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Abstrakt

V soucasné dob¢ je degradace polutantli, jejichz soucasti jsou i synteticka barviva, zajiSténa
fyzikalné-chemickym metodami. Tyto konvencni metody se zpravidla vyznacuji vysokymi provoznimi
naklady a vznikem vedlejSich produktii. V poslednich letech jsou zkoumany mozZnosti degradace
biodegradaénimi technologiemi vyuzivajicimi ligninolytické houby.

Prace je zaméfena na hodnoceni degrada¢nich schopnosti houbovych kultur Irpex lacteus a
Pleurotus ostretus v rotatnim diskovém bioreaktoru. Schopnost dekolorizace hub byla sledovana na
barvivech RBBR (150 mg 1'"), Methylene blue (150 mg 1", 300 mg 1", DB3 (150 mg 1'") a realného
vzorku barvici smési z provozu barveni textilii.
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Uvod

Houby bilé hniloby patii mezi nejvyznamnéjsi ligninolytické houby. V pfirod¢€ jsou vazany
na dfevo a diky svym ligninolytickym enzymim degraduji lignin, celul6ozu a hemicelul6zu. Podle
degradace ligninu mizeme houby bilé hniloby rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina je schopna
degradovat lignin selektivng, nachézi se v tvrd¢, ale i v mékké ¢asti dieva a fadime zde naptiklad
Ganoderma australe, Phlebia tremellosa, Ceriporiopsis subvermispora, Pleurotus sp.. Druha
skupina hub degraduje lignin zaroven s celulézou, atakuje predevsim tvrdé dievo, ziidka pak
mekké dievo. Patii zde naptiklad Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium a Heterobasidium
annosum [3, 4]. Ukézalo se, ze ligninolytické enzymy produkované témito houbami mohou mit
velky vyznam v procesu degradace. Je pro né charakteristicka nizka specifita vzhledem k
nepravidelné struktufe biopolymerni aromatické molekuly ligninu. Diky tomu maji tyto enzymy
velmi Siroky biodegradacni potenciadl [1]. Jedna se piedevS§im o extraceluldrni enzymy
ligninperoxiddzu, mangan-dependentni peroxidazu a lakazu [2, 5].

Cilem této studie bylo pozorovat biodegradacni schopnosti hub Irpex lacteus a Pleurotus
ostreatus v rotacnim diskovém bioreaktoru a zhodnotit jejich biodegrada¢ni schopnosti
prostiednictvim syntetickych barviv RBBR, Methylene blue, DB3 a redlného vzorku barvici
smési z provozu barveni textilii.

Material a metody

Houby Pleurotus ostreatus a Irpex lacteus 617/93 byly ziskany ze sbirky kultur CCBAS
(Akademie Véd Ceské republiky, Praha). Zasobni kultury byly kultivovany na agarovych
plotnach s tuhym malt extrakt gluk6zovym médiem pii teplot€¢ 28 °C po dobu jednoho tydne.
Houby byly uchovéavany v lednicce piti 4 °C.

Pro vlastni experimenty bylo vyuzivano tekuté malt extrakt gluk6zové médium (MEG).
Objem jednoho litru média byl ziskan smichdnim destilované vody (1000ml) s broth malt
extraktem (5 g) a dextrozy (10 g). Vzniklé médium bylo upraveno na pH 5,5 pomoci kyseliny
chlorovodikové a hydroxidu sodného. Médium bylo vysterilizovano pfi teploté 120°C po dobu 21



min a tlaku 200 kPa. Takto pfipravené médium bylo vyuzito pro pfipravu tekuté houbové kultury,
imobilizované houbové kultury a predevSim slouzilo jako prostfedi, ve kterém probihala
dekolorizace barviv. Obdobnym zplisobem bylo pfipraveno také pevné malt extrakt glukdzoveé
médium. Pro pfipravu 1 litru agaru bylo zapotiebi: 1000 ml destilované vody, 5 g broth malt
extraktu, 10 g dextrézy a 20 g agaru powder. Médium bylo vyuzito pfi kultivaci zasobnich kultur.

Pro spusténi bioreaktoru bylo nezbytné pfipravit imobilizovanou houbovou kulturu. Na
piredem pripravené molitanové disky byly aplikovany 4 ml zhomogenizované houbové kultury a
25 ml tekutého média MEG. Po 2-3 tydenni kultivaci byly houbou porostlé molitanové disky
vloZzeny do rota¢niho diskového reaktoru. Reaktor byl naplnén MEG médiem se smichanym
barvivem o pfislusné koncentraci. Priibé¢h degradace barviva byl kontrolovan méfenim zmén
v absorbanci. Absorbance kazdého barviva byla méfena pti vinové délce absorpéniho maxima.
Vzhledem k postupné zméné barvy dekolorizovaného roztoku z modré na cervenou byly v
piipad¢ RBBR a DB3 absorbance méfeny pii dvou vinovych délkach. Odbéry vzorka byly
provadény do doby, dokud nedoslo k tplné dekolorizaci, nebo bylo zifejmé, ze dalsi biodegradace
jiz neprobéhne, napt. vzhledem k vysoké pocatecni koncentraci barviva v tekutém zivném médiu
MEG. V zavislosti na pritbéhu dekolorizace a jinych faktorech byly provedeny bud’ dalsi cykly
(tzn. vyliti zdegradovaného barviva a naplnéni bioreaktoru novym tekutym zivhym médiem
MEG s barvivem) nebo byl experiment ukoncen.

