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1. Uvod

ZnecCisténi Zivotniho prostfedi nebezpeCnymi odpady,
které obsahuji obtizné rozlozitelné latky, piedstavuje
v soucasné dobé vyznamny ekologicky problém. Jen
v USA dosahuje roéni produkce nebezpecnych odpadii asi
Ctyficeti milion tun. Prestoze jsou nékteré produkované
odpady v zivotnim prostiedi uspé$né rozkladany, existuje
fada organickych sloucenin, které vykazuji extrémni odol-
nost vi¢i mikrobidlni degradacil.

Pro remediaci téchto typt latek byly vyvinuty fyzikal-
ni ¢i chemické technologie zalozené na adsorbci, precipita-
ci, chemické oxidaci nebo membranové filtraci’. Podstat-
nou nevyhodou uvedenych technologii je jejich finan¢ni
nakladnost a také moznost vzniku degradacnich derivatu,
které jsou toxictejsi a odolnéjsi dalsimu rozkladu nez pi-
vodni slouGeniny®. Alternativou postupi vyuZivajicich
fyzikalni a chemické degradace je biologickd dekontami-
nace a bioremediace. Jedna se o technologicky proces
s Gcasti biologického systému, jehoz cilem je efektivné
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odstranit polutanty z Zivotniho prostfedi®.

Mikroorganismy mohou mineralizovat organické polu-
tanty na anorganické slouceniny, jako je CO,, H,O, CI” aj.
Ukinnost bioremediace perzistentnich organopolutanti
vSak z velké Casti zavisi na biodegradac¢ni kapacité pouZzi-
tého mikroorganismu. Bylo prokazano, Ze houby bilé hni-
loby jsou schopny svym ligninolytickym enzymovym sys-
témem degradovat a mineralizovat Sirokou skupinu obtiz-
né rozlozitelnych latek®. Mezi tyto latky patfi napf. vy-
znamné polutanty Zivotniho prostfedi, jako jsou pesticidy,
polychlorované bifenyly, polycyklické aromatické uhlovo-
diky, synteticka barviva, muni¢ni odpad a syntetické poly-
mery.

Ligninolyticky enzymovy systém byl popsan u mnoha
dfevokaznych hub bilé hniloby®. Tento referat shrnuje
dosavadni poznatky o lignin-degradujicich enzymech die-
vokaznych hub a jejich pfimé ucasti v biodegradacnich
procesech. Soucasné se referat zaméfuje na riizné moznos-
ti aplikace ligninolytickych enzymu v bioremediacich t€z-
ko rozlozitelnych organopolutantd.

2. Produkce ligninolytickych enzymt houbami
bilé hniloby a jejich vyznam pri degradaci
ligninu

Drevokazné basidiomycetni houby oznacované jako
houby bilé hniloby jsou organismy zndmé produkci lignin-
degradujicich enzymi. Oznaceni houby bilé hniloby je
odvozeno od vzhledu jimi napadeného dieva. Tyto houby
se vyznacuji zcela ojedin€lou schopnosti degradovat lig-
nin. RozlozZeni ligninu vede u atakovaného dieva k jeho
vybéleni’.

Lignin patii mezi tfeti nejpocetnéjsi biopolymer na
Zemi (po celulose a hemicelulose). Jedna se o amorfni
heterogenni polyfenolicky biopolymer tvotfeny tfemi za-
kladnimi monomery, koniferyl alkoholem, sinapyl alkoho-
lem a p-kumaryl alkoholem®. Vzhledem ke znatné sloZi-
tosti molekuly ligninu je obtizné urcit jeho pfesnou che-
mickou strukturu a molekulovou hmotnost. Rovnéz izolace
nativniho ligninu je velmi komplikovana. Biodegradace
ligninu pfedstavuje klicovy krok v kolob&éhu uhliku v pii-
rodé®.

Mezi nejprostudovangjsi ligninolytické enzymy hub
bilé hniloby se fadi ligninperoxidasa (LiP, E.C. 1.11.1.14),
mangan-dependentni peroxidasa (MnP, E.C. 1.11.1.13)
alakasa (Lac, E.C. 1.10.3.2)°. N&kteti autofi uvadéji také
mangan-independentni MnP a jiné versatilni peroxidasy'®'".

