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Abstrakt

Houby bilé hniloby (HBH) jsou heterogenni skupinou hub, jejichz hlavni schopnosti je
degradovat obtizné rozlozitelné organopolutanty zneCiStujici Zivotni prostiedi. Mezi né patii
napiiklad syntetickd barviva obsazend v odpadnich vodach textilnich tovaren. Mira jejich
degradacni aktivity zavisi na produkei extracelularnich enzymii mangan-dependentni peroxidazy
(MnP), lakazy (Lac) a lignin peroxidazy (LIP). Dulezitym aspektem z hlediska praktické aplikace
jsou interakce ligninolytickych hub s bakteriemi. Cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv bude mit
piitomnost E. coli na dekoloriza¢ni schopnosti houby Irpex lacteus. Po porovnani vysledkt
kombinovanych kultur s kontrolnimi kulturami bylo u obou pokust zjisténo, Ze ptitomnost E coli
nemé¢la na dekolorizaéni kapacitu I. lacteus vliv.
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Uvod

Béhem poslednich let probihal intenzivni vyzkum tykajici se schopnosti raznych
mikroorganismti degradovat organopolutanty znecistujici zivotni prostfedi. Tento vyzkum byl
zaméfen | na ligninolytické houby, které jsou diky svému enzymatickému systému schopny
degradace Siroké skaly obtizné rozlozitelnych latek, mezi které fadime i synteticka barviva [1.].
ProtoZze bc¢hem biodegradacniho procesu tyto houby dostavaji do kontaktu s bakterianimi
mikroorganismy, byly mé experimenty soustfedény na interakce HBH a bakterialnich kmenti [2.].

Zvysenou schopnost degradace syntetického barviva napiiklad prokazal Baldrian [3.],
ktery studoval vlivy interspecifickych interakci mezi HBH a mikroorganismy pomoci méfeni
aktivity enzymu Lac. ZvySenou aktivitu tohoto enzymu zjistil po pfidani bakterialniho kmene,
kvasinek, ale 1 pfi kontaktu s nesterilnim prostfedim. Kromé toho vyssi aktivita lakazy korelovala
v kombinovanych kulturach s rychlejsi dekolorizaci barviva RBBR. Vysledky téchto pokust tak
ukdzaly ucinnost kombinovanych kultur ligninolytickych hub interagujicich s vybranymi
bakterialnimi kmeny pfi jejich pouZiti v bioremediaci.

Pro tento experiment byla vybrana houba Irpex lacteus, ktera je v piirodé vazana na mrtvé
drevo listnatych stromt a je povazovana za uc¢inného biodegradatora [4.]. Spolu s Phanerochaete
chrysosporium a mnohymi dal§imi se fadi mezi ligninolytické houby, které produkuji v§echny tfi
zakladni typy enzymt — MnP, Lac i LIP [5.]. Jako zastupce bakterii byl zvolen kmen Escherichia
coli, ktery se ¢asto obecné pouziva jako modelovy bakterialni organismus [6.].

Béhem pokusti byla ligninolyticka houba I. lacteus vystavena definované bakterialni
kontaminaci E. coli, pficemz byla méfena jeji enzymaticka aktivita a mira dekolorizace barviva.
Byla sledovana rychlost, sjakou I. lacteus dekolorizoval barvivo b&éhem tii provedenych
dekoloriza¢nich cykli a rozdily v dekolorizaci kombinovanou kulturou (lI. lacteus + E. coli)
oproti houbové kontrole (I .lacteus).



Material a metody

Houbovy kmen Irpex lacteus, byl ziskan ze sbirky basidiomycetti Mikrobiologického
tstava AV CR, v.v.i. v Praze. Jako bakterialni kmen byl pouzit kmen Escherichia coli CCM
3988. Pro vlastni pokusy bylo vybrano Kirkovo médium pH 6 a antrachinonové barvivo RBBR
v koncentraci 150 mg/I.

Pro oba experimenty byly pfipraveny sterilni Erlenmayerovy banky o objemu 250 ml,
do kterych byla umisténa polyamidova draténka slouZzici jako nosi¢ pro imobilizaci houby.
Do kazdé banky pak bylo pfidano 100 ml Kirkova média, 10 ml homogenni houbové Kultury
a 1 ml bakteridlni suspenze o koncentraci 10° CFU. V prvnim pokusu byla tato suspenze piidana
7 dni po prfidani houbové kultury, ve druhém pokusu, byla E. coli pfidana zaroven
s homogenizovanou houbou.

Pokus probihal v tripletech, kdy tfi bafiky obsahovaly kombinovanou kulturu bez barviva
(I. lacteus + E. coli) a tii kombinovanou kulturu s barvivem (I. lacteus + E. coli + RBBR). Dale
byly zahrnuty kontroly a to jak Cisté houbové, tak i Cisté bakterialni, také vzdy v tripletech: houba
bez barviva (I. lacteus), houba s ptidanym barvivem (l. lacteus + RBBR) a bakterialni kultura bez
ptidaného barviva (E. coli) a také s barvivem (E. coli + RBBR). Vsechny banky byly kultivovany
po celou dobu pokusu v termostatu pii teploté 28°C a jednou tydné byla spektrofotometricky
meéfena enzymatickd aktivita enzymt MnP, Lac a LIP a mira dekolorizace barviva pii vinové
délce A = 578 nm. Kazdych 14 dni byl provadén kontrolni vysev bakterii na agarové plotny
s MPA.