Vysledky a diskuse

U RBBR byly provedeny celkem 4 cykly, vzdy se stejnou pocate¢ni koncentraci barviva
150 mg I'". V ramci prvniho cyklu (Obr. 1) bylo do bioreaktoru nalito 1200 ml tekutého Zivného
média MEG. V ramci druhého cyklu (Obr. 2) 1470 ml tekutého zivného média MEG. V ptipadée
1. a 2. cyklu nastala 100% dekolorizace po 28 dnech. Ve 3. cyklu (Obr. 3) nastala 100%
dekolorizace po 14 dnech. Ve 4. cyklu (Obr. 4) znacny narast houbové kultury ziejmé zptsobil
rychlej$i dekolorizaci barviva nez v piedeslych cyklech, a proto 100% dekolorizace nastala jiz po
4 dnech. 3. a 4. cyklus probihal v objemu 1350 ml.
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Obrazek 1. 1. cyklus dekolorizace RBBR houbou Irpex lacteus.
Obrazek 2. 2. cyklus dekolorizace RBBR houbou Irpex lacteus.
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Obrazek 3. Pokles absorbance z 3. cyklu degradace RBBR houbou Irpex lacteus.
Obrazek 4. Pokles absorbance z 4. cyklu degradace RBBR houbou Irpex lacteus.

U Methylene blue byl experiment proveden 2x. V 1. pokusu (Obr. 5) pii koncentraci 300 mg 1.
Dv¢ paralely nepoukazovali na zadnou dekolorizaci. Pro tento pokus byl u¢inén zavér, ze ptilis
vysokéd koncentrace mohla byt pro houbu toxicka. Proto pro 2. pokus (Obr. 6) byla pouzita
koncentrace barviva 150 mg I''. B&hem pokusu bylo 7. a 44. dne provedeno doplnéni média
MEG. V 19. dni byl proveden odbér meziproduktu. Kultura vykazovala po 65 dnech az 90,4%
dekolorizaci barviva. Tato UCinnost je vztazena na 5x natfedény vzorek. V obou piipadech byl
celkovy objem média v bioreaktoru 1500 ml. Degradace byla provedena houbou Irpex lacteus.
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Obrazek 5. Methylene blue (300 mg 1™).
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Obrazek 6. Methylene blue (150 mg l'l).

Realny vzorek byl nafedén tekutym médiem MEG 100 x. Degradace tohoto barviva byla
provedena houbou Irpex lacteus. V 8. dni prob&hla zména motorku (pomalejsi rotace), v 28. dni
se bioreaktor zastavil a 33. dne bylo dolito odpafené medium. Kultura vykazovala po 44 dnech az
98% dekolorizaci barviva. Dekolorizace barviva byla provedena houbou Pleurotus ostreatus
celkem ve 3 opakovanich. Ve 3. pokusu bylo 17. dne provedeno doliti reaktoru 1200 ml
destilované vody. V obou piipadech koncentrace barviva &inila 150 mg 1" a celkovy objem média
byl 1500 ml.
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Obrazek 7. Realny vzorek barvici 1dzn€ z provozu barveni textilii. Obrazek 8. 3. Pokus - DB3 (150 mg l'l).



Zavér

Studie prokazaly, ze ligninolytickd houba Irpex lacteus je schopna dekolorizovat RBBR,
Methylene blue a realny vzorek. Vysledky ukazaly, Ze houba realizuje dekolorizaci barviva
RBBR pii koncentraci 150 mg 1", Methylene blue pii koncentraci 150 mg 1" a realny vzorek pii
koncentraci, ktery byl 100x ziedén. Z dosud uskutec¢niovanych pokusti dekolorizace houbou
Pleurotus ostreatus ani jeden zatim neposkytl signifikantni vysledky. Z toho plyne, Zze mezi
obéma organismy jsou blize nespecifikované rozdily, které je nutné experimentalné ovétrovat.
Béhem druhého pokusu doslo ke znaénému uniku média a dalSi pokracovani v tomto
experimentu nebylo dale mozné. Jako zajimavé se jevi studium kometabolismu houby bilé
hniloby s kvasinkami, jaké naznacily vysledky 1. pokusu s houbou Pleurotus ostreatus, kdy byla
uplnéa dekolorizace zjisténa jiz po 5 dnech. Ve 3. pokusu doslo pouze k ¢astecné dekolorizaci.
Tyto vysledky budou pfedmétem dalSiho studia.
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Abstract

At present, the degradation of pollutants, which include also synthetic dyes, is performed by physico-
chemical methods. These conventional methods are generally characterized by high running costs and by
formation by-products. In recent years, the possibility of degradation by biodegradation technologies
using ligninolytic fungus are investigated.

This work is focused on the evaluation of degradation abilities of fungal cultures Irpex lacteus and
Pleurotus ostretus in rotating disc bioreaktor. Decolorization ability by fungi was observed on the dye
RBBR (150 mg 1", Methylene Blue (150 mg '), DB3 (150 mg 1", and the real sample of dyeing
mixture from dyeing process.



