceae, Coriolaceae a Polyporaceae.
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Katalyticky cyklus je zahajeny pokojovym zelezitym stavom enzymu a peroxidom vodika za
vzniku medziproduktu MPI [35]. Prvy medziprodukt reakcie je komplexom Fe*" oxo-
porfyrinovych radikalov. Monochelatované iony Mn?* poskytuju jeden elektrén na porfyrin
intermediovany na medziprodukt MP Il, pricom vznika Mn3®*". Chelatované iony Mn®* nasledne
pdsobia ako mediatory prenosu naboja S-S, umozZfiujuce oxidaciu rdéznych fenolovych
substratov, ako su jednoduché fenoly, aminy, fenolicky lignin a niekolko farbiv. Cely cyklus
katalyzy MnP je znazorneny na Obr.7.

MnP ma potencidlne biotechnologické a zaroven aj bioremediaéné vyuzitie [36]. Dalej sa
pouziva pri vyrobe prirodnej arémy vanilinu, odfarbovanie priemyselnych odpadovych
materialov ako textil, celul6za a mnoho dalSich [37].

MnP peroxid vodika
OMn* /
A\ 4 N (
¥ AN
/s N
MnP |l- MnP |
OMn?* A

OMn2* MnP || ;P

)
Obr. 7 Katalyticky cyklus Mn-dependentnej peroxidazy [upravené podia [35].
2.5.2. Lakazy

Lakazy (EC 1.10.3.2.) su produkované plesfiami bielej hniloby a niektorymi baktériami vo
forme enzymov alebo izoenzymov [30]. Patria do skupiny N-glykozylovanych polyfenoloxidaz
obsahujucich 4 i6ny medi (v oxidanom stave 2+) distribuovanych medzi 3 r6zne vazobné
miesta (vid. Obr.8). Tieto i6ny katalyzuju 4-elektrénovu redukciu kysliku na vodu a uzko
suvisia s katalytickym mechanizmom reakcie. Lakazy (Lac) su ne$pecifické enzymy
s molekularnou hmotnostou v rozmedzi 60-80 kDa. Dokaze oxidovat nefenolické latky
s nizkou molekulovou hmotnostou, katalyzuje tvorbu fenoxylovych radikdlov aich
nespecifické reakcie veduce k oxidacii hydroxylu na ketdn, alkyl-aryl Stiepenie, demetoxylaciu
ako aj polymerizacné reakcie. Podfa spektroskopickych a paramagnetickych vlastnosti
aktivneho miesta s naviazanymi ionmi medi su lakazy kategorizované do 3 skupin: modra, Zlta
a biela [38].

Princip uCinku Lac spocdiva v degradacii B-1 a -O-4 dimérov prostrednictvom C-C
Stiepenia, C-oxidacie a alkyl-arylového Stiepenia. Katalyzuje odstiepenie jedného elektronu
z fenolickych hydroxylovych skupin ligninu za vzniku fenoxyradikalov, ktoré dalej reaguju
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neenzymaticky. Elektron je prijaty na Stvormednatym klastrom, kde dochadza k redukcii
kysliku na vodu [75].

Uplatnenie tychto enzymov mozno najst’ v potravinarskom, papierenskom a celul6zovom
priemysle [40]. Dalej vtextile, syntetickej chémii, kozmetike a biodegradéacii
environmentalnych fenolickych polutantov.

OHR

&~

4 xXcu'' Llakaza 4 xcy”

2 X H,0 0,
Obr. 8 Katalyticky mechanizmus lakazy [upravené pod/a [39].

2.5.3. Aplikacia lignolytickych enzymov v priemysle

Ligninolytické enzymy nachadzaju Siroké spektrum komerénych aplikacii pri oxidacii farbiv,
ligninov a lignosulfonatov, analyze lie€iv, vyrobe etanolu, €ireni mustov a vin, Cisteni
odpadovych vod, zlepSenie belosti pri konvenénom bieleni baviny a degradaciu toxickych
polycyklickych aromatickych uhlfovodikov [41]. Odstranenie vrstiev ligninu v lignocelul6zovej
biomase umoziuje lepSi pristup hydrolytickych enzymov (xylanaz a celulaz)
k polysacharidovym vlaknam [42]. SuCasne sa k delignifikacii biomasy pouzivaju
hydrotermalne procesy alebo chemické a fyzikalne prostriedky, ktoré maju Casto obmedzenu
selektivitu a su prekurzormi toxickych a nebezpe&nych latok [43]. Ligninolytické enzymy maju
preto velky potencial v rdmci zavedenia ekologickych pristupov do priemyslu.

Lakazy boli skumané ako ucinny nastroj na eliminaciu zapachu produkovaného na
skladkach odpadu, na farmach s chovom dobytku alebo v celulézkach [41]. PouZzivaju sa aj na
odburavanie xenoiotik a polutantov, na odfarbovanie a degradaciu chemickych farbiv bezne
pouzivanych v textiinom priemysle. DalSie environmentalne aplikacie zahffiaju Upravu
odpadovych vdd, bielenie a odstrarfiovanie odpadu, v celulézovom a papierenskom priemysle.
Vdaka svojej biologickej povahe sa Coraz viac uplatriuju vo farmacii a v nanotechnologiach na
vyrobu biosenzorov a bioreportérov pre imunotesty, skimanie glukdzy, aromatickych aminov
a fenolovych zlu€enin alebo na stanovenie TAC v ludskej plazme [44].
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2.6. Stabilizacia enzymov

Stabilita proteinov pri manipulacii a skladovani nebyva zachovana [45]. Enzymy postupom
Casu stracaju enzymy svoje katalytické schopnosti, napr. v dosledku pdsobenia tepla di
extrémneho pH. Postupy, ktorymi sa zvySi stabilita enzymu, mozno rozdelit do 3 hlavnych
kategorii:

¢ Imobilizacia;
e Chemicka modifikacia;
e Proteinové inzinierstvo.

Imobilizacia je postup, ktory vyuziva afinitu enzymu ku konkrétnemu polyméru sliziacemu
ako zakladna matrica [46]. Naproti tomu, chemicka modifikacia poskytuje vo vode rozpustné
stabilné enzymy bez potreby polymérnej matrice. Pri chemickej modifikacii je roztok enzymu
inkubovany s roztokom modifikatoru a nasledne je enzym z reakénej zmesi odseparovany
dialyzou alebo gélovou filtraciou. Pri reakcii dochadza k modifikacii externych funkénych
skupin na povrchu molekuly (vid. Obr.9). Aby doSlo k modifikacii vnatornych funk&nych skupin,
tzv. kfuCovych, je potrebné aplikovat va¢sie mnozstvo modifikatora alebo dlhSi inkubacny Cas.

Pri chemickej modifikacii je velmi narocné predpovedat termalnu stabilitu modifikovaného
enzymu. Chemické modifikacia moze prebiehat réznymi spésobmi:

a) Modifikacia s bifunkénymi inidlami (sietovanie povrchovych funkénych skupin);

b) Modifikacia nepolarnymi €inidlami (posilnenie hydrofébnych interakcii);

c) Zavedenie novej polarnej alebo nabitej skupiny (adicia vodikovej alebo iénovej vazby);

d) Hydrofilizacia povrchu proteinu (ako prevencia pred neziaducimi hydrofébnymi
interakciami);

e) Modifikacia fotogenerovanym  heterobifunkénym  €inidlom  (intramolekularne
zosietovanie Cinidlom na baze arylazidu).

hydrofabne interakcie a
| / van der Waalsove sily
| CH

eH O\
T2 HC o CH, —— polypeptidovy retazec
A a0 MG CHy
vodikovy mostik H CH
6 |
$=OH = —cH,—s-5CH,—
CH, disulfidovy mostik

0
H
—CH,—CH,—CH,— CH,—NH;* 0 C—CH,—

ionova vazba

Obr. 9 Typy interakcii, ktorymi je stabilizovana tercidrna Struktura proteinu [upravené podfa [47].
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V ramci proteinového inzinierstva je mozné stabilitu enzymu zvySit nasledujucimi spésobmi:

a) Vlozenie interného alebo externého disulfidového mostika;
b) ZlepSenie vnutornej hydrofébnej vypine;

c) ZvySenie poctu vnutornych vodikovych vazieb;

d) ZvysSenie povrchovych sofnych mostikov;

e) Vlozenie aromatickych zvyskov.

Pri pouziti enzymov v priemysle su kladené urcité poziadavky, bez ktorych by aplikacia
enzymu bola bezvyznamna. Enzymové preparaty musia byt stabilizované voci teplote,
extrémnym hodnotam pH a vodi pritomnosti soli, zasad a povrchovo aktivnych latok.

2.7.Techniky imobilizacie enzymov

Enzymy sa vo vSeobecnosti pouzivaju ako vodné roztoky, ¢o spbsobuje problémy pri
regeneracii a opatovnom pouziti alebo tiez méze viest aj ku kontaminacii produktu [77]. Preto
je tendencia prekonat tieto prekazky a zlepsit vyuzitelnost enzymov vyuzitim imobilizaénych
technik.

Imobilizacia je chemicka metdéda pouzivana na zlepSenie stability enzymov, regeneraciu
a opatovné pouzitie enzymov, a zaroven poskytuje znizenie nakladov pri priemyselnegj
enzymatickej katalyze [48; 49]. Imobilizované enzymy su odolné proti zmenam pH a teploty,
proti u€inku inhibitorov, denaturantov a organickych rozpustadiel [50].

Imobilizacné metédy enzymov

|
| ]

Ireversibilné Reversibilné

|
| | | |
Kovalentne Zachytenie Crosslinking Adsorpcia Dlsu_lifldlcke
vézby vizby
@ 4 %@ (il iy /\/\S-S-@
/® &5 a =

— {?-[“

Obr. 10 Schematické znazornenie hlavnych imobilizacnych metdd [upravené podla [51].

Imobilizacné techniky (vid. Obr.10) mozno rozdelit do dvoch skupin: chemické a fyzikalne.
Fyzikalna imobilizacia je sprostredkovana slabsimi interakciami (napr. vodikovymi vazbami),
hydrofébnymi interakciami, van der Waalsovymi silami, afinithou vazbou, iénovou vazbou s
nosi¢om alebo mechanickymi zadrzanim na nosici [51]. Chemické metddy su charakteristické
tvorbou kovalentnych vazieb medzi enzymom a nosi¢om [52].
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Mobilita enzymov modze byt obmedzena niekolkymi spdsobmi [53; 54]:

1) Reversibilne — prichytenie alebo prifnutie na povrch adhéziou, adsorpciou alebo
chemickou vazbou (i6bnové a afinitné interakcie);

2) lIreversibilne — zachytenie v medzerach vlaknitych alebo pérovitych materialov,
fyzikalne zachytenie v pevnej alebo poréznej matrici, ako napr. stabilizovany gél alebo
membrana, kovalentna vazba alebo mikroenkapsulacia.

K imobilizacii sa pouzivaju organické, ako aj anorganické nosi¢e (napr. bentonit, oxid
kremigity). Organické nosi¢e mozno rozdelit na prirodné (polysacharidy: celuléza, agar, chitin,
alginat; proteiny: kolagén, albumin) alebo syntetické polyméry (polystyrén, polyakrylamid,
polyakrylat) [54; 51]. Imobilizacia na pevny nosi¢ v bioreaktore vedie k znizeniu vymyvania
buniek, ¢im sa vyrazne zvySi koncentracia biokatalyzatora pri optimalnej koncentracii
a kontakte s nosnym materialom.

Hlavnymi parametrami, ktoré musia spifiat materidly pouzité ako nosite, su tepelna,
mechanicka a chemicka odolnost; musia byt inertné vo¢i enzymom, biokompatibilné a odolné
voc&i mikrobialnemu rastu [51]. V tomto smere su vyhodnej8imi anorganické materialy, ktoré
maju dobre definovanu geometriu, distriblciu pérov, velkost povrchu ako aj pomer velkosti
plochy povrchu k objemu, ¢im sa vyrazne zlepSuje zatazitelnost enzymu.

K imobilizacii sa pouZivaju porézne aj neporézne materialy alebo komplexy materialu
s prechodnym kovom [53; 55]. Pritomnost kovovych iénov v nanocasticiach zvySuje
konformacnu zmenu v enzyme. Aktivhe miesta viazuce substrat zostavaju v otvorenej
konformacii, ¢im sa zvySuje vazba enzym-substrat. Vyhodami imobilizanych procesov
v priemyselnej aplikacii su stabilita voC€i reakénym podmienkam, dobra manipulacia,
zachovanie alebo dokonca zlepSenie katalytickej aktivity, opatovna pouzitelnost, Specifickost
a selektivita enzymov. Pristupy, ktoré sa pri imobilizacii enzymov na anorganické nanocastice
pouzivaju su napr. fyzikalna adsorpcia, kovalentna vazba, sietovanie (crosslinking),
enkapsulacia alebo His-znacenie.

Imobilizacia enzymu na nerozpustnej matrici ma mnoho ekonomickych vyhod (vid. Tab.3),
najma jeho opatovné pouZzitie, zastabilizovanie enzymu a vyuzitie katalyzy v r6znom prostredi
[41]. Pevné podklady ako napr. xerogély, piesok, hlina alebo pdda, nepredstavuju ziadne
environmentalne rizika av priemyselnych bioreaktoroch umoziuju oddelit’ tok kvapaliny
nesucej Cinidla a produkty. Imobilizacia pomaha pri rozvoji kontinualnych procesov, kde
umozhuje hospodarnejSiu organizaciu prevadzky, automatizaciu, zniZenie pracnosti
a zlepSuje pomer investicia/kapacita. Stabilizaciu enzymu je mozné dosiahnut’ aj imobilizaciou
bez nosica, napr. tvorbou zosietovanych enzymovych agregatov alebo krysStalov.
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Tab. 3 Porovnanie vyhod a nevyhod jednotlivych imobilizacnych metéd [upravené podla [56; 51].

