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1. Uvod

Lakasa (benzendiol:kyslik oxidoreduktasa, EC
1.10.3.2) je enzym obsahujici nékolik atomti médi v aktiv-
nim misté. Patii do rodiny tzv. ,,modrych vice-méd’nych
oxidas“, mezi néz fadime také askorbatoxidasu, nitritre-
duktasu nebo ceruloplasmin'. Ctyfi atomy médi v aktivnim
misté katalyzuji jednoelektronovou oxidaci molekul sub-
stratu a soucasné Ctyi-elektronovou redukci molekularniho
kysliku na vodu®. Lakasa je schopna katalyzovat oxidaci
Sirokého spektra substrati jako mono-, di- a polyfenold,
aminofenolii, methoxyfenolt a aromatickych amini’®*.
V pfitomnosti redoxnich mediatorii se spektrum substrat
pro lakasu rozsifuje i na nefenolové slouéeninys’é. Hlavni-
mi zdroji lakasy jsou vySsi rostliny a houby. Je také pfi-
tomna u bakterii a hmyzu”®. Funkci lakasy v rostlinach je
zapojeni do biosyntézy ligninu’. U mikroorganismi hraje
spolu s dal§imi extraceluldrnimi enzymy vyznamnou roli
v kolob&hu uhliku v duisledku ucasti na rozkladu a trans-
formaci ligninu a dalSich polyfenold, které jsou pfitomny
v tlejicim rostlinném materialu'™'!. Hlavni vyhoda lakasy
spociva hlavné v Siroké substratové specifité a dobré do-
stupnosti. Proto je vyuZzivana v fadé biotechnologickych
aplikaci — v papirenském a potravinaiském primyslu nebo
v analytické chemii. Pouziti lakasy tak umoziuje napf.
zvySeni produktivity, efektivity a kvality potravinaiskych
vyrobku, odbarveni primyslovych odpadnich vod od tex-
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tilnich barviv nebo odstrafiovani ligninu ze dfevnich i ne-
devnich vlaken™'*".

2. Charakteristika lakasy

Lakasa je oxidasa, kterd katalyzuje redukci kysliku na
vodu. Tato unikatni schopnost ji odliSuje od ostatnich po-
lyfenoloxidas (PPO), jakymi jsou katecholoxidasa (EC
1.10.3.1) nebo tyrosinasa (EC 1.14.18.1). Typickym sub-
stratem lakasy je p-difenol'>. Pro lakasu jsou charakteris-
tické Ctyfi atomy médi, které se li§i svou absorbanci ve
viditelném svétle a signalem elektronové paramagnetické
rezonance (EPR). Atom médi v misté T1 (Typ-1), které je
prvnim oxida¢nim mistem, absorbuje zareni pii 600 nm.
Modré barva enzymu je vysledek absorpce zafeni kova-
lentni vazbou mezi atomem médi mista T1 a cysteinem.
Atom médi v misté T2 (Typ-2) je v absorpénim spektru
viditelného zafeni neviditelny, ale je méfitelny pomoci
EPR. T2 spolu s dvéma atomy médi v misté T3 (Typ-3)
vytvaii oblast, kde dochazi k Ctyf-elektronové redukcei
kysliku na vodu'*'*. T3 misto absorbuje zateni pii 330 nm.
Lakasa je také obecné klasifikovana do tii skupin podle
redoxniho potencialu T1 mista. Témito skupinami jsou
lakasy s nizkym redoxnim potencidlem (0,4-0,5V), se
sttednim redoxnim potencidlem (0,5-0,6 V) a s vysokym
redoxnim potencialem' (0,7-0,8 V). Lakasy s nizkym
a sttednim redoxnim potencidlem se vyskytuji prevazné
u rostlin a bakterii. Lakasy s vysokym redoxnim potencia-
lem pochézi predevsim z vlaknitych hub'?,

Prvni lakasu objevil uz roku 1883 Yoshida. Byla pfi-
pravena z latexu japonského stromu (Rhus vernicifera).
Pfipraveny  extrakt  oxidoval  toxicky  urushiol
(3-pentadekadienylkatechol) pfitomny v pryskyfici nebo
na povrchu rostlin rodu Rhus'®"’. Roku 1895 byl enzym
z japonského stromu purifikovédn a charakterizovdn Ber-
trandem a spol. a byl nazvan ,lakasa“. Tato lakasa méla
obsahovat atomy manganu, proto byl oznacen jako metalo-
enzym. Surovy latex sice obsahoval velké mnozstvi man-
ganu, ale pozd¢jsi studie ukazaly, ze v lakase se vyskytuji
atomy médi'®. Roku 1896 byla objevena lakasa ve vlakni-
tych houbach®. Prvni bakterialni lakasa byla objevena
roku 1993 u Azospirillum lipoferum a po Ctyfech letech
také ve sporach bakterii Bacillus sphaericus™. Od této
doby byla lakasa objevena i v dalSich rostlinach, v fadé
bakterii a v hmyzu'".

