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Abstrakt

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou rekalcitrantni organické polutanty Si-
roce rozsifené v zivotnim prostfedi. Nékteré PAU maji karcinogenni u¢inky a mohou byt
1 jinak toxické, proto je vénovéana znacné pozornost vyzkumu vhodnych bioremediacnich
technologii. Jednou ze slibnych metod pouzitelnych pro bioremediaci pevnych materiala
kontaminovanych PAU je kompostovani. V ramci této prace byly studovany zmény vy-
branych enzymovych aktivit béhem kompostovani piidy kontaminované PAU (soucet
koncentraci viech analyzovanych PAU 1065 + 86 pg-g ). Stanovované aktivity repre-
zentovaly znamé klicové enzymy transformace PAU nebo katecholu jakozto ustiedniho
metabolitu mikrobidlni degradace PAU. Nejprve byla optimalizovana metoda extrakce
enzymi z kompostovaného materialu. Tento postup byl poté pouzit k extrakei enzymi
ze vzorkll kompostu odebranych v jednotlivych teplotnich fazich kompostovani. V poca-
tecni mesofilni fazi byla detekovana pouze aktivita mangan-dependentni peroxidasy, za-
timco béhem chladnuti a na pocatku maturace byla kromé toho detekovana i aktivita
lakasy, tyrosinasy a katechol-2,3-dioxygenasy. Aktivita katechol-1,2-dioxygenasy a lig-
ninperoxidasy nebyla zaznamenana pfi zadném odbéru. Vzhledem ke srovnéni s kontrol-
nim kompostem, ktery neobsahoval kontaminovanou piidu, nebyl pozorovéan zadny vliv
ptfitomnosti PAU v kompostu na stanovované enzymové aktivity, pfestoZe jejich degra-
dace zde prokazatelné probihala. Bylo zjisténo, Zze béhem 42 dni kompostovani se cel-

kova koncentrace PAU snizila na 11-15 % pocatec¢ni koncentrace v reaktoru.

Klicova slova: stanoveni enzymové aktivity, katechol-2,3-dioxygenasa, ligninolytické

enzymy, kompostovani, polycyklické aromatické uhlovodiky



Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are recalcitrant organic pollutants, which oc-
cur widely in the environment. Some of these compounds are carcinogenic and toxic,
many studies therefore focus on suitable remediation technologies. It has been shown that
composting is an efficient treatment for contaminated solid matrices. Changes in several
enzyme activities during co-composting of PAH-contaminated soil were studied in this
thesis. The total initial concentration of analyzed PAHs in the soil was 1065 + 86 ng-g™'.
The chosen activities represented well-known key enzymes involved in the transfor-
mation of PAHs or catechol as the central metabolite of PAH microbial degradation. At
first, a method for extraction of the selected enzymes from the compost matrix was opti-
mized. This approach was then used for the extraction of the enzymes from compost sam-
ples collected at each phase of composting. The activity of manganese peroxidase, lac-
case, tyrosinase and catechol-2,3-dioxygenase was detected during the cooling and the
maturation phase. The only detected activity during the initial mesophilic phase was that
of manganese peroxidase. The activities of catechol-1,2-dioxygenase and lignin peroxi-
dase were not detected at all. Despite the fact that PAHs were substantially degraded, no
influence of PAHs on the enzyme activities in compost was observed comparing to the
control without contaminated soil. After 42 days of composting, the initial concentration

of total PAHs in the reactor was reduced to 11-15 % of the original amount.

Keywords: enzyme assay, catechol 2,3-dioxygenase, ligninolytic enzymes, composting,
polycyclic aromatic hydrocarbons
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1 Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) tvofi skupinu obtizné rozlozitelnych orga-
nickych polutantii. Jedna se o latky hydrofobni povahy, které maji tendenci se sorbovat
na pevné Castice a maji bioakumulacni potencial. Byly popsany karcinogenni i jiné to-
xické ucinky [1]. Tyto latky mohou mit pfirozeny plivod, avSak hlavnim zdrojem PAU
v Zivotnim prostfedi je antropogenni ¢innost.

Existuji riizné bioremedia¢ni technologie k odstranéni PAU ze znecisténé¢ho prostiedi.
Jedna se o technologie, které vyuzivaji degradacnich schopnosti mikroorganismti. Mikro-
organismy transformuji PAU tfemi hlavnimi zpiisoby. Bakterie jsou schopné pomoci cyk-
lus-hydroxylujicich dioxygenas preménit PAU na polarnéjsi dihydrodioly a sledem dal-
Sich reaket, z nichz nékteré jsou katalyzovany cyklus-§tépicimi dioxygenasami, postupné
odbourat aromatické cykly v molekule. Ustfednim metabolitem téchto drah je katechol,
ktery je dale metabolizovan ptisobenim enzymut naslednych drah. Eukaryotické orga-
nismy preménuji PAU na polarnéjsi slouceniny predevS§im pomoci systému cytochromu
P450. Timto zptisobem mize dochéazet ke vzniku meziproduktt toxic¢téjSich nez ptivodni
latky. Ligninolytické houby mohou PAU transformovat také prostfednictvim pievazné
extracelularnich ligninolytickych enzymi (lakasy, mangan-dependentni peroxidasy a lig-
ninperoxidasy).

Jednou z efektivnich bioremediacnich technologii je kompostovani [2] [3], [4], pfi
némz se material kontaminovany PAU smicha se snadno kompostovatelnym substratem.
Polutanty jsou béhem procesu kompostovani degradovany diky pfitomnému mikrobial-
nimu konsorciu. Existuje fada studii zabyvajicich se riznymi parametry kompostovani
PAU [5] 1 pfitomnymi mikroorganismy [6]. Existuje nicmén¢ pomérné malo informaci
o vyvoji enzymovych aktivit béhem celého procesu, zejména co se tyce bakterialnich en-
zymd.

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo nejprve optimalizovat metodu extrakce vy-
branych enzymi podilejicich se na transformaci PAU z kompostové matrice. Nasledné
byl tento extrakéni postup pouzit pii studiu zmén v aktivitach nékterych kliCovych en-
zymu (ligninolytické enzymy, katechol-1,2-dioxygenasa, katechol-2,3-dioxygenasa, ty-
rosinasa) v zavislosti na teplotnim pribéhu kompostovani piidy kontaminované PAU.
Srovnanim s kontrolnim kompostem bez znecisténé pudy byl posouzen vliv pfitomnosti
t&chto polutanttl na zminéné enzymové aktivity. Usp&snost degradace byla ovéiena sta-
novenim koncentrace PAU kapalinovou chromatografii s fluorescen¢ni detekci. Mikro-
bialni konsorcium bylo charakterizovano také pomoci analyzy charakteristickych mast-
nych kyselin uvolnénych béhem hydrolyzy membranovych fosfolipidi.
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2 Literarni prehled

2.1 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Do skupiny latek oznacovanych jako polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou
obvykle fazeny uhlovodiky sestavajici ze dvou a vice kondenzovanych benzenovych ja-
der, které neobsahuji v molekule zadné heteroatomy [7]. Fyzikalné-chemické vlastnosti
jednotlivych PAU se 1isi podle poc¢tu aromatickych cyklid v molekule (a tedy molekulové
hmotnosti) a uspofadani benzenovych jader. To mtze byt linearni, klastrové, nebo angu-
larni (Obr. 2.1), pfiCemz za nejstabilnéjsi je povazovano klastrové uspotradani. Na za-
klad¢ poctu aromatickych kruhi v molekule a z toho vyplyvajicich vlastnosti se PAU
rozdéluji na dvé skupiny: PAU s nizkou relativni molekulovou hmotnosti (M), které ob-
sahuji dva nebo tfi aromatické cykly a PAU s vysokou M; se ¢tyfmi a vice aromatickymi

cykly [8]. Neékterymi autory jsou zvlast’ vyclenény PAU se ¢tyfmi cykly jako PAU se

stredni M; [3].

linearni usporadani klastrové usporadani angularni usporadani

(anthracen) (pyren) (fenanthren)

Obr. 2.1 Razné typy usporadani benzenovych jader v molekule PAU

Za standardnich podminek se v Cisté podobé jedna o bezbarvé, bilé nebo nazloutlé
pevné latky slabého zépachu, které jsou omezené rozpustné ve vode [7]. Maji obecné vy-
soké teploty tani a varu, které rostou s rostouci velikosti molekuly, zatimco tenze par
a rozpustnost ve vod¢ naopak klesaji. Jsou to chemicky odolné, stabilni slouceniny.
Vzhledem ke své struktute vykazuji PAU charakteristické spektra v UV oblasti, cehoz je
¢asto vyuzivano pfi jejich identifikaci. VéEtSina z nich je také schopna fluorescence [9].

Toxicita PAU byla rozpoznéna jiz v 18. stoleti; PAU s nizkou M; jsou pfedevSim
akutné toxické, zatimco v souvislosti s PAU s vysokou M, je nejcastéji zminovana jejich
chronicka toxicita [10]. Rada z nich je povaZovéna za mutagenni a karcinogenni latky.
kula PAU; jako ptiklad Ize uvést vysoce reaktivni epoxidy vzniklé oxidaci PAU systé-
mem cytochromu P450 [1]. Mezi nejvice sledované a zkoumané PAU patii benzo(a)py-
ren (BaP), ktery je podle klasifikace Mezindrodni agentury pro vyzkum rakoviny proka-
zanym karcinogenem (skupina 1) [11]. Popsany byly také jeho neurotoxické [12] a imu-
notoxické [13] ucinky.
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2.1.1 Zdroje polycyklickych aromatickych uhlovodiku a jejich osud
v prostredi

Oznaceni PAU se pouziva pro skupinu zhruba stovky latek, které mohou mit pfirozeny
1 antropogenni ptivod [14]. Patii mezi typické obtizné rozlozitelné organické polutanty
ajsou zastoupeny na seznamu Prioritnich polutantd americké vladni Agentury pro

ochranu zivotniho prostfedi [15] (na seznamu je uvedeno 16 zastupcii PAU (Obr. 2.2)).

naftalen acenaften acenaftylen fenanthren

fluoren anthracen benzo[alanthracen

chrysen pyren fluoranthen

e

benzo[b]fluoranthen benzo[k]fluoranthen benzo[a]pyren

indenol[1,2,3-c,d]pyren benzolg, h,perylen dibenzola, hlanthracen

o

Obr. 2.2 Sestnact PAU zafazenych na seznam Prioritnich polutantii americké vladni Agentury
pro ochranu Zivotniho prostredi.

Nejcastéji vznikaji nedokonalym spalovanim nebo pyrolyzou organického materialu,
pfiCemz v zavislosti na povaze materidlu a teplot€ mohou vznikat smési s rliznym zastou-
penim PAU s nizkou a vysokou M; [8]. Kromé toho jsou soucasti ropy a ¢ernouhelného

dehtu, proto se vyskytuji i v béZn€ pouzivanych materialech jako je asfalt nebo nafta.



Pfirozenym zdrojem PAU v Zivotnim prostiedi jsou pozary, vulkanicka ¢innost, pfiro-
zené prusaky ropy, ale i biochemické drahy rostlin a bakterii [16]. Ve vétsi mife se vSak
dostavaji do prostfedi vlivem lidské Cinnosti, napt. pii spalovani fosilnich paliv v pra-
myslu a dopravé, béhem ropnych havarii, Gnikli z primyslovych zavodi nebo uvoliova-
nim z materialii obsahujicich PAU (asfalt atd.). Nékteré PAU (napf. naftalen, anthracen)
maji uplatnéni v riiznych pramyslovych odvétvich (napt. vyroba barviv, 1éCiv, vybusnin),
vétsina z nich ale neni cilené syntetizovéna.