Metoda Vyhody Nevyhody
e Jednoducha e Nizsia u€innost
e Nie su potrebné ¢inidla e Desorpcia enzymov z nosica
o e Bez obmedzeni difuziou e Skreslenie kinetiky a zmena
FyzikdIna ) ] B
. enzymov z pérov stabiliy pH
absorpcia

e  Minimalne aktivacné kroky
e Pomerne lacna
e Casovo menej naro¢na

e Sirsia pouzitelnost e Problémy kompetitivnej
e Pomerne jednoducha inhibicie
Kovalentné e Bezrizika desorpcie e Chemicka modifikacia enzymu
vdzby e Velka variabilita dostupnych e Strata funkénej konformacie
nosicov

e Silnd vazba

e Mierne podmienky e Desorpcia
) e Jednoduch3, rychla metéda e Obmedzenie difuzie porov
Zachytenie . o . o
e Pomerne lacna e Riziko mikrobidlnej
(entrapment) o
e MensSie riziko kontaminacie
konformacnych zmien e Maly rozsah implementacie
e Dlhodob3 stabilita enzymu e Nizsie koncentracie
e Bez potreby extrakénych e Tvorba neZiaducich produktov
Zapuzdrenie alebo purifikaénych krokov e Modifikacia produktov inymi
e UdrZanie nativnej enzymami
konformacie e Obmedzenie velkosti porov
e Bez pouzitia matrice alebo e Potreba polyfunkénych cinidiel
nosica e Riziko denaturacie alebo
e Pomerne jednoducha Strukturalnej modifikacie
. . e Siroké moznosti vyuZitia sietujucimi Cinidlami
Zosietovanie .
v priemysle

e Rychlaalacna
e Zosietovanie velkého

mnozstva enzymu

2.7.1. Imobilizacia enzymov na bakterialnej celul6ze

Bakterialna celuléza (BC) je Cisty biopolymér celuldzy, ktora je produkovana baktériami [57;
79]. Najviac pouzivanou je gram-negativna baktéria Gluconacetobacter xylinus, avSak okrem
nej su schopné BC produkovat aj rody Agrobacterium spp., Acetobacter spp., Azotobacter,
Rhizobium spp. alebo Pseudomonas.

Oproti rastlinnej celuléze, vynika BC Cistotou a odliSnymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami.
Tieto vlastnosti umoziuju jej Siroké uplatnenie v priemysle (napr. balenie potravin,
biomedicina a tkanivové inZinierstvo, kozmetika, tvorba nanokompozitov a biopolymérov).
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Okrem vysokej Cistoty, su dalSimi vyhodami BC jej jedine¢na Struktdra, mechanicka pevnost,
ultrajemné vlakno, biologicka odburatelnost’ a vysoka krystalinita [58].

Obr. 11 Bakterialna celuléza produkovana vo vsadkovom moéde (A); vihka membrana bakterialnej
celuldzy po vynati z kultivaéného média (B); bakterialna celuléza po precisteni hydroxidom sodnym
(C) [88].

Produkcia BC prebieha mdze prebiehat v roznych moédoch kultivacie a fermetoroch podfla
pozadovanych vlastnosti [78]. Tradi¢na kultivacia prebieha v stacionarnych podmienkam
(vid.Obr.11), kde sa BC zhromazduje na povrchu kultivatného média a pripomina hrubu
Zelatinovd membranu. V mechanicky mieSanych kultivaénych podmienkach je produkovana
celuléza vo forme vlaknitej suspenzie. Pri kultivacii vo vzduchovom reaktore vytvori BC pelety.
Aplikacia BC vo forme peliet ma potencial v imobilizacii enzymov. Buduca perspektiva
zavedenia tejto produkcie aj do priemyslu je podporena zavedenim kultivacie pomocou
konvencného airlift reaktora s objemom 50 | alebo modifikovaného airlift reaktora s objemom
20I.

Pouzitie BC pre imobilizaciu enzymov alebo mikroorganizmov je stale nedostatoCne
preStudované [54; 58]. Doteraz boli skumané podmienky imobilizacie glukoamylazy na BC
guféCkach s pouzitim roéznych imobilizaCnych technik aimobilizacia lakazy na BC. V
experimentoch boli pouzité gufécky BC naprodukované kmeriom Acetobacter xylinum
v trepacej banke s prepazkou. K vytvoreniu aktivnej BC, na ktoru je mozné imobilizovat
enzymy, boli skimané rbézne metédy, napr. glutaraldehydové, EDC kopulaéné alebo
epoxidové. NajlepSie vysledky priniesla kopulatna metdéda epoxidu s glutaraldehydom.

Imobilizované enzymy vykazovali zdanlive zlepSenie stability pri tepelnej denaturacii,
mierny pokles enzymovej aktivity pri skladovani a UuspeSnu opatovnu pouzitelnost bez
vyznamnej straty aktivity v ramci prevadzkovej aktivity [54].

2.7.2. Imobilizacia pomocou zosietovanych enzymovych agregatov

Zosietovanie enzymovych agregatov (CLEA) je jedna z technik imobilizacie bez potreby
pouzitia nosi¢a, ktoré mozno pripravit aj zo surovych enzymovych extraktov [59]. Enzymové
agregaty su pripravované v 2 krokoch. V prvom kroku déjde k precipitacii, kedy je vzorka vo
vodnom roztoku zmieSana so zrazacim €inidlom, najcastejSie siranom aménnym, organickymi
rozpustadlami alebo polymérmi. Doélezitym faktorom je ziskat enzym v dostatoCnej
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koncentracii, aby vébec bolo mozné vytvorit agregaty, prip. je mozné pridat iné proteiny (napr.
BSA, ktory funguje zaroven aj ako stabilizator). Druhy krok zahfha ireverzibilné vyzrazanie
enzymovych agregatov pomocou sietovania. Ktomu sa pouzivaju sietujuce Ccinidla,
najCastejSie glutaraldehyd (GA) pre svoju vysoku reaktivitu, dostupnost a nizku cenu. Takymto
procesom sa ziskaju enzymové agregaty, resp. zosietované polymeéry, viazané kovalentnymi
vazbami medzi vofnymi aminoskupinami lyzinovych zvyskov na povrchu susednych molekul
enzymu s aldehydovymi skupinami oligomérov alebo polymérov GA [77]. Zosetovanie mbze
zahfhat' aj tvorbu Schiffovej baze alebo 1,4-adiciu Michaelovho typu na a,p-nenasytené
aldehydové skupiny. Presny spOsob sietovania zavisi od hodnoty pH roztoku. V$etky doteraz
zname techniky imobilizacie enzymov prostrednictvom zosietovanych agregatov su zhrnuté
na Obr.12.

Medzi najvacsie vyhody vyuzitia CLEA v priemysle patri znizenie vyrobnych nakladov
v priemysle, nakolko nie je potrebné pouzit nosi¢; poskytuje Sirdi rozsah aplikacii a vyssie
vynosy; latky interaguju v jednej nadobe v ramci jednej operacie; postacuje mensie mnozstvo
rozpustadiel a cyklus imobilizacie nie je ¢asovo narocny. NavySe sa tieto agregaty oznacuju
ako lepSie obnovitelné, stabilnejSie a recyklovanejSie v porovnani sinymi metddami
imobilizacie [76].

o CLEs

O ’osmtownle 00
06 @ %8 CLECs
o 0 O krystalicky enzym
0 GA}G zosietovanie &Q
© o 308 —> % CLSDs
O (0] (@) sprejom suseny enzym
0 @) -» zmena morfologickej struktry
O 0] 0 zosietovanie O'Q:Q
0 —> &FR CLEAS
0 enzymdVé agregaty O

@ ’ CLEAs s BSA

enzymovy agregét s BSA

zosietovanie amylaza . .
@ — @ O porovité-CLEAs

Obr. 12 Imobilizacia enzymov bez nosi¢a pomocou zosietovania [upravené podla [60; 61].

CLEA agregaty vykazuju lepSiu skladovaciu a prevadzkovu stabilitu vo€i denaturacii
teplom, organickymi rozpustadlami, autoproteolyzou a luhovanim vo vodnom prostredi [77].
Tento postup imobilizacie nemusi byt pouzity len pre jeden enzym, ale existuju aj moznosti
koimobilizacie viacerych enzymov, ktoré su schopné katalyzovat' viaceré biotransformacné
reakcie. Medzi najvacSie problémy tejto stratégie mozno spomenut nizku mechanicku
odolnost’ a zna¢né difuzne obmedzenia.
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Pri optimalizacii protokolu na pripravu enzymovych agregatov je potrebné zohladnit
parametre ako teplota, pH, koncentraciu &inidiel, rychlost mieSania, prip. pouZitie inych
zloziek. Délezity je aj molarny pomer sietujuceho €inidla k enzymu, pretoze ovplyvnuje aktivitu,
stabilitu a velkost vyslednych c¢astic. Pri nizkom pomere neddjde k dostato€nému
zosietovaniu a naopak vysoky pomer moze viest Kk strate aktivity enzymu. KluCovym
parametrom ur€ujucim naklady celkovej imobilizacnej techniky je aj obnova aktivity, ktora by
sa mala pokial mozno blizZit k 100%. v kone¢nom désledku rozhoduje aj to, kolkokrat je mozné
dany enzym recyklovat.

2.8.Vyuzitie imobilizovanych enzymov v priemysle

Vdaka uspechom dosiahnutym v proteinovom inZinierstve spojeného s uspeSnou
imobilizaciou koncom 90.rokov minulého storoCia, je dnes mozné uskutoCnit prechod od
chemického procesu k zelenému procesu [80]. V priemysle sa pouZivaju volné rozpustené
enzymy vo forme roztoku alebo imobilizované enzymy v nerozpustnej forme. Vyber
konkrétneho enzymatického preparatu je do znaénej miery zavisly od ceny enzymu, ako aj
moznosti jeho pouzitia. Optimalna nakladova efektivita bude zavisiet od ceny
enzymu, imobilizaénej matrice a zaroven aj pomeru, v ktorom su zmieSané [81]. Na vyrobu
1 kg imobilizovaného enzymu sa beZne pouZziva 5-10 % enzymu. Je potrebné mat na pamati,
Ze samotna cena imobilizovaného enzymu sama o sebe ni¢ nehovori. Pre efektivny
priemyselny proces je potrebna dobra produktivita (kg produktu/kg biokatalyzatora), stabilita
a zivotnost enzymu.

Imobilizované enzymy su v podstate Specializovanou formou heterogénnej katalyzy, ktoré
sa daju regenerovat a znovu pouzit, priCom ich aktivity zostava zachovana pocas dlhych
Casovych obdobi, a su pouzitelné pre rézne formaty procesov [80]. Pre suspendované Castice
imobilizovaného enzymu vo vodnom reakénom médiu vSak existuje aj riziko poskodenia pri
vysokych rychlostiach mieSania v bioreaktore. Imobilizované enzymy maju rézne
biotechnologické, biomedicinske a priemyselné aplikacie. Okrem toho v poslednych rokoch
postupil ich vyuZitie aj do environmentalnych a klinickych oblasti. Vyhody a nevyhody
imobilizovanych enzymov su zhrnuté v Tab.4.

Tab. 4 Vyhody a nevyhody pouZitia imobilizovanych enzymov v priemyselnych procesov [upravené
podfla 80].

Vyhody Nevyhody

, L , NiZSia enzymova aktivity oproti nativnemu
Jednoducha separacia biokatalyzatora y yop

enzymu
Znizené naklady na nasledné spracovanie Dodatocné néaklady na nosice a imobilizaciu
f , NizSie reakcéné rychlosti oproti nativnemu
Recyklacia biokatalyzatora .
enzymu

Lepsia stabilita, najma voci organickym
rozpustadlam a vy$sim teplotdm
Pouzitie reaktorov s pevnym I6Zkom alebo
vsadkovych reaktorov bez potreby membrany Likvidacia vycerpaného imobilizovaného
na izolaciu enzymu z produktu enzymu (spalenie)
MozZnost ko-imobilizacie s inymi enzymami

MozZnost kontamindcie
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2.8.1. Imobilizované enzymy v potravinarskom priemysle

V potravinarskom priemysle je ziaduce produkovat vacSie mnozstva produktov, preto sa
uprednostnuju kontinualne procesy [80]. Imobilizované enzymy sa v kontinualnom procese
vyuzivaju pri vyrobe kukuri€ného sirupu s vysokym obsahom fruktézy (HFCS), analégov
kakaového masla, sladidiel (napr. alluléza, tagatdéza, fruktéza alebo sukraléza) galakto-
oligosacharidov, bezlaktézovych mlieénych vyrobkov alebo antioxidantov.

Enzymy v potravinarstve byvaju najCastejSie na iobnomeni€ovych Ziviciach, ktoré mozno
regenerovat’ in situ pomocou cenovo dostupnych €inidiel (NaOH alebo HCI). Ked je enzym
vyCerpany, resp. jeho aktivita je nizka, pouzije sa Cinidlo, ktoré odstrani zvysky enzymu a ocisti
Zivicu. Nasledne sa prida nova davka enzymu priamo do kolény a déjde k imobilizacii.

Pri vyrobe bezlaktézoveho mlieka sa pouzivaju kolény naplnené imobilizovanym enzymom
laktaza, ktory hydrolyzuje sacharid laktdzu na glukézu a galaktézu [86]. Tieto monosacharidy
su lahko stravitelné u ludi s intoleranciou na laktézu. Ziskanym vedfajSim produktom je
srvatka, ktoré sa pouziva do proteinovych napojov, krmiv alebo sa méze pouZzit aj na vyrobu
etanolu a drozdia.

Celosvetovo najrozSirenej§im vyuzitim imobilizovanych enzymov v potravinarskom
priemysle je premena glukdzovych sirupov na kukuri€ny sirup s vysokym obsahom fruktozy
prostrednictvom imobilizovanej gluk6zaizomerazy [87]. Druhym najvyznamnejSim je vyuzitie
imobilizovanej pektinazy, ktora hydrolyzuje pektin v bunkovych stenach ovocnych plodov pri
vyrobe ovocnych &tiav.

