Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Ustav pro Zivotni prostfedi

Studijni obor: Ochrana zivotniho prostredi

=)

Aplikace ligninolytickych hub na pevnych
substratech pro degradace endokrinnich

disruptoru

Application of ligninolytic fungi on solid substrates for

degradation of endocrine disrupters

Diplomova prace
Bc. Anna Slavikova-Amemori

Vedouci prace: doc. RNDr. Tomas$ Cajthaml, Ph.D.

Praha 2012



Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné¢ s vyuzitim uvedené
literatury a informaci, na né¢z odkazuji. Svoluji k jejimu zaptjceni s tim, ze veskeré (i
prejaté) informace budou fadné citovany. Rovnéz prohlasuji, Ze predlozena diplomova

prace je totozna s elektronickou verzi vloZenou do SIS.

V Praze dne 21. 8. 2012 oo



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla podékovat predev§im svému Skoliteli doc. RNDr.
Tomasi Cajthamlovi, Ph.D. za umoznéni této diplomové prace a za podporu a trpelivost pfi
jejim vedeni. Déle bych chtéla pod€kovat Tatian¢ Vlasenkové za spolupraci na
experimentu a RNDr. Zdené Kiesinové a Stefanovi Covinovi Ph.D. za ¢etné konzultace,
rady a pomoc pii sestavovani experimentll i v jejich pribéhu. Dekuji Mgr. Katefing
Svobodové Ph.D. za ochotné rady a konzultace ohledné péstovani mikroorganismii, RNDr.
Martinu EzechidSovi za pomoc pifi stanovovani estrogennich aktivit a Mgr. Monice

Cvancarové za rady ohledns statistiky.

Tato diplomova prace vznikla za podpory projektu Centra kompetence TE01010218 a
projektu TA01020804 od Technologické agentury CR.



Obsah

ADSTIAKL. ...ttt ettt e b et e e et ee e naees 5
YN 011 ¢ o1 AU PP 6
Seznam pouzityCh ZKIatekK.........ccieriiiiiiiiiieiieie e 7
L UVOM. ettt 9
2 TEOTETICKA CASL...cnetiitieieee ettt ettt ettt e et eeeaaees 10
2.1 EndoKrinni diSTUPLOTY.......ceeiuiiiiieiieeiteeiee ettt ettt ettt et 10
2.1.1 Definice endokrinnich diSTUPtOrT.........cccuveriieiiieriieiierie e 10

2.1.2 Princip pisobeni XeN0eStrOZENTL.........c.eevveerreerieereerreeieenieesreeeessneeeessseeesnnes 11

2.1.3 Zastupci endokrinnich diSruptorli........occveeeeieeeeiieiiiie e 12
2.1.3.1 17 a-ethynylestradiol..........ccoeoieiiiiiiiiiieiee e 12

2.1.3.2 ATKYHENOLY . .c.evieiieiie ettt 13

2.1.3.3 BISTENOL Ao 14

2.1.3.4 Trgasan (TricloSan).........ccccueeerieeeiieeeiieecie et e e e e e e eeraeee s 15

2.1.4 Hodnoceni estrogennich aktivit Xen0esStrogentl.........ccveeveerveeniienieeniieaeieennn 16

2.1.5 Vyskyt endokrinnich disruptorti ve vodach..........ccocoveviiieiiiiiiiiiiiiiiieeeiee 17

2.2 Odbouravani endokrinnich disruptorti na COV..........ooovvviuivoeeeeeeieeeeeeeeeeeeeas 18
2.3 Alternativni zpusoby odbouravani ED v odpadnich vodéch..............cccevveeennnnnnn.n. 20
2.4 Degradace ED pomoci ligninolytickych hub............cccooiiiiiniiiiee, 21
2.4.1 Ligninolytické houby a jejich vIastnosti..........ccccueeriieriierieniiieiienieeeiee e 21

2.4.2 Princip piisobeni ligninolytickych enzymul............ccooevvieviininiinieniiieneeee 22

2.4.3 Degradace ED pomoci WRF a jejich LME na riiznych substratech................. 23

2.5 CHIE PIACE.....eeueieieieieeie ettt ettt ettt st b et es 25

3 Materidly @ METOAY ... .covieiiieiieiieeieeie ettt ettt et saae et e et e et e snbeenbeeennees 26
3.1 Pouzité chemikélie @ MiKroorganiSmy.........cccueevureruieeieeriienieeniieeeeeieeeveereeeee v 26
3.2 Degradace IN-VIITO.......cccueerureeririeeiieeeeieeeeiteeetteeeteeesaeeessseeessseeessseessssseeesssssssseeeenns 26
3.2.1 PHPrava SUDSLIALUL.....cc.eeiiieiiieeiieiie ettt ettt as 26

3.2.2 Kultivace OrZaniSIMUL..........cecueeruierieeniieeieetieeteesieeeteesaeeeseensnesnseeesnseeessseeanns 27

3.2.3 Extrakce enzymi z pevného substratu do pufit.........ccceecveevieeiiieeinciiiieniieenas 28

3.2.4 Stanoveni enzymovych aktivit @ proteinll..........ccceeeveeevieeriiieeniieeniee e e e 28

3.2.5 Degradacni POKUS IN-VItIO......ccuieiiiiiiieiieeiiesiie ettt ettt s 29

3.2.6 Statistické vyhodnoceni vysledKu...........ccooviiiiiiniiiiiiieniicieceeeee e 30



A VYSLIEAKY ...ttt ettt ettt et ettt e et sabeebaeerbe e teeenteeneeeennes 31

4.1 ProrUstani hub SUDSIIAteM.......ccceiiiiiiiiiiiiee e 31
4.2 ProduKCe ENZYMUL......eieiiiieiiieeiieeeiee ettt e eiee et e et eeeaeeesaaeesstaaeeesessssaeeaeeesssneaeens 31
4.3 Vysledky meteni proteintl...........ccceereieiienieiiiienieeieesee ettt 36
4.4 Vysledky in-vitro degradace...........cceecvieriieiieriieeieeieeeie ettt 39
4.5 Korelace aktivit enzymil s degradacemi.........cc.eevvuveeeiiiieriiieeniieesiee e e 43
S DASKUZE.....eeeeeieeeee ettt ettt e et e e e et a e e e e e e ta e e antaeenaraeennaaaeeennnnees 47
0 ZAVET ...ttt ettt et et at e et ae e et st e e es 53
PIILONY ettt ettt sh et e st e s eeas 55
|1 11 ¢ DT RPRPRPRRt 61



Abstrakt

V soucasnosti je mezi latkami vypousténymi Clovékem do Zzivotniho prostredi
vénovana velkd pozornost tzv. endokrinnim disruptorim (ED). Jde o latky schopné
naruSovat hormonalni systém organismii vcetné ¢loveéka. V raznych studiich bylo zjisténo
jejich nedostate¢né odbourdvani na Cistirnach odpadnich vod, ¢imz se dostavaji do vodnich
toktl, kde mohou poskozovat vodni organismy. Mezi zkoumanymi alternativnimi metodami
pro odbourdvani ED na distirnach odpadnich vod se jevi jako perspektivni vyuzivani
ligninolytickych hub. Ty jsou diky svym enzymim s nizkou substratovou specifitou
schopné rozkladat rizné aromatické polutanty podobné svou strukturou ligninu. V této
diplomové praci byla zkoumana schopnost riistu a produkce ligninolytickych enzymi u
Ctyt vybranych ligninolytickych hub na pevnych organickych substratech (komer¢ni
slamové pelety, topolové piliny smichané se sldmovymi peletami, dubové piliny smichané
se slamovymi peletami), které by mohly ptedstavovat vhodny substrat pro rst hub v
houbovych bioreaktorech pro ¢isténi odpadnich vod, a schopnost téchto enzymi
degradovat Ctyii bézné ED v pokusu in-vitro. Jako nejlépe degradujici houba na tomto typu
substratii byl stanoven Trametes versicolor, ktery byl schopen zdegradovat béhem 24 hodin
pod mez kvantifikace 20 pg/ml bisfenolu A, 17 a-ethynylestradiolu a 4-nonylfenolu.
Houby dobfte degradovaly na vSech tfech substratech, jako vhodnéjsi substrat se vsak jevily
dfevéné piliny, jelikoZ na Cisté slamé dochdzelo k rychlému vycerpani substratu. Pomoci
analyzy hlavnich komponent (PCA) byla urcena korelace mezi enzymovymi aktivitami
hlavnich ligninolytickych enzymt a degradacemi ED. Hlavni degradujici enzymy se liSily
podle hub. Tversicolor vyuzival k degradaci zejména lakazu, Lentinus tigrinus degradoval
ED hlavné pomoci mangan dependentni peroxidazy. Pfitomnost enzymu nevedla u vSech
hub vzdy k degradaci, coz ukazuje na tvorbu rtiznych izoforem s odliSnymi degrada¢nimi

schopnostmi. Je tfeba uvazovat i mozny vliv neligninolytickych enzymt na degradaci.

Klicova slova: Endokrinni disruptory, degradace, ligninolytické houby, pevné substraty,
bisfenol A, 17 a-ethynylestradiol, Irgasan, nonylfenol, slamové pelety, topolové piliny,

dubové piliny, ligninolytické enzymy, enzymové aktivity, lakdza, mangan peroxiddza



Abstract

Today a lot of attention is focused on compounds called endocrine disrupters (EDs)
among substances released to environment by humans. They are a group of substances
which can disturb function of hormonal system of organisms including humans. Their poor
removal at wastewater treatment plants (WwTP) were shown at various studies, thus they
can reach the environment in water. A prospective way for the degradation of EDs at
WwTP can be their removal by ligninolytic fungi. They are able to degrade lots of lignin-
like aromatic substances because of their highly nonspecific enzymes. In this work growth
and enzyme production capability of four ligninolytic fungal strains were monitored on
three solid substrates (straw pellets, poplar sawdust mixed with straw pellets, oak sawdust
with straw pellets), which may be suitable substrates for fungal growth in bioreactors for
wastewater treatment. Ability of these enzymes to degrade EDs were tested in in-vitro
degradation experiment. Trametes versicolor was found as best degrading strain with 20
ug/ml of bisphenol A, 17 a-ethynylestradiol and nonylphenol degraded below a
quantification limit within 24 hours. Fungal strains degraded EDs well on all of the three
substrates but wood sawdust seemed to be a better substrate for fungal growth because
straw pellets showed rapid depletion during the cultivation. A correlation between the
enzymatic activities and the degradation of EDs were assessed by principal component
analysis (PCA). Main degrading enzymes differed among the fungal strains. 7. versicolor
degraded EDs probably with activity of laccase, while Lentinus tigrinus showed a
correlation between the degradation and mangan dependent peroxidase. The presence of
the enzymes did not lead to degradation every time, which shows that different isoformes
of the enzymes with diverse degradation abilities were produced according to the fungal
strains and the substrates. It is possible that some nonligninolytic enzyme activities played

a role in the ED degradation.

Keywords: Endocrine disrupters, degradation, ligninolytic fungi, solid substrates,
bisphenol A, 17 a-ethynylestradiol, irgasan, nonylphenol, straw pellets, poplar sawdust,

oak sawdust, ligninolytic enzymes, enzyme activities, laccase, mangan peroxidase
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1. Uvod

Endokrinnimi disruptory (ED) je nazyvana skupina latek schopnych ptlisobit na
hormonalni systém organismi. Patii mezi né pfirozené steroidni latky i latky syntetickeé,
naptiklad souc¢asti antikoncepce, plastl nebo surfaktanty [1]. Jejich vyskyt byl detekovéan v
ruznych slozkach zivotniho prostiedi jako jsou pudy ¢i sladké i slané vody. V mnoha
studiich bylo popsano Skodlivé plisobeni téchto latek na organismy vcetné Clovéka. Ve
vodnim prostiedi se jednd zejména o ryby a obojzivelniky, u kterych byly pozorovany
feminizace ¢i hermafroditizace populaci, metamorfézy pohlavnich organti a zhorSeni
reprodukénich schopnosti a dalsi vlivy na hormonalni a reprodukéni systém [9-17].

Detekce téchto latek na vytocich z Cistiren odpadnich vod ¢i tovaren ukazuje jejich
nedostate¢né odbouravani v Cisticich procesech. Je proto snaha nalézt alternativni metody
¢isténi odpadnich vod, které by byly schopné tyto latky odbourat. Perspektivni se v tomto
ohledu jevi biodegradace pomoci ligninolytickych hub. Jednd se o skupinu houbovych
organismu schopnych degradace ligninu pomoci svych enzymut. Diky extracelularnimu
charakteru a nizké substratové specifité enzymi jsou tyto houby schopné rozkladat mnohé
aromatické latky podobné svou strukturou ligninu. V laboratornich podminkach byly
sledovany uspésné degradace rozlicnych organickych polutantti jako jsou PAH, PCB,
synteticka barviva nebo organochlorované pesticidy a také ED. [55]

V soucasnosti je pozornost zaméfena na moznosti aplikace téchto organisml pro
degradace v bioreaktorech na ¢isténi odpadnich vod.

V této diplomové praci byla zkoumana ristova a degrada¢ni schopnost vybranych
ligninolytickych hub na pevnych organickych substratech (dfevénych pilinach a slamovych
peletach). Slama a dievéné piliny by mohly pfedstavovat perspektivni substrat pro riist hub
v bioreaktoru diky své dobré dostupnosti a nizké cené a téz vétsi Setrnosti vici zivotnimu
prostfedi oproti umélym substratim. Na jednotlivych substratech bylo sledovano
prorustani hub matrici, tvorba hlavnich ligninolytickych enzymii a schopnost téchto

enzymil degradovat Ctyfi bézné ED in-vitro.



2. Teoreticka Cast

2.1. Endokrinni disruptory

2.1.1. Definice endokrinnich disruptori

V poslednich desetiletich je mezi Skodlivinami, dostdvajicimi se do zivotniho
prostfedi vlivem ¢lovéka, kladena velk4 pozornost na latky majici schopnost poskozovat ¢i
ovliviiovat hormondlni systém organismt [1,2,3,4,5,11]. Tyto latky jsou nazyvéany
endokrinnimi disruptory. Podle definice EPA jde o ,.cizorodé latky, které zasahuji do
syntézy, sekrece, transportu, vazeb, Cinnosti a eliminace pfirozenych hormond v
organismu, fidicich jeho homeostazi, reprodukci, vyvoj a chovani.“[1,5]

Predpoklada se, ze pusobeni na hormondlni systém se déje kvili schopnostem
téchto latek 1) napodobovat efekt pfirozenych hormoni, 2) piisobit jako jejich antagonista,
3) narusovat syntézu a metabolismus pfirozenych hormonii ¢i 4) narusovat fungovani
hormonalnich receptori [3]. Znamé jsou ptipady latek napodobujicich ¢i blokujicich
pusobeni hormontl estrogennich, androgennich a thyroidnich [4,11]. Nékteré latky jsou
pfitom schopné zastavat zaroveil funckce vice druht hormont, naptiklad se mohou vazat
jak na estrogenni tak na androgenni receptory [15].