2.1. Organismy produkujici lakasu

Lakasa je pritomna pfedevsim ve vyssich rostlindch
a vlaknitych houbach, ale byla nalezena také u nékolika
druhii bakterii®'. T pfes rizné misto v taxonomii a Sirokou
substratovou rozmanitost je molekularni architektura lakas
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spole¢na s dal§imi vice-m&édnymi oxidasami’. Byly identi-
fikovéany Ctyfi regiony o délce 824 rezidui. Tyto regiony,
oznacené L1-L4 , obsahuji vysoce konzervovanou sekven-
ci. Regiony L1 a L3 jsou specifické pro lakasy, zatimco L2
a L4 se nachazi v §iroké skupiné vice-méd’nych oxidas.
Tyto Ctyfi regiony véetné deseti histidinti a jednoho cystei-
nu, které slouzi jako ligandy pro centralni atom médi, se
vyskytuji ve viech vice-médnych oxidasach'*?.

Lakasa je pfitomna u fady rostlin. Jako prvni byla
nalezena ve vytékajici mize japonského stromu Rhus ver-
nicifera. Mezi dal$i rostliny obsahujici lakasu mizeme
zafadit napf. mango, broskev, borovici, Svestku, tabak,
zeli, Gervenou fepu, brambory, hrugku nebo javor klen®.
Nedavno byla lakasa nalezena i v zarodcich semen kukufi-
ce. Lakasa se nachazi i v xylému u topolu (Populus tri-
chocarpa) a Zlutého topolu (Liriodendron tulipifera)™>*.
Funkci lakasy v rostlinném téle je spolu s peroxidasou
pfedev§$im polymerace ligninu (dfevnaténi). Lakasa zde
katalyzuje homomolekularni dimerizaci monolignold, coz
ma za nasledek vznik homomolekuldrnich dimerti spoje-
nych vazbou mezi uhlikem a kyslikem (C-O) nebo uhli-
kem a uhlikem (C-C). Tyto dimery pak mohou byt spojeny
navzajem a vytvafet oligomery a polymery. Mezi dalsi
funkce patii regenerace poskozeného pletiva nebo oxidace
zeleza™ (Fe’" na Fe'"). Pii poranéni dochazi u stromu
Rhus vernicifera za ptitomnosti lakasy k oxidaci fenold
vyskytujicich se ve vytékajici mize a jejich nasledné poly-
merizaci, kterou se vytvaii sitova struktura'®. Vechny
zndmé rostlinné lakasy jsou extracelularni glykoproteiny
vyludované do apoplastu’. Prestoze existuje mnoho rostlin
obsahujicich lakasu, neni snadné ji purifikovat, protoze
s lakasou je v rostlinach pfitomna i fada dalSich oxidacnich
enzymi'®.

Lakasa je Siroce rozsifena ve vlaknitych houbach.
Mezi houby, které nejvice produkuji lakasu, patii prede-
viim Askomycety, Deuteromycety a Basidiomycety’?.
Lakasu obsahujici vlaknité houby (oznaCované téz jako
dievo-degradujici vlaknité houby) zahrnuji tyto druhy
vlaknitych hub: Trametes versicolor, Trametes villosa,
Trametes gallica, Pleurotus ostreatus, Cerrena maxima,
Phlebia radiata, Theiophora terrestis, Lentinus tigrinus,
Pycnoporus cinnabarinus, Neurospora crassa a dalsi. Dal-
$imi ptiklady mohou byt saprofyticka askomyceta v kom-
postech jako Myceliophthora thermophila, Aspergillus,
Curvularia, Penicillium a Chaetomium thermophile nebo
houby tvotici ektomykorhizu Cantharellus cibarius,
Lactarius piperatus a Russula delica’. Vedle degradace
biopolymert (rozklad dfevni hmoty) se lakasa u vlaknitych
hub ucastni i pigmentace zplsobené environmentalnim
stresem, formovani plodnice, morfogeneze, detoxifikace
slozek rostlinnych obrannych systémi (fytoalexini
a tiislovin), sporulace a patogeneze™**. Ve vlaknitych
houbach je lakasa extracelularni enzym’. Pii kultivaci mii-
ze byt produkce lakasy zvySena pfidanim riznych aroma-
tickych sloucenin, kovovych ionti nebo nékterych xenobi-
otik s nizkou molekularni hmotnosti do média'*>?.

Mezi dalsi organismy, u kterych lze nalézt lakasu,
patii bakterie. Prvni bakteridlni lakasa byla nalezena
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u Gram-negativni pudni bakterie®? Azospirillum lipo-
ferum roku 1993. Tato bakterie se nachazi v pidé v rhyzo-
sféfe trav a obilovin’. Dalsimi zastupci z bakterii jsou Ba-
cillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculo-
sum, Pseudomonas syringae, Pseudomonas aeruginosa,
Streptomyces  griseus,  Marinomonas  mediterranea
a Yersinia pestis”'>*. Bakterialni lakasy jsou odligné od
lakas pfitomnych u Askomycet a Basidiomycet. Bakterial-
ni lakasy jsou velmi aktivni a mnohem vice stabilni pfi
vysokych teplotach, pti vysokém pH i pii vysoké koncen-
traci chloridovych iontd a jontd mé&di’. Témét viechny
bakterialni lakasy jsou intracelularni nebo vazané na vytru-
sy'**% .V bakteriich a hlavné v nejvice studovaném Ba-
cillus subtilis se lakasa ucastni produkce hnédého pigmen-
tu na povrchu spor. Mize tak pomahat pfi ochrané spor
proti UV zafeni a peroxidu vodiku’.