Vysledky a diskuse

Na nasledujicich grafech miZzeme pozorovat dekolorizaéni aktivitu houby I. lacteus
(Obr. 1. a 3.) a aktivitu enzymu MnP (Obr. 2. a 4.).

Jak lze vidét z Obr. 1 a 3, byly provedeny tii cykly dekolorizace. Béhem obou pokust
doslo k u¢innému odbarveni barviva RBBR ve vSech kulturach obsahujicich houbovy kmen, a to
zejména V prvnich dvou cyklech s GspéSnosti ptes 90%. Jak mizeme pozorovat na Obr. 3,
hodnoty dekolorizace byly na konci obou cykll v blizkosti nuly. Béhem tietiho cyklu byla mira
dekolorizace niZ§i, predev§im u prvniho pokusu, kde bylo degradovano pouze 30% piidaného
barviva. U druhého pokusu se v§ak nakonec hodnoty pozvolna zacaly pfibliZzovat k nule.

Na Obr. 2 a 4 je pak zaznamenana aktivita enzymu MnP, ktery houba I. lacteus
produkovala. U obou pokust si Ize pov§Simnout prudkého zvySeni enzymatické aktivity, které
odpovida dobé¢, kdy byl zapocat druhy dekoloriza¢ni cyklus a do ban€k bylo opét pfidano nové
barvivo. U prvniho pokusu je to 20. den a u druhého pokusu je to béhem 15. dne. Po tomto
prudkém naristu vSak opét aktivita tohoto enzymu poklesla.

Po srovnani namétfenych vysledki kombinovanych a ¢isté¢ houbovych kultur miizeme fici,
7e bakterialni kmen E. coli nemél vliv na degradacni schopnosti houby I. lacteus. Vysledky
provedenych pokust nepotvrzuji zjisténi, ze Baldriana [3.] 0 pozitivnim vlivu na dekolorizaci
barviva RBBR pfi pouZiti kombinované kultury. Jiné publikované vysledky o vlivu bakterialni
kontaminace vsak ukazuji, ze pii degradaci polychlorovanych aromatickych uhlovodika byl
pozorovan naopak negativni vliv bakterii na degrada¢ni schopnosti HBH [7.]. Pti degradaci
polychlorovanych bifenylti Fernandez-Sanchez [8.] prokazal vyssi efektivnost jejich degradace
u kombinovanych kultur obsahujicich P. chrysosporium a pudni bakterie. Tyto vysledky ukazuji
na rizny vliv bakterialniho stresu na biodegradaci organopolutanti houbami.



Prvni pokus
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Obr. 1. Dekolorizace RBBR houbou I. lacteus (1) Obr. 2. Aktivita enzymu MnP (1)
Druhy pokus
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Obr. 3. Dekolorizace RBBR houbou I. lacteus (2) Obr. 4. Aktivita enzymu MnP (2)
Legenda
1 — l.lacteus 3 - E.coli 5 — l.lacteus + E.coli
2 — l.lacteus + RBBR 4 — E.coli + RBBR 6 — l.lacteus + E.coli + RBBR
Zaveér

V této praci bylo prokazano, ze houba I. lacteus ma zna¢ny biodegradacni potencial nebot’
byla schopna u¢inné dekolorizovat barvivo RBBR. V obou pokusech se hodnoty dekolorizace
béhem prvnich dvou cykld ptiblizily k hodnoté 100%. Tteti cyklus vykazoval v prvnim pokusu
asi 30% dekolorizaci, ve druhém pak byla hodnota dekolorizace pies 60%. Dale bylo zjisténo,
ze bakterialni kontaminace E.coli neméla vliv na dekolorizaci barviva ani na produkci houbovych
ligninolytickych enzymi. Tato tolerance k bakterialnimu stresu je pfizniva z hlediska aplikace,
nebot’ pii bioremediaci je setkani houbového organismu s bakterialnimi organismy pfirozené.
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Abstract

White-rot fungi represent a heterogeneous group of fungi. They are characterized by
an ability degrade various recalcitrant organopollutants, which contaminate the environment.
These pollutants include synthetic dyes present in waste effluents from textile factories. The
efficiency of degradation depends on the production of extracellular enzymes mangan-dependent
peroxidase (MnP), laccase (Lac) and lignin peroxidase (LIP). The research in this work focused
on the interactions of the ligninolytic fungus I.lacteus with the model bacterium E.coli. The aim
of was to find out if the presence of E. coli would affect the decolorization ability of the fungus.
A comparison of the results obtained with the combined cultures withthose measured in the
control cultures containing only the fungus showed that the presence of E. coli had no effect
on the decolorization capacity of I. lacteus.