2.8.2. Imobilizované enzymy v chemickom priemysle

V poslednych rokoch je chemicky priemysel zamerany na implementaciu ekologickych
a udrzatelnych procesov [80]. Podobne ako v potravinarskom priemysle, su uprednosthované
biokatalyzatory, ktoré umoznia generovat’ produkty vo velkych mnozstvach. Z tohto dévodu je
opat kluCovym faktorom €o najvysSia recyklovatelnost. Najviac pouzivanymi enzymami su
lipaza ( z baktérii rodu Candida) alebo aminoacylaza, ktoré sa pouZzivaju na vyrobu chiralnych
aminov, polymérov, herbicidov, povrchovo aktivnych latok alebo L-aminokyselin. Tieto
enzymy byvaju adsorbované na PE, kopolymér metakrylat/divinylboenzén alebo na
iGnomenicovych Ziviciach.

2.8.3. Imobilizované enzymy vo farmacii a v lekarstve

V medicinskych odboroch sp6sobil objav imobilizovanych enzymov revoluciu, pretoze umoznil
diagnostiku a lieCbu réznych choréb za omnoho kratSi €as, svacSou spolahlivostou
a presnostou. V klinickej praxi nachadzaju imobilizované enzymy Siroké vyuZitie
v terapeutickych postupoch. Traviaci enzym lipaza imobilizovany na polymérnych gul6ckach
alebo kovalentne na metakrylovom polyméry sa podava pacientom pri problémoch so
vstrebavanim tukov, kde dokazu zvySit hydrolyzu tukov az o090% [82]. Zavedenie
imobilizovanej ureazy umozriuje vyrobu malych prenosnych dialyzacnych pristrojov na baze
regeneracnych dialyzacnych systémov so sorbentom [83].

Pre vyuzitie vo farmaceutickom priemysle je délezita okrem regeneracie, aj bezpeénost a
vysoka selektivita imobilizovaného enzymu [80]. Vyuzivaju sa v procese vyroby lieCiv na
osteoporézy alebo hepatitidu C, antibiotik s beta-laktamovym kruhom alebo antidiabetik.
NajvyuzivanejSim procesom imobilizacie je adsorpcia na epoxidové a aminometakrylatové
polyméry alebo kopolymér metakrylat/divinylbenzén.
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2.8.4. Imobilizované enzymy ako biosenzory

Dalsim vyznamnym uplatnenim imobilizovanych enzymov sl biosenzory pouZivané nielen
v medicine a klinickej diagnostike, ale aj v potravinarstve, sledované bezpec¢nosti potravin,
polnohospodarskom priemysle alebo aj pri monitorovani zivotného prostredia [80]. Prva trieda
biosenzorov deteguje pritomnost substratu alebo komplexu substrat-kofaktor. Prikladom je
glukézooxidazovy biosenzor pouzivany na monitorovanie hladiny glukézy v krvi u ludi
s cukrovkou. Druha trieda je zalozena na detekcii inhibitorov enzymov v pritomnosti substratu.
Najbeznejdim prikladom je detekcia taZkych kovov, organofosfatovych alebo
organochlérovych zlucenin pouzivanych ako pesticidy, glykoalkaloidov a insekticidov [84; 85].
Hlavnymi vyhodami tychto pristupov su vysoka citlivost’ a Specifickost’ katalyticky aktivnych
enzymov voci cielovym molekulam, rychlost odozvy a jednoduchost manipulacie.
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3. CIEL PRACE

Ciefom diplomovej prace je studium produkcie lignin-degradujucich enzymov pomocou plesne
Phanerochaete chrysosporium za rbéznych kultivatnych podmienok aich vyuzitie pri
degradacii ligninovych fragmentov.

Praca bola spracovana podla nasledujucich bodov:
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Vypracovanie literarnej reSerSe na tému produkcie extracelularnych oxidativnych
enzymov degradujucich lignin pomocou plesni.

Optimalizacia produkcie lignin-degradujucich enzymov.

Sledovanie efektu imobilizacie enzymov na ich ucinok.

Vyuzitie naprodukovanych imobilizovanych enzymov k modifikacii vybranych
fenolickych zluéenin.

Vyhodnotit’ vysledky, vytvorit zhrnutie a zaver prace.



4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1.Material a metédy

4.1.1. Pouzité mikroorganismy

V praci bola pouzita kultura plesne Phanerochaete chrysosporium CCM 8074 (Ceska zbierka
mikroorganizmov Brno).

4.1.2. Pouzité chemikalie
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) (Sigma-Aldrich)
Agar powder (Carl-Roth)
Alkali lignin (Sigma-Aldrich)
Bromid draselny p.a.(Honeywell, Fluka)
Bromid litny p.a. (Sigma-Aldrich)
Celulaza Celluclast (Novozymes)
Coomassie Blue G-250 (Sigma-Aldrich)
DMP (2,6-dimethoxyfenol, Lach-ner)
DMSO pre HPLC (dimetylsulfoxid, Lach-ner)
EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctova, Lachn-ner)
Ethanol UV-VIS (Lach-ner)
Fosfore€nan draselny (Lach-ner)
Glukéza p.a. (Lach-ner))
Glutaraldehyd (Carl-Roth)
Guaiacol (Sigma-Aldrich)
Hydroxid sodny p.a. (Penta)
Chlorid kobaltnaty (Lach-ner)
Chlorid sodny p.a. (Lach-ner)
Chlorid vapenaty (Lach-ner)
Kyselina borita p.a. (Lach-ner)
Kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Lach-ner)
Kyselina fosfore¢na konc.(Lach-ner)
Kyselina malénova p.a. (Riedel de Haen)
Kyselina octova (Lach-ner)
Kyselina vinna (LACHEMA)
Octan amonny (Agros organics)
Octan sodny (Lach-ner)

Peroxid vodika (Lach-ner)

29



Siran amonny p.a. (Penta)
Siran horec¢naty (Lach-ner)
Siran manganaty (Lach-ner)
Siran mednaty (Lach-ner)
Siran zino¢naty heptahydrat (Lach-ner)
Siran zeleznaty heptahydrat (Lach-ner)
Sladovy extrakt (Carl-Roth)
Tiamin (Alfa Aesar)
Veratrylalkohol (Sigma-Aldrich)
Vinan sodno-aménny (Lach-ner)
4.1.3. Pouzité pristroje a pomécky
Analytické vaha
Centrifuga chladena
Centrifuga EPA 200 s rotorom
FTIR spektrometer Nicolet iS5
Homogenizator
Inkubator
Laboratérne vahy
Lyofilizator VirTis
Magneticka mieSacka
Ockovaci box BIOAIR
Spektrofotometer UV-VIS SPEKOL 1300
Dalej boli pri praci pouzité automatické pipety a bezné laboratérne pomacky.
4.1.4. Kultivaéné média

Tuhé kultivané médium bolo pripravené podfa Tab.5. Tuhé médium bolo pouzité na
preoCkovanie a uchovavanie plesne P.chrysosporium na Petriho miskach. Sterilizacia média
bola vykonana v tlakovom hrnci po dobu 30 min pri 121 °C. Kultivacia na tuhom médiu
prebiehala 7 dni pri teplote 32 °C. Nasledne bola kultdra uchovavana v tme pri teplote 4 °C.

Tab. 5 Zlozenie tuhého média P.chrysosporium.

Zlozky Mnoistvo
Sladovy extrakt 2g

Agar 2g
Destilovana voda | 100 ml
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Tekuté mineralne médium pouzivané na kultivaciu v Erlenmeyerovych bankach bolo
pripravené podfa Tab.6. Sterilizacia média prebiehala v tlakovom hrnci po dobu 30 min pri
121°C. Kultdra P.chrysosporium bola zaokovana zo zasobnej kultury do 50 ml sterilného
média v 100ml Erlenmeyerovych bankach. Kultivacia prebiehala staticky pri teplote 32 °C.

Pre porovnanie vplyvu koncentracie glukézy ako uhlikatého substratu na mnoZstvo
produkovanych lignin-degradujucich enzymov bola vykonana kultivacia v mineralnom meédiu
s koncentraciou glukozy 1 g/l a 2 g/l (vid. Tab.6).

Tab. 6 ZloZenie tekutého mineralneho média P.chrysosporium.

Zlozky Mnoistvo
Basal lll médium 1ml
Glukdza 01g | 0,2¢g
Roztok stopovych prvkov 0,6 ml
Destilovana voda 100 ml
Tiamin 0,1 mg
Octan aménny 15,42 mg
Vinan sodno-amdénny 23,63 mg

Pouzité Basal Ill médium bolo pripravené podla Tab.7.

Tab. 7 ZloZzenie Basal lll média.

Zlozky Mnoistvo
Roztok stopovych prvkov 100 ml
KH2PO4 20g
MgSO, 5g
CaCl; lg
Destilovana voda 900 ml
Roztok stopovych prvkov pouzity v Basal Il médiu a tekutom kultivaénom médiu je bol

pripraveny podla Tab.8.

Tab. 8 Zlozenie stopovych prvkov.

Zlozky Mnozstvo
MgSO, 3g
MnSO,4 0,5¢g
NacCl lg
FeSO4- 7H20 0,1 g
CoCl 01g
ZnSO4- 7H20 0,1 g
CuS0O, 01g
H3BO3 10 mg
Destilovana voda 1000 ml
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4.1.5. Indukcia produkcie lignin-degradujucich enzymov

Subezne so sledovanim vplyvu glukézy prebiehalo aj sledovanie vplyvu pritomnosti induktoru
na mnozstvo produkovanych lignolytickych enzymov. Druh pouzitého induktoru a jeho
mnozstvo su zhrnuté v Tab.9. Induktory boli pouzité z dévodu overenia ich Uc€inku popisaného
v niekolkych Studiach.

Tab. 9 Fenolické latky pouZzité ako induktory.

Chemikalia Mnoistvo
0,5g/l
Lignin 1g/l
3 g/l
0,01 g/l
Guaiacol 0,5 gg//l

4.1.6. Stanovenie enzymovej aktivity lakazy

K stanoveniu enzymovej aktivity bol odobraty 1 ml kultivaného média, ktory bol nasledne
centrifugovana pri 4 °C, 10000 ot/min po dobu 10 min. Dalej bol pouzivany len supernatant.

ZloZenie reakénej zmesi pre stanovenie enzymovej aktivity lakazy je popisané v Tab.10.
Sodno-octanovy pufer (0,1M; pH = 4,5) bol pripraveny zmieSanim 0,2M kyseliny octovej
a 0,2M octanu sodného. Ako substrat bol pouzity 10mM roztok ABTS.

Po napipetovani reakénej zmesi do kyvety a 1-minutovej inkubacii bola zmerana
absorbancia pri vinovej dizke 415 nm. Vypogitana enzymova aktivita (U/ml) vyjadruje
mnozstvo enzymu, ktoré katalyzuje premenu 1 pmol substratu (ABTS) za 1 minatu. K vypoctu
bol pouzity extinkény koeficient pre ATS (¢ = 36 000 I*mol**cm™?).

Tab. 10 Zlozenie reak¢nej zmesi stanovenia enzymovej aktivity lakazy.

Zlozka Mnoistvo
Sodno-octanovy pufer 900 ul
Supernatant 50 ul
10 mM ABTS 50 ul

4.1.7. Stanovenie enzymovej aktivity lignin peroxidazy

K stanoveniu enzymovej aktivity LiP bol odobraty 1 ml kultury, ktora bola nasledne
centrifugovana pri 4 °C, 10000 ot/min po dobu 10 min. Dalej bol pouzivany len supernatant.

Ako substrat bol v reakénej zmesi pouzity 25mM veratrylalkohol (VA). Presné zloZenie
a pomer jednotlivych komponentov reakénej zmesi je uvedeny v Tab.11. Vinanovy pufer (100
mM, pH 3) bol pripraveny rozpustenim 3 g kyseliny vinnej v 200 ml destilovanej vody. K uprave
pH bol pouzity 3M roztok NaOH.

Po napipetovani reakénej zmesi do kyvety prebehla 1-minutova inkubacii, po ktorej bola
zmerana absorbancia pri vinovej dizke 310 nm. Vypog&itana enzymova aktivita (U/ml) vyjadruje
mnozstvo enzymu, ktoré katalyzuje premenu 1 pmol substratu (VA) za 1 minatu. K vypoctu bol
pouzity extinkény koeficient pre VA (¢ = 9300 I*mol**cm™).
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Tab. 11 ZloZenie reakénej zmesi stanovenia enzymovej aktivity LiP.

Zlozka Mnoistvo
Vinanovy pufer 775 ul
Supernatant 150 pl
54 mM H,0, 50 U.l
VA 25 ul

4.1.8. Stanovenie enzymovej aktivity Mn-dependentnej peroxidazy

Z kultivatnej Erlenmeyerovej banky bol odobraty 1 ml kultury, ktora bola nasledné
centrifugovana pri 4 °C, 1000 ot/min po dobu 10 min. K dalSej analyze bol pouZzity supernatant.

Pre stanovenie enzymovej aktivity MnP boli pripravené 2 r6zne zmesi popisané v Tab.12.
Malonatovy pufer (65,8 mM, pH 4,5) bol pripraveny rozpustenim 0,658 g kyseliny malénovej
v 100 ml destilovanej vody. Nakoniec bolo pH pufru upravené na hodnotu 4,5 3M roztokom
NaOH. Ako substrat reakénej zmesi bol pouzity roztok 2,6-dimethoxyfenolu (DMP).
Absorbancia bola merana pri 469 nm. Stanovena enzymova aktivita (U/ml) vyjadruje mnozstvo
enzymu, ktoré katalyzuje premenu 1 umol substratu (DMP) za 1 minutu K vypoctu bol pouzity
extinkény koeficient pre DMP (€ = 49600 I*mol**cm™).

Enzymova aktivity pre MnP bola uréena ako rozdiel nameranych enzymovych aktivit pre
reakéné zmesi 1 a 2 podla rovnice (1):

Eq(MnP) = Eq(1) — Eq(2) 1)

Tab. 12 Zlozenie reak¢nych zmesi pre stanovenia enzymovej aktivity MnP.