Ptipady endokrinni disrupce v pfirodé jsou nejvice nalézané na populacich
sladkovodnich ryb Zijicich v tocich niZe od vytokl z &istiren odpadnich vod (COV) &i
tovaren na zpracovani dieva [9,11]. V rlznych studiich z celého svéta [9,11,14,15,16] jsou
popisovany vlivy na ryby, jako je inhibice vyvoje vaje¢nikt ¢i varlat, maskulinizace ¢i
feminizace vnitinich ¢i vnéjSich genitélii, vyskyt hermafroditi v populaci gonochoristi,
predCasné C¢i zpozdéné pohlavni dospivani jedincii nebo sniZzeni koncentrace hormont
hypofyzy [9,11]. Konkrétné byly pozorovany naptiklad indukce proteinu vitellogeninu u
samcl ryb (primarné je tento protein vazan pouze na samice), ¢i ,.hermafroditizace®
jedinct plotic (Rutilus rutilus) na dolnim toku od COV ve Velké Britanii [28], zhorSeny
vyvoj varlat u kapri (Cyprinus carpio) v Japonsku [14], mensi velikost gonopodii u
zivorodek (Gambusia a. holbrooki) v Australii nebo posun poméru pohlavi v rybi populaci
Catostomus commersoni v USA smérem k samicim spolu se zhorSenym vyvojem
vajecnikl u samic a vyskytem oboupohlavnich gonad v téze populaci [16]. Kromé ryb byly
popsany znaky endokrinni disrupce, jako je feminizace populaci, i u obojzivelnikd. [17]

V téchto studiich byla prokdzéna viditelna pfi¢innad souvislost mezi vodami

vypousténymi z COV & tovaren a endokrinnimi efekty, pfiemz je velmi pravdépodobné
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pusobeni hormonélnich latek (hlavné estrogenniho charakteru) obsazenych v téchto
vodach. Kvuli velkému mnozstvi antropogennich latek dostdvajicich se do prostiedi je
velmi obtizné identifikovat jasny vztah mezi konkrétni latkou a specifickou odpoveédi [11].
Piesto se na zakladé mnoha studii podafilo prokazat plisobeni rozlicnych latek jakoZto
endokrinnich disruptort.

Patii mezi né pfirozené sterodini estrogeny estron (E1), 17 B-estradiol (E2), estriol
(E3) a synteticky steroidni estrogen 17 a-ethynylestradiol (EE2) a dale latky napodobujici
funkci estrogentl, které mohou byt rostlinného ptivodu — tzv. fytoestrogeny (p-sitosterol,
genistein) nebo syntetického pivodu — tzv. xenoestrogeny. [1,13] Mezi xenoestrogeny se
fadi Siroka Skala chemickych latek, jako jsou pesticidy (patfi sem v nasi zemi jiz zakdzany
DDT, dieldrin ¢i toxafen), polychlorované bifenyly (PCB), alkylfenoly a fenolové
antioxidanty, plastifikatory (ftalaty) ¢i bisfenol-A pouZzivany pfi vyrobé¢ plasti [1,2,3]. V
soucasnosti se pfisuzuje hormonalni ptisobeni i nékterym bromovanym zpomalovactim
hoteni, naptiklad u 2,4,6-tribromofenolu bylo prokdzano anti-estrogenni a anti-androgenni
pusobeni. [82] Estrogenni a androgenni pusobeni je pfipisovano i antibakterialni latce

Irgasan.

2.1.2. Princip pilisobeni xenoestrogenii

Xenoestrogeny jsou latky napodobujici plsobeni pfirozenych estrogend, tj.
estradiolu E2. Pfirozené steroidni hormony pulsobi v téle organismil skrze specifické
receptorové proteiny. Estrogenni receptory patii mezi skupinu jadernych receptord a
nachazeji se v cytoplazmé bunék. V téle obratlovcl se nachazeji dva hlavni estrogenni
receptory ER a a ER B. Hormony prochazejici skrze lipidovou membranu do buiky se
navazi na receptory a tim je aktivuji. Takto vzniklé komplexy hormon-receptor putuji k
DNA a navazi se na specificky usek DNA zvany responzivni element. Tim je pak spustén
proces exprese genu [6,20].

Xenoestrogeny mohou pusobit na riznych urovnich této drahy. Mohou se vazat na
estrogenni receptory, ty maji nizkou substratovou specifitu a mize se tak na né navazat
Siroka Skala latek podobnych svou strukturou estradiolu. Cizorodé estrogenni latky mohou
pusobit také pfes navazani se na estrogenni responzivni element. V tomto piipadé Casto
pusobi jako inhibitory signalti fizenych estrogennimi receptory. Xenoestrogeny vsSak
mohou piisobit také zcela nezdvisle na této draze. Tyto mechanizmy jsou nejméné

probadané a zpisobuji mnoho nejasnosti v chapani zplusobli plsobeni endokrinnich
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disruptori. Mohly by sem patfit vlivy na fosforylaci proteind, pusobeni pfes zménu

syntézy steroidil, piisobeni na AhR receptor ¢i zména v expresi genti [6].

2.1.3. Zastupci endokrinnich disruptoru

2.1.3.1. 17 a-ethynylestradiol

Synteticky steroidni estrogen 17 a-ethynylestradiol (EE2) tvoii hlavni estrogenni
sloZzku v oralni antikoncepci. Z téla je vylucovan v podobé glukuronidovych konjugati
spolu s moéi. Na COV se &innosti p-glukuronidazy, produkované mikroorganismy v kalu,
muzZe z téchto konjugath uvoliovat aktivni forma EE2, kterd se tak dostdva do vodniho
prostiedi [12,26]. Ackoliv byla podle n¢kterych studii stanovena jeho koncentrace ve vodé
1 aktivita oproti pfirozenym steroidnim estrogentim jako nizsi (pomér E2:EE2 ve vytocich
z COV ¢inil v anglické studii 9:1 [12]), je oproti témto estrogenim méné rozpustny a
odoln¢;jsi vici biodegradaci, s vétsi tendenci kumulovat se v organismech [12].

U EE2 byl prokazan vliv na produkci proteinu vitellogeninu u rybich samcu a
pfisuzuje se mu dilezitd role ve feminizacnich jevech u rybich populaci vystavenych
vytokim z COV [9,11,12,26]. Vitellogenin (VTG) je prekurzor Zloutku syntetizovany v
jatrech samic vejcorodych obratlovcil v reakci na estrogenni piisobeni, samci VTG ve svém
téle nevytvareji, obsahuji vSak geny pro jeho tvorbu, které se pii vystaveni plusobeni
estrogeni mohou aktivovat, vyskyt VTG v krvi samct tak slouZi jako biomarker pro
expozici estrogentim [11].

Pti vystaveni 4 ng/l EE2 po dobu 2 let doSlo u skupiny plotic (Rutilus rutilus) ke
kompletni feminizaci populace. Pfi expozici plotic v Casném stadiu zivota stejné
koncentraci EE2 doslo ke vzniku oboupohlavnich Zlaz (ovotestes) u 20 % jedinci [9].
Expozice ¢asnych stadii zivota stievli (Pimephales promelas) koncentraci 10 ng/l EE2
vedlo k vyvojovym vadam gonad a tvorb¢ ,,vaje¢nikovych dutin® v télech az 60 % samcii

[32].
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1 7u-ethynylestradiol (EE2)

2.1.3.2.Alkylfenoly
Alkylfenoly (AP) jsou degradacnimi produkty alkylfenolethoxylati (APEs), Siroce

vyuzivanych neiontovych surfaktanti. Funguji jako emulgatory a rozpoustédla, vyskytuji
se v domacich detergentech a Cisticich prostredcich, dilezité jsou i v primyslu, napiiklad
pfi vyrobé pesticidd, nebo v papirenském ¢i textilnim odvétvi. Mezi dva nejbéznéjsi
surfaktanty z této skupiny patii oktylfenolethoxylaty a nonylfenolethoxylaty. Ptfi degradaci
téchto latek na COV ¢&i v piirodé dochazi k uvoliiovani mnohem persistentngjsich latek —
nonylfenold (NP) a oktylfenoli (OP), které oproti plivodnimu produktu vykazuji vySsi
toxicitu a jsou schopné pusobit jako endokrinni disruptory. 80 % APEs piedstavuji
nonylfenolethoxylaty [25]. Proto je vétsi pozornost kladena vyskytu a vliviim nonylfenolu.

Hlavni cestou vstupu do zivotniho prostiedi a expozice lidi i volné Zijicich
zivoCicht je voda. AP se dostavaji do odpadnich vod a mohou se dostavat do ptirody ptes
vytoky z COV, dale se mohou uvoliiovat pii uzivani nékterych pesticidii. Diky své vysoké
hydrofobicité se na COV mohou sorbovat na kaly a dostavat se spolu s nimi do pad [1,25].
Zatimco ve vodé vykazuji alkylfenoly pomérné dobré degradaéni vlastnosti, nasorbované v
kalu ¢i v sedimentech ziistdvaji neménné a mohou se v téchto matricich akumulovat
[24,25].

Diky své fenolové skupiné mohou piisobit jako xenoestrogeny [1,24,25]. Podle
studie zkoumajici vliv NP na produkci vitellogeninu u ryb bylo sledovano, ze NP
pravdépodobné funguje podobnym zplsobem jako E2 pies vazbu na estrogenni receptory.
[29]

V japonské studii s rybou medaka (Oryzias latipes) byla pii expozici NP o
koncentraci 17,7ug/l po celou dobu jejich vyvoje nalezena tvorba ovotestes u 20 %

jedinct, pti 51,5 pg/l u 40 % jedinct [31]. Pétitydenni expozice stejného druhu ryby
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koncentraci 0,1 pg/l NP vedla k tvorbé proteint specifickych pro samice (véetné¢ VTG) u
samcl ryb [33]. 4 pg/l NP byly schopné indukovat expresi mRNA pro vitellogenin u
zivorodek rodu Xiphophorus helleri a vést k apoptoze ne€kterych bunck varlat u samct. 0,2

ng/l NP bylo schopné u stejného rodu zplsobit zkraceni ,,meciku®, pohlavniho znaku

Nonylphenol (NP)

samcu zivorodek [19].

2.1.3.3.Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) je pouZzivéan pro vyrobu polykarbonatovych plastii a epoxidovych
pryskyfic. Men$i mnozstvi BPA se pouziva i v papirenském primyslu. Polykarbonaty tvoti
naptiklad obaly od potravin nebo kompaktni disky. Jako soucast epoxidovych pryskytic ho
1ze nalézt v dentalnich potiebach, naptiklad zubnich plombach, nebo tvoii ochranné natéry
plechovych konzerv. BPA se pfitom z téchto materiali miize uvoliiovat. V soucasnosti se
hojné diskutuje jeho uvoliiovani z obalt do potravin, ze kterych se dale mize dostavat do
lidského organismu. Jeho piitomnost byla zjisténa i v prachu, podzemni vodé ¢1 v moii [7].
Do Zivotniho prostiedi se dostava z tovaren, ve kterych se vyuziva pii vyrobé,
uvolnovanim z plastovych odpadi [1] a prosakovanim ze skladek [45].

BPA je diky pfitomnosti fenolovych skupin schopen vazat se na estrogenni
receptory a to jak na ER a, tak ER B. Jeho afinita k estrogennim receptoriim je pokladéna
za 1000-10000krat slabsi oproti pfirozenému estrogenu E2 [7,19,20]. Kromé¢ estrogennich
ucinki bylo u BPA prokézano ptisobeni thyroidni a antiandrogenni [5,7].

BPA byl dlouho pokladan za slaby estrogen kvili jeho nizké afinité k estrogennim
receptorim [5,7,8]. Ve studiich zkoumajicich vliv estrogennich latek na organismy casto
vychazel jako slaby estrogen oproti ostatnim latkdm. Ve studii s rybami medaka (Oryzias
latipes) doslo k indukci proteinil specifickych pro samice (véetn€ VTG) pii koncentraci 10
ug/l BPA ve vodé (u NP to stacilo 0,1 pg/l au E2 0,005 pg/l ) [33]. Pro indukci VTG u
zivorodek (Xiphophorus helleri) bylo tteba 2 mg/l BPA (u NP stacilo 4 ppb), u 2 ug/l vsak
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jiz bylo patrné jasné zkraceni ,,meciku‘, pohlavniho znaku samcti [19]. V jiné studii pii
zkoumani estrogennich aktivit latek in-vitro pomoci kvasinkového testu vysla estrogenni
aktivita BPA oproti NP vyssi [22]. Jasny vliv BPA byl prokazan i u mysi — pfi expozici 0,1
mg/kg BPA byly patrné znaky piedcasného dospivani u samic v podobé& otevirajici se
délohy, 5 mg/kg bylo schopnych ovlivnit tvar epitelidlnich bun¢k v déloze a pti 100 mg/kg
doslo k prokazatelnému zvySeni vahy d¢lohy [34]. Referen¢ni ddvka BPA byla EPA
stanovena jako 50 pg/kg télesné vahy/den [7].

Soucasné studie ukazuji na vyznam jeho pisobeni pomoci drah nezavislych na
estrogennich receptorech, kde mize ovliviiovat hormonalni systém jiz ve velmi malych
koncentracich (tzv. efekt nizkych davek). V uvahu je tieba brat i jeho ptasobeni thyroidni ¢i
antiandrogenni [5,7]. BPA by tak, 1 kvali své vysoké produkci, mohl patfit mezi

nejvyznamnéjsi endokrinni disruptory.

HaC CHs

Bisphenol A (BPA)

2.1.3.4.Irgasan (Triclosan)

Triclosan (TCS) neboli 2,4,4 -trichloro-2’-hydroxy-difenylether, znamy téz pod
obchodnim nézvem Irgasan (IRG) , je antibakterialni latka nachézejici se v Sirokém spektru
produktt. Diky svym antiseptickym, desinfekénim a konzerva¢nim U¢inkiim je pouzivéna
v hygienickych potfebach, jako jsou zubni pasty, deodoranty ¢i tekutd mydla, v Cisticich
prostfedcich, zdravotnickych potfebach ¢i v textiliich. VétSina triclosanu se nachazi v
béznych hygienickych produktech pro osobni potiebu [23].

Do Zivotniho prostiedi se tak nejcastéji dostava spolu s odpadni vodou a kalem. Je
nalézan v odpadnich vodach a vytocich z COV, v povrchovych tocich, jezerech a

pobteznich vodach. Navazany na Cistirensky kal se mize dostavat do pud [23].
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Strukturdlné se Irgasan podoba dioxinim. O jeho plsobeni jakozto endokrinniho
disruptoru se vi malo, pfisuzuje se mu slaba estrogenni 1 androgenni aktivita, mtize také
narusovat genovou expresi spjatou s pusobenim thyroidnich hormont [1].

U ryb rodu medaka (Oryzias latipes) byla indukovana tvorba VTG v krvi samct pfi
koncentraci IRG ve vodé 20 pg/l a vysSe, ani davka 200 pg/l vSak nezplisobovala zadné
zmény v produkci vajec a plodnosti [35]. V jiné studii [37] byl naopak prokazan slaby
androgenni uc¢inek IRG na stejny druh ryb, kdy pfi expozici koncentracim 1 — 100 pg/l byl
pozorovatelny mirny posun poméru pohlavi jedinci smérem k samctim (nikoli vSak
statisticky vyznamné€) a zvétSovani andlni ploutve u samct. Thyroidni efekt IRG byl
prokdzan u pulct Zab Rana catesbeiana. U nich je tfizena metamorféza pulct v dospélé
jedince pomoci thyroidnich receptora. Piitomnost 0,3 pg/l IRG vedla k uspiSeni vyvoje
pulcti a pfi koncentraci 0,03 pg/l zpiisobila zvySenou genovou expresi jako nasledek

aktivace thyroidnich receptort [38].

