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Abstrakt

Ligninolytické houby taxonomicky patii mezi basidiomycety. Ze vSech znamych mikroorganismi
maji houby bilé hniloby (HBH) nejvétsi potencial pro degradaci ligninu, ¢imz velmi vyznamné prispivaji
ke kolobéhu uhliku v pfirodé. Vyzkumy prokazaly jejich schopnost degradovat také riizna xenobiotika,
jako jsou napf. synteticka barviva, polychlorované bifenyly ¢i polycyklické aromatické uhlovodiky. Tato
biodegrada¢ni kapacita je spojovana se schopnosti hub bilé hniloby produkovat extracelularni
ligninolytické enzymy. Radi se k nim i houba Dichomitus squalens (outkovka neladna), na jejiz schopnost
dekolorizovat antrachinonové barvivo Remazol Brilliant Blue R v zavislosti na mnozstvi zdroje uhliku
byla prace prakticky zaméiena. D. squalens se zda byt vhodnym houbovym organismem pro vyuziti
v biotechnologiich.
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Uvod

Velkym problémem moderni civilizace je stale se zvétSujici zne€iSténi Zivotniho prostredi.
Jeho hlavnimi zdroji jsou primyslova vyroba, doprava, spalovani odpada ¢i vyroba energie.
Vétsina vznikajicich sloucenin je perzistentni nebo toxicka [1.].

Mezi tii hlavni a nejvice prostudované ligninolytické enzymy patii mangan-dependentni
peroxidasa (MnP), lignin peroxidasa (LIP) a lakasa (Lac). Enzymaticky systém hub bil¢ hniloby
obvykle obsahuje jeden nebo vice ztéchto tfi hlavnich enzymii. Tyto enzymy jsou schopné
degradovat lignin (od toho také lignin modifikujici enzymy — LME). Vzhledem k nepravidelné
struktufe ligninu je jejich substratova specifita velmi nizkd, diky ¢emuz maji HBH Siroky
biodegradac¢ni potencial [8.].

Dichomitus squalens se fadi do skupiny hub produkujicich MnP a Lac. Byla také prokazana
jeho schopnost degradovat lignin a nékolik studii je zaméfeno na dekolorizaci syntetickych
barviv prostiednictvim D. squalens, ptesto je zatim velmi malo prozkoumanym organismem [2.].
Byly u n¢j izolovany dva izoenzymy MnP — Ds MnP1 a Ds MnP2. Enzymy vykazuji podobnost
s MnP1 u houby P. chrysosporium, katalyzuji tedy pravdépodobné¢ podobné reakce [4.].
Optimalni aktivita enzymt byla zjiSténa pii pH 4,5 a 5,0 [7.]. Dale byly z kultur D. squalens
separovany 2 formy lakasy — lakasa c1 (hlavni) a lakasa c2 (vedlejsi). Obé formy jsou pomérné
stabilni pti pH 3, ale zalezi také na substratu [6.].

Dosavadni studie prokazaly schopnost houby D. squalens dekolorizovat riizna synteticka
barviva i ve vysokych koncentracich, které mohou mit na houby toxicky vliv. Pfitomnost barviva
zpusobuje pokles produkce biomasy u D. squalens, zaroven ale byla zjiSténa niz§i toxicita
barviva po dekolorizaci timto houbovym kmenem pfi testech toxicity na okiehku Lemna minor.
Vsechny tyto skutecnosti jsou slibnym piedpokladem pro vyuziti D. squalens v biotechnologiich

[3.], [4.].



Tato prace byla zaméfena na studium dekolorizace barviva RBBR houbou D. squalens
pii raznych koncentracich barviva. Sledovanym faktorem byl vliv zdroje uhliku na dekolorizaci.

Material a metody

Pro vlastni pokus byl pouzit houbovy kmen Dichomitus squalens ze sbirky basidiomycetii
Mikrobiologického tstavu AV CR, v.v.i. vPraze. Ke studiu dekolorizace bylo zvoleno
antrachinonové barvivo Remazol Brilliant Blue R (Sigma, p. a.). Vlastni pokus byl proveden
v Erlenmayerovych baiikach o objemu 100ml. Pro kultivaci bylo zvoleno Kirkovo médium pH 6
(v 11: 100 ml 10% glukoéza, 100 ml Basal solution - 20 g K;HPOy4, 5 g MgSO,4 . 7H,0, 1 g CaCl, .
2 H,0, 100 ml Trace elements, 100 ml 0,1M dimetylsukcinatu (DMS), 10 ml 0,001% thiaminu,
12,5 ml 0,8% vinanu amonného, 60 ml Trace elements - 3 g MgSO, . 7 H,O, 0,5 g MnSOy . 7
H,0, 1 g NaCl, 0,1 g FeSO4 . 7H,0, 0,1 g CoCl, . 6 H,0, 0,1 g ZnSO, . 7 H,0, 0,1 g CuSO4 . 5
H0, 0,1 g CaCl, . 2 H,0, 0,01 g H;BOs, 1,5 g CcHoNOg).

Metodika: Do Erlenmayerovych ban¢k byly vlozeny polyamidové draténky slouzici jako
nosi¢. Médium bylo piipraveno smichanim danych slozek a jeho pH bylo upraveno na 6 pomoci
8% NaOH a 36% HCI. Banky 1 médium byly sterilizovany autokldvovanim po dobu 20 minut pii
120°C. Do kazd¢ banky bylo aplikovano 50ml Kirkova média, 10ml homogenni houbové kultury
a RBBR v pfislusné koncentraci (150, 200 a 300 ppm). Jako kontroly slouzily cist¢ houbové
kultury. Jednou tydné byly meéfeny enzymatické aktivity, dekolorizace barviva a mnozstvi
gluk6zy v médiu. V pribéhu celého pokusu byly kultury kultivovany pii 28°C v termostatu.

