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Abstrakt

Houby bilé hniloby (HBH) jsou heterogenni skupina organismt fadici se mezi basidiomycety. Tyto
houby maji schopnost degradovat lignin, jeden z nejrezistentnéjsich biopolymera v pfirod€, za pomoci
ligninolytickych enzymu. Diky své nizké substratové specifit¢ maji HBH Siroky biodegradacni potencial
a jsou vyuzitelné pii transformaci napt. syntetickych barviv. V ptirozenych podminkach houby interaguji
s ostatnimi mikroorganismy, proto se vyzkum V posledni dobé zaméfuje i na tyto interakce a na degradace
pomoci smiSenych mikrobidlnich kultur. Tato prace byla zaméfena na degradaci antrachinonového
barviva RBBR houbou D. squalens a ovlivnéni tohoto procesu piitomnosti bakterialniho kmene E. coli.
Dle ziskanych vysledkli nema piitomnost bakterii vliv na dekoloriza¢ni kapacitu houby.
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Uvod

Velké mnozstvi barviv se vyuziva v textilnim priimyslu a nasledné je vypousténo ve formé
odpadnich vod, které znecistuji jak vodni tak i terestrické ekosystémy. Eliminace odpadi
obsahujicich barviva je pfevazné zaloZena na fyzikdlnich a chemickych postupech jako jsou
precipitace, adsorpce ¢i membranova filtrace. Tyto metody byvaji vSak finan¢né nakladné
a mohou pfi nich vznikat jiné toxické produkty. Proto je pozornost zaméfovana na moZnosti
vyuziti biodegrada¢niho potencialu organismu zijicich kolem nas. [1.].

K témto organismim patii také houby bilé hniloby (HBH). Diky produkci ligninolytickych
extracelularnich enzymi jsou schopny degradovat lignin. Kvuli nepravidelné struktute ligninu je
jejich substratova specifita velmi nizkd a diky tomu maji ligninolytické houby Siroky
biodegradacni potencidl. Bylo prokazano, Zze HBH jsou schopny, mimo jiné, v laboratornich
podminkach G¢inné degradovat synteticka barviva [2.], [3.].

V piirozeném prostiedi vSak hyfy hub pfi kolonizaci substratu mohou proristat do pady,
kde se dostavaji do kontaktu s ostatnimi mikroorganismy Zijicimi v ptid¢. Tyto interakce mohou
mit vliv na degrada¢ni schopnost hub. Proto jsou dnes tyto interakce intenzivné studovany [6.],
[4.], [5.]. V ptipad¢ studii, které se zabyvaji degradaci PAU, byl zjistén spiSe negativni vliv
na ucinnost degradace houbami pod vlivem bakteridlni kontaminace [7.], [4.]. Naproti tomu,
ve vyzkumech tykajicich se degradace syntetickych barviv a bioremediace textilnich odpadnich
vod byl zjistén bud’ Zadny, nebo naopak pozitivni vliv interakci bakterii a hub na dekolorizaci
barviv [8.], [9.].

Tato prace byla vénovana studiu vlivu pfitomnosti bakteridlniho kmene E. coli
na degradacni kapacitu houbového organismu D. squalens. Pro studium dekolorizace bylo
zvoleno antrachinonové barvivo Remazol Brilliant Blue R (RBBR).

Material a metody

V experimentu byl pouzit houbovy kmen Dichomitus squalens ze sbirky basidiomycett
Mikrobiologického ustavu AV CR, V.v.i. v Praze a bakterialni kmen Escherichia coli CCM 3988.
Jako modelové bylo zvoleno antrachinonové barvivo Remazol Brilliant Blue R (Sigma, p. a.).



Pokusy byly provedeny v Erlenmayerovych barnikach o objemu 250ml. Pro kultivaci bylo zvoleno
Kirkovo médium pH 6.

Metodika: Polyamidové draténky byly vlozeny do Erlenmayerovych ban¢k, kde slouzily
jako nosi¢. Médium bylo pfipraveno smichdnim danych slozek a jeho pH bylo upraveno
na hodnotu 6 pomoci 8% NaOH a 36% HCI. Banky i médium byly sterilizovany autoklavovanim
po dobu 20 minut pii 120°C. Do kazdé banky bylo aplikovano 100ml Kirkova média a 10ml
homogenni houbové kultury. Do zvolenych paralelnich ban¢k byl pfiddn 1 ml suspenze
bakterialniho kmene E. coli v koncentraci 10° CFU, kter4 byla pfipravena natedénim bakterialni
kultury rostouci 20 hodin. V prvnim pokusu byla suspenze piidana po tydennim rtstu houby,
vV druhém pftipadé soucasné¢ s homogenizovanou houbovou kulturou. Po tydnu, kdy byla houba
vystavena bakterialni kontaminaci, bylo pfidano do zvolenych banék barvivo RBBR
v koncentraci 150mg/l. Jako kontroly slouzily ¢isté houbové a bakterialni kultury. Pokusy byly
pfipraveny podle schématu na Obrazku 1. Pfitomnost bakterii byla zjiStovana metodou vysevu
na MPA plotny kazdych 14 dni. Jednou tydné byly méfeny enzymatické aktivity (MnP, LIP
a Lac) adekolorizace barviva. V priubéhu celého pokusu byly kultury kultivovany pii 28°C
V termostatu.
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Obr. 1: Schéma pro piipravu experimentu.