Lakasa byla zjisténa i u riznych druht hmyzu. Piikla-
dem téchto druhi mtze byt Bombyx, Calliphora, Diplopte-
ra, Drosophila, Lucilia, Manduca, Musca, Orycetes, Papi-
lio, Phormia, Rhodnius, Sarcophaga, Schistocerca nebo
Tenebrio®. U hmyzu se lakasa nachazi v kutikule, kde
oxiduje katecholy na jejich odpovidajici chinony, které pak
katalyzuji zesit'ovani proteinti. Timto procesem dochazi ke
sklerotizaci (ukladani mineralnich latek) kutikuly?*.
V Holometabolech (hmyz s proménou dokonalou) je laka-
sa hlavnim enzymem, ktery se ucastni tvrdnuti kutikuly.
Lakasa je exprimovéana i ve stfevech hmyzu, kde ziejmé
slouzi k oxidaci toxickych latek pozienych hmyzem®.

2.2. Struktura lakasy

Lakasy jsou pfevazné monomerni, dimerni nebo tetra-
merni glykoproteiny. Monomer obsahuje Ctyfi ionty médi.
Sacharidy v enzymu jsou pfevazné tvofeny mannosou,
N-acetylglukosaminem a galaktosou. Glykosylace hraje
dilezitou roli pfi vazbé médi, sekreci, tepelné stabilité
a citlivosti k proteolytické degradaci®'”**. Pie¢isténé laka-
sy maji charakteristicky zelenomodry vzhled®”, ktery je
dan absorpci svétla atomem médi typu 1 pfi 600 nm a ato-
mem médi typu 3 pti 320 nm. Na zaklad¢ struktury vznik-
ly lakasy pravdépodobné z malych modrych proteint obsa-
hujicich méd’ (azurin a plastocyanin) a jejich struktura je
podobna s ceruloplasminem  a askorbatoxidasou'®*'.
Vsechny tfi nize popsané druhy lakas jsou si svou struktu-
rou velmi podobné. Nejvyraznéjsi podobnosti se nachazi
v N- a C-terminalnich ¢astech enzymu a v oblasti aktivniho
mista, kde jsou vazany atomy m&di’.

VétSina lakas z vlaknitych hub je extracelularni
a monomerni*** o molekulové hmotnosti 60-90 kDa.
Molekula enzymu obsahuje 10-25 % sacharidt’. Pfi riiz-
nych kultiva¢nich podminkach produkuji vlaknité houby
vice izoforem (inducibilni a konstitutivni) lakasys. Lakasa
je tvofena 500-700 aminokyselinami'”'*. Lakasy o nizké
molekulové hmotnosti byly nalezeny u Volvariella vol-
vacea (58 kDa) au Marasmius quercophilus'* (63 kDa).
Struktura téchto lakas je tvofena tfemi postupné usporada-
nymi kupredoxinovymi doménami. Kazda z nich ma struk-
turu B-listu ve tvaru Reckého klige® (obr. 1).
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Obr. 1. Struktura f-barelu, skladajiciho se ze dvou motivi ve
tvaru Reckého klige”’

Atom médi T1 je umistén v doméné 3, zatimco klastr
atom( médi T2 a T3 lezi mezi doménou 1 a 3. Ob¢ domé-
ny tak svymi zbytky koordinuji atomy médi v enzymu.
Struktura je stabilizovdna pomoci dvou disulfidovych
mustki® mezi doménou 1 a3 a doménou 1 a 2.

Bakteridlni lakasy mohou byt monomerni (Bacillus
subtilis), homotrimerni (Streptomyces griseus) nebo multi-
merni proteiny (Azospirillum lipoferum). Molekulova
hmotnost bakterialnich lakas je vétsi nez u vlaknitych hub
a pohybuje se od 50 kDa az k 180 kDa. Vétsina bakterial-
nich lakas je intracelularni a neni glykosylovana”'*. Struk-
tura byla vyfeSena zejména u tff bakteridlnich lakas. Jedna
se o lakasy CueO (copper efflux oxidase) z Escherichia
coli, CotA (endospore coat protein) z Bacillus subtilis
a SLAC (small laccase) z Streptomyces coelicolor. Lakasa
SLAC se od zbylych dvou lisi tim, Ze neobsahuje doménu
3. Klastr atomd médi je umistén mezi doménou 1 a2
a stabilitu tak zajiSt'uje symetrické uspotradani téchto dvou
domén'?,

Rostlinné lakasy jsou monomerni a ze vSech tii druhti
lakas nejvice glykosylované (22-45 %). Maji také vyssi
molekulovou hmotnost nez lakasy u vlaknitych hub””.