Cl Cl

Cl OH

Triclosan (TCS)

2.14. Hodnoceni estrogennich aktivit xenoestrogenu

Hodnoceni estrogennich aktivit ED se casto provadi in-vitro pomoci
modifikovanych kvasinek s (vétSinou lidskym) estrogennim receptorem, je mozné pouZit i
in-vivo testy, naptiklad vyuzivajici indukci VTG v krvi Zivo€ichli ¢i zkoumajici Zivotni
cyklus konkrétnich organisml. Vysledky se poté vztahuji k plisobeni piirozeného
estrogenu E2. Snyder et al. [30] stanovili hodnoty estrogennich potencidll latek ve vztahu
k E2 jako 0,1 u EE2 a 1,25 x 10° a 1,9 x 10 u NP a OP, pficemz NP a OP tvoiily pouze
1 % z celkové estrogenni aktivity ptitomné ve vytoku z COV. Podle Coldham et al. [40]
byly hodnoty relativni estrogenni aktivity vuci aktivité E2 (1,00) urceny jako 0,89 pro EE2
a 5 x 107 pro BPA i NP. Suzuki et al. [71] stanovily aktivity E2 a EE2 témé&f shodné
zatimco aktivity BPA a NP byly 10 az 10~ krat slabsi oproti pfedchozim dvéma latkam.
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Podle téchto studii vychazeji jako hlavni estrogenni latky ptsobici ve vodach jak
pfirodni, tak syntetické steroidni estrogeny — piirozené¢ E1, E2, E3 a synteticky EE2
[10,12,21,30]. Naopak podil xenoestrogenti na celkové estrogenni aktivité ve vodach se
jevi dle testil az o nékolik fadt mensi [13].

Pfestoze xenoestrogeny mohou samostatné vykazovat pouze nizké hodnoty
estrogenni aktivity, je zndmo, Ze plsobeni estrogennich latek ve smési ma synergicky
efekt. Naptiklad ve studii vlivu BPA a NP na zivorodku druhu Xiphophorus helleri
vykazovala smé&s 4 ppb NP a 400 ppb BPA vyssi produkci VTG oproti samotnému
pusobeni 20 ppb NP ¢i 10 ppm BPA (samotnych 400 ppb BPA nevedlo pfitom k zadné
produkci VTG) [19] .

U nékterych xenoestrogeni pak byla prokdazana puasobeni antiestrogenni,
androgenni ¢i thyroidni (BPA, IRG). Napiiklad v kanadské studii [39] byla u BPA
namétfena velmi nizka estrogenni aktivita vic¢i ER, ale bylo patrné jeho antiestrogenni
pusobeni. Tyto cesty pisobeni vSak nejsou jesté dostate¢né prozkoumany.

Proto ani malé koncentrace antropogennich endokrinnich disruptorii piitomné ve

vodach nelze podcetniovat.

2.1.5. Vyskyt endokrinnich disruptori ve vodach

Bylo provedeno mnoho studii zkoumajicich obsah endokrinnich disruptort jak v
odpadnich, tak povrchovych vodach. Hodnoty EE2 se ve vytocich z riznych COV po
Evropé pohybovaly od 5 ng/l az do 15 ng/l (review [9]). Ve vyzkumu provadéném na
vytocich z Cistiren komunalnich vod (bez ptfidavku vod industridlnich) ve Velké Britanii
byl EE2 namé&fen v 7 z 21 Cistiren a nejvyssi naméfena hodnota €inila 7 ng/l. Vzhledem k
tomu, ze se vétSina hodnot (medianova hodnota se rovnala 0,8 ng/l) blizila detekénimu
limitu, je pravdépodobné, ze se EE2 vyskytoval 1 na dalSich Cistirnach, studie predpoklada
pramérnou hodnotu 0,6 ng/l [12]. V nov¢jsi studii pak byly naméfeny hodnoty 0,15 - 2,85
ng/l a EE2 ptedstavoval nejvice estrogenné aktivni latku ve vodé (kromé néj byly objeveny
ve stejnych vytocich piirozené E1 a E2 a antropogenni NP) [27].

NP byl naméfen ve viech zkoumanych 14 vytocich evropskych COV v hodnotach
0,05 - 1,31 pg/l (medidnova hodnota 0,31 pg/l) [42]. Pro BPA byla provedena kompilacni
studie [50] z 89 evropskych a americkych studii zkoumajicich obsah BPA v povrchovych
vodach. Medianové hodnoty vysly 0,081 pg/l pro Severni Ameriku a 0,01 pg/l pro Evropu,
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95. precentily vysly podobnéji — 0,47 pg/l pro Severni Ameriku a 0,35 ug/l pro Evropu.
Podle review Bedoux et al. [23] se hodnoty IRG ve vytocich z COV v Evrop& pohybovaly
mezi 10 a 2220 ng/l, v USA 50 — 5370 ng/l a v Asii 11 — 360 ng/1.

Ve studii zkoumajici obsah antropogennich organickych latek ve 139 tocich po celé
USA, byl EE2 nalezen v 16 % tocich s medidnovou koncentraci 0,073 pg/l (maximalni
koncentrace 0,83 pg/l), BPA byl objeven ve 41 % tocich s koncentraci 0,14 pg/l
(maximalni 12 pg/l), 4-NP v 51 % tocich s koncentraci 0,8 pg/l (maximalni 40 pg/l) a
Irgasan v 58 % tocich s koncentraci 0,14 pg/l (maximalni 2,3 pg/l). 4-NP a IRG pftitom
predstavovaly jedny z nejcastéji se vyskytujicich organickych latek ve vodach, pticemz
4-NP pattil 1 mezi latky s nejvyssi koncentraci, s velkou ¢asti vzorkli presahujici hranici
1 pug/l [36]. O néco novejsi studie z USA uvadi vysledky pro EE2, BPA a NP okolo 2 ng/l,
2,5 — 85 ng/l a 46 — 720 ng/l ve vytocich z COV a pro stejné latky koncentrace 0,7 — 2 ng/l,
2,5- 35 ng/l a 39 — 340 ng/1 pro toky leZici nize od COV [16].

Ve studii provadéné na kanadskych COV [39] byly naméfeny ve vytocich hodnoty
1,6 — 17 pg/l pro NP (primér 6,8 pg/l) a nd — 0,44 g/l pro BPA (pramér 0,14 pg/l). NP
tvoril nejCastji ptitomny nesteroidni synteticky estrogen jak v pfitocich, tak ve vytocich z
COV. EE2 byl naméfen jen v malé mife, jeho hodnoty ve vytocich se pohybovaly okolo
5 ng/l a méné.

Pfi méfeni BPA a NP v japonskych fekach byly stanoveny hodnoty pod mezi
detekce az o velikosti 1,4 pg/l a3 pg/l (pramérne 0,053 a 0,2 pg/l). U stejnych latek ve
vytocich z COV pak hodnoty pod mezi detekce az 0,51 pg/la 0,9 pg/l (primémé 0,107 a
0,485 pg/l) [33].

Je mozné vidét, ze koncentrace endokrinnich disruptortt v povrchovych tocich a
vodach do nich vypousSténych Casto dosahuji hodnot, které prokazaly vliv na endokrinni
systémy organismi (vyjimkou je BPA, jehoz hodnoty jsou vétSinou niz$i nez hodnoty,
které¢ vedly k prokazatelnému estrogennimu pisobeni, u této latky je vSak tifeba brat v

uvahu efekt nizkych davek).

2.2. Odbourivini endokrinnich disruptori na COV

Vyskyt ED ve vytocich z COV prokazany ve vy$e zminénych studiich poukazuje
na to, z¢ ED nejsou dostate¢né odbourdvany na COV. Naopak steroidni estrogeny a

alkylfenoly pfichazeji na Cistirnu v podob& konjugéatii (u steroidnich hormonti jde o
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glukuronidy a sulfonidy, u alkylfenolii o APE), ze kterych se teprve degradaci na COV
mohou uvoliovat. U steroidnich estrogent je tak mozné sledovat 1 nartist koncentrace ve
vytoku z COV oproti piitoku [39,41].

APE se degraduji v aktivovaném kalu na NP, OP, ethoxylaty s krat§im fetézcem a
karboxylované alkylfenoly. Plati pfitom, ze ¢im kratsi fetézec, tim vyssi hydrofobicita a
estrogenni aktivita. Zatimco hydrofilngj§i NP-ethoxylaty maji tendenci zlstavat ve vodé,
hydrofobni NP se z velké ¢asti vazi na kal. Timto sice dochazi k jeho odstranéni z odpadni
vody, pouze vSak prechédzi do jiného substratu a nedochazi k jeho degradaci [41]. Podle
studii provadénych s aktivovanym kalem v laboratornich podminkéch ziistaval NP v kalu
stabilni a nepodl¢hal anaerobni digesci [43,44].

Nejvice estrogenné potentni p¥irodni steroidni estrogen E2 byl na COV degradovan
velmi uspésné, podle review Jobling et al. [41] dochdzelo ke sniZeni jeho koncentrace ve
vytocich oproti pritokim o 90 %. E2 vSak muze degradovat do podoby estronu El, ktery
ma sice o polovinu nizsi estrogenitu, ale vykazuje vyssi odolnost proti degradaci, mize se
tak dostavat do povrchovych vod a ptisobit zde jako vyznamny endokrinni disruptor
[41,46]. Synteticky EE2 je zna¢n& hydrofobnéjsi oproti pfirozenym steroidnim estrogentim
a oCekava se proto, ze se z velké Casti navaze na kal stejné jako NP. Studie se vSak v tomto
ohledu velmi rozchdzeji, je mozné nalézt vysledky, které ukazuji, Ze az 80 % EE2
vstoupilo do kalu, zatimco jiné studie ptikladaji vyssi vyznam biodegradaci a sorpci na
aktivovany kal pak pfisuzuji podil pouze 10 % [41,48]. EE2 se také jevi odolngjsi vici
degradaci oproti pfirozenym hormonim. Ternes et al. [46] prokazali, ze v aerobnich
podminkach aktivovaného kalu zistaval EE2 stabilni. Byla vSak objevena degradace EE2 v
pritomnosti nitrifikacnich bakterii v aktivovaném kalu [41]. EE2 v kalu 1épe degradoval pti
anaerobni digesci nez pii aerobnim kompostovani (naopak E2 reagoval zcela opacn¢), v
obou pfipadech vSak zistavalo v kalu mnozstvi EE2 pfedstavujici mozné environmentalni
riziko [51].

Baronti et al. [47] ve svych méfenich na italskych COV uréili degradaci
jednotlivych steroidnich estrogenil jako 87 % pro E2, 61% pro E1, 95 % pro E3 a 85 % pro
EE2. U EE2 je vSak tfeba myslet na to, ze se velka ¢ast mohla pouze ptesunout do kalu a
nedegradovala.

U BPA bylo sledovano usp&sné odstranéni okolo 90 % davky pfitékajici na COV.
[49] Stejné tak u IRG bylo pozorovano odstranéni na COV okolo 90 % [23,52]. Podle
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Singera et al. [54] ¢ini sorpce na kal 15 % z tohoto ubytku IRG. IRG degradoval v kalu za
aerobnich podminek o 75 %, zatimco za anaerobnich podminek v podstaté nedegradoval.
[53]

V méfenich provadénych na kanadskych COV [39] byla sledovana redukce NP a
BPA na COV o0 56 — 90 % pro NP (primémé 70 %) a o 28 — 100 % pro BPA (pramérné 72
%). EE2 se ve vodach vyskytovalo velmi malo, a byl zde naopak casty jev, kdy se
nevyskytoval v ptitoku, avSak byl naméfen ve vytoku, coz ukazuje na jeho uvolilovani z
konjugatii na COV.

Pii zkoumani vod na 17 COV po celé Evropé [42] byl porovnavan vliv &isticich
procest na odstranovani ED na zakladé redukce E1. E1 velmi dobife degradoval na vSech
Cistirnach s biologickym stupném ¢isténi, vyuzivajici v procesu Cisténi aktivovany kal. V
jediné Cistirné majici pouze chemicky stupeni €isténi nedoslo skoro k zddnému odbourani
El. Byla také prokdzana pifimd umeéra mezi dobou zdrzeni ¢isténé vody a dobou zdrzeni
aktivovaného kalu s mirou odstranéni ED. To poukazuje na to, ze mikrobidlni aktivita v
biologickém stupni €iSténi hraje hlavni roli pfi odbouravani ED. Dulezitost sekundarniho
stupné CiSténi pomoci aktivovaného kalu pro odbourdvani endokrinnich disruptord

potvrzuji i dalii studie [84].

2.3. Alternativni zpusoby odbouravani ED v odpadnich vodach

Kvili nedostateénému odbouravani endokrinnich disruptort na COV  pfi
soucasnych technologiich ¢isténi je snaha nalézt alternativni zplisoby jejich odstraiiovani z
odpadnich vod. Byly uspésné zkoumdny fyzikdlni a chemické zpisoby odstraniovani
endokrinnich disruptori jako rozklad pomoci UV zafeni ¢i oxidaci ozonem, jejich
nevyhodou je vSak vysoka cena. Perspektivni cestou z hlediska jak ekonomického, tak
ucinnosti se jevi biodegradace pomoci mikroorganismu [85].

V mnoha studiich byly zkoumdny schopnosti rozlicnych bakteridlnich kment
odbouréavat endokrinni disruptory.

Fujii et al.[83] prokazali schopnost bakteridlniho kmene Sphingomonas sp.
degradovat nonylfenol. Kmeny Sphingomonas byly schopné v laboratornim bioreaktoru
odbourat béhem 10 dni vice nez 95 % NP. U stejného rodu bakterii kmene AO1 byla
prokazéana i schopnost degradace BPA [86]. Bakterie byla schopnéa degradovat 115 pg/ml

BPA pod mez detekce za 6 hodin degradace, pfi¢emz byla sledovana tvorba meziprodukti,
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jejichz mnozstvi kleslo pod detekéni limit po 8 hodinach. Hlavni roli v degrada¢nim
metabolismu pfitom hral bakterialni cytochrom P-450.

Kim et al. [87] zkoumali degradaci irgasanu pomoci tfi bakteridlnich kmeni
Sphingomonas wittichii, Sphingomonas sp. PH-07 a Burkholderia xenovorans. Pouze kmen
PH-07 byl schopen tuto latku odbouravat. Za 8 dni snizil koncentraci irgasanu v roztoku z
10 pg/ml na 7,5 pg/ml. Byly pfitom detekovany hydroxylované meziprodukty
(monohydroxy-triclosan, dihydroxy-triclosan) a meziprodukty vniklé Stépenim etherové
vazby (4-chlorfenol, 2,4-dichlorfenol). 2,4-dichlorfenol je toxicka latka schopné inhibovat
bakteridlni rust. Jeji toxicita vSak byla naméfena jako o 50 % niZsi oproti irgasanu.

V mnoha studiich bylo sledovano bakteridlni odbouravani EE2 za aerobnich
podminek. [88]. Byla zaznamendna degradace EE2 v aktivovaném kalu pomoci
nitrifikanich bakterii, skupina Shi et al. [89] prokazali spojeni degradace EE2 s
pusobenim bakterii oxidujicich amoniak. Ve studii Ke et al. [90] byla sledovana uspésna
degradace ptirodnich steroidi E1, E2 a E3 pomoci bakterii rodu Acetinobacter, Agromyces
a Sphingomonas. EE2 vSak zlstaval stabilni. Yoshimoto et al. [93] uspésné degradovali
vSechny Ctyfi zminéné sterodini estrogeny pomoci bakterii Rhodococcus zopfii a

Rhodococcus equi. Ty byly schopné odbourat 100 mg/l EE2 béhem 24 hodin.
2.4. Degradace ED pomoci ligninolytickych hub

24.1. Ligninolytické houby a jejich vlastnosti

Perspektivni skupinu mezi mikroorganismy schopnymi degradovat endokrinni
disruptory tvoii tzv. ligninolytické houby.