Zlozky Reakénd zmes 1 | Reakéna zmes 2
Malonatovy pufer 760 ul 760 ul
10 mM H,0, 40 pl 40 ul
20 mM MnSO4 50 pl -
20 mM EDTA - 50 pl
Supernatant 100 pl 100 pl
20 mM DMP 50 pl 50 ul

4.1.9. Stanovenie bielkovin podla Bradfordovej

Stanovenie bielkovin prebieha v pritomnosti farbiva Comassie Blue G-250, ktoré sa naviaze
na molekulu proteinu. Cim déjde k farebnej zmene z hnedej na intenzivne modru. Reakéné
¢inidlo bolo pripravené rozpustenim 10 mg Comassie Blue G-250 v 6 ml etanolu za staleho
mieSania po dobu 30 min. Nasledne bolo pridanych 10 ml koncentrovanej kyseliny fosforene;j
a objem bol doplneny destilovanou vodou na 100 ml. Roztok bol prefiltrovany a uchovavany v
tme v chladnicke.

Po napipetovani 900 ul Bradfordovej Cinidla a pridavku 100 pl supernatantu prebiehala 5-
minutova inkubacia. Absorbancia bola merana pri 595 nm. Koncentracia proteinov bola
vypocitana pomocou kalibraénej krivky s pouzitim Standardu BSA (vid. Obr.13).
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Obr. 13 Kalibracnéa krivka pre stanovenie bielkovin podfa Bradfordovej.

4.1.10. Optimalizacia CLEA imobilizacie lignolytickych enzymov

Na zaklade optimalizovanych podmienok koncentracie glukézy a induktoru bolo vybrané
vhodné médium a doba kultivacie pouzité k produkcii enzymov uréenych na imobilizaciu.
Kultivacia prebiehala v 100ml Erlenmeyerovych bankach, kde bolo 50 ml tekutého
kultivaéného média. Kultivacia prebiehala staticky pri teplote 32 °C po optimalizovanu dobu.

Pre spravnu imobilizaciu enzymov bolo potrebné optimalizovat pH, koncentraciu
zrazacieho Cinidla (siranu mednatého) a sietujuceho Cinidla (GA).

OPTIMALIZACIA pH

Po kultivacii bolo mycélium prefiltrované a filtrat bol rovnhomerne rozdeleny do 3 kadiciek, kde
bolo nasledne upravené pH v rozmedzi 5,0-7,0 pomocou HCIl a NaOH. Nasledne bol do
kazdej kadi¢ky pridany siran amoénny o hmotnosti 0,01 g. ZraZanie prebiehalo za staleho
mieSania (350 rpm) po dobu 1 hod pri teplote 4 °C.

Po ukon&eni zréZania boli média prevedené do centrifugaCnych skumaviek
a centrifugované pri 3460 RCF po dobu 15 min. Nasledne bola zmerana zvySkova enzymova
aktivita pre LiP, MnP a Lac v supernatante. Vysledky boli vyjadrené v U/ml. Experiment bol
vykonany v 2 paralelnych meraniach.

OPTIMALIZACIA KONCENTRACIE SIRANU AMONNEHO

Po kultivacii bolo mycélium prefiltrované a vo filtrate bolo pH upravené na zaklade vysledkov
optimalizacie pH. Supernatant bol rovhomerne rozdeleny do 3 kadiCiek a bol pridany siran
aménny v réznych koncentraciach: 65, 70 a 75 hm.%. Zrazanie prebiehalo za staleho
miesania (350 rpm) pri 4 °C po dobu 1 hod.
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Po ukon&eni zrazania boli jednotlivé média z kadiCiek prevedené do centrifugaénych
skumaviek a centrifugované pri 3460 RCF po dobu 15 min. Nasledne bola zmerana zvySkova
enzymova aktivita pre MnP, LiP a Lac v supernatante (vyjadrena v U/ml). Experiment bol
vykonany v 2 paralelnych meraniach.

OPTIMALIZACIA KONCENTRACIE SIETUJUCEHO CINIDLA

Po kultivacii bolo mycélium prefiltrované a ziskany filtrat média bol upraveny podla
optimalizovanych podmienok pH a koncentracie siranu amoénneho. Bolo vykonané zrazanie
pri teplote 4 °C a 3460 RCF po dobu 1 hod. Nasledne bol enzymovy precipitat rozdeleny do 3
kadi€iek, do ktorych bolo pridané sietujuce ¢€inidlo GA v réznych koncentraciach: 10, 50 a 100
mM. Sietovanie prebiehalo za staleho mieSania (350 rpm) pri teplote 4 °C po dobu 1 hod.

Po ukonc&eni sietovania boli média z kadiCiek prevedené do centrifugaénych skimaviek
a centrifugované pri 3460 RCF po dobu 15 min. Nasledne bola zmerana enzymova aktivita
v supernatante vyjadrena ako 3pecificka aktivita v U/ml. Experiment prebiehal v 2 paralelnych
meraniach.

4.1.11. Imobilizacia na bakterialnej celuloze

Bakterialna celuléza (BC) pouzita v praci bola prevzata od doktoranda Ing. Radima Stfiza.
Z hydrogélu BC boli vykrojené kruzky s priemerom 1,7 cm, ktoré boli nasledne zmrazené
a zlyofilizované. Takto pripravena BC bola dalej pouzita na imobilizaciu enzymov
naprodukovanych podla optimalizovanych podmienok adoby kultivacie plesne
P.chrysosporium.

IMOBILIZACIA ADSORPCIOU NA BAKTERIALNEJ CELULOZE

Lyofilizovana bakteridlna celul6za (po 2 kolieska) bola ponorena do 10 ml kultivaéného média
po dobu 2 hod. Po ukon&eni inkubacie bola zmerana zvysSkova enzymova aktivita v pouzitom
kultivaénom médiu. Nasledne bola BC z média vynata a ponorena do roztoku 100 mM GA.
Takto pripravena zmes bola mieSana po dobu 1 hod pri 4 °C a 100 rpm.

K stanoveniu enzymovych aktivit imobilizovanych enzymov bola BC rozpustena 50 pl
celulaz v 25 ml citratového pufru. Reakéna zmes bola inkubovana pri 30 °C a 150 rpm po dobu
24 hod. Nasledne bola zmerana enzymova aktivita v roztoku po rozpusteni BC. Cely
experiment bol vykonany v 3 paralelnych stanoveniach.

IMOBILIZACIA NA BAKTERIALNEJ CELULOZE SPOJENA S CLEA

Imobilizacia enzymov na BC spojena s CLEA prebiehala v 4 paralelnych stanoveniach (vid.
Tab. 13). Do kazdej kadi¢ky boli odvazené 2 kolieska lyofilizovanej BC (vid. Tab.13). Nasledne
bolo do kazdej kadiCky pridanych 5 ml tekutého kultivacného média s naprodukovanymi
extracelularnymi enzymami podfa optimalizovanych podmienok. V médiu bolo upravené pH
na hodnotu 6 a bol pridany siran aménny na koncentraciu 75 hm.%. Takto pripravena zmes
bola inkubovana po dobu 1 hod pri 4 °C a 100 rpm.

V dalSom kroku bol do kultivatného média pridany GA na sietovanie precipitovanych
enzymov v BC v mnozstve 50 mM. Opat prebiehala inkubacia zmesi pri 4 °C a 100 rpm po
dobu 1 hod. Po ukon€eni druhej inkubéacie boli zmerané zvySkové enzymové aktivity (LiP,
MnP a Lac) v kultivanom médiu vyjadrené v U/ml.
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Tab. 13 Navazka 2 kuskov lyofilizovanej BC pre jednotlivé kadicky.

Kadi¢ka Hmotnost BC (g) Vyuizitie
1 0,0129 Sledovanie operacnej stability
2 0,0183 Sledovanie operacénej stability
3 0,0166 Rozpustenie celuldazami
4 0,0180 Sledovanie hmotnosti

Imobilizované enzymy na BC v kadi¢kach €.1 a 2 boli dalej pouzité pri sledovani operacnej
stability presne popisanej v kapitole 4.1.13. Pre stanovenie enzymovych aktivit enzymov, ktoré
sa podarilo imobilizovat, boli z kadiCky €.3 vybrané kusky BC, ktoré boli vioZené do roztoku 25
ml citratového pufru (0,05M, pH 4,8) a 50 ul celulazy. Rozpustanie BC prebiehalo pri stalom
miesani 150 rpm a teplote 30 °C po dobu 24 hod. Enzymové aktivity imobilizovanych enzymov
boli vyjadrené v U/ml. Pre overenie naviazania enzymov do pérov BC boli kolieska BC
z kadicky €.4 vyfnaté, vysuSena a zvazena.

4.1.12. Porovnanie uéinnosti imobilizacnich metéd

V ramci porovnania ucinnosti jednotlivych imobilizacnych metdd boli podla optimalizovanych
postupov pripravené enzymove imobilizaty v kapitolach vyssie (vid. kapitola 4.1.10 a kapitola
4.1.11). Nasledne boli vyjadrené enzymové aktivity CLEA imobilizatov ako rozdiel enzymovej
aktivity vofného enzymu v kultivaénom meédiu a zvy8kovej enzymovej aktivity v supernatante
ziskanom po imobilizacii. Enzymové aktivity oboch druhov imobilizatov na BC boli zmerané
po jej rozpusteni celulazami.

Stanovené enzymové aktivity imobilizatov boli nasledne porovnané s aktivitami volnych
enzymov v produkénom médiu v 10. den kultivacie. U€innost imobilizacie bola stanovena
podla nasledovnej rovnice (2):

. E, (imobilizovaného enzymu) (ll)
Ucinnost (%) =

il -100% (2)
E,(volného enzymu) (W)

4.1.13. Sledovanie operaénej stability enzymov imobilizovanych na BC

Po porovnani ucinnosti imobilizaénych postupov s vyuzitim BC ako nosi¢a boli vybrané
imobilizaty s najlepSou uc€innostou, tzn. s najvy$Sou enzymovou aktivitou pre sledovanie
operacnej stability.

Operacna stabilita bola sledovana po dobu 7 cyklov nasledovnych reakcii stanovenia
enzymovych aktivit pre kazdy enzym. Reakéné zmesi boli vopred pripravené v sklenenych
skumavkach, do ktorych bola postupne vkladana BC s imobilizovanymi enzymami. Medzi
jednotlivymi cyklami bola BC jemne premyta destilovanou vodou.

Enzymoveé aktivity v jednotlivych cykloch boli vyjadrené ako relativne aktivity R(%) podfa
rovnice (3):
E,(1.cyklus)

04) — . 0
R (%) E, (n — ty cyklus) 100% ®)
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4.1.14. Modifikacia modelovych fenolickych zliéenin

Ako modelova fenolicka zlu€enina bol vybraty lignin. Navazka ligninu na celkovu koncentraciu
roztoku 1 g/l bola rozpustena po dobu 24 hod na magnetickej mieSacke v roztoku DMSO
ur¢enom pre HPLC a 0,1 % (w/v) LiBr. Nasledne bol roztok prefiltrovany a skladovany pri
izbovej teplote.

PRIPRAVA IMOBILIZOVANYCH ENZYMOV METODOU CLEA

Enzymy imobilizované metédou CLEA pripravené optimalizovanou metdédou (vid. kapitola
4.1.10.) boli centrifugované pri 3460 RCF po dobu 15 min. Po odstraneni supernatantu bol
sediment rozpusteni v 30 ml destilovanej vody. Nasledne bol enzymaticky roztok zmrazeny
a lyofilizovany. Nakoniec bola zistena hmotnost ziskaného lyofilizatu a stanovené enzymova
aktivitav 1 g.

PRIPRAVA IMOBILIZOVANYCH ENZYMOV NA BC

Po optimalizacii metodiky imobilizacie na BC (vid. kapitola 4.1.11.) boli k modifikacii ligninu
pripravené enzymy na BC spojené s CLEA. Po priprave boli kolieska BC jemne premyté
destilovanou vodou a viozené do 30 ml vopred pripraveného roztoku ligninu uréeného
k modifikacii v po¢te 3 a 6 koliesok. V jednej davke boli 3 krizky BC dezintegrované v 30 ml
roztoku ligninu v DMSO uréeného k modifikacii.

MODIFIKACIA LIGNINU

K modifikacii ligninu bol pripraveny 0,1% roztok ligninu rozpusteny v DMSO pre HPLC
s obsahom LiBr v koncentracii 0,1 hm.%. Takto pripraveny roztok bol mieSany po dobu 24 hod
a prefiltrovany. Do centrifugaénych skumaviek bolo odmeranych 30 ml roztoku ligninu.
Nasledne boli do kazdej skumavky pridané jednotlivé imobilizaty pripravené podla
optimalizovanych podmienok popisanych v kapitolach 4.1.10 a4.1.11 (vid. Tab.14).
Modifikacia ligninu prebiehala po dobu 24 hod. pri teplote 30 °C a stalom trepani 200 rpm.

Tab. 14 MnozZstvo a metddy imobilizacie enzymov ur¢enych k modifikacii ligninu.

Oznacenie Mnoistvo imobilizatu Metdda imobilizacie
BP_3BC 3 kruzky BC BC + CLEA
BP_6BC 6 krazkov BC BC + CLEA

BP_3BC_D 3 kruzky dezintegrovanej BC BC + CLEA

BP_C1 1 mg lyofilizatu CLEA CLEA
BP_C1,5 1,5 mg lyofilizatu CLEA CLEA
BP_C2,5 2,5 mg lyofilizatu CLEA CLEA

MERANIE MOLEKULOVEJ HMOTNOSTI

Po 24hod inkubacii roztoku ligninu s imobilizovanymi enzymami bol roztok prefiltrovany
a pripraveny do vialiek urCenych na meranie molekulovej hmotnosti. Nasledne bola zmerana
molekulova hmotnost modifikovaného ligninu metédou SEC-MALS—dRI (rozmerovo
vyluCovacia gélova permeacna chromatografia s viacuhlovym rozptylom svetla a detektorom
diferencialneho indexu lomu) s PolarGel-M kolénou (300 x 7,5 mm) a detektorom Agilent PL-
GPC 50 (podmienky analyzy vid. Tab.15).
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Tab. 15 Podmienky analyzy GPC pre meranie molekulovej hmotnosti modifikovaného ligninu.