Struktura aktivniho mista je i pfes nizkou sekvenéni
homologii bakterialnich lakas a lakas z vlaknitych hub
velmi podobnd. Aktivni misto obsahuje Ctyfi specificky
umisténé atomy médi'* (obr. 2).

Atomy meédi jsou rozdéleny do tii typti (T1-T3) podle
signalu elektronové paramagnetické rezonance (EPR)
a UV-VIS spektra. T1 atom médi poskytuje enzymu mod-
rou barvu (absorbance pii 610 nm) a je mozné ho detego-
vat 1 pomoci EPR. T2 atom meédi neni barevny, ale je za-
chytitelny pomoci EPR. T3 obsahuje dva atomy médi,
které maji slabou absorbanci v blizké UV oblasti (330 nm),
ale nejsou detegovatelné pomoci EPR'?*. T1 je koordino-
véan dvéma histidiny, jednim methioninem a jednim cystei-
nem a zaujima tak pokiivenou trigonalni strukturu”'. Jed-
nojaderny T2 a dvoujaderny T3 vytvaii dohromady troj-
jaderny klastr. T2 je koordinovan dvéma histidiny a mole-
kulou vody a T3 Sesti histidiny. Dva atomy médi v T3 jsou
antiferomagneticky spojeny pfes premosténi hydroxido-
vym iontem'**'**. Pfitomnost methioninu, fenylalaninu
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nebo leucinu pro koordinaci atomu médi T1 urcuje redoxni
potencidl lakasy. Mutace methioninu za leucin vede ke
zvyseni redoxniho potencialu'® lakasy o 100 mV. Nizky
redoxni potencidl maji zejména lakasy z bakterii a rostlin.
Oproti nim maji lakasy z vlaknitych hub (zejména Basidi-
omycety) vysoky redoxni potencial’.

2.3. Reakce katalyzované lakasou

Reakce katalyzované lakasou lze rozdélit do tii typu.
Prvnim typem je pifima oxidace jednoduchych derivata
fenolu. Do druhého typu patfi oxidace fenolovych
a nefenolovych substrati zprostfedkované piitomnosti
mediatoru a tfetim typem je spojovani reaktivnich radikalt
tvofenych lakasou’.

Lakasy maji nizkou substratovou specifitu. Mezi je-
jich substraty patii Siroka Skala fenolovych i nefenolovych
slougenin'?. B&Znymi substraty lakas jsou fenoly’. Orga-
nické substraty lakasy lze rozdélit do tii skupin: ortho-
(napt. guajakol, o-fenylendiamin, pyrokatechol, dihydro-
xyfenylalanin, pyrogallol nebo kyselina kavova, gallova
a protokatechova), meta- (napt. m-fenylendiamin, orcinol,
resorcinol a floroglucin) a para- (naptf. p-fenylendiamin,
p-kresol nebo hydrochinon) substituované slouceniny
s volnym elektronovym péarem. Pro vétSinu lakas jsou ortho-
substituované slouceniny nejlep$imi substraty. Jako speci-
ficky substrat pro lakasu je obvykle oznaovan syringal-
dazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehydazin)**. Vel-
mi pouZivany substrdt je také 2,2'-azinobis(3-ethyl-
benzothiazolin-6-sulfonova kyselina) znamy pod zkratkou
ABTS (cit.'*). Syringaldazin a ABTS jsou pro lakasu lepsi-
mi substraty nez napf. prirozen¢ se vyskytujici 2,6-di-
methoxyfenol'®. Lakasa je schopna oxidovat také n&které
anorganické ionty'* jako [Mo(CN)g]*; [Fe(CN)q¢]*,
[Os(CN)6]* a [W(CN)g]*. Mezi substraty lakasy mizeme
zatadit také Skodlivé anezadouci organické slouceniny,
jakymi jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, chlorfe-
noly, polychlorované bifenyly a rlizna azo, heterocyklicka
a polymerni barviva®. Lakasa dobfe oxiduje antrachinono-
va barviva, ale azobarviva a indigoidni barviva jsou Spat-
nymi substraty’.