Ligninolytické neboli dfevokazné houby, nazyvané téz jako ,.,houby bilé hniloby*,
jsou skupinou houbovych organismil (z velké ¢ésti se jednd o bazidiomycety) schopnych
degradovat rekalcitrantni polyfenolicky polymer lignin. V angli¢tiné jsou casto
oznacovany zkratkou WRF (White rot fungi). Schopnost odbouravat lignin jim umoziuje
oproti jinym organismim ziskdvat energii z polysacharidi zabudovanych v
lignoceluldzovych substratech a ,,chranénych* ligninem. Samotné odbouravani ligninu jim
nepiinasi Zadny energeticky zisk [55,56].

Degradace ligninu se tedy déje v ramci jejich sekundarniho metabolismu a to
pomoci produkce tzv. lignin modifikujicich enzymu (lignin modifying enzymes — LME).
Hlavnimi LME u dfevokaznych hub ptedstavuji lignin peroxidaza (LiP, E.C. 1.11.1.14),
mangan-dependentni peroxiddza (MnP, E.C.1.11.1.13.) a lakéza (Lac, E.C. 1.10.3.2.),
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nékdy se téZ mluvi o na manganu nezavislé aktivit¢ MiP [55]. U néckterych roda
ligninolytickych hub byla popsana aktivita versatilni peroxidazy (VP) [91].

Vsechny tyto enzymy diky jejich pisobeni pies radikdly vykazuji zna¢nou
nespecifitu co se tyce substratii. Byla tak pozorovana jejich schopnost degradovat rizné
latky podobné svoji strukturou ligninu. V poslednich letech je velky zdjem kladen na jejich
schopnost degradovat vysoce odolné organopolutanty. V riiznych studiich bylo prokazano,
ze dovedou degradovat velmi Sirokou Skalu polutantt, jako jsou PCB, PAH, triazinové i
organochlorované pesticidy (DDT, lindan...), synteticka barviva ¢i latky ze skupiny BTEX
(benzen, toluen, xylen, ethylbenzen) a dalsi [55].

Vyhoda vyuziti hub bilé hniloby v bioremediaci misto bakterii spo¢iva hlavné v
extracelularnim charakteru jejich enzymii. Oproti bakteriim, u nichz se degradace
polutant déje uvnitt bakteridlni buniky, se tak u dfevokaznych hub zvySuje biodostupnost
polutantti a to i diky znacné schopnosti houbovych hyf prorustat substratem [1,55].

Od bakterii se vSak také 1isi tim, Ze jsou striktni aerobové (u bakterii zname druhy
aerobni 1 anaerobni) a na rozdil od nich nevyuZzivaji polutanty jako zdroj dusiku ¢i uhliku.
Pii jejich vyuzivani pii remediacich je proto tfeba na tyto vlastnosti myslet a zajistit pro né

jiny zdroj energie a zivin [55].

2.4.2. Princip pisobeni ligninolytickych enzymu

WREF provadéji degradaci ligninu pomoci tzv. ligninolytickych enzymii (anglicky
lignin-modifying enzymes — LME). Stézejnimi LME jsou jiz vySe zminénd lignin
peroxidaza (LiP), mangan peroxiddza (MnP) a lakaza (Lac). Krom¢ nich vSak pfi
degradaci ligninu spolupracuji dals$i podplirné enzymy, jako jsou superoxid dismutiza
(SOD) ¢i glykol oxidaza, které samy o sobé nemaji schopnost odbouravat lignin, tvoii vSak
dulezitou soucast degradacnich pochoda. Naptiklad SOD chrani buiiku od superoxidovych
radikalt, vznikajicich v lakdzou katalyzovanych oxida¢nich reakcich vzniku chinont,
jejich preménou na peroxid vodiku. Ten je nezbytnou soucasti peroxiddzovych reakci LiP a
MnP. Dale se na degradacnich pochodech podileji enzymy fungujici na principu zpétné
vazby. Patii sem napiiklad glukdza-1-oxidaza (GOD) ¢i celobioza:chinon oxidoreduktaza
(CBQ) [56].

Vzhledem ke zna¢né molekulové velikosti LME, kterd nedovoli jejich plny prunik

do dfevéného substratu, se plsobeni LME odehrdavd na urovni nizkomolekularnich
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medidtord. Ty svym prunikem do lignocelul6zového substratu plisobi jako inicidtofi
rozkladu. Jako mediatory mohou fungovat naptiklad veratryl alkohol (VeOH) u LiP,
rozli¢né oxalaty ¢i dikarboxylaty (u MnP), u lakazy bylo objeveno mediatorové plisobeni
latek 1-hydroxybenztriazolu (HBT) a 2,2"-azino-bis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové
kyseliny) (ABTS) [56].

Leonowicz et al. vytvofili hypotetick¢é schéma degradace lignocelulozy pomoci
LME [56]. Podle néj jsou LME produkovany v houbové hyfé v misté kontaktu s okolnim
prostiedim. Prvni degradacni krok se déje plisobenim enzymii LiP a MnP. LiP plsobi pies
oxidaci medidtoru VeOH, ktery pak odebranim jednoho elektronu oxiduje nefenolicka
aromaticka jadra ligninu a vytvaii aryl kationtové radikaly. MnP jedna pfes oxidaci Mn**
na Mn’" a mediatorem jeho plsobeni je Mn’"-oxalat, ktery oxiduje fenolické komponenty
ligninu [55]. K pribéhu obou reakci je nezbytna ptitomnost peroxidu vodiku H,O..

Plsobenim peroxidaz tak lignin degraduje na mensi methoxylované molekuly. Ty
jsou demethylovany pusobenim lakdzy a rozs§t€peny na mens$i chinonové fragmenty. Pii
prebytku téchto chinont hrozi jejich opétovnd polymerizace. Tomu brani enzym GOD,
ktery chinony vyuziva jako zdroj kysliku a degraduje je do podoby fenoli. GOD dale
degraduje glukézu vzniklou degradaci celuldozové Casti lignoceluldézy za vzniku peroxidu
vodiku. Ten aktivuje a podporuje piisobeni LiP a MnP. Fenoly se dale stavaji substraty pro
dioxigenazy, které z nich Stépenim aromatickych jader vytvaieji ketokyseliny putujici do
Krebsova cyklu [56].

V ptipad¢ neptitomnosti LiP se ma za to, ze funkci GOD zastava celuldza:chinin
oxidoreduktaza (CBQ) [56].

U nékterych kment rodu Pleurotus sp. a Bjerkandera sp. byla mezi hlavnimi
ligninolytickymi enzymy stanovena VP. Tato peroxidaza je schopna oxidovat substraty jak

LiP (VeOH), tak MnP (Mn*") [91].

2.4.3. Degradace ED pomoci WREF a jejich LME na riiznych
substratech

V mnoha studiich byly zkoumany degradac¢ni schopnosti jak celého organismu
ligninolytickych hub, tak separovanych ligninolytickych enzymil. Usp&iné odbouravani
endokrinnich disruptortt bylo sledovdano ve vodnich matricich i na kontaminovanych

pudach.
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Lee et al. [95] provadéli pokus na na kapalném médiu s houbami Stereum hirsutum
a Heterobasidium insulare. Ob¢ houby byly schopné degradovat 200 pg/ml BPA béhem 14
dnit kultivace, jeho hodnoty se vSak pohybovaly blizko nuly jiz po 7 dnech rustu.
Degradace byla doprovazena poklesem estrogenni aktivity. Jako degradacni produkty byly
identifikovany 2-hydroxy-3-fenylpropanova kyselina, 4-methoxyfenylethen, kyselina
2-fenyloctova a kyselina 2-hydroxy-2-fenyloctova. Klicovou roli pii degradaci hréla
lakéza.

Uspésnou degradaci BPA pomoci manganperoxidazy houby Postreatus sledovali
Hirano et al. [96]. Pfi reakci in-vivo s mycelii houby bylo 0,4 mM BPA ve 20 ml substratu
odbourano po 12 dnech kultivace o 80 %. Pti degradaci in-vitro se samotnou MnP pak byly
zaznamenany metabolity fenol, 4-isopropenylfenol, 4-isopropylfenol a hexestrol.

Blanquéz et al. [94] zaznamenali GspéSnou degradaci EE2 a E2 pomoci houby
Trametes versicolor. 10 pg/ml téchto latek bylo odstranéno béhem 24 hodin z vice nez 97
%. Jako hlavni degradujici enzym byla urcena lakéaza.

Suzuki et al. [71] degradovali E2 a EE2 v mnozstvi 10° M pomoci
manganperoxiddzy a lakdzy ziskanych z kultur Trametes versicolor a Phanerochaete
chrysosporium majici aktivty 10 nkat/ml. Po hodiné¢ deradace zaznamenali pokles
estrogenni aktivity v roztoku o 80 %, po 8 hodinach doslo k odstranéni veskeré estrogenni
aktivity.

Degradace irgasanu na méné¢ toxické meziprodukty byla sledovana u hub Trametes
versicolor a Pycnoporus cinnabarinus [70].

Degradace technického nonylfenolu byla sledovana u kmene ligninolytické houby
UHH 1-6-18-4 [97] izolované¢ z nonylfenolem kontaminovaného fi¢niho toku. Houba
odbourala cely objem NP z ptivodnich 250 uM po 35 dnech. Soares et al. [57] uspésné
degradovali nonylfenol pomoci kmenG Trametes versicolor, Bjerkandera sp.,
Phanerochate chrysosporium a Pleurotus ostreatus. Ze 100 pg/ml pivodniho objemu
degradovaly jednotlivé houby o 96 % u prvnich dvou huba 030 -50% a032—-70%u
dalSich dvou druht.

Cajthaml et al. [66] degradovali pét druhti endokrinnich disruptorti (EE2, NP, BPA
4-n-NP a technicky NP) pomoci osmi vybranych kment ligninolytickych hub. Nejlepsi
degradacni vlastnosti u vSech latek byly sledovany u hub Irpex lacteus a Pleurotus

ostreatus. Naopak slabsi degradacni schopnosti vykazovaly houby rodu Phanerochaete sp..
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Utinna degradace byla sledovana i u dfevokaznych hub aplikovanych na pudg.
Houby Bjerkandera adusta a Trametes versicolor byly schopné za 5 tydnii degradovat
nonylfenol v uméle kontaminované ptidé v mnozstvi 430 mg/kg 0 98 % [57].

Schopnost ligninolytickych hub degradovat endokrinni disruptory je evidentni a
byla jiz mnohokrat prokdzéna na laboratorni tirovni. V soucasnosti se pozornost zamétuje
na vyzkum aplikace téchto organismul v biodegradacnich zatizenich.

Jak je patrné z predchozich studii, ligninolytické houby se 1i§i mezi sebou ve svych
degradacnich schopnostech, pticemz kazdd z nich voli odlisné strategie pro odbouravani
organickych polutantii. Je zndmo, Ze chovani stejného ligninolytického enzymu se mutze
lisit podle jeho izoformy [1]. Tyto mechanismy nejsou dosud dostate¢né prozkoumany. Pro
uspésnou aplikaci ligninolytickych hub v redlnych podminkach Cistiren odpadnich vod je
tteba 1épe prozkoumat mechanismy ptlisobeni téchto hub a jejich enzymi. Je tfeba
prozkoumat substraty vhodné pro rist a produkci enzymi t€émito houbami a stanovit dobie
degradujici druhy hub, schopné riist a degradovat na téchto substratech.

V této diplomové praci byla zkouména rastovd a degradacni schopnost Ctyf
vybranych kment ligninolytickych hub na pevném organickém substratu — slamé a
dfevénych pilinach. Ty by mohly ptedstavovat ekonomicky a ekologicky vhodny substrat
pro houbov¢ bioreaktory. Tato prace méla prozkoumat jejich vhodnost pro vyuziti v dalSich

pokusech s laboratornimi bioreaktory pro odbouravani endokrinnich disruptort.

2.5. Cile prace
Cilem této diplomové prace je:

— porovnani rustovych a degradacnich schopnosti vybranych kmeni ligninolytickych
hub na pevnych organickych substratech

— porovnani tfi pevnych organickych substrath z hlediska vhodnosti pro rist
ligninolytickych hub a tvorbu jejich enzymt

— kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni ligninolytickych enzymi vytvafenych
dfevokaznymi houbami rostoucimi na pevnych substratech

— zkoumani vztahu mezi ligninolytickymi enzymy a degradaci endokrinnich

disruptort
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3. Materialy a metody

3.1. Pouzité chemikélie a mikroorganismy
Chemikalie 17 a-ethynylestradiol (min. 98 %, HPLC), 2,2"-azino-bis(3-
ethylenzothiazolin-6-slfonova kyselina) (ABTS, 98%), albumin bovine (98%), bisfenol A
(99+%), dimethoxybenzyl alkohol (96%), dimethylsulfoxid (99,9%, a.c.s.
spectrophotometric grade), kyselina malonova (99%), MnSO,4 1H,O (>99%), Na-acetat a

peroxid vodiku (30 %) byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich (Némecko).

Chemikalie chelaton 3, kyselina vinna (99,5%) a vinan sodny (99%) byly pofizeny
od vyrobce Lachema Brno — Chemapol Praha (CR). Kyselina octovéa byla zakoupena od
vyrobce Lachema (CR). Chemikalie hydroxid sodny mikropelety (99,1%) byla pofizena od
firmy Lach-ner (CR).

Od firmy Fluka (Svycarsko) byly pofizeny chemikalie 2,6-dimethoxyfenol, 4-NP
(99,9%, GC), irgasan (> 97 %, HPLC), a kyselina ortofosforecna (84-85%).

Od firmy Oxoid (VB) byly potfizeny Malt Extract Broth a Agar no. 3.

Od firmy Chromservis byl potizen methanol (99,98%, HPLC-QG).

D-glukdza monohydrat bylapotizena od firmy PENTA (CR). Acetonitril (99,9+%,
HPLC g.g.) byl pofizen u firmy Chem-LAB (Belgie). Barvivo Comassie Brilliant Blue
G250 bylo potizeno od firmy Serva (Némecko).

Slamové pelety (0 0,8 mm, 100 % pSeni¢na sldma) byly zakoupeny od firmy ATEA
Praha (CR). Topolové piliny byly pofizeny z Italie od lokalni stolaiské firmy. Dubové
piliny byly laskavé poskytnuty Doc. Gryndlerem z AV CR.

Nasledujici mikroorganismy byly ziskany ze sbirky basidiomycét Akademie véd
(CCBAS): Irpex lacteus (Fr.:Fr.)Fr. CCBAS 931, Pleurotus Ostreatus (Jacq.)P.Kumm.
3004, Trametes versicolor (L.:Fr.)Pilat CCBAS 612, Lentinus tigrinus (Bull.)Fr. CBS
577.79.

3.2. Degradace in-vitro
3.2.1. Priprava substratu
Byly zvoleny tfi typy substrati — komercni sldmové pelety proddvané pro topné
ucely (@ 0,8 mm, 100% pSenicnd sldma, ATEA Praha), topolové piliny smichané se
slamovymi peletami a dubové piliny smichané se slamovymi peletami. Dfevéné piliny byly

smichany se slamovymi peletami po piedchozich zkuSenostech se Spatnym prorustanim
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hub na cCisté dievénych substratech. Sldmové pelety byly k dfevénym pilinam ptidany jako
podplrny substrat pro pocatek rustu. Topolové piliny prokadzaly v pfedchozich pokusech
dobré proriistani houbami, zatimco na dubovych pilinach byl sledovan rast pomaly a
neefektivni [data nepublikovdna]. Dubové piliny byly proto pfed pokusem promyty podle
Abbas et al. [58], aby byly odstranény tzv. ,hnédé extrakty®, tfisloviny, které by mohly
pusobit antisepticky proti houbovym organismim. Piliny byly autoklavovany (121 °C, 25
minut) spolu s destilovanou vodou ptfidanou v poméru Sml na 1 g substratu. Poté byla voda
slita a proces se opakoval celkové tikrat. Piliny pak byly ususeny v susicce pii 50 °C.