S témito enzymy v biodegradaci ligninu dale spolu-
pracuji enzymy, které jiz nemaji schopnost rozkladat lig-
nin samy o sob¢. Jsou to napi. glyoxaloxidasa (E.C.
1.2.3.5), superoxiddismutasa (E.C. 1.15.1.1), glukosaoxi-
dasa (E.C. 1.1.3.4), arylalkoholoxidasa (E.C. 1.1.3.7)
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a cellobiosadehydrogenasa (E.C. 1.1.99.18). Tyto enzymy
produkuji H,O, vyZadovany ligninolytickymi peroxidasami
nebo jinak propojuji lignocelulosové degradaéni drahy'?.

Houby bilé hniloby je moZné na ziklad¢ produkce
ligninolytickych enzymii rozdélit do nékolika skupin'?.
Tzv. LiP-MnP skupina obsahuje nejprostudovanéjsiho
zastupce hub bilé hniloby Phanerochaete chrysosporium
Burds. Houby patfici do skupiny LiP-MnP se vyznacuji
produkci ligninperoxidas a MnP. Zbyvajicimi skupinami
jsou MnP-Lac, LiP-Lac a nové skupina hub produkujici
tzv. versatilni peroxidasy.

3. Charakteristika ligninolytickych enzymu

Hlavni ligninolytické enzymy hub bilé hniloby pted-
stavuji peroxidasy (LiP, MnP, versatilni peroxidasa)
a fenoloxidasa lakasa. Jsou to oxidativni a vzhledem
k velké polymerni molekule jejich substratu, ligninu, po-
veétsinou extracelularné produkované enzymy. Substratova
specifita ligninolytickych enzymu je velmi nizkd vzhledem
k nepravidelné struktufe molekuly ligninu. Pravé nizka
substratova specifita dodava ligninolytickym enzymim
Siroky biodegradacni potencial. Navic bylo prokazéano, ze
ligninolytické enzymy jsou kodovéany vzdy nckolika geny,
¢imz je v houbovych kulturach umoznéna produkce riz-
nych izoenzymd li§icich se svymi katalytickymi vlastnost-
mi v zavislosti na vn&jsich podminkach'*.

3.1. Ligninperoxidasa

Ligninperoxidasa (LiP) je glykoprotein s molekulo-
vou hmotnosti v rozmezi 40—45 kDa. Jedna se o slozeny
protein obsahujici hem. V pfitomnosti endogenné vytvare-
ného H,0, katalyzuje oxidaci nefenolickych aromatickych
struktur ligninu za vzniku aryl kationtovych radikala'.

Béhem svého katalytického cyklu (obr. 1) je LiP oxi-
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dovana H,0,. Dochazi k odejmuti dvou elektront z jeji
molekuly a vznikd meziprodukt (sloucenina I), ktery poté
oxiduje substrat odstranénim jednoho elektronu za vzniku
redukovanéjsiho enzymového meziproduktu (sloucenina
II). Tento meziprodukt pak oxiduje dalsi molekulu substra-
tu odejmutim jednoho elektronu, ¢imZ se enzym vraci do
svého puvodniho stavu. V pfitomnosti nizké koncentrace
substratu a nadbytku H,0, muze byt sloucenina II diky
své vysoké reaktivit¢ s H,O, pfeménéna na neaktivni for-
mu enzymu (sloucenina IIT)"°.

Inaktivaci enzymu v nadbytku H,O, brani aromatické
latky jako napf. veratryl alkohol a tryptofan. Pokud jsou
tyto slouéeniny s protektivnim ucinkem pfitomny, stavaji
se pro slouceninu II vhodnéjsim substratem a umozni do-
konéeni katalytického cyklu LiP (cit.'®).

3.2. Mangan-dependentni peroxidasa

Mn-dependentni peroxidasa (MnP) je taktéz extracelu-
larni hem-obsahujici peroxidasa, ktera katalyzuje H,O,-
dependentni oxidaci Mn*" na vysoce reaktivni Mn®*. Kation
Mn’®" pak nasledné oxiduje fenolické Gasti ligninu za vzniku
volnych radikalti. Vysoka reaktivita Mn®* vyzaduje stabili-
zaci houbou produkovanymi chelatory'”. MnP je Gasto pro-
dukovana ve formé ¢etnych izoenzymd, jejichz molekulova
hmotnost se pohybuje v rozmezi 45-55 kDa (cit.'®). Izoen-
zymy MnP se 1iSi zejména v izoelektrickych bodech, které
se nachazi spise v kyselé oblasti (pH 34, cit.").