Pro rozsifeni poCtu substrati, které je lakasa schopna
katalyzovat, 1ze vyuZzit chemické latky o nizké molekulové
hmotnosti (mediatory), které zprostiedkovavaji pienos
elektronti mezi lakasou a substratem'”. Pomoci mediatort
lze oxidovat latky s vys$§im redoxnim potencialem, nez
které je schopna oxidovat lakasa®. Reakci s lakasou docha-
zi k jednoelektronové oxidaci mediatoru. Mediator tak
musi poskytovat stabilni oxidovany produkt, ktery je scho-
pen Sifit se v roztoku a interagovat se substratem. Takova-
to oxidace miZze probihat i mimo enzym a substrat tak
miize mit jinou strukturu nez aktivni misto enzymu'®. Mezi
mediatory mizeme zafadit ABTS, syringaldazin, acetosy-
ringon, vanilin a jeho derivaty, p-kumarovou kyselinu
nebo N-hydroxy slouceniny jako N-hydroxybenzo-
triazol'>*'. Pii kontaktu mediatoru se substritem miize
dochazet ke dvéma reakcim. Pfi prvni reakci miize media-
tor vyjmout elektron, coz vede ke vzniku kation-
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Troj-jaderny klastr

Obr. 2. Schematické zobrazeni aktivniho mista lakasy CotA z Bacillus subtilis véetné meziatomovych vzdalenosti mezi v§emi

9,14

ligandy

radikalového meziproduktu, u kterého mize dojit k pte-
smyku nebo ke Sté€peni. Pfikladem takového mediatoru je
napf. ABTS. U druhého typu reakce mediator odebere
vodikovy atom a vznika radikal. Tento mechanismus je
typicky pro N-hydroxy mediatory'®. Nevyhodou pouziti
mediatoru muze byt jeho vysoka cena a potencidlni vznik
toxickych produktil. Setrn&jsi k Zivotnimu prostiedi mize
byt pouziti pfirodnich substituovanych fenoll jako syrin-
galdehyd, acetosyringon nebo 3-hydroxyanthranilova ky-
selina. Tyto pfirodni mediatory se ucastni oxidace ligninu,
protoZe tato reakce probihd spiSe pres reakci s meditory,
nez samotnou lakasou'*"".

Mechanismus oxidace substratu za katalyzy lakasou
se sklada z nekolika krokt. Nejprve dojde k vazbé reduko-
vaného substratu na atom médi T1 a preneseni elektronu ze
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substratu na tento atom [T1 — Cu(Il) — T1 — Cu(I)]. Timto
krokem se vytvari ze substratu radikdl. Nasledn€¢ dojde
k internimu pifenosu elektronu z T1 na troj-jaderny méd'ny
klastr T2/T3. Na T2/T3 klastr se navaze molekularni kys-
lik a dojde k ptenosu elektronti z T2 a T3 atom médi na
kyslik a k jeho redukci pfes meziprodukt (peroxid vodiku)
na vodu. Béhem kazdého cyklu tak lakasa spojuje Ctyt-
elektronovou oxidaci substratu s ¢tyf-elektronovou redukei
a Stépenim vazby mezi kysliky za pouziti ¢tyf atomt médi
rozmisténych na tfech mistech v aktivnim misté¢ enzymu.
Ceg(?zvou reakci (obr. 3) 1ze shrnout do nasledujici rovni-
ce"

4RH+02 — 4R.+2H20

Molekula substratu mize poskytnout i vice jak jeden
elektron”. Radikél substratu muze dale podstoupit dalsi
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Oxidovana forma
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Obr. 3. Katalyticky cyklus enzymové reakce lakasy zahrnujici ¢tyi-elektronovou redukci molekuly kysliku na vodu v aktivnim

misté enzymu'?

oxidaci, kdy vznikd chinon, nebo neenzymovou reakci
jako hydrataci, disproporcionaci a polymeraci**.

Pro kazdou enzymovou reakci je diilezité pH prostie-
di, ve kterém reakce probiha. Lakasy z vlaknitych hub maji
kyselé pH optimum (3—6). Bakterialni lakasy jsou stabilni
pri vyssim pH (6,0-8,5). Substrat, ktery je pfimo oxidovan
lakasou, musi mit ioniza¢ni potencidl niz8i nebo jen nepa-
trné vyssi, neZ je standardni redukéni potencial atomu mé-
di'"* T1. Redoxni potencial fenolovych sloucenin klesa se
zvySujicim se pH, ¢imz se zvySuje redoxni potencial mezi
substratem a atomem médi T1. Pfi vy$Sich hodnotach pH
se ale hydroxidovy ion vaze do T2/T3 klastru a pferusuje
vnitini pfenos elektrond'>'®. Bakterialni lakasy maji proti
lakasam z vlaknitych hub obvykle nizky redukéni potenci-
al na T1. Je to obvykle méné€ nez 0,5 V. U vlaknitych hub
se redukéni potencial na T1 pohybuje v rozsahu 0,5-0,8 V.
Lakasy z vlaknitych hub jsou schopny pracovat pfi tep-
lot&"* 3055 °C. Bakterialni lakasy jsou vice tepelné stabil-
ni>'? (az do 70 °C).