Jednotlivé substraty byly naplnény do 250 ml Erlenmayerovych banck tak, aby
celkovy objem ¢inil 10 g. Dfevéné piliny byly vZdy namichany se slamovymi peletami v
poméru 5:5. K substratim bylo doplnéno 30 ml destilované vody, aby celkova vlhkost
dosahovala 75 % a jest¢ 3 ml navic jakoZto pfedpokladand ztrata pii autoklavovani. Poté
byly baniky se substraty dvakrat autklavovany (121 °C, 25 minut) a uchovavany v pokojové
teploté.

3.2.2. Kultivace organismu

Pro degradacni pokus byly vybrany ligninolytické houby 1. lacteus, L. tigrinus,
P. ostreatus a T. versicolor, které prokéazaly dobré degradacni schopnosti v piedchozich
pokusech na kapalnych médiich (pokus na maltextraktovém médiu provedeny Cajthaml et
al.(2009)[66] a pokusy na dusikem limitovaném médiu viz pfilohy 1 a 2). Houby byly
uchovavéany na agarovych miskach (5 g malt extraktu, 10 g glukézy a 20 g agaru na 1 1
vody). Preinokulace hub byla provedena na tekuté malt extrakt-gluk6zové medium (MEG;
5 g malt extraktu a 10 g glukdzy na 1 1 vody) rozlité¢ po 30 ml do 250 ml Erlenmayerovych
ban¢k. Z agarovych misek byly vzdy vyfiznuty za sterilnich podminek dva disky (o
priméru 0,8 mm) a vloZzeny do ban¢k s médiem. Houby v baiikach byly inkubovany pfi 28
°C po dobu 7 dna.

Po uplynuti této doby byla narostla mycelia homogenizovana pomoci
homogenizatoru Ultra-Turrax-T25 (IKA-Labortechnik, Némecko) a poté zaockovéna po
1 ml do banék s pevnym substraitem. Inokulované baiky s pevnym substraitem byly
uloZeny do termostatu o0 25 °C po dobu 5, 8, 12, 16 a 20 d. Kazda houba byla nasazena po

ttech paralelach na kazdy den.
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3.2.3. Extrakce enzymu z pevného substratu do pufru

V jednotlivé dny odbéru byly vzdy pfislusné banky pteneseny do 4 °C, kde byl
jejich obsah pfeveden do kadinky s15 mM Na-acetatovym pufrem o pH = 5 (jeho objem se
lisil podle mnozstvi biomasy od 75 ml do 200 ml). V ném byl substrat promichavan
pomoci magnetického michadla po dobu 30 minut tak, aby pfitomné enzymy piesly ze
substratu do pufru. Poté byl pufr pfelit do jiné nadoby a substrat byl vymackan pomoci
nerezového kuchyiiského lisu na brambory (Tescoma s.r.0., CR) pfes bavinénou gazu, aby
se z n¢ho dostal pokud mozno veskery pufr s enzymy. U ziskaného enzymového roztoku
byl zméten jeho objem, roztok byl homogenizovan a ¢ast byla prelita do 15 ml falkonl a
centrifugovana (4 °C, 5000 rpm, 5 min). U vzorkil s dfevénymi pilinami se pro mnoZzstvi
necistot v roztoku provadéla centrifugace dvakrat u kazdého vzorku. Supernatant byl prelit

do novych falkont a filtrovéan pfes filtracni papir pomoci podtlaku.

3.24. Stanoveni enzymovych aktivit a proteini

Casti piefiltrovanych roztokd byly pievedeny do 1,5 ml zkumavek Eppendorf a
centrifugovany pii 16,1 G po dobu 3 minut. Poté byly v roztocich stanoveny enzymové
aktivity pomoci spektrofotometru SPECTRAmax PLUS (Molecular Devices, USA).
Lakaza (Lac) byla stanovovana pomoci dvou metod. Prvni metoda vyuZivala jako reakéni
¢inidlo ABTS [2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)] a byla upravena
podle Matsumury et al. [64] (160 pul 120 mM Na-acetatového pufru, pH = 5, 20 ul vzorku,
20 ul 50 mM ABTS jako reakcni ¢inidlo, A = 420 nm). Ve druhé metod¢ byla Lac
stanovovana pomoci DMP (2,6-dimethylfenol) jakozto substratu [63] spolu s mangan-
dependentni peroxidazou (MnP) a mangan-independentni peroxidazou (MiP) (170 ul 65,8
mM Na-malonatového pufru, pH = 4,5, 20 pl vzorku, 10 ul DMP jako reakéni €inidlo, A =
469 nm ). Pro stanoveni MnP podle stejné metody dle De Jonga et al. [63] bylo ke vzorku
ptfidano 150 pl pufru, 10 ul MnSO4 a 10 pl H,O,. Aktivita MnP byla vypocitana odectenim
peroxidazovych aktivit naméfenych pii absenci Mn*" iontli (misto MnSOy, se piidavalo 10
ul EDTA) od hodnot namétenych v pfitomnosti té€chto ionti. Aktivity MiP byly vypocitany
z hodnot aktivit namé&fenych pii absenci Mn?" iontli ode¢tenim aktivit lakdzy. LiP byla
stanovena pomoci veratryl alkoholu (VeOH) jakozto reakcéniho cinidla podle metody

popsané Tienem a Kirkem [60] (155 pl 0,1 M Na-tartaratového pufru, pH = 3,0, 10 ul
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H,0,, 30 pl vzorku, A = 310 nm). Jednotka enzymové aktivity (U) je definovana jako
aktivita produkovana 1 pmol produktu za minutu za danych podminek. [61]

Déle byly stanoveny koncentrace proteinii v roztocich pomoci metody popsané
Bradfordem [65]. Ke 20 pl vzorku bylo pfiddvano 180 pl Bradfordova ¢inidla (50 mg
barviva Comassie Brilliant Blue, 25 ml ethanolu, 50 ml kyseliny fosforecné, doplnéno do
500 ml destilovanou vodou). Po 5 minutach inkubace byly vzorky méteny pfi vlnoveé délce
595nm. Vysledné koncentrace byly odecitany z kalibracni kiivky vytvoiené pomoci
hovéziho sérového albuminu (bovine serum albumin) ze 6 bodd (10pg/ml, 20ug/ml,
40pg/ml, 60ug/ml, 80ug/ml, 100ug/ml) s R* > 0,95. V piipadé koncentrace vys§i nez

100pug/ml se vzorky nafedily a byly méfeny znova.

3.2.5. Degradac¢ni pokus in-vitro

S enzymovymi roztoky byly provedeny in-vitro degradacni pokusy Ctyt vybranych
endokrinnich disruptor — BPA, EE2, 4-NP a IRG. ED byly rozpustény v DMSO tak, aby
vytvofily zasobni roztok o koncentraci 400 pg/ml.

U kazdé houby byla pro dany den vytvofena jedna abioticka kontrola odebranim
¢asti enzymového roztoku a jeho vystavenim teploté 100 °C po dobu 30 minut. Tim doslo
k degradaci pfitomnych enzymu.

Od vsech enzymovych roztokl véetné abiotickych kontrol bylo odebrano po 2 ml
do mikrozkumavek a centrifugovano pti 10 000 otackach po dobu 5 minut. Poté bylo od
kazdého vzorku odebrano po 1140 pl do sklenénych vialek a bylo k nim postupné podle
¢asového harmonogramu piidavano 60 pl zasobniho roztoku s ED. Vysledny objem tak
¢inil 1,2 ml. Podil DMSO ve vialce byl 5 %. Vzorky byly vortexovany a poté
centrifugovany pii 6000 otackach po dobu 5 minut.

Byla sledovédna degradace ED po dobu 24 hodin na HPLC-UV od firmy Bio-Tek
slozeného z ¢asti HPLC system 522, davkovace HPLC autosampler 465, detektoru HPLC
540+ Diode Array Detector (vSe Bio-Tek Instruments) a vyhodnocovaciho systému Kroma
System 3000 1.5.305.12. HPLC byl vybaven kolonou LiChroCart® s naplni
LiChrosphere® 100 RP-18, 250 x 4,0 mm s velikosti ¢astic 5 um a velikosti port 100 A, s
piedkolonou s néplni C18.

ED byly stanovovany gradientovou metodou se 100% ACN (A) a 10% ACN (B).

Pocatecni pomér €inil 55 % B na 45 % A a pomér B postupné klesal na 0 % béhem prvnich
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6 minut. Jeho podil se opét zacal zvedat od 12. minuty tak, aby ve 13. minuté bylo
dosaZzeno piivodniho poméru mobilnich fazi. Celkova délka metody Cinila 20 minut.

Vzorky byly davkovany v mnozstvi 20ul a pritok mobilni faze se rovnal 1ml/min.
Latky byly detekovany pii 280nm. Teplota kolony byla udrzovana na 35 °C.

Ubytek ED byl méfen po 3, 6, 9 a 24 hodinach, pfi¢emz u tietich paralel byly
vzorky méfeny pouze na zacatku a na konci pokusu kvilli ¢asovym parametriim. Abiotické
kontroly byly méfeny na samém pocatku a na uplném konci méfeni. Pro kontrolu mozné
sorpce ED v pufru a jejich nedostupnost pro detektor bylo po 24-hodinovém méteni
pfiddino 200 pl DMSO, které mélo zvysit rozpustnost a tim dostupnost ptipadnych
nasorbovanych enzymu, a vzorky byly znovu zméfeny. VSechny vzorky (kromé
abiotickych kontrol) byly po métenich po 3 a 6 hodinach provzduchovany vzduchovacem
po dobu jedné minuty, aby byl zajistén dostatecny ptisun vzduchu pro enzymy. Po zméfeni
degradace po 9 hodinach byly vzorky ponechany s propichnutym vickem az do méfeni po
24 hodinach kvuli ptisunu vzduchu.

Kalibra¢ni kiivky byly vytvofeny fedénim zasobniho roztoku smési ED do Na-

acetatového pufru. Koeficient determinace R* kalibra¢nich kiivek byl vzdy vyssi nez 0,99.

3.2.6. Statistické vyhodnoceni vysledkii
Stanovené enzymové aktivity a koncentrace proteinti byly piepocitany na pivodni
objem pufru a poté prevedeny na jednotky U/g substratu. Byly vypocitany priméry z
paralel spolu se smérodatnymi odchylkami. U degradacniho pokusu byl pro statistické
vyhodnoceni pouzit studentliv t-test pro dva vybéry pro porovnani degradaci ve vzorcich a
v abiotickych kontrolach. T-test byl pouZit i pro porovnani enzymovych aktivit.
Korelace mezi aktivitami jednotlivych enzymt a degradacemi ED byla testovana

pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) v programu Minitab 16.2.2.
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4. Vysledky

4.1. Prorastani hub substratem

Podle vizualniho porovndni proristaly houby rychleji na Cisté slamé nez slamé
smichané s dfevénymi pilinami. Rozdily mezi substraty se staly nevyraznymi okolo 12.
dne kultivace. Nejrychlejsi rastové schopnosti prokazala houba [Ilacteus, kterd plné
prorostla sldmou 1 dubovymi pilinami jiz 5. den kultivace. Po 20 dnech mély podle vzhledu

nejvice houbové biomasy druhy L.tigrinus a T.versicolor.

4.2. Produkce enzymu

Pii experimentu byly spektrofotometricky stanovovany enzymové aktivity 3
hlavnich ligninolytickych enzymi — lakdzy (Lac), mangan peroxidazy (MnP) a lignin
peroxidazy (LiP) , dale pak byla méfena i aktivita mangan indipendentni peroxidazy (MiP).
Lac byla stanovovdna pomoci dvou metod — s ABTS jako reakénim ¢inidlem [64] a s DMP
jako reakénim c¢inidlem [63]. Vysledky jsou uvedeny v grafech 1 — 4. Zavislosti tvorby
enzymu na substratu byly stanoveny pomoci PCA (Graf 5a-d).

Kazdd houba produkovala enzymy odlisnym zptsobem. Nezdvisle na substratu
produkoval nejvice Lac stanovované pomoci ABTS kmen Postreatus (Graf 1). Lac
stanovovana pomoci DMP vykazovala nejvyssi aktivity u houby T.versicolor (Graf 2) a
MnP byla produkovéana nejvyraznéji houbami /.lacteus a P.ostreatus (Graf 3).

Zavislost enzymovych aktivit na substratu se také liSila podle kmend. L.tigrinus
produkoval Lac nezavisle na substratu vSude obdobné (Graf 5c¢). U MnP byla stanovena
vyznamné vys$si aktivita na dievénych pilinach oproti Citsté slamé (p < 0,05). Postreatus
naopak produkova na vSech substratech podobnym zpiisobem MnP, mnozstvi enzymu
postupné piibyvalo se dny kultivace. Jeji aktivity byly vyznamné vyssi na topolovych
pilinach oproti ostatnim substratiim (p < 0,05). Naopak u Lac byl sledovan odlisny rlstovy
trend podle substratl. Na slamovych peletach byla dosazena maximalni aktivita v 12. den
kultivace a poté postupné klesala. Zatimco na dfevénych pilinach jeji mnozstvi postupné
stoupalo se dny kultivace (Graf 1). To zfejmé& odpovidalo rychlej§imu proristani této
houby na sldm¢ a vycerpani substratu jiz v ptlce experimentu. Na dievénych pilinach bylo
prorustani pomalejs$i, ke konci experimentu se vSak tvorily vysoké aktivity Lac srovnatelné

s nejvyssimi aktivitami Lac na slamé.
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U kment /. lacteus a T. versicolor byly sledovany rozdily mezi substraty u vSech
enzymil (Grafy 5a a 5d). U druhu //acteus nebyla na dubovych pilinach detekovana Zadna
aktivita Lac pomoci ABTS (Graf 1c¢), velmi nizké hodnoty aktivit byly stanoveny i na
slamovych peletach (Graf 1a). PouZzitim DMP vsak bylo mozné lakdzovou aktivitu nalézt u
vSech tii substratl (Graf 2). MnP se tvofila vice na dfevénych pilindch nez na slamég, mezi
dubovymi pilinami a slamovymi peletami byl tento rozdil statisticky vyznamny (p < 0,05).
Aktivity enzymi houby 7. versicolor dosahovaly podobnych hodnot na vSech substratech,
lisily se vSak rastové trendy. U Lac (DMP) byl trend obdobny jako u Lac houby
Postreatus, na slamé bylo dosaZzeno maxima 8. den kultivace a poté aktivity klesaly (Graf
2a), zatimco na dfevénych pilinach byla tendence k riistu aktivit s poctem dni (u topolu) €1
konstantni tvorba po celou dobu pokusu (na dubu) (Grafy 2b a 2c¢) .

Aktivity LiP nebyly na slamovych peletach detekovany. Na dfevénych pilinach
byly ojedin¢le u nekterych paralel detekovany nizké hodnoty aktivit, pravidelnéji pak byly
nachazeny u nékterych hub na dubovych pilinach (Graf 4). Vzhledem ke sporadickému
vyskytu a nizkym hodnotam je vSak sporné jejich oznaceni za aktivity.