Katalyticky cyklus MnP (obr. 2) je podobny jako
u ostatnich hemovych peroxidas. Zahrnuje jak nativni for-
mu enzymu obsahujici kation Fe’*, tak reaktivni mezipro-
dukty (slou¢enina I, slougenina I1)*. Na rozdil od jinych
peroxidas preferuje MnP jako substrat Mn>". Kation Mn*"
vystupuje jako donor jednoho elektronu a je oxidovan na
Mn*". Reaktivni Mn** je stabilizovan karboxylovymi kyse-
linami (Stavelovd, malonova, mlécna). Vzniklé chelaty
mohou nasledné katalyzovat jedno-elektronovou oxidaci

/y substrat™

Obr. 1. Katalyticky cyklus ligninperoxidasy (LiP) dievokaznych hub
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Obr. 2. Katalyticky cyklus mangan-dependentni peroxidasy (MnP) (cit.”%)

riiznych substrati®.
3.3. Lakasa

Lakasa (Lac) je N-glykosylovana fenoloxidasa. Byva
produkovana mnoha houbami bilé hniloby"’. Patii do sku-
piny oxidas obsahujicich méd’, které katalyzuji Ctyi-
elektronovou redukci kysliku na vodu. Lac ligninolytic-
kych hub obsahuje ve své molekule Ctyfi atomy médi
(vSechny v oxidacnim stavu 2+), které jsou rozmistény
mezi tfemi odliSnymi vazebnymi misty. Tyto ionty médi
hraji dtileZitou roli v katalytickém mechanismu enzymu®'.

Lac predstavuje velmi nespecificky enzym
s molekulovou hmotnosti v rozmezi 60—-70 kDa (cit.”").
Oxiduje mnoho odlisnych sloucenin, jako jsou fenoly,
polyfenoly, aromatické aminy a nefenolické organické
substraty za vzniku reaktivnich radikalt, které podléhaji
dalsi jiz neenzymatické depolymerizaci, repolymerizaci
nebo demethylaci. Kromé ucasti Lac pfi degradaci ligninu
zastava tento enzym u hub i dalsi fyziologicky vyznamné
funkce. Podili se napft. na sporulaci, detoxifikaci ¢i tvorbé
bun&éného pigmentu®.

Lac je taktéz mnohymi houbami produkovéna ve
formé¢ rGznych izoenzymu. Jedné se o intracelularni i ex-
tracelularni enzymy, které jsou vyluovany do kultivacni-
ho média. Studie n€kterych druh hub naznacuji pfitom-
nost Lac vazané v jejich bunééné st&né”.

3.4. Versatilni peroxidasa
Versatilni peroxidasa (VP) byla jako ligninolyticky

enzym poprvé popsana u houby Pleurotus eryngii**. Poz-
dgji byla ptitomnost VP prokazéana také u dal$ich druht
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hub Pleurotus a Bjerkandera™*°. VP je schopna katalyzo-
vat jak redoxni reakce typické pro LiP, tj. oxidaci nefeno-
lickych aromatickych substrati za vzniku aromatickych
radikalé, tak reakce typické pro MnP, tj. oxidaci Mn>" na
Mn*", Katalytické vlastnosti VP vedly k oznageni tohoto
enzymu jako LiP-MnP hybrid?’. Hybridni vlastnosti VP
byly potvrzeny analyzou trojrozmérného modelu enzymu,
na kterém byly nalezeny jak struktury pfitomné u MnP, tak
u LiP. VP z P. eryngii méa vyssi afinitu k H,0, a Mn®", nez
je tomu u peroxidas houby P. chrysosporium®’. Navic také
dobte oxiduje substituované fenoly, jez zminéné peroxida-
sy neoxiduji.

Produkce VP v Sirsim spektru ligninolytickych hub
nebyla zatim detailnéji studovana. Dosud chybi téz detail-

Yo

mu.