Koléna PL gel mixed-C
Eluent DMSO + 0,1 % LiBr
Prietok 0,6 ml/min

Nastrik 50 pl

Teplota | 50°C

Detektor | Agilent PL-GPC 50, RI

U pripravenych vzoriek bola premerana molekularna hmotnost (Mw) a index polydisperzity
(PI) dvakrat. Vysledné hodnoty boli stanovené ako priemer z oboch merani. Zaroven bola
premerana aj referencia (nemodifikovany 0,1 % roztok ligninu v DMSO a 0,1 % LiBr).

INFRACERVENA SPEKTROSKOPIA S FOURIEROVOU TRANFORMACIOU (FTIR)

Pre zistenie chemickej Struktury modifikovaného ligninu bola pouZitd infraCervena
spektroskopia s Fourierovou transformaciou (FTIR) na spektrometre Nicolet iS5. Modifikovany
lignin bol pred meranim upraveny do formy pevnej fazy technikou tablety KBr. Tableta bola
zlisovana z priblizne 200 mg zmesi KBr a modifikovaného ligninu (5 mg), ktora bola poriadne
vysusena a rozotreta v achatovej trecej miske. Spektra boli merané v rozsahu vinoctov 400 az
4000 cm™. Pre porovnanie zmien v $trukture ligninu boli zmerané aj spektra alkalického ligninu
bez modifikacie. Ziskané data boli nasledne spracované pomocou programu OriginPro 2018b.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA

Ligninolytické enzymy vykazuju potencial Sirokého uplatnenia v priemysle potravin, lieCiv
alebo upravy polymérnych materialov, najma v sucasnosti, ked sa kladie dbéraz na vyuzitie
miernejSich a ekologickejSi podmienok. Vdaka tymto poZiadavkam sa €oraz viac skumaju
mozni producenti ligninolytickych enzymov, ako aj optimalne podmienky ich produkcie,
navysenie mnozstva a spésob mnohonasobného vyuzitia enzymov.

5.1.Vysledky optimalizacie kultivaénych podmienok plesne P.chrysosporium

V praci bol vybranym produkénym organizmom plesen Phanerochaete chrysosporium, ktora
vykazovala produkciu lignin-peroxidazy, mangan-peroxidazy a lakazy kultivovana staticky
v 50 ml média pri teplote 32 °C.

Kultivacia plesne prebiehala za Standardizovanych podmienok, pricom ovplyvnenie
produkovaného mnozstva enzymov bola skimana pouzitim réznych koncentracii uhlikatého
substratu (Glu) a pouZzitim induktoru (lignin a guaiacoal). Tieto latky boli vybraté z toho dévodu,
ze aromatické zlu€eniny uz v skorsich studiach vykazovali zvySenie sekrécie lignolytickych
enzymov, najma lakazy [93]. Narast produkcie lignolytickych enzymov zaznamenali aj Makela
a kol. (2013), ktori pouzivali ako zdroj uhliku drevo a ako induktor rozdrvenu jelSu. Tieto
substraty obsahuju lignin ako prirodzenu zloZku drevnej Struktury [94].
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Obr. 14 Porovnanie vplyvu pritomnosti induktoru a jeho koncentracie v médiu na produkciu lignin-
peroxidazy (K: kontrola; 0,5L: induktor 0,5 g/l ligninu; 1L: induktor 1 g/l ligninu; 3L: induktor 3 g/l
ligninu; 0,01G: induktor 0,01 g/l guaiacolu; 0,5G: induktor 0,5 g/l guaiacolu).

Sledovanie produkcie enzymov prebiehal po dobu 14. dni, pricom kazdy den boli
vykonané odbery na stanovenie enzymovych aktivit a mnozstva bielkovin v produkénom
médiu. Je dblezité poznamenat, ze nie je mozné zabezpecit optimalne podmienky pre
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maximalnu produkciu vSetkych troch enzymov sucasne (LiP, MnP a Lac) v jednom rastovom
médiu [89].

V priebehu sledovania vplyvu koncentracie uhlikatého substratu (glukozy) na produkciu
ligninolytickych enzymov boli pouzité kultivacné média s 1 g/l a 2 g/l glukézy. V tychto médiach
bol pridany ako induktor lignin v koncentraciach 1 g/l a 3 g/l, pri€om sa sledovala synergia
ucinku glukézy a ligninu na produkciu enzymov. Pri sledovani ucinku na LiP vykazovala
kontinualne najvysSie hodnoty enzymovych aktivit v médiu s 2 g/l glukézy a 3 g/l ligninu; do
9.dna kultivacie enzymova aktivita neklesla pod 0,17 U/ml. NajvysSia aktivita lignin-peroxidazy
bola namerana vo 4.den (0,2556 + 0,1158 U/ml). V §tadii Wang a kol. (2008) bol sledovany
vplyv koncentracie dextrozy ako uhlikatého substratu v réznych koncentraciach (2, 5 a 10 g/l).
Médium s koncentraciou dextrézy 2 g/l dosiahlo najvySSie enzymové aktivity LiP taktiez vo
4.den kultivacie [90].

Pridanim induktoru do kultivatného média bolo oCakavané zvySenie produkcie LiP.
Zvy3enie produkcie peroxidazy sa potvrdilo najma v prvych dfioch kultivacie (vid. Obr.14), kde
bol pozorovany znacny narast enzymovej aktivity oproti kultivatnému médiu bez induktora.
NajvyraznejSi narast vykazovalo médium s 3 g/l ligninu v 3.den kultivacie (0,2326 + 0,0197
U/ml). Indukény vplyv ligninu sa v8ak postupom €asu znizoval a naopak viacej peroxidazy sa
produkovalo v médiu bez induktora. Vplyv guaiacolu sa tiez za&al prejavovat az v neskorsich
drioch kultivacie. Mierne vys3&i vplyv vykazovalo médium s 0,01 g/l guaiacolu, kde sa najvy3sej
hodnoty dosiahlo v 14. defi (0,1176 + 0,0079 U/ml).
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Obr. 15 Porovnanie vplyvu pritomnosti induktoru a jeho koncentracie na produkciu lakazy (K: kontrola;
0,5L: induktor 0,5 g/ ligninu; 1L: induktor 1 g/ ligninu; 3L: induktor 3 g/ ligninu; 0,01G: induktor
0,01 g/l guaiacolu; 0,5G: induktor 0,5 g/l guaiacolu).
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Pri sledovani vplyvu koncentracie uhlikatého sustratu na produkciu lakazy, bola najvySsia
enzymova aktivita namerana v 11. den kultivacie v médiu s 1 g/l glukézy spolu s 3 g/l ligninu
(0,1042 £ 0,0188 U/ml). Trend rastucej produkcie s dobou kultivacie bol pozorovany aj u média
s 2 g/l glukdzy, pri€om najvysSia synergia bola s 3 g/l ligninu, podobne ako u lignin-peroxidazy.
Tu bolo najvy$8ej enzymovej aktivity dosiahnuté opat v 11. der (0,0863 + 0,0020 U/ml).

V ramci pozorovania vplyvu induktoru boli najlepdie enzymové aktivity dosiahnuté
v médiach s obsahom guaiacolu, ktory sa postupne zvySoval s dobou kultivacie (vid. Obr.15).
Najvyssej hodnoty lakazy dosahovala v 14. den v médiu s 0,01 g/l guaiacolu (0,2578 + 0,0339
U/ml). Ako dalSie médium, ktoré vykazovalo tretie najlepSie hodnoty enzymovych aktivit sa
ukazalo médium s 3 g/l ligninu. V fiom boli najvySSie hodnoty namerané v 10. a 12. den
(0,0583 + 0,0039 U/ml a 0,0589 + 0,0111 U/ml).
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Obr. 16 Porovnanie vplyvu pritomnosti induktoru a jeho koncentracie na produkciu mangan-
peroxidazy (K: kontrola; 0,5L: induktor 0,5 g/l ligninu; 1L: induktor 7 g/l ligninu; 3L: induktor 3 g/
ligninu; 0,01G: induktor 0,01 g/l guaiacolu; 0,5G: induktor 0,5 g/l guaiacolu).

Produkcia mangan-peroxidazy bola najvysSia opat v médiu s 3 g/l ligninu (vid. Obr.16),
pricom najvyznamnejSia synergia bola zistena v spojeni s koncentraciou glukézy 2 g/l. Tato
enzymova aktivita bola namerana v 3. den kultivacie (8,1 £ 0,6 mU/ml). V 10.den bola
dosiahnuta druha najvyssia hodnota (5,7 £ 0,2 mU/ml). Po tomto dni bol pozorovany nahly
pokles enzymovej aktivity v 11.defi. Obsah guaiacolu v médiu preukazal v prvych drioch
mierny narast v produkciu MnP oproti kontrole, avSak postupom ¢asu bola produkcia MnP skor
inhibovana. Podobny priebeh produkcie MnP bol sledovany v médiu s 2 g/l dextranu ako
uhlikatého zdroja aj v studii Wang a kol. (2008), kde boli najvySSie produkéné hodnoty
dosiahnuté v 5. a 6.defi [90]. Po tychto diioch bol taktieZ sledovany znaény pokles produkcie
MnP.
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Pre dalSie pouzitie extracelularnych enzymov na imobilizaciu bolo potrebné sledovat obsah
bielkovin v médiu [105]. Niektoré enzymy maju na svojom povrchu malo reaktivnych
aminoskupin, v désledku ¢oho nedokazu vytvorit dostato¢né prepojenia s glutaraldehydom pri
CLEA imobilizacii. NajCastejSie su tymito skupinami Lys zvysky. Ak ich je v Strukture proteinu
malo, pridava sa tzv. proteinovy napajac, ktory je bohaty na Lys zvySky (najmd BSA). Jeho
pridavkom dobjde k lepSiemu prepojeniu enzymovych agregatov azvySi sa ich stabilita.
Rovnaky problém nedostatoéného prepojenia agregatov méze nastat’ aj vtedy, ked je enzymov
(resp. proteinov) v kultivatnom médiu malo. Ztoho dbvodu bol sledovany obsah
extracelularnych bielkovin merany metédou podla Bradfordove;j.

Meranie obsahu bielkovin preukazalo najvysSiu hodnotu v 3.den (vid. Obr.17) v médiu
s obsahom ligninu 3 g/l (1,3490 +0,0195 mg/ml). V prvych dnoch preukazal lignin znacny
indukény efekt na produkciu bielkovin. Guaiacol indukény efekt nepreukazal; v neskorsich
drioch bol oproti kontrole pozorovany inhibicny efekt. U kontrolného média bez obsahu
induktoru bola najvyssia produkcia pozorovana v 7.def (1,3463 £ 0,0115 U/ml).
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Obr. 17 Sledovanie obsahu bielkovin na zéklade vplyvu induktoru (K: kontrola; 0,5L: induktor 0,5 g/l
ligninu; 1L: induktor 1 g/l ligninu; 3L: induktor 3 g/l ligninu; 0,01G: induktor 0,01 g/l guaiacolu; 0,5G:
induktor 0,5 g/l guaiacolu).

Pre pozorovanie vplyvu koncentracie glukézy na produkciu ligninolytickych enzymov boli
pouzité koncentracie 1 g/l a2 g/l v médiu s réznym obsahom ligninu ako induktoru (1 g/l
a 3 g/l). Vo v8etkych variantoch bol pozorovany synergicky ucinok glukézy s ligninom na obsah
extracelularnych bielkovin stanovenych v médiu. NajvysSie hodnoty vykazovalo médium
s obsahom 3 g/l ligninu a 2 g/l glukézy. Toto zvySenie bolo pozorované v prvé dni kultivacie
(1.-4. den) kedy sa obsah bielkovin pohyboval v rozmedzi 1,33-1,37 mg/ml. V7. den
nasledoval mierny pokles na 1,23 mg/ml. Na 8. def bol pozorovany opat narast na 1,37 mg/ml,
pricom nasledujuce dni obsah bielkovin klesol pod hodnotu 1,15 mg/ml.
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Na zaklade pozorovani vplyvu induktoru a koncentracie glukdzy u vSetkych troch enzymov
(MnP, LIiP aj Lac) bolo k dalSim experimentom vybraté kultivaéné médium s obsahom 3 g/l
ligninu a 2 g/l glukdzy. Doba kultivacie bola optimalizovana na 10 dni.

5.2.Vysledky optimalizacie CLEA imobilizacie lignolytickych enzymov

CLEA je imobilizacna stratégia bez potreby matrice, pri ktorej je imobilizovany enzym
vytvoreny reakciou agregacie a zosietovania molekul enzymu. Vyhodami tejto metédy su
nizka cena, ucinnost’ a jednoduchost prevedenia. Ako zrazacie Cinidlo sa bezne pouZziva siran
amoénny a ako sietujuce ¢inidlo GA. Zrazanie patri zaroven aj k purifikaénému kroku proteinov,
preto metdéda CLEA poskytuje precistenie enzymu a jeho imobilizaciu v jednom kroku.

Podla vysledkov z optimalizacie kultivaCnych podmienok boli vybrané podmienky, za
ktorych prebehla produkcia lignolytickych enzymov uréenych k imobilizacii. Kultivaéné médium
obsahovalo glukézu v koncentracii 2 g/l, lignin ako induktor v koncentracii 3 g/l a prebiehala
pri teplote 32 °C po dobu 10 dni. V tento den bolo médium prefiltrované a nasledne bola
vykonana optimalizacia imobilizacnych podmienok pre metédu CLEA.