Lakasy jsou inhibovany riznymi latkami. Halogenidy,
azidy, kyanidy, sulfidy, uhli¢itany a tézké kovy snizuji
katalytickou u¢innost lakasy'. Tonty F-, CN", N* nebo
0,> se vazi do T2 mista a v n&kterych piipadech i do
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milstku mezi T2 a T3 centrem. Tyto inhibitory tak pferusi
vnitini prenos elektronti a tim i celou reakci. Mezi dalsi
inhibitory lakas patii kovové ionty (Hg”", Mg®", Ca**, Sn*",
Ba®’, Co**, Cd*, Mn®" a Zn®"). T1 atom m&di tak miize byt
nahrazen redoxné neaktivnim Hg®® iontem a dojde
k nevratné inaktivaci enzymu®'®%.  N-Hydroxyglycin
amastné kyseliny mohou blokovat pfistup k aktivnimu
mistu'®. Chelata¢ni &inidla jako EDTA ovlivituji aktivitu
lakasy chelataci atomt m&di’. Lakasu inhibuje také vysoka
koncentrace organického rozpoustédla® (> 30 %).

Pro zlepSeni a zménu vlastnosti lakas se pouziva mu-
tageneze uréittho mista enzymu. Jednd se predevSim
o aktivni nebo i glykosylacni misto. Cilend mutageneze
napf. glutamové Kkyseliny za threonin ve vazebném misté
pro substrat vedla k vyraznému poklesu katalytické oxida-
ce fenolovych sloucenin. Katalyticka oxidace nefenolo-
vych sloucenin (ABTS) viak zistala stejna'®. Pro zvy3eni
produkce enzymu lze také gen kodujici lakasu prenést do
jiného organismu, ktery se snadnéji mnozi v laboratornich
podminkach nebo za regulacni misto v genomu, kde by byl
vice exprimovén. Piikladem mize byt lakasa z Pleurotus
ostreatum, ktera byla exprimovana v Sacharomyces cerevi-
siae. Kvasinky produkovaly variantu lakasy, kterd méla
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v&tsi katalytickou aktivitu a stabilitu'®. Jednotlivymi tech-
nikami pouzivanymi v molekularni biologii i jejich spoje-
nim lze snizit néklady za pouzivani enzymu. At uz ziska-
nim vét§iho mnozstvi enzymu nebo jeho vEtsi ucinnosti.

3. Vyutziti lakasy v biotechnologickych
procesech

Lakasa je pro svou Sirokou substratovou specifitu
a oxidacni vlastnosti pouzivdna v mnoha primyslovych
aplikacich. Uplatiluje se v potravinarském a papirenském
primyslu, v syntetické chemii, bioremediaci a biologickém
rozkladu fenolovych latek znecist'ujicich zivotni prostiedi
nebo i v analytickych aplikacich'***.

V potravinaiském pramyslu slouzi lakasa k odstranéni
nezadoucich fenolovych sloucenin pfi pe€eni, zpracovani
$tav nebo pii zrani vina. V ovocnych §tavach, pivu a vinu
mohou fenolové slouceniny zpisobovat hnédnuti nebo
tvorbu zakalu. Lakasa zlepSuje napf. smyslové vlastnosti
produktu. V pivovarnictvi lakasa katalyzuje odstranéni
prebytecného kysliku a oxidaci proanthokyanidini a tim
prispiva k vyssi stabilit€ a trvanlivosti piva. Stejnou funkci
ma lakasa i pti vyrobé ovocnych $tav a vin. V ovocnych
stavach se prirozené vyskytuji fenolové slouceniny a jejich
oxidacni produkty, které jim davaji charakteristickou chut’
a barvu. Tato barva a chut’ tak mulize byt za pfitomnosti
lakasy zménéna oxidaci a polymeraci téchto latek. Pfi pfi-
dani lakasy do tésta se u pekaiskych vyrobki zvétsil jejich
objem, zlepSila se meékkost peciva a doSlo ke snizeni lepi-
vosti tésta' ",

V papirenském primyslu slouzi lakasa k céstecné
degradaci ligninu pfi vyrobé papiru. K degradaci ligninu se
bézné pouziva alkalickd extrakce, chlor, kyselina chlorna,
CIO, a kyslikaté chemické oxidanty jako peroxid vodiku,
kyslik nebo ozon. Béhem alkalické extrakce je diky vysoké
rozpustnosti v horkém alkalickém roztoku vétSina ligninu
vazaného na celulosova vlédkna odstranéna. Pfi béleni chlo-
rem se mohou vytvaret toxické a vysoce perzistentni chlo-
rované organické slouceniny (napf. dioxiny). Oxidace fe-
nolovych hydroxylovych skupin ligninu lakasou vede ke
vzniku fenoxyradikalii, které se mohou spontanné presku-
pit a vést k rozstépeni alkylovych postrannich fetézct po-
lymeru”'>*, Pouziti lakasy v tomto procesu je vzhledem
k zivotnimu prostiedi Setrn&jsi.