4. Regulace exprese geni kodujicich
ligninolytické enzymy

Regulace gent kodujicich ligninolytické enzymy byla
studovana na trovni transkripce (mRNA) piedevsim
u modelového organismu dfevokaznych hub P. chrysospo-
rium®®*. Ligninolytické houby maji ve svém genomu né-
kolik blizce ptibuznych, av§ak odlisné regulovanych mnp
a lip geni. Genom P. chrysosporium obsahuje minimalné
deset lip genti oznadovanych jako lipA az lip] (cit.*®) a tii
mnp geny oznafované jako mmpl az mmp3 (cit.?).
V disledku velkého poc¢tu homolognich gent /lip, mnp
a lac pfitomnych v genomu ligninolytickych hub je hodno-
ceni exprese pomoci klasickych metod jako je Northern
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blot analyza a RT-PCR komplikované™.

Obecné lze fict, ze exprese ligninolytickych geni
uhub bilé hniloby je spousténa jako odpovéd na stres
vyvolany vycerpanim nebo naopak zvySenim koncentrace
zivin. Je potfeba zminit, Ze lignin neni pro houby bilé hni-
loby substratem primarniho metabolismu, nybrz je degra-
dovan béhem sekundarniho metabolismu pravdépodobné
proto, aby byl jeho rozlozenim umoZnén pfistup
k polysacharidim uloZzenym v lignino-polysacharidovém
komplexu®'. Sam lignin neslouzi jako zdroj uhliku ani
energie.

U P. chrysosporium je exprese mnp genl aktivovana
vyGerpanim  dostupného  dusiku’’.  Exprese  mnp
v houbovych kulturach je na urovni transkripce regulovana
také H,0,, Mn?", tepelnym Sokem a piitomnosti ndkterych
latek, napt. ethanolu nebo 2.,4-dichlorfenolu™. Regulace
Mn?" je na regulaci dusikem nezavisla™.

Exprese /ip je rovnéz ovlivnéna koncentraci Mn. Bylo
prokézano uplné zastaveni produkce LiP, pokud byla
v médiu vysoka hladina Mn (cit.”®), pficemz v médiu bez
Mn je LiP P. chrysosporium syntetizovana i pfi nizSich
hla}(élinéch kysliku, ktery je pro tvorbu LiP jinak nezbyt-
ny .

Exprese lac gend u hub bilé hniloby neni tak striktné
z4visla na hladin€ dostupnych Zivin. U mnoha basidiomy-
cetnich hub se Lac tvori konstitutivng®’. Nizka konstitutiv-
ni exprese Lac miize byt zvysena induktory®. Jako induk-
tory aktivity Lac mohou slouzit aromatické slouceniny,
napf. 2,5-xylidin nebo veratrylalkohol. Aktivitu Lac zvy-
Suje i piidavek Cu®" pisobici regulaéné na urovni tran-
skripce®.

Jiz v drivéjsi dobé se prokazalo, Ze regulace produkce
ligninolytickych enzymi je zna¢né komplikovana a u né-
kterych druhti hub, napt. Bjerkandera sp., se vyrazné lisi
od poznatki ziskanych s P. chrysosporium™. Studium
téchto regulacnich mechanismi je vyznamné z hlediska
mozného zvyseni biodegradacni kapacity jednotlivych hub
bilé hniloby.

5. Uplatnéni ligninolytickych enzymiu
v degradaci organopolutanti

Schopnost hub bilé hniloby transformovat a/nebo
mineralizovat Siroké spektrum organopolutantii byla po-
psana v fadé studii’. Biodegradagnich procesii se ve vétsi-
né ptipada pimo uéastni ligninolytické enzymy™'.

U nékterych druhtt dfevokaznych hub bylo zjisténo,
ze mohou rozkladat nebezpecné aromatické nitroslouceni-
ny*”. Napt. P. chrysosporium byla schopna mineralizovat
2,4,6-trinitrotoluen®. Studie s purifikovanou MnP proka-
zala, Ze za degradaci této explozivni aromatické slouceni-
ny byly odpovédné ligninolytické enzymy**.