5.2.1. Vysledky optimalizacie pH

Pri ko-imobilizacii enzymov MnP, LiP a Lac bolo potrebné stanovit optimalne pH pre zrazanie
enzymov. Nakolko optimalne pH pre kazdy enzym je rdézne, bolo délezité pri vybere
konkrétneho pH prihliadat aj na velkost enzymovej aktivity v roztoku. V ramci optimalizacie
pH boli vybrané hodnoty blizke optimalnym hodnotam precipitacii vSetkych enzymov.
Optimalne pH bolo vybrané podfa najnizSej zvySkovej enzymovej aktivity v supernatante
ziskanom po sto¢eni média.

zvySkovu aktivitu hodnota 6,0, konkrétne 1,33 + 0,14 U/ml. To znamena4, Ze v tejto hodnote
pH sa vyzrazalo z média najviac enzymu. Najmenej vyhodné pH pre precipitaciu LiP sa
ukazalo pri pH 7,0, pri ktorom bola zistena najvyssia zvySkova aktivita 1,35 + 0,07 U/ml.
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Obr. 18 Optimalizacia pH pre zraZanie lignin-peroxidazy (najvacsie vyzraZzanie enzymu pri najnizsej
hodnote enzymovej aktivity).
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sy

enzymova aktivita namerana pre hodnotu 5 (2,2 £ 0,6 mU/ml). To znaCi najvac¢siu precipitaciu
enzymu v tomto pH. Naopak k najmenSiemu vyzrazaniu doSlo pri neutralnom pH 7, kde bola
zvyskova aktivita enzymu 9,6 £ 0,7 mU/ml.
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Obr. 19 Optimalizacia pH pre zrazanie mangan-peroxidazy (najnizSia hodnota enzymovej aktivity
znamena najlepSie vyzraZzanie enzymu).

Optimalne pH pre precipitaciu Lac sa pohybuje v rozmedzi 4,0—7,0 [91].Pri precipitacii Lac
sa ako najvhodnejSie pH pre zrazanie ukazalo v hodnote 7, pri ktorom bola namerana
zvyskova aktivita 0,2075 + 0,0658 U/ml (vid. Obr. 20). Najmenej enzymu sa naopak vyzrazalo
pri pH 5, kde bola najvysSia zvySkova aktivita 0,4208 + 0,0458 U/ml. Sol¢any a kol. (2016)
uviedli oprimalne pH 6,0 pre precipitaciu Lac izolovanej z Trametes versicolor a pH 8,0 pre
Lac z Fomes fomentarius [91]. V ingj Studii Patel a kol. (2014) precipitovali Lac z Pleurotus
ostreatus pri pH 4,5 [92]. Podla toho mozno tvrdit, Ze optimalne pH precipitacie sa odvija od
producenta enzymu a je teda potrebné ho optimalizovat’ pre konkrétny kmeri.
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Obr. 20 Optimalizacia pH pre zrazanie lakazy (najnizSie enzymova aktivita znamena najlepSie
vyzrazanie enzymu).

Po zohladneni vSetkych nameranych vysledkov pre jednotlivé enzymy, bola pre dalSie
pokraCovanie experimentu vybrana hodnota pH 6. Pri vybere sa prihliadalo aj na velkost
enzymovych aktivit v ramci jednotlivych merani. Toto pH bolo najvhodnejSie pri precipitacii LiP,
ktora vykazovala najvy$Sie enzymové aktivity. Zaroven bola tato hodnota aj druha najlepSia
pre zvysSné 2 enzymy: MnP a Lac.

5.2.2. Vysledky optimalizacie koncentracie siranu aménneho

Druhym krokom bola optimalizovat koncentraciu siranu amoénneho, ktory sluzi ako
precipitacné Cinidlo. Ddlezité bolo vybrat vhodnu koncentraciu, ktora by vyzrazala pokial
mozno maximalne mnozstvo enzymu a zaroven by neposkodila jeho Struktiaru. Sledované boli
koncentracie 65, 70 a 75 hm.% siranu aménneho v roztoku média (15 ml).

koncentracii 75 hm.% a to 0,8971 + 0,01613 U/ml (vid. Obr. 21). Trend, ktory bol pri zrazani
LiP pozorovany, ukazuje, ze so zvySujucim sa obsahom siranu amoénneho sa zvySuje aj
mnozstvo precipitacie enzymu. NajvySSia precipitacia bola teda pozorovana pri koncentracii
75 hm.%. Precipitacia zaroven znizuje aktivnu plochu enzymu, ktord sa dostane do kontaktu
so substratom, av8ak zvySuje zaroven aj stabilitu enzymovych agregatov. V Studii Parveen
a kol. (2021) bola LiP zrazana siranom amonnym v koncentraciach 10-80 %, v ktorej bol
potvrdeny trend rasticej precipitacie so zvySujucou sa koncentraciou siranu amoénneho [95].
V tejto Studii bola najvysSia precipitacia LiP dosiahnuta pri koncentracii siranu 80 %.
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Obr. 21 Optimalizacia koncentréacie siranu amonneho pre vyzrazanie lignin-peroxidazy (najnizSia
enzymova aktivita znamena najlepSie vyzrazanie enzymu).

v v

enzymova aktivita (0,0018 + 0,0002 U/ml) namerand v roztoku média so 65 hm.% (vid Obr.
22).
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Obr. 22 Optimalizacie koncentracie siranu amoénneho pre zraZanie mangan-peroxidazy (najlepSie
vyzrdZanie enzymu vyjadrené najnizSou zvyskovou enzymovou aktivitou).
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Obr. 23 Optimalizacie koncentracie siranu aménneho pre zrazanie lakazy (najlepsie vyzrazanie
enzymu pri najnizsej zvySkovej enzymovej aktivite).

Pre lakazu bola najvySSia precipitacia sledovana v roztoku média s obsahom siranu
amonneho 70 hm.% (vid. Obr. 23). ZvyS8kova aktivita lakazy v tomto roztoku bola 0,0406 +
0,016 U/ml. V studiach Mukhopadhyay a Banerjee (2015), ktori izolovali Lac z Lentinus
squarrosulus, a Sinirlioglu a kol. (2013), ktori izolovali Lac z baktérie Shewanella putrefaciens,
sa ukazala ako najvhodnejSia koncentracia pre precipitaciu Lac 60 hm.% [96;97]. V inych
experimentoch Patel akol. (2014) a VrSanska akol. (2018) je popisana minimalna
koncentracia na vyzrazanie Lac z Pleurotus ostreatus a Trametes versicolor 75 hm.% [92;98].
Nakol'ko v Studiach boli pouziti rézny producenti Lac je mozné opat’ tvrdit, ze pravdepodobne
zalezi na zdroji ligninolytickych enzymov.

Pre dalSi optimaliza&ny krok bol vybraty roztok s koncentraciou siranu aménneho 75 hm.%,
ktory vykazoval najlepS$iu precipitaciu pre LiP. Vo vybere bol brany ohlad aj na velkost hodnét
enzymovych aktivit.

5.2.3. Vysledky optimalizacie koncentracie siet'ujiceho ¢€inidla

Po optimalizacii pH a koncentracie zrazajuce Cinidla siranu amoénneho bolo potrebné
optimalizovat aj koncentraciu sietujuceho Ccinidla GA, pri ktorej prebehlo najlepSie
zosietovanie proteinu a zaroven nebola poSkodena jeho aktivita a stabilita. Koncentracia GA
ovplyvnuje aktivitu enzymu v roztoku. Pri pouZiti prili§ nizkej koncentracie je mozné, Ze
molekula enzymu nebude dostatoCne zosietovana a stabilna, ¢o méze viest k vylihovaniu
enzymu do roztoku. Na druhej strane pri pouziti vysokej koncentracii GA méze dojst
k priliSnému zosietovaniu a sférickému obmedzeniu pristupu substratu k aktivnym miestam,
a tym aj strate aktivity enzymu [99]. Toto sietujuce Cinidlo sa velmi Casto pouziva pre tvorbu
CLEA aj z dévodu jeho nizkej ceny.
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K sietovaniu boli v experimente pouzité 3 rdzne koncentracie GA v roztoku: 10 mM, 50 mM
a 100 mM. Naijlepsia koncentracia GA bola zhodnotena podfa najnizSej enzymovej aktivity
(U/ml) v supernatante ziskanom po imobilizacii.

Na grafe (vid. Obr. 24) je zobrazena namerana zostatkova enzymova aktivita LiP pre r6zne

koncentracie GA. Z grafu sa jasne javi ako najvhodnejSia koncentracia GA 50 mM, v ktorej

fvove

1 -
09
08
0,7
06
05

0,4 A

enzymova aktivita (U/ml)

0,3 A

02 -

0,1 4

0 4

10 50 100

koncentracia GA (mM)

Obr. 24 Optimalizacia koncentracie glutaraldehydu pre zrazanie lignin-peroxidazy (najlepS$ie
vyzraZanie enzymu pri najnizSej zvySkovej enzymovej aktivite) .

Z grafu (vid. Obr. 25) pre optimalizaciu koncentracie GA pre MnP vyplyva, Ze k najlepSiemu
zosietovaniu doslo pri koncentracii 50 mM. Pri 10 mM ako aj pri 100 mM bola namerana
zvySkova enzymova aktivita vySSia, ¢o znamenda, Ze v tychto koncentraciach nedoSlo
k spravnemu zosietovaniu.

Podla Obr. 26 pre optimalizaciu koncentracie GA pre Lac je mozné tvrdit, Ze
k najvhodnejSiemu zosietovaniu doSlo pri koncentracii 50 mM. Pri nizSej koncentracii 10 mM
bola pozorovana najvysSSia zvySkova enzymovéa aktivita, pricom pravdepodobne doslo
k nedostatoénému zosietovaniu. O nieCo nizSia zvySkova aktivita bola stanovena pri
koncentracii 100 mM. Sietovanie Lac pri takto vysokych koncentraciach GA bolo popisané aj
v Studii Vr§anska a kol. (2018), kde bol pozorovany pokles enzymovej aktivity CLEA agregatu.
To bolo pravdepodobne spdsobené tzv. stuhnutim Struktiry, kde nie si mozné konformaéné
zmeny enzymu a tym dochadza aj blokacii aktivnych miest [76].

Z optimalizacie koncentracie sietujuceho €inidla GA vyplyva, ze pre vSetky 3 enzymy LiP,

fvowve

toho mozno ur€it, ze k najlepSiemu zosietovaniu enzymovych agregatov dosSlo pri tejto
koncentracii a dalej v praci bola pouzivana len ona.
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Obr. 25 Optimalizacia koncentracie glutaraldehydu pre zraZzanie mangan-peroxidazy (najnizsia
zvysSkova aktivita znamena najvacsie vyzrazanie enzymu).
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Obr. 26 Optimalizacia koncentracie glutaraldehydu pre zraZanie lakazy (najniZzSia zvySkova enzymova
aktivita znamena najvacsie vyzraZanie enzymuy).
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5.3.Vysledky imobilizacie lignolytickych enzymov na bakterialnej celul6ze

V dalSsom experimente imobilizacie lignolytickych enzymov bol ako nosi¢ pouzity biopolymér
bakterialna celuléza produkovana baktériami Komagataeibacter xylinus. Imobilizacia prebehla
v prvom pokuse formou adsorpcie, pri ktorej vSak hrozi vymyvanie enzymu, pretoze interakcia
medzi nosi€om a enzymom je slaba. V druhom pokuse bola metéda adsorpcie na BC spojena
s metédou CLEA, kde boli enzymy vyzrazané za pomoci siranu aménneho a nasledne
zosietované pomocou GA. Druha metdda zosietovanych agregatov na BC (BC + CLEA)
vykazovala o nie€o vysSie enzymové aktivity (vid. Tab.16). v imobilizacii MnP a Lac. Naopak
pri imobilizacii LiP bola pozorovana nizSia aktivita o0 39 %. Z dévodu rizika vymyvania enzymov
z nosiCa bola sledovana operacna stabilita imobilizovanych enzymov u metédy BC+CLEA
(vid. 4.2.3.1 Vysledky sledovania operacnej stability imobilizovanych enzymov na bakterialnej
celuléze).

Tab. 16 Enzymové aktivity namerané pre jednotlivé metddy imobilizacie na BC.

Enzym BC BC + CLEA
a(U/ml) a(U/ml)
LiP 0,133 + 0,005 0,081 + 0,010
MnP 0,003 + 0,001 0,003 = 0,002
Lac 0,044 + 0,002 0,090 + 0,009

Pri adsorp¢nej metdéde BC boli pouzité kruhové disky BC s priemerom 1,8 cm. Tie boli po
imobilizacii rozpustené celulazami, aby sa zistili aktivity adsorbovanych enzymov v péroch BC.
NajvysSie hodnoty enzymovej aktivity vykazovala LiP (vid. Obr. 27) a to konkrétne 0,1331 +
0,005 U/ml. Druha najvysSia enzymova aktivita bola namerana pre Lac (0,044 + 0,002 U/ml).

Najmenej sa podarilo imobilizovat MnP, ktora mala najnizSiu enzymovu aktivitu
2,6 £1,4 mU/ml.
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Obr. 27 Aktivity enzymov imobilizovanych na BC adsorpciou.
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Po zisteni nizkej uginnosti adsorpcie enzymov na BC bola vykonana druha metéda, ktora
spajala adsorpciu na BC spolu so zrazanim a sietovanim. Podmienky imobilizacie enzymov
v rastovom médiu boli optimalizované vySSie (vid. 4.2.2. Vysledky optimalizacie CLEA
imobilizacie lignolytickych enzymov). Zrazanie prebiehalo pri pH 6 akoncentracii siranu
amoénneho 75 hm.%. Pri sietovani bol pouzity GA v koncentracii 50 mM. Po ukonceni
imobilizacie bola BC opat rozpustena celulazami, aby sa zistila enzymova aktivita
adsorbovanych enzymov. Najvyssiu Specificku aktivitu vykazovala Lac 0,0897 + 0,0089 U/ml,
€o je asi 0 51 % viac ako len u samotnej adsorpénej metddy (vid. Obr.28). U LiP po zrazani
a sietovani bola namerana Specificka aktivita 0,0806 + 0,0104 U/ml. Narast enzymovej aktivity
oproti samotnej adsorpcii bol zisteni aj u MnP, ktorej Specificka aktivity bola 0,0030 + 0,0015
U/ml, o je viac asi 0 13 %.
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Obr. 28 Aktivita enzymov imobilizovanych na BC v spojeni s metdédou CLEA.