Lakasa je pouzivana také k piipravé polymert. Oxida-
ci vhodnych substratii vznikaji reaktivni radikaly, které
mohou podstoupit mnoho neenzymovych reakci. Témito
neenzymovymi reakcemi se z vychozich latek za vzniku
kovalentnich vazeb C-C, C-O, a C-N mohou tvofit dimery,
oligomery a polymery. V pfitomnosti mediatoru se §tépe-
nim kovalentnich vazeb mohou tvofit i monomery. Synté-
za téchto novych slou¢enin nebo jejich modifikace pomoci
lakasy nabizi moznosti pfevazné pro farmaceuticky a kos-
meticky pramysl'”*?. Lakasu je mozné vyuzit i pro vyrobu
aldehydd oxidaci alkoholdi. Nahrazuje bézné¢ pouzivana
oxidacni Cinidla jako chromany a jodistany a Setii tak zi-
votni prostfedi. Aldehydy s vyssi molekulovou hmotnosti
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maji Casto piijemnou vini kvéti. Mohou byt pouzity jako
pfisady pro parfémy nebo jako meziprodukty pro vyrobu
syntetickych pryskyfic, barviv, desinfekénich prostredka
a konzervacnich latek'®.

Lakasa reaguje s mnoha latkami a je tak vyhodna
v bioremediaci Zzivotniho prostfedi. Oxiduje latky, které
mohou vytvafet nerozpustné slozité struktury. Ugastni se
degradace fenolovych sloucenin ptitomnych v odpadech
zmnoha prumyslovych procesti jako zpracovani ropy,
vyroba organickych chemikalii, lihovary nebo produkce
olivového oleje®***®. Je schopna degradovat polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU), polychlorované bifenyly
(PCB), benzen nebo toluen®! 2.

Lakasa také reaguje s riznymi druhy textilnich barviv
a degraduje je. Muze také dochazet k spojovacim reakcim
a tvorb& sraZenin barviv, které jdou lépe odstranit™. Pie-
vazna vétSina textilnich barviv je sloZena ze substituova-
nych aromatickych sloucenin a heterocykltl. Barviva jsou
na zaklad¢ struktury chromoforu klasifikovana do n¢kolika
skupin. Nejvétsi a nejrozsifencjsi skupinu zfejmé tvoii
azobarviva. Dal§imi skupinami mohou byt antrachinonova,
indigo, trifenylmethanova, ftalokyaninova nebo polyaro-
maticka barviva®*’. Vyhodou téchto barviv je odolnost
vici vyblednuti pisobenim svétla, vody nebo dalSich che-
mickych latek**. Nevyhoda pouzivani téchto barviv spo¢i-
va v mozné karcinogenitd a mutagenité'>. Odpadni vody
z textilniho primyslu jsou zbarvené témito latkami. Tyto
barviva jsou v béznych biologickych Cistirnach odpadnich
vod mikrobidlni populaci t€zko rozlozitelnd. Pro mikroor-
ganismy mohou byt i toxicka a vést k jejich usmrceni®®’.
Pro odstranéni latek z odpadnich vod existuji fyzikalné-
chemické metody jako adsorpce, koagulace, oxidace, fil-
trace nebo elektrochemické Upravy. Pro odstranéni barviv
se bézn¢ uziva adsorpce a koagulace. Adsorpce a koagula-
ce barviv je sice uspésna, ale vytvari se obrovské mnozstvi
kalu, kdy se latky pouze ptenasi z odpadnich vod do tuhé-
ho odpadu®-'. Toxicita enzymovych produkti u nékterych
barviv ziistava stejna nebo dochazi ke ztraté toxicity™.

Lakasa mutize byt soucasti biorekognikacni vrstvy pfi
konstrukci biosenzord, které mohou byt vyuzity k detekci
fenolovych sloucenin, kysliku, azidu, kyseliny askorbové,

. o : 1017,2429
morfinu, kodeinu a riznych flavonoida .

4. Imobilizace lakasy

Siroké pouzivani enzymi v pramyslovych aplikacich
je omezeno z n€kolika divodi. Obecné maji enzymy niz-
kou stabilitu. Nizka stabilita lakasy pfi jejim pouZiti
v odpadnich vodach napf. ztextilniho primyslu nikdy
neprispéje k jejimu Sirokému vyuzivani. Dal§im dobie
znamym divodem jsou ceny enzymu. Pii pouziti velkych
mnozstvi relativné ¢istého enzymu s dobrou specifickou
aktivitou mohou byt cenové néaklady prili§ Vysoké3 3,
Tyto problémy mohou byt vyfeSeny imobilizaci enzymu
na vhodny nosi¢. Pro tento tcel byla vytvotfena fada nosic¢t
ruznych geometrickych tvarti. Nosi¢e mohou byt pfirodni
(chitin, chitosan, agarosa, derivaty celulosy) nebo syntetic-
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ké (nylon, polyvinylalkohol, polyglycidylmetakrylat, poly-
siloxan)*. Jmenované nosi¢e mohou byt pouzity samostat-
né nebo jako kryci nebo obalovy material pro dalsi nosice,
jakymi jsou napf. dutd mikroporézni polypropylenova
vlakna, membrany nebo magnetické ¢i nemagnetické mi-
kro- a nanoéastice®®. Imobilizaci se mohou zlepsit nebo
naopak zhorSit vlastnosti enzymu. VétSinou dochazi
k zlepSeni stability enzymu vzhledem k teploté, pH pro-
stiedi nebo organickym rozpoustédlim. V dusledku imobi-
lizace enzymu muize dojit ke sniZeni aktivity imobilizova-
ného enzymu proti volnému. Hlavni vyhodou imobilizace
enzymu je jeho opétovné pouziti a jeho snadna separace
z reakéni smési.