Ligninolytické enzymy hub bilé hniloby se piimo
uplatnuji také pfi biodegradaci polychlorovanych bifenylt
(PCB)***. Dec a Bollag*® uvadi zapojeni Lac houby Tra-
metes versicolor v dehalogenaci PCB. V soucasné dobé
vSak dosud neni pfesnd role ligninolytickych enzymu pfi
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Obr. 3. NavrZeny mechanismus degradace 4-(4’-sulfofenyl-
azo)-2,6-dimethylfenolu pomoci P. chrysosporium LiP (cit.sz)

odstrafiovani PCB znama.

Ligninolytické enzymy hraji dilezitou roli i pfi degra-
daci a mineralizaci polycyklickych aromatickych uhlovo-
dikt (PAU), které svou toxicitou a perzistenci v Zivotnim
prostiedi predstavuji vazny ekologicky problém®’. Purifiko-
vand MnP houby P. chrysosporium efektivn€ oxidovala
dvanact riznych PAU tvorenych 3—6 aromatickymi kruhy™®.
Lac T. versicolor byla rovnéZz schopna oxidovat in vitro
PAU, jako acenaftalen, acenaftylen, anthracen a fluoren®.

Houby bilé hniloby jsou také ¢asto studovanymi mik-
roorganismy z hlediska jejich schopnosti G¢inn¢ degrado-
vat synteticki barviva>'. Mechanismus dekolorizace
syntetickych barviv houbami bilé hniloby neni zatim uspo-
kojivé objasnén. V soucasné dobé je studovano uplatnéni
jednotlivych ligninolytickych enzymd v dekolorizaci
a degradaci syntetickych barviv in vitro.
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LiP P. chrysosporium oxiduje rizna sulfonovana azo
barviva za vzniku benzochinonil a sulfofenyl hydroperoxi-
di*®. Degradaéni mechanismus zahrnuje dvé enzymové
katalyzované jedno-elektronové oxidace fenolického kru-
hu azo barviva (obr. 3). Vznik karboniového iontu je na-
sledovan né€kolika neenzymovymi reakcemi, které vedou
k rozpadu molekuly barviva.

MnP produkovand houbou Phanerochaete sordida
dokézala v ptfitomnosti surfaktantu Tween 80 dekolorizo-
vat in vitro barvivo Reactive Red 120 (cit.>*). Rovnéz MnP
izolovana z P. chrysosporium vykazuje schopnost dekolo-
rizovat vybrana synteticka barviva in vitro®'. Moreira
a spol.” uvadi, e zvyseni koncentrace Mn v kultivaénim
médiu vedlo k indukci aktivity MnP u hub P. sordida a P.
chrysosporium. Vys$i aktivita MnP pozitivné korelovala s
dekoloriza¢ni kapacitou studovanych hub.

Utast v dekolorizaci syntetickych barviv byla proka-
z4na i u Cetnych lakas hub bilé hniloby. Ukézalo se, Ze Lac
produkovana houbou T. versicolor umi degradovat i struk-
turné odliSna syntetickd barviva, jako jsou azo, anthrachi-
nonova a indigo barviva®®. Mechanismus degradace synte-
tickych barviv pomoci Lac T. versicolor se 1i§i v zavislosti
na struktufe pouZzitého barviva. Anthrachinonové barvivo
Acid Green 27 je ptimo oxidovano Lac, zatimco oxidace
azo barviva Acid Violet 7 a indigo barviva Indigo Carmine
je realizovana pouze za ulasti redoxnich mediatora™. P¥i-
davek redoxnich mediator(i, napt. 2,2-azino-di-(3-ethyl-
benzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) nebo 1-hydroxy-
benzotriazolu, miZze takto dale rozsifit jiz tak Siroké spekt-
rum lakasami oxidovanych substrati®™>®.

Dekolorizacni studie s Lac z Trametes hirsuta demon-
strovaly schopnost Lac dekolorizovat triarylmethanova,
azo i anthrachinonova barviva a soucasné snizeni biologic-
ké toxicity téchto latek™.

6. Vyuziti ligninolytickych enzymii
v biotechnologickych aplikacich

Jak jiz bylo uvedeno, ligninolytické enzymy hub bilé
hniloby degraduji Siroké spektrum obtizné rozlozitelnych
organopolutanti. Jejich vysokéa degradacni schopnost nabi-
zi moznost uplatnéni ligninolytickych enzymut v bio-
remediaci organopolutantii. Sir§imu pouziti v praxi viak
dosud brani nékolik faktord.