Vysledky a diskuse

Nasledujici grafy (1 a 2) zobrazuji prabéh dekolorizace barviva RBBR v raznych
koncentracich. Bez ohledu na koncentraci byly ve vSech piipadech degradovany asi 2/3
pocatecniho mnoZstvi barviva. Zdrojem uhliku v médiu byla 10% glukoza. Z divodu velmi
rychle probihajici dekolorizace byl jiz 13. den zahajen druhy dekoloriza¢ni cyklus opétovnym
pridanim barviva v danych koncentracich. Mnozstvi barviva v kulturach kleslo na stejnou troven
jako v prvnim cyklu a dale uz neklesalo. Z grafii 1ze usuzovat, ze se dekolorizace zastavila kolem
32. dne pribehu pokusu.
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Graf 1. Dekolorizace RBBR kmenem D. squalens Graf 2. Dekolorizace RBBR kmenem D. squalens

V dalSich grafech je zobrazena dekolorizace RBBR o koncentraci 200ppm (graf 3)
a mnozstvi glukozy v kulturach (graf 4). Do média byla na zacatku ptfiddna pouze 2% glukoza,
ktera byla vyCerpana do 15. dne, zatimco dekolorizace pokraCovala do 30. dne, kdy byla
dekolorizovana asi tietina pivodniho mnoZzstvi barviva. Nasledn¢ byla 36. den pokusu piidana



10% glukoza. Ackoliv se piedpokladalo, ze dojde k dal§imu masivnimu odbarvovani, glukézovy
Sok vyvolal pfechodné vzrust absorbance a dekoloriza¢ni proces jiz dale nepokracoval [9.].

Dekolorizace (G) Mnoistvi glukézy (G)
15

N Y. R
N\ -

9

7

5

37 \ \ ——kontrola
1 -

-1

-3

S5

7

—+—paralely

—+—kontrola

glukéza (mm/1)

Absorbance
o o o
= o w

%

0,0 bbb
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Cas (dny)

NG = -
0 5 10 2025 30 40 45 50 5 60 6 70 80

Cas (dny)

Graf 3. Kultury s RBBR 200ppm, pridavek glukozy Graf 4. Kultury s RBBR 200ppm, pridavek gluk6zy

V kulturach bez piidani glukozy v pribéhu pokusu (grafy 5 a 6) probihala dekolorizace
RBBR plynule aZ na hodnotu 25% piivodniho mnozZstvi barviva. Vy€erpani glukozy v kultute
zjevn¢ predchazelo zastaveni procesu dekolorizace barviva. Po vycerpani glukézy proces
dekolorizace pravdépodobné pokracoval diky spotfebé bunécnych zasob uhliku a energie.
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Graf 5. Kultury s RBBR 200ppm Graf 6. Kultury s RBBR 200ppm

Pfidani exogenni glukézy nepodpoftilo dalsi degradaci pfitomného barviva (grafy 3 a 4).
Dtivod tohoto chovani kultury neni zndm. Z literatury je znamo, ze zdroj uhliku hraje vyznamnou
roli pii dekolorizaci barviv [5.]. Ze srovnani grafi dekolorizace je patrné, ze v kulturach,
do jejichz média byla v pocatku pfidana 10% glukéza (grafy 1 a 2), prob&hla dekolorizace
rychleji neZ u kultur s médiem obsahujicim 2% glukézu.

Zavér

Houbovy organismus Dichomitus squalens ma potencial pro vyuziti v biotechnologiich,
nebot’ byl schopen degradovat antrachinonové barvivo RBBR v rtiznych koncentracich.
Neocekavanym jevem bylo neobnoveni procesu dekolorizace v kulturach, do kterych byl
po vyCerpani znovu piidan zdroj uhliku. Pfechodny vzrist absorbance, ktery glukozovy Sok
vyvolal, je jev v literatuie zatim nepopsany. Nabizi se né¢kolik hypotetickych vysvétleni tohoto
jevu. Je mozné, ze pridani glukozy stimulovalo houbu k uvolnéni néjakého metabolitu, ktery
absorbuje ve stejné vinové délce jako RBBR. Nebo dekolorizace probihda dvoufazové, tedy
piijetim barviva do bun¢k a poté vlastni dekolorizace. Glukozovy Sokem by pak pravé barvivo
piijaté v buiikdch mohlo byt uvolnéno zpét do média. Tyto hypotézy ale nelze prokazat
na zaklad¢ ziskanych vysledkii a nabizi se pro dalsi testovani.
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Abstract

Ligninolytic fungi taxonomically belong to the group of Basidiomycetes. Of all known
microorganisms, white rot fungi have the greatest potential for degradation of lignin and thus contribute
significantly to the carbon cycle in nature. It has been shown that these fungi including Dichomitus
squalens can also degrade various resistant organopollutants, such as synthetic dyes, polycyclic aromatic
hydrocarbons or polychlorinated biphenyls. Their biodegradation capacity is associated with the activity
of extracellular enzymes produced by these fungi. Our experiments focused on the decolorization of the
synthetic dye Remazol Brilliant Blue R in immobilized cultures of Dichomitus squalens in dependence
on the amount of the carbon source present. D. squalens seems to be a suitable fungal organism for use
in biotechnology.