Vzhledem ke zptisobu, kterym PAU vznikaji, se tedy ve vétsSiné ptipadii v Zivotnim
prostiedi nachazeji jako komplexni smési o rizném sloZeni, coz mtize komplikovat volbu
vhodnych sanacnich technologii [17]. Nachazeji se prakticky ve vSech oblastech zivot-
niho prostiedi, maji tendenci se sorbovat na pevné ¢astice a obecné obtizné podléhaji de-
gradaci. Tato tendence jesté vzristd s molekulovou hmotnosti a klastrovym uspotfaddnim

struktury.

2.2 Mikrobialni degradace polycyklickych aromatickych
uhlovodiki

Mikrobialni degradace je kliCcovym procesem degradace PAU v zivotnim prostiedi.
Kromé toho v§ak PAU mohou podléhat i riznym abiotickym procestiim vedoucim ke sni-
zeni jejich koncentrace v daném prostiedi (napi. fotooxidace, chemicka oxidace, volati-
lizace) [7]. Mezi mikroorganismy schopné degradovat PAU patii nckteré bakterie,
archea, houby a tasy, 1 kdyz vétSina eukaryot je schopna PAU pouze transformovat pro-
sttednictvim systému cytochromu P450 [18]. Biodegradace PAU obecné zahrnuje bio-
transformaci a rozklad aromatické molekuly PAU na méné komplexni metabolity, které
se mohou zaclenit do zékladnich metabolickych drah a mohou byt dale pfeménény az
na vodu a oxid uhli¢ity (v pfipad¢ aerobni degradace), nebo methan (v ptipad¢ anaerobni
degradace) [7].

Biodegradace PAU je zavisla na velikosti a tvaru molekuly, typu mikroorganismu
a vngjSich podminkach prostiedi (teplota, pH, mnozstvi kysliku aj.) [19]. T¢kavéjsi
a mén¢ hydrofobni PAU s nizkou M; 1épe podléhaji biodegradaci nez PAU s vysokou M.
Zalezi také na stari kontaminace a jiz zminéné mife sorpce na pevné Castice.

Dulezitou roli v mikrobialni degradaci polutantii obecné hraje proces oznacovany jako
kometabolismus [20]. Latka (napt. PAU) je pii ném pfeménovana na zaklad¢ strukturni
podobnosti s pfirozenymi substraty enzymt. Tyto enzymy maji $ir§i substratovou speci-
fitu, vétsi flexibilitu aktivniho mista, nebo jsou schopné pouZzivat v interakci s velkou mo-
lekulou substratu nizkomolekularni mediatory. Obvykle z toho vSak pro organismus ne-
plyne energeticky zisk ani jiny uzitek. V nékterych ptipadech navic dochdzi k hromadéni

potencialné toxickych metaboliti, nebot enzymy naslednych drah uZz nemuseji byt
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schopny vznikly metabolit dale transformovat. V pfipadé PAU se kometabolismus uplat-
niuje hlavné u sloucenin s vice aromatickymi cykly [21].

S ohledem na odliSny enzymovy aparat riznych typt mikroorganismt existuji tii
hlavni zptsoby biodegradace PAU (Obr. 2.3, draha A—C) [19], [10]. Zatimco bakterie
k oxygenaci molekuly PAU vyuzivaji dioxygenasy, které jsou schopné do molekuly sub-
stratu zaclenit oba atomy molekularniho kysliku najednou (drédha C), vétSina eukaryot
transformuje PAU plisobenim monooxygenas se smiSenou funkci. Tim padem nejprve
vznikéd epoxid PAU, z n¢hoz posléze miize vzniknout frans-dihydrodiol (draha A). Vy-
jimkou jsou ligninolytické houby, které jsou schopné pieméenovat PAU na piislusné
chinony diky produkeci ligninolytickych enzymii (draha B). U ftas, jakozto velmi hetero-
genni skupiny organismd, byly identifikovany oba typy oxygenasovych reakei (dioxyge-

nasova reakce za vzniku cis-dihydrodiolti i monooxygenasova reakce umoznujici vznik

O/ ——  konjugaty
neenzymovy
presmyk

H fenol

=
(0]
R/ = H epoxidhydrolasy
H
arenoxid
) § \ = / on
7\ —=OH

cytochrom P450

trans-dihydrodioll).

B trans-dihydrodiol
= LIGNINOLYTICKE HOUBY _ Stépeni kruhu — monoaromatické
PAU ‘ PAU-chinony  --------------------- - 4tk
7\ ligninolytické enzymy y

dioxygenasy o

H dihydrodiol = OH cis,cis-mukonova kyselina
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>~
7\ nQH /\_ oH

R H R
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Obr. 2.3 Schéma mikrobialni degradace PAU. Upraveno podle [22].

V zivotnim prostiedi jsou PAU casto degradovany plisobenim celého konsorcia mi-
kroorganismil, které se navzajem ovliviiuji a dopliiuji [17]. Casto byvaji popisovana spo-
lecenstvi ligninolytickych hub a bakterii. Pisobenim extracelularnich houbovych en-
zymi jsou PAU s vysokou M; pfeménovany na polarngjsi a dostupnéj$i meziprodukty,
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které mohou byt dale degradovany bakteriemi, nebot’ je bakterie mohou do bunék trans-
portovat snaze nez ptvodni molekuly. Nékteré organismy také zvysuji dostupnost PAU

produkeci biosurfaktantt.

2.2.1 Bakterialni degradace polycyklickych aromatickych uhlovodikt

Bakterie na rozdil od eukaryot jsou schopné za urcitych podminek vyuzivat PAU jako
jediny zdroj energie a uhliku [18], [23]. Bakteridlni degradace PAU je zah4jena inkorpo-
raci obou atoml molekuldrniho kysliku do molekuly PAU prostfednictvim cyklus-hyd-
roxylujicich dioxygenas (CHD) za vzniku piislusného cis-dihydrodiolu (Obr. 2.3, str. 15,
draha C). Ten je nasledné¢ dehydrogenovan pusobenim stereospecifické dihydrodiolde-
hydrogenasy, coz vede k obnoveni aromaticity modifikovaného cyklu. Produktem této
reakce je intermediat se dvéma hydroxylovymi skupinami (v podstaté substituovany ka-
techol), ktery dale podléha intradiolovému (ortho) nebo extradiolovému (meta) Stépeni
katalyzovanému cyklus-§tépicimi dioxygenasami (CSD). Tyto enzymy inkorporuji oba
atomy molekularniho kysliku do molekuly substratu za soucasného $tépeni aromatického
cyklu.

Intradiolovym $tépenim dihydroxylovaného derivatu PAU vznikaji aromatické dikar-
boxyloveé kyseliny [18]. Naproti tomu extradiolovym Stépenim dihydroxylovaného deri-
vatu PAU ve vétsiné ptipadll vzniké aromaticky derivat 2-keto-3-butenové kyseliny. Ten
je dale Stépen za vzniku pyruvatu a derivatu PAU, ktery je o jeden aromaticky cyklus
mensi nez ptivodni molekula.

Sledem dalS$ich oxidativnich reakci, pfi nichZ jsou postupné odbouradvany jednotlivé
aromatické cykly molekuly PAU, vznika katechol jakoZto ustfedni metabolit biodegra-
dace PAU [10]. Katechol miize podlehnout intradiolovému Sté€peni, jez je katalyzovano
katechol-1,2-dioxygenasou (C120, z angl. catechol 1,2-dioxygenase), za vzniku cis, cis-
-mukonové kyseliny, nebo extradiolovému Stépeni prostfednictvim katechol-2,3-dioxy-
genasy (C230, z angl. catechol 2,3-dioxygenase), pfi némz vznika semialdehyd kyseliny
2-hydroxy-cis, cis-mukonové. Produkty téchto reakci se mohou zapojit do energetického
metabolismu pfedevsim pies citratovy cyklus.

Bakteridlni enzymy participujici na degradaci PAU jsou velmi ¢asto inducibilni [24].
Pokud je vsak koncentrace téchto polutantd v prostiedi tak nizka, ze nedosahuje hodnoty
tzv. koncentra¢niho degrada¢niho prahu, degradace mize probihat velmi pomalu, pii-
padné vibec [25].

Bakterie mohou v nékterych ptipadech transformovat PAU i prostiednictvim systému
cytochromu P450 podobné jako eukaryota (viz déle) [17]. Kromé toho jsou vyznamnou
skupinou organismi podilejicich se na anaerobni degradaci PAU (sulfat-redukujici, me-

thanogenni, nitrat-redukujici bakterie).
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2.2.2 Houbova degradace polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Houby 1 ostatni eukaryotické organismy obecné dokazi transformovat PAU prosttednic-
tvim intraceluldrniho systému cytochromu P450 [10]. Ligninolytické houby vSak mohou
vyuzit také svilj extracelularni enzymovy aparat, tzv. ligninolytické enzymy (viz dale).
Vétsina hub neni schopna PAU vyuzivat jako jediny zdroj energie a uhliku, pfesto jsou
schopné PAU kometabolicky pfeménit na fadu polarnéjSich produkti. Vyjimecné jsou
houby schopné degradovat PAU az na oxid uhli¢ity a vodu. Zpisob, jakym houby PAU
pfeméiuji, obecné zavisi na konkrétnim druhu, ale také na vlastnostech jednotlivych
PAU.

Jak bylo zminéno, transformace PAU houbami 1 jinymi eukaryotickymi organismy je
zahdjena oxygenaci jednoho z aromatickych cyklii v molekule PAU [19]. Na rozdil od
zahajeni bakterialni degradace je do molekuly PAU inkorporovan pouze jeden atom mo-
lekularniho kysliku, zatimco druhy je redukovan na vodu (Obr. 2.3, str. 15, drdha A).
Tato reakce je katalyzovana oxidasami se smiSenou funkei, které jako termindlni oxyge-
nasu vyuzivaji cytochrom P450. Vznik4 nestabilni epoxidovy meziprodukt, ktery mtze
bud’ podlehnout presmyku na fenol bez ucasti enzymii, nebo je ptisobenim epoxidhydro-
lasy pfeménén na trans-dihydrodiol.

Fenoly mohou u nékterych organismt dale podléhat konjugaci s endogennimi latkami
(kyselina glukuronova, sulfat, glukosa apod.) katalyzované specializovanymi konjugac-
nimi enzymy, pfi¢emz vzniklé konjugéty jsou jiz v porovnani s ptivodnimi molekulami
PAU dostate¢né rozpustné ve vodé a mohou byt vylouc¢eny [1]. Naproti tomu trans-di-
hydrodioly sice mohou byt téz konjugovany s endogennimi latkami, ale mohou také vstu-
povat do dalSich oxygenacnich reakci, kterymi vznikaji vysoce reaktivni epoxidy. Epoxi-
dovy kruh se miize spontann¢ rozpadnout a vzniklé transformaéni produkty PAU intera-
guji s fadou latek a bunécnych struktur. Mohou se vytvaret adukty DNA, z ¢ehoZ plyne
vy$§i karcinogenita nékterych transformacnich produktl ve srovnani s ptivodnimi PAU
(napt. BaP [26]).