Lakasa byla imobilizovdna riznymi metodami na
fadu nosicu. Piikladem imobilizace je napf. lakasa imobili-
zovanad na silikatovych nanocasticich, kdy vSak lakasa
ztratila 60 % své aktivity’’, nebo na magnetické formé
makroporéznich ¢astic celulosy, kdy pfi pouziti orientova-
né imobilizace pres glykosylované fetézce enzymu byla
nameétena aktivita enzymu vyS$$i neZ u neorientované imo-
bilizace®®. Pro odbarvovani barviv byla lakasa imobilizo-
vana na silikagelu modifikovaném imidazolem nebo na
hlinikovych ¢asticich pokrytych silikitem®. P#i odbarvo-
vani barviv dochazi ke ztraté zbarveni nejen enzymovou
reakei, ale Casto i adsorpci barviva na nosi¢. Pfi pouZiti
sklenénych castic s kontrolovanou porozitou byla vsak
prevazna vétSina antrachinonového barviva degradovéna
enzymovou reakci lakasy™®. Lakasa byla zesitovanim glu-
taraldehydem a pokrytim alternativné nabitym elektroly-
tem imobilizovana na hlinikovych casticich zaroven
1 s dal$im enzymem — kfenovou peroxidasou. Tyto enzymy
byly proti volnym formam stabilnéjsi a byly uspésné pou-
zity pii degradaci ligninu®. Lakasa je také pouzivana
v analytickych aplikacich jako biosenzor pfevazné pro
detekci fenold. Pro tento ucel byla imobilizovana napf. na
polyvinylalkoholu, komplexech osmia, nafion/sol-gel sili-
katu, chitosanu, silikagelu nebo na Langmuir-Blodgett
(LB) filmu*™"!. Lakasa imobilizovana na LB filmu méla
10 % aktivitu nativniho enzymu a pfi pfimichani amfifilni-
ho N-alkyl-bis(thiofen)arylenu do LB filmu doslo
k zvyseni citlivosti biosenzoru®'. Imobilizovanou lakasu
1ze také pouzit jako elektrodu v elektrochemickém ¢lanku.
Pii zkonstruovani anody tvofené imobilizovanou gluko-
saoxidasou a katody tvofené imobilizovanou lakasou
a pouzitim 1,1'-dikarboxyferrocenu jako mediatoru pfeno-
su elektront mezi obéma elektrodami, 1ze pouzitim Stavy
zovoce (pomerané, grep, banan) vyrabét malé napéti*
kolem 200 mV. S rozsifenim nanotechnologii doslo k imo-
bilizaci lakasy také na rizné uhlikové nanomaterialy, jaky-
mi jsou napf. nanotrubi¢ky nebo oxidy grafenu®, &astice
zlata* nebo chitosanem pokryté magnetické nano&astice
zeleza™.

5. Zavér

Pro oxidaci latek se vyuzivaji rizna oxidacni ¢inidla.
Tato ¢inidla pfedstavuji velkou zatéz pro Zivotni prostfedi.

927

Referat

Pouziti enzymové reakce misto chemické reakce umozni
tuto zatéz snizit. Lakasa je pro svou Sirokou substratovou
specifitu zajimavou alternativou oxidac¢nich cinidel jako
jodistan nebo chroman. Presto, Ze je lakasa uZ Casto pouzi-
vana v nejriiznéjSich biotechnologickych aplikacich, nakla-
dy pii pouZzivani enzymu jsou stdle vys$i nez pouZzivani
chemickych sloucenin. Pti nékterych primyslovych apli-
kacich je nezadouci pouzivat chemické oxidanty a tak se
nabizi moznost vyuziti lakasy. Snizeni nakladd na provoz
enzymu tak muze byt dosaZeno imobilizaci enzymu nebo
zefektivnénim zisku enzymu z organismd, které tento en-
zym produkuji.

Tato prace byla podporena vnitinim grantem Univer-
zity Palackého PrF 2013 037.
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M. Joienek and L. Zajoncova (Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Palacky University, Olo-
mouc).: Biotechnological Importance of Laccase and Its
Characteristics

Due to the presence of four Cu atoms in the active site
of laccase (an oxidoreductase) it catalyzes oxidation of
a wide range of substrates and also reduces oxygen to wa-
ter. The laccase substrates include, e.g., phenols, ABTS
[2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazole-6-sulfonic
acid)] and syringaldazine. Laccase is used in analytical
chemistry, in paper and food industry due to its substrate
specificity in oxidation. Laccase is able to deco-lourize
wastewaters from textile industry. The review summarizes
laccase characteristics and its biotechnological applica-
tions.