V porovnani so Studiou Chen a kol. (2015), ktory skumali vplyv velkosti Castic lyofilizovanej
BC na jej adsorp&nu schopnost a nasledne na enzymovu aktivity imobilizovaného enzymu
(lakaza), bola potvrdena nepriama zavislost [100]. Pre najvacsie lyofilizované d&astice
s rozmerom 20 x 20 mm dosiahla lakaza aktivitu 5,9 + 0,2 U/g BC. Rovnako porovnavali aj
vplyv poctu kuskov BC v celkovej hmotnosti 10,2 mg inkubovanych v médiu za pouzitia len
fyzikalnej adsorpcie. Pre 2 kusky lyofilizatu bola dosiahnuta enzymova aktivita Lac
7,1 1+ 0,3 U/g BC. Po prepocte pomocou faktoru (289 ml/g), ktory zahffial pomer inkubaéného
média a hmotnosti lyofilizatu BC, bola zistena Specificka aktivita Lac 223,67 + 2,73 U/g BC.
Takto znaCny narast enzymovej aktivity lakazy je mozné vysvetlit pouzitim tvorby sietovanych
agregatov enzymu pomocou siranu amonneho a GA.
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5.4.Porovnanie pouzitych imobilizaénych metéd

Po optimalizovani oboch imobilizaénych metdd boli porovnané ucinnosti imobilizacie
vyjadrené ako pomer enzymovych aktivit imobilizovanych enzymov oproti enzymovej aktivite
volného enzymu.

Tab. 17 Zhrnutie enzymovych aktivit a ucinnosti pouzitych imobilizacnych metéd.

Volny enzym CLEA BC BC + CLEA
a(U/ml) a (U/ml) | uéinnost (%) | a (U/ml) | uéinnost (%) | a (U/ml) | uéinnost (%)
LiP 0,9921 0,2656 26,77 0,1331 13,42 0,0806 8,13
MnP 0,0226 0,0200 88,39 0,0026 11,61 0,0030 13,39
Lac 0,3283 0,2508 76,40 0,0440 13,40 0,0897 27,33

Uginnost CLEA imobilizacie bola u kazdého enzymu rozdielna (vid. Tab.17). Najvyssia
ucinnost bola pozorovana pre MnP priblizne az 88 %. Ako druha najuspeSnejSia bola
imobilizovana Lac, ktora vykazovala uc€innost priblizne 76 %. Najmenej uspeSna bola
imobilizacia LiP (len priblizne 27 %).

Pri imobilizacii adsorpciou na BC bola samotna adsorpcia velmi malo uspedna. Enzymové
aktivity imobilizatov sa u jednotlivych enzymov pohybovali medzi 12-13 %. Takto nizka
ucinnost mohla byt spésobena prilis malou velkostou enzymov, ktoré sa tazko uchycovali
v pérov BC alebo sa velmi rychlo vymyli. Dal$im moZnym vysvetlenim neuspesnosti tejto
imobilizacie mbéze byt prili§ nizka koncentracia enzymov v kultivachom médiu, ktora bola
nedostatocna k inkorporacii enzymov do pérov BC.

Mierne zlepSenie mohlo priniest’ spojenie BC a CLEA metddy, kedy sa jednotlivé enzymy
najprv vyzrazali, aby vytvorili vacSie agregaty. Tie boli nasledne adsorbované do pérov BC
a zasietované pridavkom GA. Takto pripravené imobilizaty sfubovali menSie straty enzymu
spbsobené vymyvanim z pérov BC. Mierne zlepSenie potvrdila aj u€innost’ imoilizacie u MnP
(asi 13 %) a Lac (asi 27 %). Naopak pokles ucinnosti bol pozorovany u LiP, ktora bola len
priblizne 8 %. Aj napriek tejto skutonosti, bola k dalSiemu experimentu sledovania operacnej
stability pouzita BC spojena s CLEA imobilizaciou.

5.5.Vysledky sledovania operac¢nej stability imobilizovanych enzymov na

bakterialnej celuléze

Po vykonani imobilizacie na BC bola sledovana operacna stabilita jednotlivych enzymov poCas
7 cyklov, v ktorych boli merané enzymové aktivity. Pre nizku uc€innost imobilizacie na BC (vid'.
Tab.14) bola relativna aktivita R(%) pocitana z enzymovej aktivity zistenej v prvom cykle.
Moznost opatovného pouzitia enzymu je jednym z najdblezitejSich hladisk budiceho
priemyselného vyuzitia. Pouzitim enzymu v niekolkych po sebe nasledujucich davkach sa
dokazu v znacnej miere znizit prevadzkové naklady.

Operacna aktivita lakazy bola sledovana v oxidacnej reakcii ABTS po sebe nasledujucimi
cyklami (vid Obr.29). V cykle 2 a 3 bol pozorovany mierny pokles relativnej aktivity (91 %
a 87 %). Vo 4. a 5. cykle nasledoval narast aktivity, kedy bola dosiahnuta najvyssia relativna
aktivita 102 % (5.cyklus), €o indikuje aktivaciu enzymu, resp. prechod z pokojového stavu do
aktivnej katalyzy. Po tejto hodnote bol opat pozorovany pokles relativnej aktivity v 6. cykle
(88%) a mierny narast v poslednom 7. cykle (97%). V kazdom cykle experimentu vykazovala
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LiP vysoku relativnhu aktivitu nad 85 % svojej pdvodnej aktivity, ¢o znaci dobru opatovnu
pouzitelnost imobilizovaného enzymu. Takto vysoka relativna aktivita (nad 85 %) bola
potvrdena aj v studii Qiu a kol. (2009) pri ko-imobilizacii LiP a GOD (glukbézaoxidazy) na
nanopory zlata po 7. cykloch sledovania opatovnej pouzitelnosti [101]. Stabilita
imobilizovaného enzymu a jeho katalyticka schopnost suvisia s vlastnostami pozitého nosica,
najma s porovitostou. Zaroven je pre opatovné pouzitie imobilizovaného enzymu dbélezity aj
mechanizmus prichytenia. Pri slabych nekovaletnych interakciach méze dochadzat
k vy§Siemu vymyvaniu enzymu z porov nosica, ¢im sa znizi aj opakovatelnost jeho pouZitia.
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Obr. 29 Operacna stabilita imobilizovanej lignin peroxidazy na bakterialnej celul6ze (100%-na
enzymova aktivita zndzornena v 1.cykle).

Relativna enzymova aktivita MnP v sledovani operacnej stability vykazovala v prvych
cykloch (2.—4.) zna¢ny narast nad 150 % (vid. Obr.30), pricom najvy$Sia relativna aktivita bola
zistena vo 4. cykle az 365 %. V tomto kroku mozno predpokladat’ najlepS$iu katalyticku aktivaciu
enzymu MnP. V 5.a 6. cykle nastal vyznamny pokles aktivity na 50 a 63 %. V poslednom 7.
cykle bol pozorovany opat dalSi narast aktivity na 181 %. Pri pokusoch Kalsoom a kol. (2022)
bola MnP imobilizovana na nanocastice oxidu zelezitého a nasledne bola pouzita na
degradaciu farbiv [102]. S postupnym opatovnym pouzitim imobilizovanej MnP bola viditelna
znizujuca sa ucinnost’ dekolorizacie pouzitych farbiv az pod 10 % v zaverenom 7. cykle.
Vysledky v grafe (Obr.30) nevyjadruju jednoznacny znizujuci sa trend uvadzany v studiach,
¢im su vrozpore s predpokladom znizujucej sa enzymovej aktivity s po¢tom cyklov pri
sledovani operacnej stability ako je popisané vysSie v praci.
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Obr. 30 Operacna stabilita mangan-peroxidazy imobilizovanej na bakterialnej celuléze (relativna
enzymova aktivita v 1.cykle znazorriuje 100%).

Operacna stabilita imobilizovanej lakazy preukazala relativne konstantnu ucinnost nad 100
% po celu dobu trvania cyklov (vid. Obr. 31). Jediny vyznamny pokles relativnej aktivity bol
pozorovany v 5. cykle priblizne na 99 %. Naopak najvy$Sie aktivity priblizne 102 a 103 % boli
zistené v 2. a 4. cykle experimentu. Ako je viditelné z grafu (Obr.31), rozdiely medzi
enzymovymi aktivitami v jednotlivych cykloch su velmi malé, €o znaci vysoku operacnu
stabilitu po celt dobu trvania experimentu. Porovnanim s experimentom Frazao a kol. (2014),
ktori taktieZ imobilizovali Lac na lyofilizovanych kuskoch BC, bola dokazana operacna stabilita
nad 85 % po celu dobu trvania pokusu [54]. V Studii Saravanakumar a kol. (2016) pri
imobilizacii Cerstvej lakazy zistili zachovanie aktivity okolo 85 % az po 16 reakénych cykloch
[103]. Sledovanie stability zapuzdrenej Lac v sol-gélovej matrici Lloretom a kol. (2011)
potvrdilo zvySkovu aktivitu 87 % po 7 operacnych cykloch [104].

54



106 H

104 4

102 ~
100 A
98 A
96 ~
94 T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

cyklus (-)

realtivna aktivita (%)

Obr. 31 Operacna stabilita lakazy imobilizovanej na bakterialnej celuléze (relativna enzymova aktivita
pocitana z 1.cyklu), kde je enzymova aktivita 100%-na).

5.6.Vysledky modifikacie ligninu

K modifikacii ligninu boli pripravené imobilizované enzymy podla optimalizovanych podmienok
CLEA metddou a metédou na BC spojenou s enzymovymi agregatmi (BC + CLEA). Roztok
ligninu o koncentracii 0,1 hm.% bol pripraveny rozpustenim alkalického ligninu v DMSO
a0,1 hm.% LiBr. Nasledne boli do 30 ml roztoku ligninu vloZzené rézne koncentracie
imobilizovanych enzymov. Modifikacia prebiehala po dobu 24 hod pri stdlom mieSani na
trepacke 200 rpm a teplote 30 °C.

5.6.1. Vysledky merania molekulovej hmotnosti

Molekulova hmotnost modifikovaného ligninu bola merana z dévodu potvrdenia modifikacie
uc¢inkom imobilizovanych enzymov pomocou metéd CLEA aenzymovych agregatov
inkorporovanych v péroch BC. Ako referenéna vzorka bol pouzity roztok ligninu v koncentracii
1 g/l v DMSO a 0,1 % LiBr. Meranie prebiehalo metédou SEC-MALS—dRI.

Vysledky merania molekulovej hmotnosti (Mw) a indexu polydisperzity (Pl) su zhrnuté
v Tab.18. U vSetkych vzoriek boli tieto hodnoty vypocitané ako priemerné hodnoty z 2
paralelnych merani. Zmena molekulovej hmotnosti oproti referencii je ukazovatelom uspesnej
modifikacie ligninovej Struktury. Jej zmena znadi rozklad ligninu pomocou pouZitia
enzymatickych preparatov ziskanych imobilizaciou na BC alebo CLEA metédou. Okrem
molekularnej hmotnosti bol merany aj index polydisperzity (Pl), ktory je mierou heterogenity
vzorky [106]. Podla ustanoveni Medzinarodnej organizacie pre normalizaciu (ISO) su hodnoty
Pl < 0,05 charakteristické pre monodisperzné vzorky a hodnoty Pl > 0,7 pre polydisperzné
vzorky.
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Tab. 18 Vysledky molekulovej hmotnosti a polydisperzity v lignine modifikovanom imobilizovanymi
enzymami (R... referencnéa vzorka nemodifikovaného ligninu; C1... CLEA imobilizat v mnoZstve 1 mg;
C1,5... CLEA imobilizat v mnoZstve 1,6 mg; C2,5... CLEA imobilizaty v mnoZstve 2,5 mg; 3BC... 3
kruzky BC; 6BC... 6 kruZzkov BC; 3BC_D... 3 krtuZky dezintegrovanej BC).

Vzorka Molekulové hmotnost Index polydisperzity (-)
(kDa)

R 17,74 £ 0,06 3,03+0,73
C1 12,19+ 0,25 2,10+ 0,08
C1,5 16,45 + 0,42 2,32 +0,48
c2,5 29,78 £ 0,52 2,16 £ 0,08
3BC 10,11 +0,30 1,35+0,24
6BC 9,19+0,35 1,12+ 0,03
3BC D 8,75+0,32 1,20+ 0,07

Molekulova hmotnost’ ligninu modifikovaného metédou CLEA (C1; C1,5 a C2,5) by podla
predpokladu mala vykazovat nizSie hodnoty ako referencia. Tento predpoklad bol potvrdeny
u 2 vzoriek: C1 a C1,5. Pridavok imobilizatu CLEA v mnozstve 1 mg uUspesSne modifikovalo
lignin, ktorého molekulova hmotnost bola stanovena na priblizne na 12 kDa. Imobilizat
v mnozstve 1,5 mg modifikoval lignin na molekulovd hmotnost priblizne 16 kDa. Lignin
modifikovana 2,5 mg imobilizatu CLEA vykazoval najvys$Siu molekulovi hmotnost priblizne
30 kDa. Tato hodnota je vySSia ako hodnota referencie, preto mozno povazovat v tomto
pripade modifikaciu za neuspesnu. Na zaklade r6zneho mnozstva pridavkov imobilizatu sa
oCakavala aj ina ucinnost enzymov; so zvysujucim sa mnozstvom enzymov by sa mala
zvySovat ucinnost procesu modifikacie a tym aj klesat molekularna hmotnost modifikovaného
ligninu. Tento domnienka vS8ak bola pofas merania vyvratena a najlepSie ucinkovali
imobilizované enzymy v mnozstve 1 mg.

Pri modifikacii ligninu enzymami imobilizovanymi v BC bola u vSetkych vzoriek potvrdena
uspesnost experimentu nameranim niz8ej molekulovej hmotnosti ako u referencie. Pri pouziti
3 kruzkov imobilizatu bola molekulova hmotnost priblizne 10 kDa. Modifikacia 6 kruzkami BC
molekulova hmotnost' bola stanovena u modifikacie s pouzitim 3 dezintegrovanych kruzkov
BC, priblizne 9kDa. Trend zvySujucej sa ucinnosti a zaroven klesajucej molekularnej hmotnosti
modifikovaného ligninu bol potvrdeny pri porovnani vysledkov 3 kruzkov a 6 kruzkov BC.
O nieCo vys8ia uCinnost, resp. nizSia molekulovd hmotnost, bola pozorovana
u dezintegrovanych kruzkov BC, aj napriek tomu, Ze boli pouzité len 3. K zvySenej modifikacii
ligninu prispelo predupravenie kruzkov BC dezintegraciou po imobilizacii enzymov. To
umoznilo lepSiu difuziu enzymov z pérov BC do roztoku ligninu, atym lepSi pristup
k modifikovanej molekule.