Ligninolytické houby

Nékteré ligninolytické houby jsou schopné vedle vySe popsaného mechanismu pfeméno-
vat PAU také prostiednictvim extraceluldrnich ligninolytickych enzymii (peroxidasy
a fenoloxidasa — lakasa) (Obr. 2.3, str. 15, draha B) [27]. Tyto enzymy maji Sirokou sub-
stratovou specifitu a jsou schopné oxidovat kromé ligninovych struktur také fadu jinych
aromatickych substrat véetné PAU.

Prostfednictvim ligninolytickych enzymi jsou PAU pfeménény na ptislusné chinony,
¢1 dikarboxylové kyseliny, které mohou byt dale modifikovany [28]. RovnéZ muze do-
chézet ke $tépeni aromatického skeletu za vzniku metaboliti jako je napf. kyselina fta-
lova, benzoova, kumarin nebo katechol, které mohou byt déle degradovany. Cely mecha-

nismus tohoto procesu neni dobfe popsan a v rizné mife jsou do n¢j zapojeny rovnéz
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dalsi ,,neligninolytické*“ enzymy (napf. jiné peroxidasy nebo cytochrom P450). Byly za-
znamenany i piipady, kdy doslo k uplné mineralizaci malé ¢asti vstupniho mnozstvi PAU

az na oxid uhlicity [29].

2.3 Enzymy podilejici se na aerobni transformaci
polycyklickych aromatickych uhlovodik

2.3.1 Dioxygenasy hydroxylujici aromatické cykly

Cyklus-hydroxylujici dioxygenasy patii mezi aromatické dioxygenasy, tedy enzymy,
které katalyzuji inkorporaci dvou atomii kysliku do molekuly aromatického sub-
stratu [30]. Na rozdil od CSD, které rovnéZ patii mezi aromatické dioxygenasy, nedo-
chézi u tohoto typu enzymt béhem oxygenace substratu k rozstépeni jeho zékladni struk-
tury. Produktem reakce je ptislusny cis-dihydrodiol. Jde o regio- a stereospecifické en-
zymy klicové pro transformaci nepolarnich a malo reaktivnich aromatickych sloucenin,
mezi néz patfi i fada environmentélnich polutantt (napt. PAU, benzen, toluen, nitroben-
zen, bifenyl).

Jedna se o vicekomponentové systémy slozené ze dvou, nebo tii proteind, které tvori
elektron-transportni fetézec a terminalni oxygenasu [31]. V pfipadé¢ dvoukomponento-
vych systému elektrony putuji z reduktasy obsahujici vazebné misto pro NADH rovnou
na terminalni oxygenasu, kdezto u tiikomponentovych systému jsou elektrony transpor-
tovany z reduktasy na oxygenasu prosttednictvim ferredoxinu.

Zminéné proteiny patii aZ na vyjimky mezi nehemové FeS proteiny, které obsahuji
[2Fe-2S] nebo [3Fe-4S] centra, pfi¢emZ podle aminokyselin podilejicich se na koordinaci
[2Fe-2S] centra lze rozliSit Rieskeho a rostlinny typ [30].

Terminalni oxygenasy mohou byt tvofené jednim, nebo dvéma typy podjednotek. Ty,
které jsou tvofené jednim typem podjednotek (o), jsou obvykle trimerni [30]. Oxygenasy
tvofené podjednotkami a i 3 maji strukturu asP3-hexameru slozeného ze tfi af}-proto-
mert. Existuji rizné klasifikacni systémy CHD podle struktury jednotlivych komponent
systému [32], [33]. Za rozpoznani a vazbu substratu je nejvice zodpoveédna a-podjed-
notka skladajici se z Rieskeho domény obsahujici [2Fe-2S] centrum a katalytické do-
mény, ktera obsahuje jeden nehemovy ion Zeleza vazany v aktivnim misté.

Modelovym ptikladem Rieskeho CHD je naftalen-1,2-dioxygenasa (EC 1.14.12.12),
jejiz reakéni cyklus byl dobte popséan [34] (Obr. 2.4, str. 19). Pti dihydroxylaci aromatic-
kého substratu se celkove spotiebuji dva atomy kysliku, dva elektrony a dva protony.
Elektrony pochézejici z oxidace NADH jsou reduktasou pfedany ferredoxinu, od néhoz
je pfijima Rieskeho centrum a-podjednotky terminalni oxygenasy. Pfi spravné konfor-
maci mize mezi Rieskeho centrem a iontem Zeleza nachéazejicim se v aktivnim misté sou-

sedni a-podjednotky probihat ptenos elektrond.
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Pocatecni redukce Rieskeho centra externim elektronem umoziuje navazani substratu
a nasledné¢ také molekuly kysliku do aktivniho centra enzymu (Obr. 2.4) [34]. Molekula
kysliku se zde ze strany vaze na zeleznaty ion za vzniku intermediarniho hydroperoxoze-
lezitého komplexu [35]. Tato aktivace kysliku vyzaduje dva elektrony. Jeden elektron
pochézi zoxidace centradlniho Zeleznatého kationtu na zelezity, druhy pochazi
z NADH [34]. Aktivovany kyslik poté atakuje aromaticky substrat za vzniku cis-diolu,
zustava vSak navazan na ion zeleza. K uvolnéni dihydroxylovaného substratu je tteba,
aby probéhla redukce zeleza a protonace kyslikovych atomi.
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Obr. 2.4 Schématické znazornéni reak¢éniho cyklu naftalen-1,2-dioxygenasy, pfi némz dochazi
k aktivaci kysliku prostfednictvim tvorby intermediarniho hydroperoxozelezitého komplexu.
Aktivovany kyslik atakuje naftalen, vznika cis-diol, ktery se nasledn¢ uvoliuje z aktivniho
mista, ¢imz je zaroven obnoven nativni stav enzymu. Produktem reakce je cis-(1R, 25)-1,2-
-dihydronaftalen-1,2-diol. Upraveno podle [34].

Substratova specifita CHD je zéavisla pfedev§im na struktufe terminalni oxygenasy,
resp. na aminokyselinach pfitomnych v aktivnim centru a na tvaru, velikosti 1 flexibilité
kavity aktivniho mista, jakoz i na flexibilité vstupu do této kavity [36], [37]. Za urcitych
podminek mohou CHD katalyzovat 1 jiné reakce. Pokud napf. sterické uspotadani kavity
aktivniho mista neumoznuje spravnou orientaci substratu vici aktivovanému kysliku, do-

chézi pouze k monohydroxylaci namisto dihydroxylace [31].

2.3.2 Dioxygenasy Stépici aromatické cykly
Cyklus-$tépici dioxygenasy patii spolu s CHD mezi aromatické dioxygenasy [30].
Narozdil od CHD katalyzuji inkorporaci dvou atomti kysliku do molekuly substratu
za soucasného rozstépeni aromatického cyklu, coz je klicovy krok pfi degradaci aroma-
tickych sloudenin. Substraty CSD jsou dihydroxyderivaty aromatickych slou¢enin. Re-
kého cyklu a samotné §tépeni aromatické struktury.

Aromatické dihydroxyslouceniny s hydroxylovymi skupinami umisténymi viic¢i sobé
v poloze ortho (napt. katechol) mohou podléhat §tépeni intradiolovymi dioxygenasami
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(napt. katechol-1,2-dioxygenasa), nebo extradiolovymi dioxygenasami (napft. katechol-
-2,3-dioxygenasa) [38]. Pfestoze jsou oba typy enzymu sekvencné i strukturné odlisné,
zda se, ze ob¢ reakce probihaji pies podobny Fe-hydroperoxylovy intermediat
(Obr. 2.5) [39].
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Obr. 2.5 Schematické znazornéni reakce katalyzované katechol-2,3-dioxygenasou (C230), resp.
katechol-1,2-dioxygenasou (C120). Obé reakce probihaji pies podobny Fe-hydroperoxylovy
intermediat. Upraveno podle [39].

Razné mikroorganismy pouzivaji pti degradaci katecholu a substituovanych katecholt
vznikajicich pti degradaci PAU, fenolt apod. riizné strategie. Existuji bakterie, které maji
geny pro obé katecholdioxygenasy [40], [41], [24]. Byly zaznamenény i ptipady, kdy ur-
¢ity bakterialni kmen schopny simultanni produkce C120 1 C230 v zévislosti na vnéjsich
podminkach produkoval pouze jednu katecholdioxygenasu [23]. Faktory rozhodujici
o tom, zda bude probihat intradiolové ¢i extradiolové §t€peni nejsou dosud zcela objas-
néné [39], [42].

Bylo popsano mnoho piikladii indukce téchto enzymi vlivem piitomnosti riznych
aromatickych polutantd [43], [44].

Katechol-1,2-dioxygenasa

Katechol-1,2-dioxygenasy (EC 1.13.11.1; katechol:O> 1,2-oxidoreduktasy) katalyzuji in-
tradiolové Stépeni aromatického kruhu katecholu a nékterych jeho derivati za vzniku
(substituované) kyseliny cis, cis-mukonové, ktera muze byt dale metabolizovéana na ace-
tylkoenzym A a sukcinylkoenzym A [38]. Stejné jako ostatni intradiolové CSD vyuzivaji
C120 jako prostetickou skupinu nehemové zelezo v oxida¢nim stavu +III. PfestoZe jsou
C120 produkovany piedevsim bakteriemi, byly nalezeny také u n¢kolika druhti kvasi-
nek [45] nebo hub [46], [47].

Jedna se o homodimerni, pfipadné heterodimerni proteiny [38]. Kazda z podjednotek
obsahuje navéazané fosfolipidové molekuly, jejichZ uloha zatim neni zcela jasna, a va-
zebné misto pro zelezity kation, ktery je koordinovan dvéma tyrosiny, dvéma histidiny

a molekulou vody [48].
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Katechol-2,3-dioxygenasa

Katechol-2,3-dioxygenasy (EC 1.13.11.2; katechol:O> 2,3-oxidoreduktasy) katalyzuji
extradiolové Stépeni katecholu a nékterych jeho derivati [38]. Reakénim produktem je
v tomto pripad¢ semialdehyd kyseliny 2-hydroxy-cis, cis-mukonové, jenz je dale preme-
fovan na pyruvat a acetaldehyd. Prostetickou skupinou C230 a jinych extradiolovych
CSD je nehemové Zelezo v oxidacnim stavu +II, oviem byly identifikovany i C230 vy-
uzivajici jiné dvojmocné ionty (napf. manganaté). Schopnost produkovat C230 maji
mnohé gramnegativni i grampozitivni bakterie v€etné aktinobakterii [23].

Ve vétsing pripada se jedna o homotetramerni proteiny [23]. Kazda podjednotka en-
zymu obsahuje zeleznaty kation koordinovany dvéma histidiny ajednim glutama-
tem [49].

2.3.3 Ligninolytické enzymy

Hlavnimi ligninolytickymi enzymy jsou lakasa (EC 1.10.3.2), mangan-dependentni pe-
roxidasa (MnP; EC 1.11.1.13), ligninperoxidasa (LiP; EC 1.11.1.14), a versatilni pero-
xidasa (VP; EC 1.11.1.16) [50]. Do systému enzymu degradujicich lignin se tadi i dalsi
enzymy, které se spolupodileji na degradaci ligninu, i kdyz jako takové nemaji schopnost
rozkladat lignin (pomocné enzymy). Patfi mezi né¢ mimo jiné enzymy produkujici peroxid
vodiku (napf. superoxiddismutasa, EC 1.15.1.1).