MiP také nebyla ve vétsin€ ptipadi detekovana. Jedinych kladnych hodnot aktivit
MiP bylo dosazeno v né&kterych pocateCnich dnech kultivace, jako 5. den ristu na
slamovych peletdch u hub I lacteus (s primérem a smérodatnou odchylkou 0,05 £+ 0,02
U/g) a P. Ostreatus (0,10 = 0,01 U/g) nebo u houby L. tigrinus 5. den na dubovych pilinach
(0,09 + 0,05 U/g). Dale byla aktivita MiP ojedin¢le detekovana napt. u 7. versicolor v 16.
den na topolovych pilinach (0,113 £ 0,059 U/g) a u nékterych jednotlivych paralel byly
dosazeny hodnoty okolo 0,15 U/g substratu. Tyto vysledky se vSak pro své nizké hodnoty
jevi spise jako ndhodné dusledky vypocti a pravdépodobné se nebude jednat o skutecné
aktivity stejné jako u LiP. Pokud se aktivita MiP doopravdy vyskytovala, jeji hodnoty byly

tak malé, Ze je mozné je zanedbat.
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Graf 1. Enzymové¢ aktivity Lac stanovené pomoci ABTS
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Graf 2. Enzymové¢ aktivity Lac stanovené pomoci DMP (U/g substratu)
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Graf 3. Enzymové¢ aktivity MnP stanovené pomoci DMP (U/g substratu)
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Graf 4. Enzymov¢ aktivity LiP na dubovych pilinach (U/g substratu)
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4.3. Vysledky méreni proteint

Celkové mnozstvi proteini by mélo odpovidat mnoZstvi pfitomnych enzymii.
Stanoveni proteinii bylo proto provedeno pro porovnani s enzymovymi aktivitami. Z
vysledkt (Tabulka 1) vyplynulo, ze aktivity méfenych enzymi s tvorbou proteint piilis
nekorelovaly a to hlavné na dfevénych pilinach. Je to vidét u hub P. ostreatus ¢i 1. lacteus,
kde na dubovych pilinach dochazelo s poctem dni k nariistu enzymovych aktivit, coz vSak
na vysledcich z méfeni proteinii neni patrné. To ukazuje na tvorbu dalSich, v tomto
experimentu nestanovovanych, enzymd. Enzymovym vysledkim odpovidaji trendy na

slamovych peletach, kde je produkce proteinti nejvyssi v pllce experimentu a poté klesa.
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Tab. 1 Koncentrace proteinti (jg/g substratu)

5d Std 8d Std 12d Std 16d Std 20d Std
Slamoweé pelety
l.lacteus 511 18 545 189 453 59 194 106 147 39
P.ostreatus 598 38 1402 48 654 59 252 11 413 72
L.tigrinus 875 38 818 119 1044 28 279 41 487 80
T.versicolor 563 37 689 44 569 13 332 59 353 27
Topol + pelety
l.lacteus 1109 169 646 68 667 85 773 89 768 205
P.ostreatus 696 150 977 134 740 96 811 46 1006 55
L.tigrinus 1253 248 907 146 1156 144 1092 22 1131 164
T.versicolor 1160 295 936 51 819 101 804 173 886 67
Dub + pelety
l.lacteus 668 132 596 72 591 75 480 44 441 52
P.ostreatus 426 90 366 116 754 305 663 107 586 127
L.tigrinus 795 15 588 67 828 34 637 33 534 50
T.versicolor 815 49 570 38 554 6 525 23 513 57
Graf 5. PCA analyza tvorby enzymu podle substratu
a) I lacteus
Llacteus
0,4
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£
Q
g_ 0,0
8
2 024
]
]
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Lac ABTS_1
-0,6
0,0 0,1 0.2 0,3 0,4 0,5
First Component

(prvni komponenta (PC 1) vysvétluje 38 % celkové variabilty, druha komponenta (PC II)

vysvétluje 24 % celkové variability)
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b) P. ostreatus
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d) T versicolor
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4.4. Vysledky in-vitro degradace

Pii pfevadéni enzymi z pevnych substrati do Na-acetatového pufru bylo voleno
rizné mnozstvi pufru podle objemu biomasy tak, aby dochédzelo k vhodnému michani
pomoci magnetického michadla. Pro slamové pelety bylo toto mnozstvi v ml pro jednotlivé
dny 75-75-75-90-90, pro topolové piliny 170-175-200-200-200 a pro dubové piliny 120-
120-120-120-120. Tyto rozdilné hodnoty zfedéni je potieba brat v uvahu pii
vyhodnocovani vysledkii degrada¢niho pokusu (aktivity enzyml v roztocich pouzitych k
degradaci in-vitro — Ptiloha 1). Vysledky degradacnich pokust na jednotlivych substratech
je mozno vidét v tabulkéach 2 — 4. Poc¢atecni koncentrace pfidavanych ED byla 20 ppm. V
tabulkach je vyjadfena koncentrace namétend po 24 hodindch degradace v procentech
oproti plivodni koncentraci.

Cvwr

ppm. To se v pfepoctu na procenta pohybovalo okolo 3 % piivodni koncnetrace.
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Tab.2 Mnozstvi ED po 24 hodinové degradaci, slamové pelety (%)

5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
P.ostreatus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 83 14 29 2 22 6 73 13 90 1 97 3
EE2 74 21 <LOQ 0 <LOQ 0 49 16 7 3 99 4
IRG 91 2 31 8 15 2 82 2 91 1 92 5
4-NP 83 10 9 2 10 3 26 8 32 9 87 3
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
T.versicolor Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 19 29 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 103 4
EE2 1 19 <LOQ 0 <LOoQ 0 3 0,3 4 1 101 3
IRG 71 28 26 8 61 6 42 10 58 8 95 5
4-NP 26 31 8 0,1 9 0,2 8 0,3 9 0,01 90 7
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
l.lacteus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 99 2 94 8 91 20 92 23 83 22 98 3
EE2 100 3 80 12 83 23 83 33 69 30 98 4
IRG 107 3 98 6 86 9 87 11 74 7 94 5
4-NP 109 4 73 28 53 32 89 1 46 33 92 7
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
P.tigrinus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Prim. Std Pram. Std Prim. Std
BPA 20 12 5 1 <LOQ 0 2 3 3 3 100 2
EE2 8 7 1 1 <LOQ 0 3 0,2 <LOQ 0 99 2
IRG 73 3 71 6 51 7 61 19 69 5 95 6
4-NP 12 5 9 0,3 7 0,1 8 0,3 8 1 95 9
Tab. 3 Mnozstvi ED po 24 hodinové degradaci, topolové piliny se slamou (%)
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
P.ostreatus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 99 6 90 4 103 4 97 3 96 5 95 11
EE2 97 6 76 3 86 4 88 3 89 4 93 9
IRG 90 9 96 1 94 1 78 2 87 3 89 12
4-NP 81 9 41 7 25 7 53 5 57 2 84 15
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
T.versicolor Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 32 12 8 4 <LOQ 0 <LoQ 0 <LOQ 0 98 2
EE2 16 9 4 1 <LOQ 0 <LoQ 0 <LOQ 0 96 2
IRG 79 1 73 2 46 9 49 9 37 2 92 9
4-NP 4 5 2 0,2 2 1 5 1 6 0,1 93 9
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
l.lacteus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 92 9 99 0,5 96 4 97 2 100 5 95 3
EE2 89 6 98 1 90 6 93 4 88 8 94 4
IRG 86 1 90 2 85 2 78 4 85 4 93 1
4-NP 79 3 67 5 48 14 50 9 46 10 92 1
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
P.tigrinus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 77 1 8 1 3 1 10 2 11 4 100 2
EE2 64 2 2 2 <LOQ 0 4 1 4 1 101 2
IRG 89 2 74 2 64 1 66 2 72 6 100 2
4-NP 43 7 2 0,3 1 1 6 0,3 5 0,2 96 5
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Tab.4 Mnozstvi ED po 24 hodinové degradaci, dubové piliny se slamou (%)

5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
P.ostreatus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 88 1 71 20 42 27 70 3 85 7 920 12
EE2 87 4 54 28 24 18 49 4 55 3 89 12
IRG 89 3 84 8 82 12 84 1 85 6 92 7
4-NP 85 9 50 22 16 17 9 3 1 1 94 5
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
T.versicolor Prim. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 93 9
EE2 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 92 9
IRG 47 4 38 9 49 12 53 8 47 4 91 4
4-NP 3 0,4 3 0,1 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 93 5
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
l.lacteus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 82 5 73 6 97 2 90 6 102 5 89 3
EE2 80 7 57 6 90 4 83 8 113 5 89 4
IRG 80 3 81 3 87 1 78 14 88 6 87 5
4-NP 65 3 46 6 64 14 69 19 77 18 88 8
5d 8d 12d 16d 20d Kontroly
L.tigrinus Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std Pram. Std
BPA 28 13 4 1 6 2 5 1 16 3 95 7
EE2 15 8 2 0,1 <LOQ 0 <LOQ 0 <LOQ 0 95 5
IRG 66 2 53 3 62 5 68 4 84 11 99 2
4-NP 9 4 3 0,3 <LOQ 0,2 <LOQ 0,1 <LOQ 0 96 2
Podle wvysledkii degrada¢niho pokusu se zavislost schopnosti degradace

endokrinnich disruptorti na druhu substratu znac¢né liSily u jednotlivych druhi hub.

Nejuspeésnéji degradoval endokrinni disruptory 7. versicolor, ktery byl schopny na
vSech tfech substratech odbouravat BPA a EE2 pod LOQ ¢i tésné€ k nému nejpozdéji od 12.
dne kultivace déale. Na drfevénych pilindch byl schopen degradovat pod LOQ i 4-NP.
Odbouraval pomérné uspéSné i1 IRG, nejniz§i dosazené hodnoty po degradaci se
pohybovaly okolo 40 % piivodni koncentrace. Na slamovych peletach 8. den rtstu byl IRG
degradovan az na 26 %. T versicolor degradoval dobfe na vSech tfech substratech,
degradace byla vSude statisticky vyznamna (p < 0,05). Na zdklad¢ degradace tii vySe
zminénych prvki pod LOQ po celou dobu od 12. dne pokusu dale se jevily jako nejlepsi
substrat pro degradaci ED houbou 7. versicolor dubové piliny smichané se slamou. Velmi
dobré vysledky vSak byly patrné i na topolovych pilinach, kde se mnozstvi 4-NP po
degradaci také velmi blizilo LOQ a hodnoty IRG po degradaci byly podobné jako u dubu.
Vzhledem k tomu, Ze enzymy z topolovych pilin byly o tfetinu vice nafedéné oproti
dubovym pilinam, Ize ptfedpokladat zcela stejnou ¢i dokonce vyssi degradacni schopnost
této houby na topolovych pilinach oproti dubovym (Ptiloha 1).

Dobré degradacni schopnosti prokdzala i houba L. tigrinus, u niz byly patrné dobré

degradacni vysledky nezavisle na substratu. Tomu odpovidaly i enzymové aktivity, které se
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tvofily obdobné na vSech tfech substratech. VSechny degradace byly vici kontrole
statisticky vyznamné (p > 0,05).

Nejhiife degradovala houba /. lacteus. Ta ani na jednom ze substrati nedegradovala
zadny z endokrinnich disruptori pod LOQ. Z nich pak ani na jediném substratu
nedegradovala BPA na statisticky vyznamnou hodnotu (p < 0,05). Jedinou vyjimkou byl 8.
den na dubu, kde degradovala BPA na 73 % piivodni hodnoty. Na sldmovych peletach 1.
lacteus nedegradoval statisticky vyznamné v podstaté po celou dobu pokusu az na obc¢asné
vyjimky (EE2 v 8. den kultivace a IRG a 4-NP ve 20. den kultivace). Na topolovych
pilinach degradoval po celou dobu pokusu vyznamné pouze IRG a 4-NP (p < 0,05). Pti
rustu na dubovych pilinach pak statisticky vyznamné degradoval po celou dobu pokusu
pouze 4-NP, v pocatcich experimentu (5. a 8. den kultivace) pak téz EE2.

P. ostreatus nejlépe degradoval na slamovych peletach, na kterych byl v 8. a 12. den
pokusu schopen odbourat EE2 pod LOQ. V tyto dny také vykazoval velmi dobrou
schopnost degradace IRG. 12. den rlstu na slamovych peletach byl schopen odbourat IRG
latky béhem celého experimentu. IRG se u vE€tSiny hub a na vSech substratech choval velmi
persistentné a nebyl skoro odbouravan. L. tigirnus, ktery jinak vykazoval velmi dobré
degradacni schopnosti, degradoval po vétSinu dni IRG na hodnoty okolo 60-70 %. P.
ostreatus byl jedinou houbou, kterd u této latky dosahla takto nizké hodnoty. 12. den na
slamovych peletach odpovidal dnu s nejvyssi produkei Lac (hlavné stanovované pomoci
ABTS) na tomto substratu. Na dubovych pilinach, kde podle spektrofotometrického
stanoveni tvofil P.ostreatus nejvyssi hodnoty Lac (ABTS), vSak jiz tak dobré degradacni
schopnosti sledovany nebyly. V 16. den kultivace na dubu, kdy byly naméieny maximalni
aktivity Lac (ABTS) u této houby, doslo ke statisticky vyznamné degradaci (p < 0,05)
BPA, EE2 a 4-NP, piicemz 4-NP degradoval az na 9 % ptvodni hodnoty. Avsak IRG
vyznamné odbouravan nebyl (p > 0,05). Celkové byl Postreatus spiSe slabé degradujici
houbou. Na topolovych pilindch po celou dobu nedegradoval statisticky vyznamné ani
BPA ani IRG, kromé& 8. dne pak vyznamné neodboural ani EE2 (p > 0,05). Velmi malé
degradace byly pozorovéany i na dubu a to pfesto, ze roztok enzymil z dubu i pii vét§im
ziedéni obsahoval podobné a n¢kdy 1 vy$$i mnozstvi enzymil nez roztok enzymu ziskany

ze slamovych pelet.
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4.5. Korelace aktivit enzymi s degradacemi

Pomoci PCA byla urcena korelace mezi enzymy u jednotlivych hub s degradacemi
(Graf 6 a-d). U houby L. tigrinus byla jasné patrna korelace tvorby MnP s degradaci a
naopak nezavislost degradace na tvorbé Lac (Graf 6¢). To souhlasi s pfedchozim pokusem
s degradaci PAH pomoci této houby, kde byla téZ prokdzdna dominance MnP pii
degradacich [68].

U hub Tversicolor a P.ostreatus byly patrné vyraznéjsi korelace degradaci s Lac
Grafy 6b a 6d). Velmi jasna korelace degradace s tvorbou obou typii Lac a naopak jeji
slaba korelace s MnP byla patrnd u T versicolor na slamé a na topolovych pilinach. Na
dubovych pilinach byla degradace podle PCA nezavisla na enzymech, tento vysledek je
vSak ziejm¢ dusledkem konstantné stejné produkce enzymi a podobné degradadce po
celou dobu experimentu na dubovych pilinach spise nez skute¢né nezavislosti enzymovyxh
aktivit na degradaci (Pfiloha 4 a-c). U druhu Postreatus byl na slamovych peletach, kde
dana houba degradovala nejlépe, zjiStén jasny vliv Lac na degradaci, zatimco aktivity MnP
s degradaci nesouvisely (Ptiloha 5).