Index polydisperzity sa pouziva ako miera Sirky distribucie molekulovej hmotnosti [107].
Cim vagsi je P, tym vacsia je molekulova hmotnost. Vetky hodnoty Pl stanovené pri merani
molekulovej hmotnosti v Tab.18 su podla ISO noriem charakteristické pre polydisperzné
vzorky. NajvysSiu polydisperzitu, teda distribuciu molekulovych hmotnosti, vykazovala
referencia, priblizne hodnotu 3. U hodn6t Pl meranych vzoriek bol pozorovany podobny trend
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(2,10) stanovena pre vzorku s 1mg imobilizatu (C1), €o znamena, ze tato vzorka je z danej
sady najviac homogénna. NajvysSiu polydisperzitu (2,32) vykazovala vzorka C1,5, kde bola
navazka imobilizatu 1,5 mg. Pri dalsom zvySeni pridavku imobilizatu na 2,5 mg (C2,5) bol
pozorovany pokles polydisperzity (2,16), avSak nie aZz na hodnotu ako u C1l vzorky.
pouzitych 6 kruzkov imobilizovanych enzymov. Z toho mozno usudit, ze tento imobilizat
dokazal modifikovat’ lignin do najviac homogénnej vzorky. Najviac heterogénna sa ukazala
vzorka 3BC, kde bola namerana polydisperzita 1,35. U vzorky s dezintegrovanou BC sa
ocCakavalo podla trendu sledovaného u Mw dalSie znizenie polydisperzity, ktoré vSak nebolo
potvrdené. Naopak, hodnota Pl sa oproti vzorke 6BC eSte mierne zvysila na hodnotu 1,20.

5.6.2. Vysledky merania FTIR

Meranie FTIR bolo vykonané z dévodu zistenia, ¢i pri modifikacii ligninu ziskanymi enzymami
skuto€ne doslo k zmene jeho Struktary. Vzorky modifikovaného ligninu boli merané vo forme
tabliet KBr (vid. Obr.32). Do kazdej tablety bolo navazenych priblizne 5 mg ligninu, ziskaného
po modifikacii imobilizovanymi ligninolytickymi enzymami a naslednym vysusenim.

1 D

Obr. 32 Tableta modifikovaného ligninu pre meranie FTIR (1... 1 mg CLEA imobilizatu; 2... 1,5 mg
CLEA imobilizatu; 3... 2,5 CLEA imobilizatu; 4... 3 kraZky imobilizatu BC; 5... 6 kriZkov imobilizatu BC;
6... 3 kruZky dezintegrovaného imobilizatu BC).

Spektra ziskané meranim vzoriek modifikovanych ligninov a referen¢nej vzorky kraft ligninu
su zobrazené na Obr.33. Jednotlivé spektra su pomenované skratkami podla pouzitych
imobiliza&nych technik a mnozstva pouzitého enzymu podfa Tab.14. Podfa udajov z literatary
boli k absorpénym pasom v spektre priradené charakteristické funkéné skupiny. Vzorky
vykazovali absorpéné pasmo v oblasti 3000—-3600 cm?, ktoré su charakteristické pre valenéné
vibracie hydroxylovych skupin v aromatickych a alifatickych Struktdrach [108; 111]. Nakolko
sa tieto pasma nachadzali u vSetkych meranych vzoriek ako aj u referenénej vzorky ligninu,
bol tento vinoet zanedbany. Délezité zmeny v Struktire ligninu boli viditelné v oblasti 400—
1700 cm™. Podla nameranych absorpénych spektier zobrazenych v grafe (Obr. 33) je
viditelné, Ze spektra vzoriek modifikovaného ligninu mozno rozdelit do 2 skupin podla pouzitej
imobilizacnej metody enzymov.

V spektre patriacemu refereCnej vzorke kraft ligninu bola namerana absorbancia pri
vinovych dizkach 1595, 1512 a 1425 cm, ktora je priradovana vibracii aromatického kruhu
fenylpropanovej (C9) kostry [109—-111]. U analyzovanych vzoriek po modifikacii je viditelny
mierny posun tohto maxima absorbancie do 1635 cm™ pre CLEA imobilizaty a 1653 cm™ pre
imobilizaty na BC. U oboch sad bol pozorovany aj pokles intenzity aborbancie, ktory bol vSak
vyraznejSi u bakteridlnej celulézy. Oproti referenénej vzorke kraft ligninu do$lo v hodnotach
1512 a 1425 cm™ k znaénému zniZeniu intenzity absorbancie u vzoriek CLEA imobilizatov (C1;
C1,5 a C2,5). Pri enzymoch imobilizovanych na BC (vzorky 3BC; 6BC a 3BC_D) absorbancia
v 1512 cm? Gplne vymizla. Vibracie aromatickych jadier mozno pripisat aj vzorkdam s BC,
pricom aj v tomto pripade doslo k zniZeniu intenzity absorbancie. Na druhej strane sa u tychto
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vzoriek objavilo dal$ie absorpéné maximum v hodnote 1338 cm™. K tomuto pasmu mozno
priradit vibraciu methoxylovej skupiny.

Absorbancia (-)

v T — m == T v 1
2000 1600 1200 800 400

Vinoéet (cm™)

Obr. 33 FTIR spektréa ligninu modifikovaného imobilizovanymi enzymami.

Kraft lignin dalej vykazoval vibracie pri 1265 a 1225, ktoré su typické pre C-O vazby
karbonylov a pre vibracie C—C, C-O a C=0 valenc¢nej (stretching) vazby v aromatickom
guajacylovom kruhu. Tieto absorpéné maxima u CLEA imobilizatov boli potlacené uplne alebo
vykazuju posun maximuma do hodnoty 1018 cm™. Naopak u BC boli absorpéné maxima
mierne posunuté blizSie k sebe do hodnét 1194 a 1051 cm*. Okrem toho mozno absorbanciu
v 1194 cm? interpretovat aj ako stretching fenolickych a éterovych vazieb. Absorpéné
maximum v 1032 cm je typické pre vibracie C—O alebo primarne alkoholy. U modifikacie
CLEA agregatmi sa v spektrach objavilo dalSie absorpéné maximum v 954 cm, ktoré
charakterizuje karboxylovd skupinu. Absorpéné pasmo s maximom v 879 cm™ patri mimo-
rovinné deformacné vibratné vazby C-H aromatického kruhu. Absorpéné maxima
v hodnotach vino¢tov 721 a 586 cm™ charakterizuji nasobné vazby medzi uhlikatymi atdmami
(dvojnu a trojnu). V skupine ligninu modifikovaného imobilizatmi na BC je tento pik mierne
posunuty k hodnote 559 cm™. Oproti kraft ligninu a CLEA imobilizacii vykazuje znacne
zvy$enu hodnotu intenzity absorbancie. Dalej sa v tejto sade zobrazilo absorpéné maximum
v 785 cm?, ktoré potvrdilo vyskyt aromatickych $truktdr v modifikovanom lignine.
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6. ZAVER

Tato diplomova praca bola zamerana na produkciu ligninolytickych enzymov MnP, Lac a LiP
pomocou plesne P.chrysosporium a naslednou imobilizaciou tychto enzymov. V ramci
optimalizacie kultivanych podmienok bol sledovany vplyv réznej koncentracie uhlikatého
zdroja a induktorov na produkciu extracelularnych ligninolytickych enzymov v kultivaénom
médiu. Ako uhlikaty substrat bola vybrata glukéza v koncentraciach 1 g/l a 2 g/l. Ako induktory
boli sledované lignin a guaiacol, vybraté podla predchadzajucich studii, v koncentraciach 0,5
g/l, 1 g/l a 3 g/l pre lignin a 0,02% a 1 % pre guaiacol. Kultivacia prebiehala po dobu 14 dni
v 50 ml kultivatného média, pricom bola kazdy den sledovana enzymova aktivita LiP, MnP a
Lac v médiu. V tomto bode sa ako najvyhodnejSi synergicky efekt ukazal medzi glukézou
v koncentracii 1 g/l aligninom v koncentracii 3 g/l. Lignin v tejto koncentracii preukazal
najvyssi vplyv na produkciu enzymov, ktory bol najviac pozorovany v prvych drioch kultivacie.
Guaiacol preukazal vyznamnejsi vplyv len na produkciu lakazy az v poslednych droch
kultivacie.

Po optimalizovani produkénych podmienok boli enzymy ko-imobilizované niekolkymi
metddami: CLEA, adsorpciou na BC a spojenim oboch metdd, tzn. tvorbou enzymovych
agregatov inkorporovanych do poérov BC. Samotna adsorpcia enzymov na BC nebola velmi
ucinna a enzymy sa podarilo imobilizovat' len na 11-13 %. O nieco vyS$3&iu ucinnost’ preukazalo
spojenie BC s CLEA imobilizaciou pre MnP 13,4 a Lac 27,3 %. NizSia ucinnost bola namerana
pri imobilizacii LiP, kde jej hodnota klesla na 8,1 %. Najviac uc¢innou sa v experimente
preukazala CLEA imobilizacia, ktora pozostavala z 2 krokov: precipitacie enzymov pri
vhodnom pH siranom aménnym a naslednym sietovanim pomocou GA. Pri optimalizovani
precipitacie boli sledované pH v rozmedzi 5-7, priCom ako najvhodnejsia bola vybrata hodnota
6,0. Sledovanie réznych koncentracii siranu amoénneho (65, 70 a 75 hm.%) preukazalo
najlepsiu precipitaciu pri 75 hm.%. Nakolko boli optimalne podmienky precipitacie pre kazdy
enzym iné, vhodné pH a mnozstvo siranu boli vybraté podla enzymu, ktory dosahoval
najvyssiu enzymovu aktivitu. V ramci optimalizacie mnozstva GA, boli skimané taktiez 3
koncentracie: 10 mM, 50 mM a 100 mM. Tu sa pre vSetky tri enzymy ukazala ako
najvhodnejSia koncentracia 50 mM. Optimalizované podmienky boli zaroven pouzité aj pri
imobilizacii BC + CLEA.

Dalsim krokom bolo overit operaénu stabilitu imobilizovanych enzymov, pri¢om z dévodu
lahdej manipulacie bol tento krok prevedeny len s metédou BC + CLEA. Operacna stabilita
bola sledovana v 7. po sebe nasledujucich cykloch odburavania substratu pouzitych pri merani
enzymovych aktivit. U LiP bola pozorovana relativne stabilna ucinnost’ po celt dobu 7.cyklov,
pricom relativna enzymova aktivita nikdy neklesla pod 87 %. Operacna stabilita MnP
vykazovala znacné rozdiely relativnych aktivit v jednotlivych cykloch merania. NajvysSej
aktivity dosiahla MnP vo 4.cykle, az 356 %. Operac¢na stabilita Lac vykazovala viac ako 100%-
nu relativnu aktivitu takmer vo vSetkych cykloch, pricom v8ak nikdy neklesla pod 99 %. Z tychto
merani vyplynulo, Ze aj lakdza a lignin-peroxidédza vykazovali kontinudlne vysoké relativne
enzymové aktivitu po celu dobu trvania experimentu.

V poslednom bode boli imobilizované enzymy pouzité na modifikaciu ligninu, pripraveného
vo forme roztoku o koncentracii 0,1 hm.% v DMSO pre HPLC s 0,1 hm.% LiBr. Po 24hod
inkubacii ligninu s imobilizovanymi enzymami v réznych koncentraciach a r6znych formach
boli zmerané molekularne hmotnosti (Mw) a index polydisperzity (PI) metédou SEC-MALS—
dRI. Okrem jednej vzorky (C2,5), boli u vSetkych imobilizatov potvrdené uspesné modifikacie
ligninovej Struktury znizenim jeho molekulovej hmotnosti ako aj znizenim polydisperzity.
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Z toho mozno usudit, ze enzymy uspesne depolymerizovali lignin a zvySili jeho homogenitu.
Zmeny v Strukture boli analyzované aj metédou FTIR, kde spektra modifikovanych ligninov
vykazovali mierne odchylky od nemodifikovaného alkalického ligninu.
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12. ZOZNAM SKRATIEK

ABTS: diamonna sol kyseliny 2,2 -azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfénovej)
ATR: attenuated total reflectance (UpIny odraz Ziarenia)

BC: bakterialna celuléza

BSA: bovinne serum albumin (bovinny sérovy albumin)

CLEA: cross-linked enzyme aggregates (zosietované enzymové agregaty)
DyP: dye de-colorizing peroxidase (farbivo odfarbujuca peroxidaza)

DMP: dimetylftalat

DMSO: dimetylsulfoxid

EDC: 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid

FTIR: infralervena spektrometria s Fourierovou tranformaciou

G: koniferylalkohol

GA: glutaraldehyd

GPC: gélova permeacna chromatografia

H: kumarylalkohol

HPLC: high-performance liquid chromatography (vysokoucinna kvapalinova chromatografia)
Lac: lakaza

LiBr: bromid litny

LiP: lignin peroxidaza

MnP: mangan-dependentna peroxidaza

Mw: molar weight (molarna hmotnost)

MWL: milled wood lignin (lignin z mletého dreva)

PDA: potato-dextrose agar (zemiakovo-dextrozovy agar)

Pl: index polydisperzity

S: syringylalkohol

SEC-MALS—dRI: rozmerovo vyluCovacia gélova permeacna chromatografia s viacuhlovym
rozptylom svetla a detektorom diferencialneho indexu lomu

SmC: submerzna kultivacia

SSC: staticka kultivacia v tuhom stave

TAC: total antioxidant capacity (celkova antioxidacna kapacita)
UV: ultrafialové Ziarenie

VA: veratrylalkohol

VP: versatile peroxidase (vestranna peroxidaza)
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