Ligninolytické enzymy jsou oxidasy, jejichz substratem je lignin [50]. Jako lignin se
oznacuje skupina heterogennich amorfnich aromatickych biopolymert, jejichz prekur-
zory jsou 4-hydroxyfenylpropanoidy [51]. Hlavnimi stavebnimi jednotkami jsou koni-
ferylalkohol, sinapylalkohol a méné zastoupeny p-kumarylalkohol, jejichZ propojovanim
vznikaji rzné typy strukturnich jednotek, které tvoii komplexni prostorovou strukturu
ligninu. Lignin se nejvice vyskytuje v sekundarni bunééné sténé rostlinnych bunék. Za-
jistuje pevnost, nepropustnost a chrani polysacharidy bunéénych stén pfed mikrobialni
degradaci.

Vzhledem k velikosti molekul ligninu a jejich heterogenité jsou ligninolytické enzymy
produkovany extracelularné (hlavné peroxidasy) a maji pomérné Sirokou substratovou
specifitu [50]. Diky témto vlastnostem jsou za urc¢itych podminek schopné transformovat
ruzné (aromatické) organopolutanty zivotniho prostiedi (PAU [52], polychlorované bife-
nyly [53], n€ktera synteticka barviva [54] aj.), z ¢ehoZ plyne jejich velky bioremediacni
potencidl. Narozdil od bakteridlnich dioxygenas vSak nejsou ligninolytické enzymy
v pritomnosti PAU indukovany [55]. V kontextu biotechnologickych a bioremedia¢nich
aplikaci je nejvice studovana lakasa [56].

Ligninolytické enzymy difevokaznych hub byvaji kddovany n€kolika geny, coz zajis-
tuje produkci riznych izoenzymdu, které se svymi katalytickymi schopnostmi mohou

v

podle podminek mirné liSit [50]. Nejvyznamnégjsi, i kdyZ ne jedini, degradatofi ligninu
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jsou tzv. houby bilé hniloby, které patii mezi basidiomycety (napt. Phanerochaete chry-

sosporium, Pleurotus ostreatus, Irpex lacteus) [57].

Lakasa

Lakasy (benzendiol:kyslik oxidoreduktasy) predstavuji skupinu fenoloxidas obsahujicich
nékolik iontl médi. Katalyzuji oxidaci fenolického (za urcitych podminek i nefenolic-
kého) substratu, piicemz jako terminalni akceptor elektronii slouzi kyslik [56]. Oxidace
substratu vede ke vzniku reaktivnich radikald, které dale podléhaji neenzymovym reak-
cim (polymerizace, depolymerizace, demethylace aj.). Ve vétsing pfipadt jde o mono-
merni, dimerni, nebo tetramerni glykoproteiny, jez obsahuji ¢tyfi méd’naté kationty roz-
misténé mezi ttemi misty v katalytickém centru (ozn. T1, T2, T3), pficemz lze lakasy
rozdé¢lit do tii skupin podle redoxniho potencialu mista T1.

Kromé podilu na degradaci ligninu mohou mit lakasy i zcela jinou funkci, ktera se
u riznych organismu lisi [58]. Mezi organismy produkujici lakasu patii nejen dfevokazné
houby (basidiomycety, askomycety), ale také rostliny, bakterie a hmyz. Podle toho se lisi
téz struktura, velikost, glykosylace (nejvice glykosylované jsou rostlinné lakasy, kdezto
bakterialni glykosylované nejsou) a lokalizace enzymu. Zatimco lakasy hub mohou byt
v zé&vislosti na vnéjSich podminkach a funkci enzymu extraceluldrni, intracelularni, nebo
vazané na buné¢nou sténu, bakteridlni lakasy jsou intraceluldrni nebo periplazmatické
proteiny. Rostlinné lakasy byvaji produkovéany extracelularné do apoplastu a u hmyzu
byla identifikovdna lakasa v kutikule [59]. Struktura aktivniho mista zndzornéna na
Obr. 2.6, str. 23 je vSak u vSech typti podobna.

Lakasy obsahuji tfi typy méd’natych kationtd. Méd’ v mist€ T1 (typ-1) je kovalentné
vazéana s cysteinem, coZ zpusobuje typickou modrou barvu lakasy [56], [58]. Typ-1 je
koordinovan dvéma histidiny, methioninem a cysteinem, ¢imz se vytvafi pokfivena tri-
gonalni struktura. Méd’ v misté T2 (typ-2) je koordinovana dvéma histidiny a molekulou
vody, kdezto dva ionty médi (typ-3) pfitomné v misté T3 jsou koordinované dohromady

Sesti histidiny. Ion médi typu-2 spolu s dvéma ionty typu-3 vytvaii trojjaderny klastr.
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Obr. 2.6 Schématické znazornéni aktivniho mista lakasy CotA z Bacillus subtilis véetné mezia-
tomovych vzdalenosti. Aktivni misto obsahuje riznym zptisobem koordinované tti typy méd’na-
tych kationtd. Upraveno podle [56].

Oxidace substratu lakasou mtize byt bud’ piima, nebo nepiima, zprostfedkovana me-
diatorem [60]. Celkovou reakci katalyzovanou lakasou Ize shrnout rovnici 2.1.

4 SH+ 02— 48S*+2HO (2.1)

Pt pfimé oxidaci je substrat oxidovan v misté T1 na ptislusny radikal, zatimco méd’naty
kation je redukovan na méd’ny. Uvolnény elektron se pfenese na trojjaderny klastr, kde
probihé redukce molekulérniho kysliku na vodu, meziproduktem této redukce je peroxid
vodiku. Nékdy muiize radikal substratu podlehnout dalsi oxidaci na chinon. Katalyticky
cyklus lakasy (Obr. 2.7, str. 24) tedy propojuje ctyfelektronovou redukci molekularniho
kysliku na vodu s jednoelektronovou oxidaci substratu. Siroka substratova specifita
lakasy mlze byt jesté rozsifena prostfednictvim medidtoru (napt. 2,2'-azino-bis(3-ethyl-
benzothiazolin-6-sulfonova kyselina) (ABTS), 2,6-dimethoxyfenol), ktery je lakasou oxi-
dovan a sam poté oxiduje substrat. Timto zplisobem ¢asto probihd i depolymerizace lig-

ninu.
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Obr. 2.7 Reakéni cyklus lakasy zahrnujici ¢tyfelektronovou redukci molekularniho kysliku
na vodu a Ctyti jednoelektronové oxidace fenolického substratu. Katalyticky esencialni jsou
Ctyfi ionty médi nachazejici se v mistech T1, T2, T3. Prevzato z [58].

Lakasa mlZe byt inhibovana nékterymi anionty (napi. F, CN, N*°), které jsou
schopné se navazat do mista T2, pfipadn¢ mistku mezi T2 a T3, a pierusit tak vnitini
pienos elektrond [60]. Kationty t&zkych kovil (napt. Hg?*, Mn?*, Co*") mohou nahradit
ve vazbé méd’, coZ rovnéZ vede k inaktivaci enzymu. Katalytick4 u€innost lakasy mize
byt také nepfiznivé ovlivnéna plisobenim chelata¢niho ¢inidla (napt. kyselina ethylendi-
amintetraoctova (EDTA)) nebo vyssi koncentrace organického rozpoustédla.

Lakasy mivaji pH optimum vétSinou v kyselé oblasti, konkrétni hodnoty se 1isi podle
oxidovaného substratu a zdroje lakasy [58]. I kdyZ byly identifikovany lakasy s optimem
mezi 25-35 °C, teplotni optimum lakas produkovanych houbami je vétSinou mezi
50-70 °C. Pti té&chto vysSich teplotach vSak nebyvaji dlouhodobé stabilni. Bakterialni

lakasy jsou proti vy$§im teplotadm ¢asto odolné€jsi a maji vyssi pH optimum.

Mangan-dependentni peroxidasa

Mangan-dependentni peroxidasy (Mn**:H,0» oxidoreduktasy) jsou extracelularni glyko-
proteiny obsahujici hem [60]. Katalyzuji oxidaci manganatého kationtu na manganity
za pritomnosti peroxidu vodiku. Manganity kation je vysoce reaktivni a je schopny oxi-
dovat rizné (zejména fenolické) latky, jedna se tedy v podstaté o nepiimou oxidaci sub-
stratu. Tento zpiisob oxidace substratu je vyhodny vzhledem k rozmérné struktute lig-
ninu, do niz by relativné velka molekula peroxidasy obtizn€ pronikala. Kromé ligninoly-
tickych hub mohou MnP produkovat také nekteré bakterie nebo tasy.
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Molekula MnP sestdva ze dvou domén uprostied s hemovou strukturou obsahujici ion
zeleza v oxidacnim stavu +III [61]. V molekule jsou pfitomné také dva vapenaté ionty
a pét disulfidovych mustkt, které stabilizuji strukturu aktivniho mista enzymu. Soucasti
struktury MnP je jedno vazebné misto pro manganaty kation.

Reakci katalyzovanou MnP lze shrnout do rovnice 2.2 [60].

2 Mn?** + 2 H" + H,0, — 2 Mn** + 2 H,0 (2.2)
Katalyticky cyklus MnP (Obr. 2.8) je zahajen vazbou endogenné produkovaného pero-
xidu vodiku na enzym v nativnim stavu (Fe*"), dochazi k heterolytickému rozstépeni pe-
roxidové vazby za vzniku nestabilni MnP slouceniny I a molekuly vody [60], [62]. Slou-
¢enina I (oxoferriporfyrinovy m-kation-radikdl) vaZze monochelatovany manganaty ka-
tion, coz vede k jeho oxidaci na manganity kation a vzniku stabiln€j$i MnP slouceniny II,
ktera je prostfednictvim druhého manganatého kationtu redukovéana zpét do nativniho

stavu enzymu, pficemz se uvoliiuje druhd molekula vody.
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Obr. 2.8 Reakéni cyklus mangan-dependentni peroxidasy (MnP), pii némz v pfitomnosti pero-
xidu vodiku vznikaji postupné dva manganité kationty, které jsou stabilizovany chelata¢nimi
¢inidly (Srafované pulmésice), aby nedochazelo k jejich disproporcionaci. Manganité kationty
se z enzymu uvoliiuji a mohou oxidovat fenolicky substrat (SH) za vzniku ptislusného radikalu.
Upraveno podle [63].

Pti vysoké koncentraci peroxidu vodiku, reakci nativni peroxidasy se superoxidovym
anion-radikilem, nebo piisobenim kysliku na redukovanou formu peroxidasy (Fe?") se

muze vytvaret katalyticky neaktivni MnP slouc€enina III, coz brani dokonceni katalytic-
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kého cyklu [60], [62]. Sloucenina III se v pfitomnosti substratu miize pfemenit na slou-
Ceninu II za soucasné oxidace substratu, ¢imz je umoznéno dokonceni katalytického
cyklu.

Vysoce reaktivni manganité kationty jsou z aktivniho mista enzymu uvolnény a stabi-
lizovany endogenné produkovanymi chelatory (kyselina $tavelova, malonova aj.), které
zabranuji disproporcionaci na manganaté a nerozpustné manganiCité kationty [61].
Vzniklé chelaty pak mohou oxidovat jednoelektronovou oxidaci fenolického substratu
za vzniku fenoxy-radikalu. V pfitomnosti mediatoru mize dochazet i k oxidaci nefeno-
lického substratu.