Vysledky a diskuse

Nasledujici grafy (Obr. 2 — 5) zobrazuji dekolorizaci RBBR v kulturach a aktivitu lakazy
(Lac) v pribéhu pokusu. Jak znazornuji Obr. 2 a 4, dekolorizace barviva byla efektivni v obou
experimentech. Probéhly tifi dekoloriza¢ni cykly, kdy RBBR bylo pfidano na zacatku
experimentti & pak jesté dvakrat v prabéhu. Absorbance klesla v kazdém cyklu téméi k nule.
Pouze béhem tretiho dekoloriza¢niho cyklu byly kone¢né hodnoty absorbance nepatrné vyssi
nezu dvou predchéazejicich cykld. Mohlo to byt zplUsobeno stafim kultur a tedy 1 nizsi
enzymatickou aktivitou, ktera s postupujicim ¢asem klesala (viz. Obr. 3 a 5).

Byla naméfena vysoka aktivita Lac s maximem kolem 40. dne, poté hladina enzymu
pozvolna klesala (Obr. 3 a 5). Vyssi aktivita Lac byla zjisténa v kulturach, do kterych bylo
ptidavano RBBR. Je tedy ziejmé, ze ptitomnost barviva pozitivné stimulovala produkci Lac a ta
se pak podilela na degradaci barviva.

Co se ty¢e vlivu bakterialni kontaminace na degradac¢ni kapacitu D. squalens, barvivo bylo
stejné rychle a uc¢inné dekolorizovano jak ve smiSenych tak v houbovych kulturach (Obr. 2 a 4).
Shodného vysledku bylo dosazeno pii studii dekolorizace barviv houbou Phanerochaete



chrysosporium za piitomnosti bakterii. Nebyl zjistén vliv jejich pfitomnosti na dekoloriza¢ni
schopnost houby [8.].
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Obr. 2: Prvni pokus: Dekolorizace RBBR Obr. 3: Aktivita lakazy v prvnim pokusu.

kmenem D. squalens.
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Obr. 4: Druhy pokus: Dekolorizace RBBR Obr. 5: Aktivita lakazy ve druhém pokusu.
kmenem D. squalens
Legenda:
Dekolorizace 1, 2: Lac1, 2:
1 - D. squalens (houbova kontrola) 1 - D. squalens
2 —D. squalens + RBBR 2 —D. squalens + RBBR
3 —E. coli (bakterialni kontrola) 3—D. squalens + E. coli
4 —E. coli + RBBR 4 —D. squalens + E. coli + RBBR

5—D. squalens + E. coli
6 — D. squalens + E. coli + RBBR

Zavér

Barvivo RBBR bylo u¢inné¢ degradovano houbou D. squalens. V interakci s bakterialnim
kmenem E. coli nebylo zjisténo snizeni produkce ligninolytickych enzymil ani omezeni
degradacni schopnosti houbového organismu. Dekolorizace probihala témér identicky
V kulturach s bakteridlnim kmenem 1 bez né&j. Tento vysledek je tedy dobrym ptfedpokladem
pro vyuziti  D.squalens v biotechnologiich. Pfi  ¢isténi textilnich odpadnich vod,
v béZnych, nesterilnich podminkach je totiz pfitomnost bakterii nevyhnutelna.
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Abstract

White rot fungi are a heterogeneous group of organisms belonging to Basidiomycetes. These fungi
have an ability to degrade lignin, one of the most resistant biopolymers in nature, with the help
of ligninolytic enzymes. Thanks to a low substrate specifity of the ligninolytic enzymes white rot fungi
have a wide potential for bioremediation and are useful for transformation of synthetic dyes. In natural
conditions the fungi interact with other microorganisms and, therefore, the research focused
on the biological interactions in mixed microbial cultures and their degradation efficiency. This work
focused on the degradation of antraquinone dye RBBR by the fungus D. squalens and on the effect
of the presence of a bacterial strain E. coli on this proces. According to the results, the presence of bacteria
did not have an influence on the decolorization capacity of the fungus.