Mnozstvi enzymi produkovanych kulturami dfevo-
kaznych hub za neindukénich podminek neni pro primys-
lové vyuziti dostaCujici. ZvySeni jejich produkce casto
vyzaduje piidavek toxickych a/nebo drahych induktort®.
Redenim tohoto problému miize byt heterologni exprese
v geneticky modifikovanych askomycetnich organismech.
Tato strategie byla aplikovdna na produkci lakasy
vkvasince Saccharomyces cerevisiae®**. Katalytické
vlastnosti heterologné exprimovanych enzyma vSak mo-
hou byt diky rozdilim v glykosylaci natolik odlisné, Ze
jsou tyto rekombinantni enzymy pro aplikaci
v bioremediacich néslednd nevhodné®. Dalsi moznosti je
exprese ligninolytickych enzymil u basidiomycetnich hub
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s pouzitim vysoce ucinnych promotor prediazenych ge-
niim ligninolytickych enzyma®.

Dosavadni povzbudivé vysledky z laboratornich stu-
dii s ligninolytickymi enzymy vedly ke konstrukci mnoha
ruznych typu bioreaktord pro kultivaci ligninolytickych
hub. Bioreaktory zaji§tuji stabilni prostfedi pro kontinual-
ni degradaci organopolutanti a umoziuji snadnou regulaci
pribéhu biodegradacniho procesu. Imobilizované myceli-
um Bjerkandery adusta bylo pouzito pro dekolorizaci dia-
zo barviva Reactive Black 5 v tankovém reaktoru®. Méfe-
ni aktivit ligninolytickych enzymt v priibéhu dekolorizac-
niho procesu ukézalo, Zze za dekolorizaci barviva byly
pravdépodobné zodpovédné aktivity LiP a MnP. Dekolori-
zace Basic Blue 22 pomoci P. sordida byla studovana
v rotaénim biologickém kontaktoru®. Nejvy3si dekolori-
zacni Gcinnosti (80 %) bylo dosazeno za pouziti plastiko-
vych diskti jako pevného nosice pro rust houbového myce-
lia.

Dalsi typ reaktorii pro remediaci organopolutantil
predstavuji membranové reaktory s imobilizovanymi puri-
fikovanymi ligninolytickymi enzymy®’. Abadulla a spol.”
ukazali, ze imobilizace enzymu zvySuje jeho stabilitu
atoleranci vici enzymovym inhibitorim a riznym pri-
myslovym aditivim.

I kdyz je vzhledem k rozdilnym pouZitym kultivac-
nim podminkam velmi sloZité porovnavat jednotlivé dosa-
zené vysledky, aplikace bioreaktorii pro bioremediace
obtizné rozlozitelnych latek se jevi jako velmi slibné fese-
ni ekologického problému kontaminace zivotniho prostfedi
primyslovymi organopolutanty. Vyuziti degradacnich
aktivit ligninolytickych enzymu pro bioremediaci organo-
polutantl vede nejen k odstranéni téchto latek ze zivotniho
prostiedi, ale ucinné téZ snizuje jejich biologickou toxicitu.
Vzhledem k Siroké substratové specifité piedstavuji ligni-
nolytické enzymy hub bilé hniloby slibné bioremediacni
agens.
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Referat

Basidiomycetes fungi are known to degrade various
organopollutants, including polyaromatic hydrocarbons,
pesticides, several polychlorinated compounds, and syn-
thetic dyes. Their biodegradation capacity is often corre-
lated with the production of nonspecific oxidative ligni-
nolytic enzymes such as lignin peroxidase, Mn-dependent
peroxidase, and laccase. The review summarizes the most
important characteristics of ligninolytic enzymes from the
viewpoint of their application in bioremediation proc-
esses. The focus is on the involvement of ligninolytic en-
zymes in synthetic dye decolorization, showing a proposed
pathway of lignin peroxidase oxidation of azo dyes. It was
concluded that bioreactors with the fungi or pure ligni-
nolytic enzymes could become a promising bioremediation
technology applicable to industrial waste water treatment.
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