Optimum pH MnP se nachéazi vétSinou v kyselé oblasti (pH 4-7) [61]. Byly identifi-
kovany razné MnP aktivni pti 5—70 °C, obvykle se ale teplotni optimum MnP pohybuje

v rozmezi 50—60 °C, pti vyssich teplotach vSak jsou méné¢ stabilni.

Ligninperoxidasa

Ligninperoxidasy (1,2-bis(3,4-dimethoxyfenyl)propan-1,3-diol:H>02 oxidoreduktasy)
jsou extracelularni peroxidasy obsahujici hem, které se vyskytuji u nékterych dievokaz-
nych hub, bakterii a nékolika druht hmyzu [64]. Katalyzuji oxidaci nefenolickych met-
hoxy-substituovanych struktur ligninu v pfitomnosti peroxidu vodiku za vzniku aryl-ka-
tiontovych radikalt. Vzniklé radikaly podléhaji dal§im neenzymovym reakcim, které mo-
hou vést k rozstépeni vazby, demethylaci, intramolekulérni adici nebo pfesmyku. Dale
jsou s aktivitou LiP typicky spojovany napt. oxidace benzylalkoholli na ptislusné alde-
hydy nebo ketony. Pfikladem takové reakce je oxidace veratrylalkoholu (VA; (3,4-dime-
thoxyfenyl)methanol) na veratraldehyd (VAD). Za urcitych podminek jsou LiP schopné
oxidovat i fenolické aromatické substraty (napft. katechol).

Jedna se o monomerni helikalni glykoproteiny slozené ze dvou domén, mezi nimizZ se
nachazi hem obklopeny dvéma kanalky [65]. Kazdd doména obsahuje vapenaty kation
stabilizujici aktivni misto enzymu. Na rozdil od MnP je misto pro vazbu substratu pii-
stupnéjsi, takze je enzym schopen i pfimé interakce s ligninem bez ucasti medidtoru
(napt. VA).

Celkovou reakci lze shrnout rovnici 2.3.

1,2-bis(3,4-dimethoxyfenyl)propan-1,3-diol + H,O2 —
— 3,4dimethoxybenzaldehyd + + 3,4-dimethoxyfenylethan-1,2-diol + 2 H>O (2.3)

Mechanismus reakce katalyzované LiP je podobny jako katalyticky mechanismus
MnP [50], [60]. Pro ptehlednost je v katalytickém cyklu na Obr. 2.9, str. 27 jako substrat
uveden VA. Nejprve je LiP v nativnim stavu oxidovana peroxidem vodiku za vzniku LiP
slou€eniny I a vody. Nasledné je slouc¢enina I jednoelektronovou redukei za Gcasti sub-
stratu (VA) pfeménéna na slouceninu II, zatimco VA je oxidovéan na pfislusny kation-
-radikdl. Enzym ve formé slouceniny II mtize byt prostiednictvim dalsi molekuly sub-

stratu redukovan zpét do nativniho stavu. Podobné jako u MnP se v ptipad¢ nedostatku
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substratu a vysoké koncentrace peroxidu vodiku sloucenina II mize pfeménit na kataly-
ticky neaktivni LiP slouceninu III. Vzniku slouceniny III brani pfitomnost nizkomoleku-
larnich aromatickych latek (napft. tryptofan, VA), které jsou pro LiP vhodné&jSimi sub-
straty. Enzym v podobé slouceniny III se mlize vratit zpét do nativniho stavu reakcei s ka-

tion-radikdlem VA za vzniku VAD a dvou molekul vody.

nativni LiP LiP slouc¢enina |

o}
N N—“

N > N

NHIs NHIS

' 2VAD H,0

2 H,0 \ /4 VA
VA"

\Y/ N
(”)"' Y
N (0] N VA \
' AN
/ \;e(|n)7 / \Fe(lv)7
N4 BN e N4 Ny
H,O H,0,
NHiS NHiS
LiP slouéenina lll LiP sloucéenina Il

Obr. 2.9 Reakéni cyklus ligninperoxidasy (LiP), pii némzZ je v pfitomnosti peroxidu vodiku oxi-
dovan veratrylalkohol (VA) na pfislusny kation-radikal. Pii vysoké koncentraci peroxidu vo-
diku mtze vznikat katalyticky neaktivni sloucenina III; zastaveni katalytického cyklu v tomto
piipadé mize zabranit pfitomnost VA, ktery je oxidovan na veratraldehyd (VAD), pficemz se
LiP ve formé slouceniny III pfeménuje zpét do nativniho stavu. Upraveno podle [62], [66].

Redukce slouceniny I na slouceninu II za G€asti VA je zavislad na pH, pfi€emZ jeji
rychlost s rostouci hodnotou pH prostfedi klesa [64]. Tim je déno také pH optimum LiP
okolo pH 3.

Versatilni peroxidasa

Versatilni peroxidasy jsou glykosylované hemové peroxidasy, které kombinuji substra-
tovou specifitu MnP a LiP [60]. Jsou schopné katalyzovat oxidaci Mn?>* na Mn>" charak-
teristickou pro MnP 1 oxidaci nefenolickych aromatickych substrati véetné VA, typic-
kého substratu LiP, za vzniku aryl-kationtovych radikal. K oxidaci substratu nevyzaduji

pritomnost nizkomolekularnich redoxnich medidtort a vykazuji také mangan-indepen-
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dentni aktivitu. Diky témto vlastnostem byvaji VP oznacovany téz jako hybridni pero-
xidasy, nebo LiP-MnP hybridy. Mezi substraty VP patii fenolické a nefenolické aroma-
tické slouceniny, substituované fenoly, hydrochinony a néktera azo- ¢i antrachinonova
barviva. Produkce téchto enzymi byla zaznamenéna u ligninolytickych hub rodii Pleuro-
tus a Bjerkandera a u nékterych bakterii.

Ve struktufe molekuly VP byly zaznamenany struktury typické pro MnP 1 LiP [67].
Jde o helikalni glykoproteiny s n¢kolika disulfidovymi mitstky a centralni kapsou obsa-
hujici hem, kterd je stabilizovana dvéma helikdlnimi doménami s vapenatymi kationty,
podobn¢ jako u ostatnich pribuznych peroxidas. V blizkosti hemu jsou vazebnd mista pro
manganaté kationty i substraty s nizkym redoxnim potencidlem (oxidace substratl s vy-
vazbu vysokomolekuldrnich substratti slouzi specificka mista na povrchu enzymu, kde
vznikaji (degradacni) intermediaty, které mohou proniknout do aktivniho mista v bliz-
kosti hemu a jsou zde klasickym peroxidasovym mechanismem oxidovany na kone¢né
produkty enzymové reakce.

Katalyticky cyklus VP je stejné jako u MnP a LiP zahajen dvouelektronovou oxidaci
v pritomnosti peroxidu vodiku za vzniku VP slouceniny I a vody (Obr. 2.10, str. 29) [60].
Enzym se vraci do nativniho stavu prostfednictvim dvou jednoelektronovych redukci, pti
nichz jsou postupné oxidovany dvé molekuly substratu. Stejné€ jako u LiP mlZe dochazet
ke vzniku katalyticky neaktivni VP slouceniny III, pfed jejimz vznikem enzym chrani
pritomnost VA a podobnych latek. Oxidace substrat s vysokym redoxnim potencidlem

je nekompetitivné inhibovana manganatymi kationty.
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Obr. 2.10 Reakéni cyklus versatilni peroxidasy (VP), ktery demonstruje hybridni vlastnosti to-
hoto enzymu kombinujici katalytické schopnosti mangan-dependentni peroxidasy (oxidace
manganatych kationti) a ligninperoxidasy (oxidace veratrylalkoholu (VA) na prislusny kation-
-radikal, resp. veratraldehyd (VAD)). Upraveno podle [60].

V souladu s uvedenymi hybridnimi vlastnostmi VP bylo popséano i riizné pH optimum
pro oxidaci manganatych kationtl (kolem pH 5, podobné jako u MnP) a aromatickych
substratti (okolo pH 3, podobn¢ jako u LiP), pti¢emz redoxni potencial VP vzrista v ky-
selém prostiedi stejn€ jako u jinych hemovych peroxidas [67]. Teplotni stabilita VP je
zavisla na druhu mikroorganismu, ktery ji produkuje. V porovnani s LiP vykazuji VP
vysSi stabilitu v pfitomnosti fenolickych latek, jejichz vysoka koncentrace LiP deakti-

vuje.

2.3.4 DalSi enzymy
Cytochromy P450

Monooxygenasy je mozné rozdélit na dvé hlavni skupiny [68]. Prvni skupinou jsou fla-
vinové monooxygenasy, které v ramci této prace nejsou dale rozebirany. Druhou skupi-
nou jsou oxygenasy (oxidasy) se smiSenou funkeci, které jako terminalni oxidasu obsahuji
cytochrom P450 (EC 1.14.14.1). Oxygenasy se smiSenou funkci jsou viceslozkové sys-
témy, které katalyzuji inkorporaci jednoho atomu kysliku do molekuly hydrofobniho sub-

stratu.
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Na rozdil od bakteridlnich cytochromti P450, které jsou rozpustné, je eukaryoticky
systém cytochromu P450 vazan v membrané hladkého endoplasmatického retikula nebo
mitochondrii [69]. Jde o hemoproteiny, jejichz prosteticka skupina (protoporfyrin /X s in-
korporovanym Fe**) je kromé& hydrofobnich sil v apoproteinu kovalentn& vazana thiola-
tovou sirou proximalniho cysteinu, ktery zde figuruje jako paty ligand hemového Ze-
leza [70]. Sestym ligandem Zeleza je atom kysliku z molekuly vody. Toto uspofadani do
jisté miry pfedurcuje specifické spektralni a katalytické vlastnosti cytochromt P450 v po-
rovndni s jinymi hemoproteiny. Zminény cystein a nékteré dalsi aminokyseliny v bliz-
kosti hemu tvofi vysoce konzervovanou oblast, jez se nachazi prakticky ve vSech zna-
mych proteinech patticich do superrodiny cytochromt P450.

Celkovou reakei katalyzovanou systémem cytochromu P450 lze zapsat rovnici 2.4,
kde RH je substrat hydrofobniho charakteru a ROH je vznikajici hydroxyderivat sub-
stratu [62].

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP* (2.4)
Jak je naznaceno v rovnici 2.4, externim zdrojem elektroni v reakénim cyklu je NADPH.
Elektrony jsou nejprve pieneseny z NADPH na NADPH:cytochrom P450 reduktasu (en-
doplasmatické retikulum), nebo na ferredoxin a posléze Fe-S protein (mitochondrie). Od-
tud je pak elektron pfenesen na samotny cytochrom P450.

Katalyticky cyklus (Obr. 2.11, str. 31, A—G) za¢ina vazbou substratu na nativni formu
cytochromu P450 (ferri forma, hexakoordiované zelezo; A) [68]. Tim se méni konfor-
mace v aktivnim misté¢ enzymu a hemové Zelezo zlstava pentakoordinované (B). Na-
sledné¢ dojde k redukci Zelezitého kationtu jednim elektronem z NADPH na Zeleznaty ka-
tion (C), ¢imZ je umoznéna vazba molekuly kysliku. Vytvafi se ternarni ferri-superoxi-
dovy komplex (D), v némz je zelezo opét hexakoordinované. Ferri-superoxidovy kom-
plex je redukovan druhym externim elektronem, ¢imZ dochazi k aktivaci kysliku na pe-
roxidovy anion (E) a tzv. aktivaéni faze cyklu tim konci. Pokud k redukci nedojde dosta-
te¢né rychle, mize se pivodni komplex rozpadnout za vzniku superoxidového anion-ra-
dikalu, ktery superoxiddismutasa pfeménuje na peroxid vodiku.