U kmene I.lacteus tvorba enzymil s degradacemi nekorelovala (Graf 6 a). Ackoli
tato houba produkovala nejvyssi mnozstvi MnP ze vSech Ctyf vybranych hub, degradace
ED pomoci jejich enzymii byla vétSinou vic¢i degradacim v kontrolach statisticky
nevyznamna. Statisticky vyznamna degradace IRG a NP pozorovand na topolovych
pilindch korelovala jak s pfitomnosti obou typi Lac, tak MnP (Pfiloha 6). Na dubovych
pilindch po vétSinu Casu vyznamné degradoval NP, zde vSak tvorba enzymu s degradaci
nekorelovala.

Nejlépe degradujici houba T'versicolor podle PCA odbourdvala ED hlavné pomoci
lakazové aktivity. Jeji nejvyssi hodnoty byly u této houby namétfeny na sldmovych peletich
a topolovych pilinach. Na slamovych pilindch bylo vrcholu aktivity dosazeno 8. den rastu
a poté jiz dochéazelo k vyCerpavani. Na topolovych pilinach naopak byly dosahovany
vysoké hodnoty s pfibyvajicimi dny pokusu a aktivity se na této Grovni drzely po delsi
samotné slamy.

Je patrné, Zze tvorba konkrétniho enzymu nemusi vzdy souviset s degradaci. U
houby L. tigrinus, u které byla sledovana dobra degradacni schopnost, byla stanovena

hlavnim degradujicim enzymem MnP. Ta vSak byla touto houbou produkovana v malém
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mnozstvi, na slam¢ a topolovych pilinach byl L.tigrinus houbou s nejmensimi aktivitami
tohoto enzymu. Pohybovaly se vSechny pod 0,5 U/g substratu. Naopak [I.lacteus, ktery
produkoval nejvice tohoto enzymu (az 3 U/g substratu), byl houbou nejhtite degradujici.
To ukazuje na tvorbu riznych izoforem ligninolytickych enzymi, které maji odlisné
schopnosti odbouravat polyaromatické latky.

K tvorbé riznych izoforem enzymi mohlo dochézet i v rdmci jednotlivych druht v
zavislosti na substratu. Tim by se dalo vysvétlit, pro¢ vysoka aktivita Lac vedla na
slamovych peletach u houby Postreatus k usp&$né degradaci (a nejvétsi degradaci IRG
mezi houbami viibec), zatimco stejné mnozstvi Lac na dubovych pilinach obdobny efekt
nezpusobilo.

V tvahu je tfeba brat 1 mozné vlivy jinych nez vySe stanovenych enzymu na
degradaci endokrinnich disruptord. U houby I.lacteus dochazelo na dubovych pilinach k
EE2 a 4-NP, zatimco ke konci experimentu byl odbourdvan jiz pouze 4-NP. Enzymové
aktivity vSak vykazuji tendenci rGstu s poCtem dni. Vysvétleni lepSich degradacnich
vysledkll ve stavu s mensi produkei enzymt by se tak dalo vysvétlit bud’ produkei jinych
izoforem enzymu na pocatku a na konci kultiva¢ni doby nebo pravé vlivem enzymi zcela
jinych. Tomu odpovidaji vysledky ze stanoveni proteinil, kde bylo na dubu produkovéano
vys$$i mnozstvi proteinii v pocatecnich dnech kultivace (praimérné 668 pg/g substratu v 5.

den viici 441 pg/g substratu ve 20. den).

44



Graf 6. Mira korelace mezi enzymy a degradaci jednotlivych ED
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c) L. tigrinus
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5. Diskuze

Béhem tohoto experimentu se ¢tyfmi vybranymi druhy ligninolytickych hub
kultivovanymi na pevnych substratech se jako nejlépe degradujici z téchto druht projevily
T versicolor a L. tigrinus. P. ostreatus a I. lacteus se chovaly jako houby se slabymi
degrada¢nimi schopnostmi, pifestoze na kapalnych médiich vykazovaly degradacni
vlastnosti velmi dobré.

Ve studii provedené Cajthaml et al. [66] bylo 8 druhl ligninolytickych hub
(vCetné 1. lacteus, P. ostreatus a T. versicolor) nasazeno na 20 ml maltextrakt-glukézového
média (MEG) a byla u nich sledovéna degradace vybranych endokrinnich disruptord in-
vivo — EE2, BPA, IRG, technického NP a 4-n-NP. 1. lacteus a P. ostreatus byly jedinymi
houbami, které byly schopné degradovat technickou smés nonylfenol pod detekéni limit
Jiz po ttech dnech kultivace spolu s timto disruptorem. Stejné tak degradovaly jiz po 3
dnech zcela EE2. Na maltextraktovém substratu byly tyto houby schopné pod detekéni
limit degradovat i dalsi zkoumané disruptory. 7. versicolor byl schopen téz do 14 dnti
kultivace zdegradovat vSechny latky pod detekéni limit, avSak zadnou jiz ve 3. dnu
kultivace. 1. lacteus a P. ostreatus se tak jevily jako houby lépe degradujici.

Enzymové aktivity pfitom byly naméfeny velmi podobné tém, které vykazovaly
roztoky enzymu pouzivané na in-vitro degradaci v tomto pokusu s pevnymi substraty.
Maximalni hodnoty Lac (ABTS) u T. versicolor se pohybovaly vétSinou v rozmezi 50 —
100 U/l, u kmene P. ostreatus nejvyssi hodnoty dosahovaly ¢isel okolo 300 U/l a u kmene
Llacteus se pohybovaly okolo 10 U/l. Nejvyssi hodnoty MnP se pohybovaly mezi 3 — 20
U/l u kmene T.versicolor, mezi 2 — 5 U/l u kmene Postreatus a mezi 20 a 70 U/l u kmene
Llacteus (srovnani — Ptiloha 1). Stejné jako zde vykazovaly na MEGu nejvyssi aktivitu
Lac (méfenou pomoci ABTS) P. ostreatus a nejvyssi aktivitu MnP I lacteus. Obdobné LiP
a MiP nebyly naméfeny ve vyznamné mite. /. lacteus byl jednou ze dvou hub, u kterych
byla naméfena mirnd aktivita MiP mezi 5 — 18 U/l a u Tversicolor byla zaznamenana
slabsi aktivita LiP pohybujici se mezi hodnotami 1 — 17 U/l. Vyjimkou byly kultury
vystavené EE2, kde byla u Tversicolor indukovana zvySena tvorba LiP (81 U/l). Pfi
porovnani celkové aktivity enzymii na 20 ml média MEG (bez ED) a na 10g pevnych
substratii vychazi z produkcniho hlediska lépe pevné substraty. Enzymové aktivity tak
ukazuji na to, Ze slamové a dievéné substraty jsou velmi vhodnym materidlem pro

kultivaci ligninolytickych hub.
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Hors$i degradacni schopnosti enzymii ziskanych extrakci z pevnych substrati
porostlych mycelii hub by se dalo vysvétlit tim, Ze jimi bylo degradovano velké mnozstvi
disruptort (4x20 ppm) v pomérn¢ malém objemu enzymového roztoku (1,2 ml). V pokusu
na médiu MEG bylo degradovano pouze 10 ppm EE2 a BPA a 2,5 ppm 4-n-NP a IRG. Ke
kazdé houb¢ byl vzdy pfiddvan pouze jeden z disruptorti nikoli ve smési a degradace
probihala v 20 ml média. Bylo tedy pfitomno vétS§i mnoZstvi enzymi na mensi koncentraci
latek.

Lepsi degradacni schopnosti houby Tversicolor oproti houbam [Llacteus a
Postreatus byly sledovany pii pokusu na dusikem limitovaném mineradlnim médiu (tzv.
Kirkové médiu) se smési Sesti endokrinnich disruptor (nepublikovano, viz. Pfiloha 3). U
kmene P. ostreatus pouzitém v tomto pokusu vSak byly prokazany obecné slabé rustové
schopnosti, vysledky u této houby proto nemaji vypovidaci hodnotu. Z experimentu je
ptesto zfejma lepsi degradacni shopnost druhu 7. versicolor oproti druhu 1. lacteus od 7.
dne ristu déle.

Dobré degradacni schopnosti houby 7. versicolor byly prokdzény i v dalSich
studiich. Soares et al. [57] sledovali odbouravani nonylfenolu v uméle kontaminovanych
pudach pomoci ligninolytickych hub. Nejprve byl proveden predpokus na tekutém médiu
se Ctyfmi vybranymi druhy véetné 7. versicolor a P. ostreatus. Podle méteni po 15 dnech T.
versicolor degradoval nonylfenol o 96 %, zatimco P.ostreatus o 32 — 70 %. T. versicolor
spolu s houbou Bjerkandera sp. BOL13 byly dale pouzity v pokusu s kontaminovanymi
pudami. V prvnim kroku byly inokulovany na 2g bfezovych pilin, ke kterym bylo po tfech
tydnech rastu hub ptfidano 15-20 g pady s nonylfenolem v mnozstvi 430 mg/kg. Pfi¢emz
Tversicolor vykazoval lepsi proriistani substratem, odolnost vi¢i niz§im teplotam, veEtsi
odolnost vii¢i toxicité nonylfenolu a dobré degrada¢ni vlatsnosti spojené s ubytkem
toxicity (po 5 tydnech zdegradoval nonylfenol o 96,8 + 2 % priméru a smérodatné
odchylky).

Tversicolor dobfe prorustal substratem 1 v experimentu Rodriguez-Rodriguez et
al. [67]. V ném byla sledovana degradace farmaceutickych latek v cistirenském kalu
smichaném se slamovymi peletami (stejnymi jako v tomto pokusu) tak, ze pelety tvotily 38
% celkového substratu. NejvysSi hodnoty aktivity lakdzy méfené pomoci DMP se

pohybovaly mezi 3 - 4 U/g substratu. 7. versicolor byl schopen snizit toxicitu kalu.
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Ve studii provedené Covinem et al.[69] byly sledovany schopnosti hub 1. lacteus
a L. tigrinus degradovat PAH v kontaminovanych pudach a v kreosotem impregnovanych
dubovych pilinach. Houby byly pifedinokulovany na lignocelulézovych substratech,
kterymi byly komercni slamové pelety, pSenicnad slama a nasekané kukutficné klasy. L.
tigrinus vykazoval na vSech substratech jasn¢ lepsi degradacni vlastnosti oproti houb¢ 1.
lacteus, ptestoze houby proristaly, podle stanoveni ergosterolu, pouzitymi substraty
obdobné. Houby nejlépe proristaly na komercnich slamovych peletach.

V experimentu této diplomové prace by bylo vhodné déle stanovit ve vzorcich po
degradaci estrogenni aktivity pro kontrolu, zda nevznikaly meziprodukty chovajici se téz
disruptorti pomoci hub bilé hniloby vedla ve vétsiné piipadii k ubytku estrogennich aktivit
¢1 ke sniZeni toxicity substratii. Ve studii Cajthaml et al. [66] byl pomoci kvasinkového
testu estrogenni aktivity sledovan ubytek aktivity korespondujici s degradaci IRG a EE2. U
NP a BPA vsak byly i po Uplné degradaci sledovany zbytkové estrogenni aktivity, které 1ze
prisuzovat estrogennim meziproduktim. I lacteus a P.ostreatus byly schopny velmi rychle
redukovat mnoZstvi technické smési NP, i na konci pokusu vSak zbyvalo mezi 20-30 %
estrogenni aktivity viac¢i kontrole. T versicolor dokazal odstranit u technického NP
estrogenni aktivitu zcela. U 4-n-NP vSak zbyvalo malé mnozstvi estrogenni aktivity u
vSech tii zminénych hub i pies veSkerou degradaci dané latky. U hub [ILlacteus a
Tversicolor se pravdépodobné tvotily estrogenné aktivni meziprodukty i pii degradaci
BPA.

Pokles estrogenni aktivity spojeny s degradaci EE2 ligninolytickymi houbami byl
prokazéan i1 v pokusu na dusikem limitovaném mineralnim médiu (nepublikovano, Ptiloha
2). V ném bylo devét kmeni hub zaockovano na médium spolu s 200 pg EE2 a byl
sledovan ubytek latky v pribéhu kultivace. Estrogenni aktivity byly stanoveny f-
galaktazovym testem. Degradaci EE2 spojenou s redukci estrogenni aktivity prokazali 1
Suzuki et al. [71]. Pti degradaci EE2 pomoci Lac a MnP ziskanych z hub T.versicolor a
Phanerochate chrysosporium byla estrogenni aktivita v roztoku zcela odbourana, prestoze
se v prvni fazi degradace evidentné tvorily estrogenni meziprodukty. Taboada-Puig et al.
[72] degradovali vSechny ctyfi zde pouzité endokrinni disruptory pomoci VP houby

Bjerkandera adusta. Dosahli kompletni degradace vsech prvkia kromé IRG, ktery byl
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degradovan pouze o 36 %, u vsech latek vSak byly detekovany zbytkové estrogenni
aktivity a to v mnozstvi 26 %, 40 % a 10 % u BPA, NP a EE2.

Hundt et al [70] zjistili pfi degradaci IRG pomoci 7. versicolor tvorbu
degradacnich produkt v podobé konjugatii s xylézou a glukézou a 2,4-dichlorfenolu. Tyto
produkty vykazovaly oproti irgasanu niz§i cytotoxicitu.

Zde byly k degradaci ED pouzity samostatné enzymy. Pti pouZiti celych mycelii
hub k degradaci endokrinnich disruptorti v odpadnich vodéch je tieba uvazovat mozné
plsobeni xenoestrogenli na tvorbu enzyma u ligninolytickych hub. V experimentu na
maltextraktovém médiu provedeném Cajthaml et al. [66] v pfitomnosti IRG dochazelo ke
snizeni aktivit Lac a LiP u T versicolor a naopak ke zvySené tvorbé MnP u této houby a
houby I. lacteus. Aktivity Lac snizoval IRG t€Z u hub I lacteus a P. ostreatus. Pfitomnost
4-n-NP snizila tvorbu Lac u vSech tfi zmifiovanych hub, u kmene 1. /acteus pak i tvorbu
MnP. Naopak technickd smés NP zvysila produkci Lac u druhti 7. versicolor a P. ostreatus.
Pritomnost EE2 zptisobila zvySenou aktivitu Lac a LiP u 7. versicolor. BPA nevykazovalo
zadné vyrazné vlivy na tvorbu enzymu. Kollmann et al. [73] na rozdil od vysSe zminéného
pokusu prokézali iindukci tvorby Lac u T'versicolor v ptitomnosti 4-n-NP.

Ptenosilova et al. [75]v pokusu na Kirkové médiu sledovali zvySeni lakazové
aktivity (métené¢ pomoci ABTS) u Tversicolor a aktivity MnP u Llacteus v ptitomnosti
EE2.

Auriol et al. [74] pouzili lakdzu z houby T'versicolor k degradaci pfirozenych
steroidnich estrogentt E1,E2 a E3 a syntetického EE2 v uméle kontaminované a realné
odpadni vod¢. Synteticka voda byla piipravena tak, aby obsahovala stejné mnozstvi ED
jako voda realné (E1 — 33 ng/l, E2 25 ng/l a E3 a EE2 po 6 ng/l). Pokus ukazal, Ze odpadni
voda neobsahovala ve vyrazném mnozstvi latky, které by blokovaly plisobeni lakazy a jeji
vliv na odbourdvani ED. Pribéh degradace ED byl v obou typech vod obdobny. K
odbourani veskerych latek bylo potfeba pocatecni aktivity 20 U/ml, pouze u syntetické
vody s EE2 doslo k téméf 100% degradaci jiz pti 10 U/ml.