V této plné aktivované formé cytochromu P450 (E) dochézi ke §té€peni vazby v mole-
kule kysliku [68], [70]. Jeden atom kysliku pfijme dva protony (F) a uvolni se molekula
vody. Druhy kyslik ziistava vazan na hemové zelezo, ¢imz vznika ferrioxenovy komplex
(G). Posunem elektronu z thiolatové siry vznika reaktivni kyslikovy radikal schopny od-
Stépit vodik z molekuly substratu. Vytvaii se tak radikal substratu a hydroxylovy radikal,
ktery zlistane navdzan na hemovém zeleze. Rekombinaci radikalti dojde k uvolnéni hyd-
roxylované molekuly substratu a cytochrom P450 se vraci zpét do nativni formy.
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Obr. 2.11 Katalyticky cyklus cytochromu P450, pfi némz dochazi k monohydroxylaci substratu
(RH) za vzniku produktu (ROH). Zdrojem kysliku v reakci mtize byt molekula kysliku, nebo
peroxosloucenina (XOOH). Upraveno podle [68], [70].

Donorem atomu kysliku v popsané reakci nemusi byt jen molekula kysliku, ale také
peroxid nebo peroxokyselina [69]. Reakce s peroxidem probihd neuspofddanym mecha-
nismem, pii kterém neni vazba peroxidu zavisla na vazbé substratu. Cytochromy P450
navic mohou kromé& hydroxylace substratu katalyzovat fadu jinych reakci (napft. epo-
xidace, deaminace, dealkylace).

Cytochromy P450 byly nalezeny v mnoha eukaryotickych i prokaryotickych organis-
mech, pficemz primarni struktura riznych izoforem se mize az z 90 % lisit [69]. Podle
stupné sekvencni homologie se cytochromy P450 déli do rodin (vice nez 40% homologie)
a podrodin (vice nez 55% homologie) [71]. Substratova specifita cytochromi P450 je
obecné pomérné Sirokd. Jednotlivé izoformy vSak pfeménuji substraty odlisné, i kdyz
v nékterych piipadech se mlze substratova specifita Castecné prekryvat. Cytochromy
P450 se vyznamné podili na metabolismu endogennich 1 exogennich latek véetné envi-
ronmentalnich polutantd, dokonce jimi mohou byt indukovany [1], [72]. Bylo napft. pro-
kazéano, ze mezi induktory cytochromti P450 1A1, 1A2 a 1B1 patii BaP a n¢které dalsi
PAU. Tyto latky mohou byt enzymem aktivovany, tzn. pfeménény na reaktivni metabo-
lity schopné vytvaret adukty DNA.
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Tyrosinasa

Tyrosinasy (EC 1.14.18.1), stejné¢ jako lakasy, patii mezi fenoloxidasy obsahujici
méd’ [73]. Narozdil od lakas vSak obsahuji v aktivnim centru pouze dva ionty médi,
z nichz kazdy je koordinovéan tfemi histidiny. Mezi fenoloxidasy patii také katecho-
loxidasy (EC 1.10.3.1), které katalyzuji oxidaci katecholu (o-difenolu) na ptislusny
chinon, nejsou vsak schopné hydroxylace monofenolti. Tyrosinasy jsou nékdy v literatuie
oznacované jako polyfenoloxidasy [74].

Tyrosinasy katalyzuji ortho-hydroxylaci monofenoll za vzniku o-difenolti (monofe-
nolasova, resp. kresolasova aktivita) a jejich naslednou oxidaci na pfislusné o-chinony
(difenolasova, resp. katecholasova aktivita) [73]. Atom kysliku inkorporovany do struk-
tury monofenolu pochéazi z molekuly kysliku. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu,
pfi¢emz vznikajici o-chinon slouzi jako donor vodiku.

Na Obr. 2.12 je znazornéna hydroxylace tyrosinu katalyzovana tyrosinasou za vzniku
L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) a nasledné oxidace na dopachinon [75]. Dopa-
chinon miiZze podléhat spontannim reakcim, které vedou ke vzniku dopachromu. Popsany

d¢j je soucasti biosyntézy melaninu.

11‘2 0 1/2 O H 0]
tyrosmasa tyrosmasa m
L-tyrosin L-DOPA dopachinon dopachrom

Obr. 2.12 Hydroxylace tyrosinu za vzniku L-3,4-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA) (monofe-
nolasova aktivita tyrosinasy) a oxidace L-DOPA na dopachinon (difenolasova aktivita tyrosi-
nasy). Dopachinon se poté sledem dalSich reakci miize pfeménit na dopachrom. Upraveno
podle [76].

Tyrosinasy byly identifikovany u mnoha organismi véetné bakterii, hub, rostlin a Zi-
vocicht. Jejich funkce i lokalizace se v§ak miiZe u riznych organismd lisit. Vé&tSina téchto
enzymi je lokalizovana intracelularné, u nékterych hub a bakterii v§ak byly popsany také

extracelularné produkované tyrosinasy [77], [78].

2.4 Bioremediace pud kontaminovanych polycyklickymi
aromatickymi uhlovodiky

Jak bylo zminéno v kap. 2.1, str. 12, PAU patii mezi vyznamné rekalcitrantni polu-
tanty [7]. Vzhledem k jejich toxicité a bioakumulacnim potenciélu, ktery vyplyva z fyzi-
kalné-chemickych vlastnosti PAU, je vénovana zna¢na pozornost monitoringu znecisténi
1rozvoji vhodnych dekontaminacnich technologii. Pfestoze PAU jsou rozSiteny prak-
ticky do vSech oblasti Zivotniho prostfedi, znacna Cast té€chto latek konci kvili svym fy-

zikéalné-chemickym vlastnostem v ptid¢ a sedimentech.
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V soucasné dobé se rozvijeji predevsim bioremediacni technologie, které jsou v po-
rovnani s fyzikalné-chemickymi metodami vétSinou levnéjsi a Setrnéjsi k Zivotnimu pro-
sttedi [17]. Bioremediacni technologie jsou metody, které¢ vyuzivaji k degradaci polu-
tantll biologické systémy (zZivé mikroorganismy nebo jejich soucasti, napt. enzymy).
Uspé&snost bioremediace zavisi na vlastnostech polutantfi, povaze kontaminovaného ma-
terialu, degradacnich schopnostech mikroorganismu i vnéj$ich podminkach (napt. tep-
lota, pH, dostupnost zivin pro mikroorganismy).

Existuje celd fada organismi, u nichz byla zaznamenana schopnost transformovat
¢i degradovat nekteré PAU [19]. Patii mezi né napt. gramnegativni bakterie rodu Pseu-
domonas [79], Sphingomonas [80], grampozitivni bakterie Bacillus [81] a aktinobakterie
Rhodococcus [82] ¢i Mycobacterium [83], nekteré termofilni bakterie [84] a déle ligni-
nolytické houby Pleurotus ostreatus [85], Lentinus tigrinus [86], Bjerkandera sp. [87].
Jak jiz bylo zminéno, mira degradability PAU obvykle klesa s rostoucim poctem aroma-
tickych cykll v molekule [7]. Bakterie ¢asto nejsou schopné velké molekuly transporto-
vat do buniky, kde degradace probih4, a houby samy o sobé obvykle nemaji schopnost
uplné mineralizace PAU. Pro dosazeni dostatecné miry biodegradace komplexnich smési
PAU je casto tieba piisobeni celého mikrobidlniho spolecenstva, jako je tomu napft. pfi

kompostovani materialit kontaminovanych PAU.

2.41 Kompostovani

Kompostovani je proces, pii némz dochézi k aerobni degradaci organického materidlu
pusobenim mikrobidlni komunity za vzniku oxidu uhli¢itého, vody, minerall a stabilizo-
vané organické hmoty [88].

Na degradaci organickych materialii béhem tzv. kompostovani s termogenezi se podili
velké mnozstvi mikroorganismi [88], [89]. Slozeni mikrobidlniho konsorcia se v di-
sledku ménicich se podminek béhem celého procesu proménuje. V pocatecni mesofilni
fazi (2540 °C) je ptitomno mnoZstvi snadno dostupnych Zivin (sacharidy, proteiny atd.),
které jsou rozkladany primarnimi rozkladaci, jejichZ metabolicka aktivita vede k tvorbé
velkého mnozZstvi tepla. To mé za nésledek riist teploty a proces vyusti do termofilni faze
(40-70 °C). Této fazi dominuji termofilni organismy, hlavné bakterie, nebot’ teploty vyssi
neéz 55 °C obvykle inhibuji rlst vétSiny termofilnich hub. Po vycerpani dostupnych sub-
stratli dochazi ke snizeni aktivity termofilnich organismi, coz vede k poklesu teploty
a nastava druhd mesofilni faze neboli faze chladnuti. Material je rekolonizovan mesofil-
nimi organismy, jejichZ sloZeni se v§ak od poc¢ate¢ni mesofilni faze lisi. Jedna se o orga-
nismy, které byly schopné ptezit termofilni fazi napt. ve formé spor. Zaroven jsou to pie-
devsim organismy schopné degradovat Skrob a celulosu. Posledni fazi kompostovani je
maturace. V tomto obdobi obvykle narlista mnoZzstvi hub, kdezto mnoZzstvi bakterii nao-

vvvvv

napft. ligninu.
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Diive bylo kompostovani vyuZivdno pouze ke zpracovani zemédé¢lskych odpadi,
zbytkl potravy, kali apod. [90]. V 80. letech vSak zacal vyzkum kompostovani v kon-
textu vysokého degradac¢niho potencidlu pritomnych mikroorganismu. Bylo zjisténo, ze
pfi kompostovani mohou byt efektivné degradovany nékteré environmentalni organopo-
lutanty vcéetné PAU [5]. Kontaminovany materidl je pfed samotnym kompostovanim ob-
vykle smichan se snadno kompostovatelnym substratem (nasekana trava, rostlinny odpad,
materidl pro komer¢ni péstovani hub apod.) [89]. Odlisnym pfistupem je pfimichéni sta-
bilizovaného organického materialu (,,maturovaného kompostu*), ktery procesem kom-
postovani jiz proSel, s kontaminovanou matrici. V takovém piipad¢€ jiz neprobiha kla-
sicky proces kompostovani zahrnujici vSechny vyse popsané teplotni faze.

Uspé&snost kompostovani z hlediska ubytku PAU kromé druhu pouZitého komposto-
vaciho substratu [3] a podminek kompostovani zavisi i na typu pudy, slozeni vychozi
smési PAU [91], ¢i stafi kontaminace a s tim souvisejici dostupnost PAU pro ptitomné
mikroorganismy [92].

V literatufe je popsano mnoho studii, které se zabyvaji kompostovanim materiali zne-
¢isténych PAU (ptda [2], [93], dievo [3], popilek [94] aj.; pro shrnuti napt. [89] [91]).
Casto je sledovan predevsim remediacni potencial kompostovéani s ohledem na typ kom-
postovaného substratu, kontaminované matrice a parametry procesu (pH, teplotni pribéh,
pomér C:N, piidavky dalSich latek). Existuji vSak také studie, které se zabyvaji mecha-
nismem fungovani celého systému. Tyto prace se nejcastéji zaméiuji na zmény ve slozeni
mikrobidlni komunity béhem kompostovani PAU. Pfitom jsou vyuzivany metody jako je
napf. analyza fosfolipidovych mastnych kyselin (PLFA, zangl. phospholipid fatty
acid) [6]) atechniky zahrnujici izolaci a charakterizaci mikrobidlni DNA [3], [95].
Kromé¢ identifikace pritomnych mikroorganismi napt. na zakladé sekvenovani mikrobi-
alni DNA je v nekterych studiich zkoumana ptitomnost tzv. degradaénich genti [96]. Jde
o geny koédujici znamé klicové enzymy, tedy napi. naftalendioxygenasy, C120, C230).
Je v8ak stale tfeba mit na paméti, Ze vzhledem k delSimu polocasu rozpadu molekul DNA
nemusi pfitomnost charakteristickych sekvenci mikrobidlni DNA znamenat nutné 1 pfi-
tomnost daného mikroorganismu v urcitém okamziku. Podobné identifikace degradac-
nich gentli sice naznacuje degradacni potencial danych mikroorganismi, geny vSak ne-
musi byt za vSech okolnosti exprimovany [23].

Proces kompostovani byl nékolika autory studovan také z hlediska pfitomnych enzy-
movych  aktivit  (extracelularnich)  hydrolytickych  aligninolytickych  en-
zymu [97], [98], [99]. Je vSak pomérné¢ mélo informaci o vyvoji enzymovych aktivit
v kontextu degradace PAU, zejména v piipadé bakterialnich enzymti (CHD, CSD aj.).
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Cil prace

e optimalizace extrakce a stanoveni vybranych enzymovych aktivit vyznamnych
pro degradaci polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAU) béhem kompos-
tovaciho procesu

e pouziti optimalizované¢ metody pro sledovani zvolenych enzymovych aktivit

v prub¢hu kompostovaciho procesu s redlnou kontaminovanou ptidou
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4 Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

aceton pro HPLC VWR, CR
acetonitril pro HPLC VWR, CR
L-askorbat sodny (> 98%) Sigma-Aldrich, CR
Coomassie Brilliant Blue G-250 Sigma-Aldrich, CR

diamonna stl 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazo- Sigma-Aldrich, CR
lin-6-sulfonové kyseliny) (= 98%)

dihydrogenfosforecnan draselny, p.a. Lach-Ner, CR
L-3,4-dihydroxyfenylalanin (> 98%) Sigma-Aldrich, CR
3-(dimethylamino)benzoova kyselina (98%) Alfa Aesar, USA

disodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové, PENTA, CR
dihydrat, p.a.

ethanol, p. a. (96%) Lach-Ner, CR
n-hexan pro HPLC VWR, CR

hovézi sérovy albumin (> 98%) Sigma-Aldrich, CR
hydrogenfosfore¢nan disodny, dodekahydrat, p.a. Lach-Ner, CR
hydroxid draselny, p.a. PENTA, CR
hydroxid sodny, p.a. PENTA, CR
chloroform pro HPLC VWR, CR

inhibitory proteas (cOmplete Tablets EDTA-free, Roche, CR
easy pack, REF 04693132001, exp. 09/2019)

kyselina dusi¢n4, p.a. (= 65%) Chemapol, CR

kyselina fosforecna, p.a. (84—85%) Fluka Chemica, Svycarsko
kyselina jantarova (> 99%) Sigma-Aldrich, CR
kyselina octova, p.a. (99%) Lach-Ner, CR

kyselina vinna (99%) Alfa Aesar, USA
DL-laktat sodny, roztok (60%) Sigma-Aldrich, CR
methanol pro HPLC VWR, CR

3-methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon-hydro- Acros Organics, USA
chlorid, monohydrat (98%)

methylester kyseliny tridekanové Sigma-Aldrich, CR
octan sodny, bezvody (> 99%) Sigma-Aldrich, CR
PAU standard pro HPLC (Polynuclear Aromatic Accu Standard®, USA
Hydrocarbons in acetonitrile, 0,5 mg-ml™')

peroxid vodiku, p.a. (> 30%) Sigma-Aldrich, CR
pyrokatechol (> 99%) Sigma-Aldrich, CR



siran manganaty, monohydrat, p.a. Sigma-Aldrich, CR

standardy pro PLFA Matreya LLC, USA
toluen pro HPLC VWR, CR
veratrylalkohol (97%) Alfa Aesar, USA

4.2 Pouzité pristroje a material

analyticka vaha AE 240 Mettler Toledo GmbH, Némecko
automaticky extraktor ASE 200 Dionex, USA

autosampler CP-8400 Varian, USA

biologicky termostat BT 120M Laboratorni ptistroje Praha, CR
centrifuga EBA 20 Hettich Zentrifugen, Némecko

centrifuga Medifriger BL osazena vykyvnym ro- JP Selecta, Italie
torem 7009079 nebo thlovym rotorem 7001083

centrifuga Mikro 120 Hettich Zentrifugen, Némecko
dusik (99,99%) Linde Gas a. s., CR

filtra¢ni papir Verkon, CR

fluorescencni detektor Waters 2475 Waters, USA

helium (99,999%) Linde Gas a. s., CR
hmotnostni detektor 240-MS Varian, USA

homogenizator Ultra-Turrax® T 18 basic IKA, Némecko

HPLC systém Waters Alliance 2695 Waters, USA

kolona DB-5MS (30 m x 0,25 mm, tloustka sta- Agilent, USA
cionarni faze 0,25 pm)

kolona LiChroCart (250 mm x 5 mm) s naplni Li- Merck, Némecko
Chrospher® PAH (5 pm, velikost porii 150 A)

kolonky LiChrolut® Si (2540 pm), 200 mg, Merck, Némecko
3ml

laboratorni vaha KERN EG Kern & Sohn GmbH, Némecko
lyofilizator Labio, CR

magnetickd michacka VELP Scientifica Srl, Italie
miktrotitracni destiCky UV-STAR, 96 jamek Greiner Bio-One, Rakousko
mikrotitracni desti¢ky, 96 jamek Thermo Fisher Scientific, USA
mixér Mira ETA, CR

moisky pisek ¢istény PENTA, CR

orbitalni trepacka KS-15 Edmund Biihler GmbH, Némecko
pec LAC, CR

pH metr inoLab® 7110 WTW, méfici a analytickd tech-

nika, s. r. 0., CR
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plynovy chromatograf 450-GC

podlahovy zasyp — perlit (zrnitost do 6 mm)

pudoznalecké sito (prumér 5,0 mm)
purifikacni systém Direct-Q® 3 UV
sito pidoznalecké (pramér 2,0 mm)

sito padoznalecké (primér 5,0 mm)

sklenéné kulicky 0,25-0,50 mm

Varian, USA

Karl Bachl

GmbH & Co., Némecko
Stavebni stroje n. p. Zli¢in, CR
Merck, Némecko

Stavebni stroje n. p. Zli¢in, CR
Stavebni stroje n. p. Zli¢in, CR
Carl Roth GmbH, Némecko

spektrofotometr Infinite M200 Pro NanoQuant Tecan, Svycarsko

ultrasonicka lazen

Ecoson, Slovensko

ultrasonicky homogenizator Sonopuls HD 2070  Bandelin, Némecko
UV-detektor s fotodiodovym polem Waters 2996 Waters, USA

vodni lazen Julabo UC
vortex MX-S
vzduchové &erpadlo AK?-30

Julabo, Némecko
DLAB Scientific Inc., USA

Aquaking, Nizozemsko

zeleny substrat pro péstovani pedarky dvouvy- Jedlé houby (Jifi Vaclavik), CR

trusé

4.3 Slozeni pufri a roztoki

Bradfordovo ¢inidlo

Coomassie Brilliant Blue G-250

ethanol (96%)
kyselina fosforecna (85%)

deionizovana voda

Extrak¢ni fosfatovy pufr: 50 mM, pH 7,0

KH>PO4
Na;HPOs - 12 H20

deionizovana voda

Fosfatovy pufr pro PLFA: 50 mM, pH 7.4

KH>POq4
1 M NaOH

deionizovana voda

10 mg

5,0 ml
10,0 ml
do 100 ml

2,80¢g
10,47 g
do 1000 ml

0,680 g
pro upravu pH
do 100 ml
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Fosfatovy pufr pro stanoveni aktivity C120 a C230: 50 mM, pH 7,5

KH,>PO4 0,680 g
1 M NaOH pro upravu pH
deionizovana voda do 100 ml

Fosfatovy pufr pro stanoveni aktivity tyrosinasy: 50 mM, pH 6,5

KH,>PO4 0,680 g
1 M NaOH pro upravu pH
deionizovana voda do 100 ml

Fosfatovy pufr pro pripravua roztoku 3-(dimethylamino)benzoové Kkyseliny
(DMAB): 100 mM, pH 6,5

KH>PO4 0,902 g
NaHPOyq - 12 H,0 1,207 g
deionizovana voda do 100 ml

Octanovy pufr pro stanoveni aktivity lakasy: 120 mM, pH 5,0

octan sodny, bezvody 0,984 g
octova kyselina (99%) pro upravu pH
deionizovana voda do 100 ml

Sukcinat-laktatovy pufr pro stanoveni aktivity MnP: 100 mM, pH 4,5

jantarova kyselina 0,146 g
DL-laktat sodny (60% roztok) 1,640 g
deionizovana voda do 100 ml

Vinanovy pufr pro stanoveni aktivity LiP: 100 mM, pH 3,0

kyselina vinna 1,500 g
1 M NaOH pro upravu pH
deionizovana voda do 100 ml

4.4 Pouzité metody

4.41 Kompostovani

V ramci experimentu byla kompostovana piida kontaminovana PAU (lokalita: Jihoceské
dievaiské zavody Sobéslav) poskytnuta firmou EarthTech (CR), ususena na vzduchu
a presata pres jemné sito (priimér 2 mm). Kompostovani znecisténé ptidy bylo za stejnych
podminek provedeno paralelné ve tfech reaktorech (ozn. PAU1, PAU2, PAU3), v dalSich

ttech reaktorech probihalo kompostovani samotného tzv. zeleného substratu od lokalniho
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dodavatele Jedlé houby (ozn. SUB1, SUB2, SUB3). Z ditvodu kontroly tbytku PAU v sa-
motné pude vlivem zvySené teploty byla €ast suché piidy po dobu experimentu ponechana

v oteviené sklenéné nadob¢ v kompostéru.

Prfiprava, usporadani a podminky experimentu

Kompostovani probihalo ve sklenénych reaktorech o objemu 4 1 umisténych ve specialné
upraveném biologickém termostatu (dale jen kompostéru), ktery zajistoval optimalni tep-
lotni pribéh kompostovani [100] 1 pfi malém objemu materialu (Obr. 4.1). Reaktory byly

utésnény gumovou zatkou a opatteny vzduchovanim.

Cas [den]

Obr. 4.1 Teplotni program 0.—42. den kompostovani. Barevné te¢ky oznacuji ¢asy odbéri
(den 1,7, 21, 42).