Dievéné a slamové substraty se ukdazaly jako vhodné pro kultivaci
ligninolytickych hub a tvorbu enzymii schopnych degradovat endokrinni disruptory. Pro
ziskani vice informaci ohledné pisobeni latek v odpadnich vodach na houby a jejich
schopnosti degradace polutanti v téchto vodach je tfeba dale zkoumat jejich schopnosti

degradace in-vivo na téchto substratech.
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Lze nalézt mnoho studii zabyvajici se degradaci ED pomoci hub bilé¢ hniloby na
kapalnych médiich ¢i v pidé€, poptfipadé vyuZivanim izolovanych ligninolytickych enzymi
v kapalnych substratech ¢i imobilizovanych na umélych pevnych substratech. Velmi malo
se jich vSak dosud zabyva degradaci na dfevénych ¢i jinych pevnych organickych
substratech. Pfitom dfevéné piliny ¢i sldma jsou snadno dostupnym a ekonomickym
substratem s dobrym potenciadlem pro rast hub a degradaci kontaminanta.

Tento pokus byl proveden jako ptredpokus pro vybér substratu do laboratornich
bioreaktori na odbourdvani ED. V mnoha studiich byly zkoumany moznosti degradace
organickych kontaminanti pomoci ligninolytickych hub v laboratornich bioreaktorech.
Byly pii tom pouzivany rtizné nosice hub jako pemza s piskem [79], nerezové draténky
[80] ¢i nastfihané kuchyniské houbicky na myti a pfirodni houby z lufy [78]. V téchto
experimentech houby ziskavaly zdroj energie z odpadni vody (realné ¢i uméle vyrobené, v
nékterych piipadech byly kontaminanované roztoky tvofeny minerdlnim médiem). Dfevo
jakozto nosi¢ hub v bioreaktoru skyta vyhodu lignocelul6zového zdroje pro houby.

Ortega-Clemente et al.[77] pouzili bioreaktor naplnény kostkami ze dfeva dubu
kifemeldku (holm oak) o hrané¢ 5 mm na zacatku napusténé médiem pro rist hub a
inokulovanych kmenem T.versicolor. Pomoci tohoto bioreaktoru byla ciSténa voda z
papirenského primyslu obsahujici rtizna barviva a ligninové latky. Reaktor byl schopny
fungovat po celou dobu pokusu (90 dni) bez nutnosti ptidavani dalsiho zdroje uhliku jako
jsou glukéza €1 maltdéza vyuzivané v jinych pokusech s houbovym bioreaktory vyuzivajici
umélé nosice hub. Reaktor byl schopen odstranit 77 + 12 % (primér + smérodatna
odchylka) barviv z vody a produkoval enzymy v mnozstvi 3-4 U/l MnP, 1-4 U/l
Lac(ABTS) a maximalné¢ 0,2 U/l LiP. Toto mnozstvi enzymovych aktivit se oproti
pokustim s houbovymi bioreaktory na jinych substratech, kde se pohybovaly v hodnotadch
desitek az stovek U/l, fadilo k nizkym. Schopnosti odbouravat pfitomné kontaminanty se
vSak dubovy bioreaktor rovnal ostatnim bioreaktortim.

Kasinath et al. [81] pouzili k degradaci barviva Remazol brilliant Blue R dva typy
bioreaktorti s houbou /. lacteus, jeden naplnény polyuretanovou pénou, druhy kostkami z
borovicového dieva. Na umélohmotném nosici tvofil 1. lacteus podstatné vice MnP
(rozdily v desitkdch U/l), ptesto lepsi degradace barviva byla sledovdna na dievéném
substratu. Pii studiu degradace dalSich barviv témito reaktory, degradovaly oba podobnym

zpiisobem.
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Z experimentu provedného v ramci této diplomové prace se zda byt pro
dlouhodobéjsi degradacni experimenty vhodnéj$i vyuziti dievénych substrati smichanych
se slamou spiSe nez vyuziti samotnych slamovych pelet. Na slamovych peletach sice
dochdzelo v prvnich dnech pokusu k vyraznym degradacim a vysoké tvorbé enzymd, poté
vSak ziejmé¢ brzy dochédzelo k vycCerpani substratu a poklesu enzymovych aktivit i
degradacnich schopnosti hub. Na dfevénych substratech byl riist hub pomalejsi, poté,co se
dosahlo vysokych aktivit, vSak tyto aktivity i degradacni schopnosti zistavaly konstantni.
Rychlé prortistani hub sldmovym substratem oproti dfevénému pozorovali 1 Rubilar et al.
[76]. Ligninolytickd houba Anthracophyllum discolor ve stejné dobé, co kolonizovala

100% pSenicnd zrna, kolonizovala pouze 50 % pSenicné slamy a 25 % dievénych pilin.
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6. Zavér

Experiment s ligninolytickymi enzymy produkovanymi na pevnych organickych
substratech prokazal vhodnost téchto substrati pro rlst dfevokaznych hub a produkci
enzymu schopnych degradace béznych endokrinnich disruptord. VhodnéjSim se jevilo
vyuzivani substratu tvofeného namichanim sldmovych pelet s dfevénymi pilinami, kde
nedochézelo k rychlému vycerpavani substratu jako na ¢isté slame.

Degradac¢ni schopnosti a jejich zavislost na substratu byly specifické pro jednotlivé
druhy. Dobte degradujici kmeny T versicolor a L. tigrinus degradovaly obdobné na vSech
ttech vybranych substratech, zatimco u slabéji degradujicich kmenit P. ostreatus a I
lacteus byly viditelné rozdily mezi substraty. Kmen P. ostreatus 1épe degradoval na Cisté
slamé, zatimco kmen /1. lacteus vykazoval lepsi degradac¢ni schopnosti na dievénych
pilinach. Nejlépe degradoval kmen 7. versicolor, ktery byl schopen degradovat pod mez
kvantifikace latky BPA, EE2 a 4-NP. Zadna houba nebyla schopna odbourat IRG pod mez
kvantifikace.

L lacteus a P. ostreatus pattily v predchozich pokusech na kapalnych médiich k
nejlépe degradujicim kmeniim. To ukazuje na nutnost opatrnosti pii vybéru kment
vhodnych pro aplikaci v redlném prostiedi. Houby osvédcené na jednom substratu se
mohou v jiném prostiedi chovat zcela odli$né.

U jednotlivych kmenti byly sledovany odlisné strategie pro odbouravani
aromatickych estrogennich latek. Hlavnimi degradujicimi enzymy byly Lac a MnP,
ptiCemz L. tigrinus degradoval hlavné pomoci MnP a ostatni tfi kmeny vyuzivaly spiSe Lac
popiipadé kombinaci obou enzymi. Vysoké aktivity enzymi neodpovidaly vzdy degradaci.
Naptiklad kmen /. lacteus produkoval Sestkrat vice MnP oproti houb¢ L. Tigrinus, ptesto v
mnoha piipadech nedegradoval ptitomné latky statisticky vyznamné a naopak L.tigrinus
byl schopen s malym mnozstvim MnP degradovat pod mez kvantifikace EE2 a 4-NP. To
ukazuje na tvorbu rozdilnych izoforem ligninolytickych enzymt u jednotlivych kmenti. V
nekterych piipadech zfeymé dochézelo k tvorbé rozdilnych izoforem i u stejné houby v
zavislosti na substratu, napiiklad u houby P. ostreatus, kdy tvorba Lac na slam¢ vedla k
vyrazné degradaci, zatimco jeji tvorba na dubovych pilinach nikoli.

Vzhledem ke slabé korelaci vysledkti méfeni enzymovych aktivit se stanovenim
enzymu lze usuzovat na tvorbu dalSich enzym, které se téz mohly urcitou mirou podilet

na degradaci ED.
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Organické pevné substraty by mohly pfedstavovat vhodny substrat do houbovych
bioreaktori pro ciSténi odpadnich vod diky své dobré dostupnosti, ekonomicnosti a
Setrnosti vii¢i zivotnimu prostiedi oproti umélym nosi¢iim. Organické dievéné ¢i slamové
substraty navic mohou pfedstavovat zdroj energie pro ligninolytické houby, které
aromatické polutanty degraduji pouze jako soucast sekundarniho metabolismu a energii z
nich neziskavaji.

Pro navazujici pokus s laboratornimi bioreaktory by bylo podle vysledka tohoto
pokusu vhodné pouzit kmen 7. versicolor a jako substratu dievéné piliny smichané se
slamou. Dobré vysledky byly patrné na topolovych pilinach, kde i pti nizkych enzymovych
aktivitach Lac, odpovédné za degradaci, dochazelo k degradaci BPA, EE2 a 4-NP pod mez
kvantifikace. Na tomto substratu byly ligninolytické houby schopné dobrého ristu bez
pfedchoziho promyti od ,,hnédych extrakti®, které bylo potfeba u dubového dieva.
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Prilohy

Piiloha 1. Enzymové aktivity v roztocich pouzitych k degradaci in-vitro

a) Lac (ABTS) (U/l)

5d Std 8d Std 12d Std 16d Std 20d Std
Slamové pelety
l.lacteus 0,9 0,5 13 4 6 2 7 2 3 0,9
P.ostreatus 6 3 172 78 337 29 194 14 176 6
P.tigrinus 175 15 71 7 125 3 63 11 50 4
T.versicolor 88 91 159 42 139 9 106 20 122 27
Topol + pelety
l.lacteus 0 0 5 1 1 2 18 4 18 2
P.ostreatus 0 0 36 6 125 13 105 11 98 9
P.tigrinus 50 3 38 5 53 5 24 3 31 3
T.versicolor 13 3 32 10 68 23 56 9 49 3
Dub + pelety
l.lacteus 0 0 0 0 3 5 0 0 0 0
P.ostreatus 0 0 13 13 124 7 237 92 195 39
P.tigrinus 105 12 31 3 57 11 54 3 22 1
T.versicolor 85 9 7 3 84 31 78 8 74 12
b) Lac (DMP) (U/)
5d Std 8d Std 12d Std 16d Std 20d Std
Slamové pelety
Llacteus 8 0,2 25 5 9 2 14 3 18 1
P.ostreatus 2 3 16 4 85 19 31 3 29 1
P.tigrinus 77 7 64 2 57 4 40 3 38 3
T.versicolor 72 64 139 39 91 13 69 10 68 10
Topol + pelety
Llacteus 2 0 5 1 2 0,2 10 0 17 4
P.ostreatus 0,5 0,6 7 1 21 8 19 3 29 9
P.tigrinus 23 3 29 3 14 2 16 1 23 3
T.versicolor 13 3 28 7 49 20 40 6 48 3
Dub + pelety
Llacteus 12 2 12 1 3 0 17 4 15 0,3
P.ostreatus 0,4 0,3 6 3 14 9 67 34 56 14
P.tigrinus 56 2 36 3 14 2 28 2 27 1
T.versicolor 7 10 68 1 54 21 60 1 63 13
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¢) MnP (U/1)

Slamové pelety
Llacteus
P.ostreatus
P.tigrinus
T.versicolor
Topol + pelety
l.lacteus
P.ostreatus
P.tigrinus
T.versicolor
Dub + pelety
l.lacteus
P.ostreatus
P.tigrinus
T.versicolor

5d

12

21

NOoOoOoOWw

-
(3]

0 o o

N OO -

W o ow

8d

89
64
24
19

19
23
16

32
0,4
20
10

Std

18
16
13
12

12d

30
37

21

18
45

12

126
28

Std

88
74
10

139
82
19

5

Std

N N
o 00y

AN ©

20d

91
135
22
10

71
107
18
20

158
144
23
20

Piiloha 2. Vysledky degradace EE2 na dusikem limitovaném mineralnim médiu (LNKM

V degradacnim pokusu na LNKM byly kromé hub pouZitych v této diplomové praci

zkoumany kmeny Dichomitus squalens (P.Karst)Reid CCBAS 750, Phanerochaete
chrysosporium Burds. CCBAS 854, Phanerochaete magnoliae (Berk. & M.A.Curtis)
CCBAS 134/1, Pycnoporus cinnabarinus (Jacq.)P.Karst. CCBAS 595, Bjerkandera adusta
(Willd.:Fr.)P.Karst. CCBAS 232 ze sbirky basidiomycét Akademie véd (CCBAS). Houby

byly zaockovany do 20 ml média soucasn¢ s 200 ug EE2 a byl sledovan ubytek latky

béhem kultivace. Estrogenni aktivity byly stanoveny [-galaktdzovym testem podle

Rotledge and Sumpter (2006) [18].
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a) Mnozstvi EE2 v médiu v jednotlivych dnech kultivace hub

Mg EE2
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b) Estrogenni aktivity z B-galakazového testu v jednotlivych dnech kultivace

Korigovana absorbance
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Piiloha 3. Vysledky z degradace smési Sesti ED na LNKM

Mnozstvi latek v pg (ptivodni obsah: 40 pg kazdé latky v 20 ml média)
E3 sd | BPA sd E2 sd | EE2  sd E1 Sd | IRG  sd

IL3d 12,1 0,9 14,2 1,2 7,8 0,7 22,7 3,8 7,9 1,4 25,8 0,8
IL10d 0 0 2,3 1,2 0,8 1,7 0 0 2,3 5,1 13,2 1,7
IL 14d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20,0 2,8 4,2

PO 3d 20,3 2,2 31,1 0,2 32,5 0,8 33,1 1,5 32,8 1,5 29,5 1,2
PO 7d 16,1 7,7 27,6 4.1 30,3 3,4 30,6 4,2 27,7 2,9 24,6 3,2
PO 14d 19,5 2,2 29,7 1,4 31,9 1,4 31,8 1.4 28,7 1,1 25,9 1,0
TV 3d 17,5 1,8 28,5 0,5 28,7 0,8 28,6 1.4 28,5 1,3 6,2 2,6

TV7d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TV 14d 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,3 0,3
Kon. 3d 16,6 0,7 34,6 0,1 37,8 1,0 34,6 1,6 34 0,9 29,8 0,9
Kon. 7d 19,3 1,8 33 0,05 37,5 1,0 32,3 0,5 34,2 0,4 28,9 1,2
Kon. 14d 16,9 3,1 31,8 0,1 37,3 0,9 31,5 1,3 34 0,9 26,4 0,7

TV — Trametes versicolor, IL — Irpex lacteus, PO — Pleurotus ostreatus, Kon. - mrtva kontrola, d — den

kultivace

Piiloha 4 Grafy PCA — korelace mezi enzymovymi aktivitami a degradaci ED na

jednotlivych substratech u houby T versicolor

a) T. versicolor - slamové pelety

T. versicolor slamové pelety
024 EY
/; EE2
0,0
g Lac ABTS
g -0,2 Lac DMP
8 -04-
2
8
$ -0,6
-0,8-
nP
_1’0- T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
First Component

(PC I vysvétluje 69 % variability, PC II 15 % variability)
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b) T. versicolor — topolové piliny

T. versicolor topolové piliny

Z-NP

0,8

0,6+

0,4

0,2

Second Component

0,07 Lac ABTS

Lac DMP
-0,2

-0,4 :
0,0 0,1 0,2 0,3 04
First Component

(PC I vysvétluje 69 % variability, PC II 19 % variability)

¢) T versicolor — dubové piliny

T. versicolor dubové piliny
Lac ABTS
0,50
Lac DMP
el
£ 0,251 4-NP
:
3 0,00
§
-0,25
_0’50 1 T T T T T
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
First Component

(PC I vysvétluje 36 % variability, PC II 29 % variability)
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Piiloha 5 Graf PCA — korelace enzymovych aktivit s degradacemi u Postreatus na slamé

P.ostreatus slamové pelety
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-0,4

T T
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(PC I vysvétluje 67 % variability, PC II 21 % variability)

Piiloha 6 Graf PCA - korelace enzymovyvch aktivit s degradacemi u I lacteus na topolu

I. lacteus topolové piliny
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