Na dné kazdého reaktoru (Obr. 4.2, str. 41) byla vrstva perlitu pfedem zbaveného
jemné frakce presatim pres Smm ptidoznalecké sito. Pod perlit byl hadickou pirivadén
vzduch, ktery pfed vstupem do reaktoru prochazel deionizovanou vodou. Vrstva perlitu
slouzila jednak k zajiSténi rovnomérného provzdusnéni, jednak k odvedeni ptipadné pie-
bytecné vlhkosti z kompostovaného materidlu. Vzduch odvadény z reaktora byl pies od-
padni banky slouzici ke sbéru kondenzatu sveden do digestofe a kondenzat byl prubézné
likvidovan. Pritok vzduchu byl po celou dobu experimentu udrzovan zhruba na hodnoté

100 ml-min™! (vzduchové ¢erpadlo AK?-30, Aquaking).
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Po 42 dnech byly reaktory z kompostéru vyndany a ponechany odzatkované pfi labo-
ratorni teploté bez Cerpadlem zajisténého vzduchovani, pouze s prubéznou kontrolou vlh-
kosti.

f l pFivod a odvod vzduchu

gumova zatka s otvory pro
trubiCky na pfivod a odvod
vzduchu

kompostovany
material

perlit

usti hadi¢ky pfivadéjici vzduch do reaktoru
chranéné plastovym krytem s otvory

Obr. 4.2 Schéma kompostovaciho reaktoru

Jako substrat byl pouzit tzv. zeleny substrat uréeny pro komercni péstovani pecarky
dvouvytrusé (Agaricus bisporus) slozeny z nasekané pSeni¢né slamy, dribezi kejdy
a sadry (obsah dusiku 1,7 %) [2]. K suchému substratu byla nejprve pfidana odstéata ko-
houtkova voda v poméru 1 : 3 (w/w) a smés byla michana tak dlouho, dokud substrat
vodu nevstiebal. Do SUB reaktorti bylo postupné napéchovano piiblizné¢ 1000 g pfipra-
veného vlhkého materidlu. Obsah PAU reaktort byl tvofen stiidajicimi se vrstvami sub-
stratu a pidy. Spodni vrstvu tvotilo 100 g vlhkého substratu, na kterou bylo nasypéano
25 g pudy. Dalsi vrstvy pak byly tvoreny stiidave 75 g substratu a 25 g pidy, pricemz
vrchni  vrstvu  tvofil substrat. Vlhkost byla v pribéhu experimentu udrZzovana
na 75 % (w/w).
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Odbér vzorku

Vzorky byly pravidelné odebirany ze vSech reaktori ve dnech 1, 7, 21, 42. Vzdy byla
odebrana ,,vyse¢* z dosud neporusené casti reaktoru zahrnujici celou jeho vysku
(tzn. vSechny vrstvy); vznikly otvor v kompostované smési byl ¢astecné zahrnut a mate-
ridl kolem opét patfiéné upéchovan, aby pozdé€ji nedochazelo k nerovnomérnému pro-
vzdusnéni. Odbéry vzorkli byly nacasovany tak, aby reprezentovaly jednotlivé teplotni
faze (Obr. 4.1, str. 40): den 1 pocateCni mesofilni fazi, den 7 termofilni fazi, den 21
chladnuti, den 42 pocatek zrani.

Pro stanoveni enzymové aktivity byly vzorky uchovany pii 4 °C a zpracovany v den
odbéru. Ke stanoveni obsahu PAU byly vzorky ususeny v digestoii a uchovany v suchém
stavu za laboratorni teploty. Vzorky na analyzu PLFA byly ihned zmrazeny a az do zpra-

covani uchovany pfi teploté¢ —20 °C.

4.4.2 Priprava extraktli kompostu pro stanoveni enzymové aktivity

Pokud neni uvedeno jinak, vzorky kompostu byly extrahovany ptedchlazenym extrakc-
nim fosfatovym pufrem (kap. 4.3, str. 38) pti 4 °C, vzdy nejdéle 12 h po odbéru z reak-
toru. Vlhky materidl z reaktoru byl pro docileni vétsi homogenity nastiithan nizkami
na cca 1 cm dlouhé kusy. Poté byly oddéleny tii paralelni vzorky, které byly extrahovany

stejnym postupem.

Postup extrakce |

Postup byl proveden dle metody Zeng a kol. [101].

V 50ml zkumavce byly smichany 4 g vlhkého kompostu s 20 ml extrakéniho fosféto-
vého pufru. Zkumavka byla umisténa v ledové 14zni na orbitalni ttepacku (100 RPM, 2 h;
400 x 300 mm, Edmund Biihler GmbH). Poté byl pevny podil odstranén centrifugaci
(4000x g, 10 min, 4 °C; Medifriger BL s vykyvnym rotorem, JP Selecta) a néslednou fil-
traci pfes filtracni papir. Filtrat byl pouZit pro stanoveni enzymové aktivity ligninolytic-
kych enzym a tyrosinasy.

Stejny postup byl proveden také s deionizovanou vodou (pH 5,5), resp. 120 mM octa-
novym pufrem (pH 5,0; kap. 4.3, str. 38) jako extrakénim ¢inidlem.

Postup extrakce Il

Postup II byl upraven podle metody extrakce extraceluldrnich enzymul z vyplozeného
houbového substratu podle Singh a kol. [102].

Ke 4 g vlhkého kompostu v 50ml zkumavce bylo pfidano 15 ml extrakéniho pufru.
Vzorek byl rozmélnén pomoci homogenizatoru Ultra-Turrax® T 18 basic (IKA): 30 s ho-
mogenizace, 10 min chlazeni na ledu, 30 s homogenizace. Po dalSich 10 min byla smés

filtrovana ptes vatu a drobnéjsi pevné necistoty byly odstranény centrifugaci (4 000x g,
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20 min, 4 °C; Medifriger BL s vykyvnym rotorem, JP Selecta). Odebrany supernatant

slouzil jako vzorek pro vSechna stanoveni enzymové aktivity uvedena v této praci.

Postup extrakce Il

Na zakladé podobnosti vychozich materialti byl postup Il odvozen z metody podle Gau-
dinov¢ a kol. [103] pro extrakei cytokinin N- a O-glukosyltransferas z rostlinnych pletiv.
Metoda zahrnuje mechanickou desintegraci bun¢k v kapalném dusiku.

V treci misce byly v tekutém dusiku homogenizovany 4 g vlhkého kompostu s 1,5 g
sklenénych kulicek (Carl Roth GmbH). Nasledné byl vzorek pteveden do centrifugacni
zkumavky a smichan s 15 ml extrakéniho pufru. Po 10 min extrakce/inkubace byla su-
spenze centrifugovana (15 000x g, 28 min, 4 °C; Medifriger BL s uhlovym rotorem,
JP Selecta), supernatant byl odebran a pouzit pro vSechna stanoveni enzymové aktivity

uvedenad v této praci.

Postup extrakce IV

Do postupu IV byla pro desintegraci bun€k kromé kapalného dusiku pouzita také soni-
kace dle Silva a kol. [104].

Do treci misky byly navazeny 4 g vlhkého kompostu, ktery byl dadle homogenizovan
pomoci 1,5 g sklenénych kulicek a tekutého dusiku. Vzorek byl smichén s 15 ml extrak¢-
niho pufru, do n¢hoz byla pfidana komeréni smés inhibitorti proteas (Roche) podle na-
vodu vyrobce. Suspenze byla sonikovana (Sonopuls HD 2070, Bandelin) za sou¢asné¢ho
chlazeni po dobu dvakrat 40 s. Sonikace byla na 60 s pferuSena, aby se zamezilo nadmér-
nému zahfati suspenze. Zbytky bunck a pevné castice byly odstranény centrifugaci
(15 000x g, 28 min, 4 °C; Medifriger BL s thlovym rotorem, JP Selecta). V odebraném

supernatantu byla stanovovana aktivita C120, C230 a tyrosinasy.

4.4.3 Stanoveni enzymové aktivity v extraktech kompostu
Enzymova aktivita v pfipravenych extraktech (kap. 4.4.2, str. 42) byla stanovovéna spek-
trofotometricky pti 40 °C na pftistroji Infinite M200 Pro (Tecan) v 96 jamkové mikrotit-
raéni desti¢ce s plochym dnem (desticky Thermo Fisher Scientific pro spektrofotometrii
ve viditelné oblasti spektra, destiCky Greiner Bio-One pro UV oblast). Absorbance pfi
dané vinové délce byla zmétena na pocatku reakce a poté kazdych cca 60 s po dobu
12 min. Pro vypocet byly pouzity pouze ty hodnoty, které splitovaly pfedpoklad linearni
zavislosti absorbance na Case.

Vsechna méteni byla provedena v triplikatech nejpozdéji 12 h po extrakei vzorku; ex-
trakt byl po celou dobu uchovavan pii 4 °C. Ve vSech piipadech bylo provedeno také
kontrolni stanoveni, pfi némz byl testovany vzorek nahrazen extrakénim fosfatovym

pufrem (tj. slepy vzorek).
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Pti vSech stanovenich byla enzymova reakce zahdjena pfiddnim pracovniho roztoku
(PRenzym) ke vzorku v jamce mikrotitraéni desticky. Pracovni roztok byl pfipraven bez-
prostiedné pfed méfenim z pufru a zasobnich roztokt ¢inidel a substratu pottebnych pro
dané stanoveni enzymov¢ aktivity, a to v poméru daném slozenim reakéni smési. Slozeni
pufrii je uvedeno v kap. 4.3, str. 38, sloZeni pracovnich roztokd, resp. reakénich smési je
uvedeno u konkrétnich stanoveni. Pokud neni uvedeno jinak, zasobni roztoky ¢inidel
a substrat byly pfipraveny rozpusténim dané latky v deionizované vode.

Aktivita a [U-ml™'] ligninolytickych enzym byla stanovena dle vzorce 4.1
a= AA; /At h’
& Wz

4.1)
kde AAx je zména absorbance v reakéni smési pii dané vinové délce za as Af [min], & je
molarni absorpéni koeficient sledovaného reakéniho produktu pii dané vinové délce
[mMM .cm™!], Vi je objem reakéni smési [pl] a ¥y, objem vzorku [pl], tzn. enzymového
preparatu. Jednotka enzymové aktivity U je definovana jako mnozstvi enzymu, které pie-
méni 1 pmol substratu za 1 min.

Aktivita C120, C230 a tyrosinasy stanovované dopachromovou metodou byla vypo-
¢itdna podle vztahu 4.2. Pti vypoctu byla od zmény absorbance vzorku A Ayzorek Za Cas At
odectena primérnad hodnota zmény absorbance slepého vzorku A Aplank za ¢as At.

AA At—AA At W
a= vzorek/ blank/ . s (42)
& Vvz

Specificka aktivita enzymu ve vzorku [U-mg '] byla vypo¢itana dle vzorce 4.3
a

Asp = — 4.3)

Cpr’
kde a je enzymova aktivita [U-ml™'] a ¢pr je koncentrace proteinti [mg-ml'].

Data byla zpracovéana programem Microsoft Excel.

Stanoveni aktivity lakasy

Pro méfeni aktivity lakasy (EC 1.10.3.2) byla jako substrat zvolena ABTS; miru oxidace
substratu  lze sledovat prostfednictvim  ndrdstu  absorbance pii 420 nm
(€420 =3,6 - 10* M '-cm ™) [105]. Reakce byla zahajena pfiddnim 180 pl PRiakasa k 20 pl

kompostoveho extraktu. SloZeni reak¢éni smési je uvedeno v Tab. 4.1.

Tab. 4.1 SloZeni reakéni smési pro stanoveni aktivity lakasy

slozka reak¢éni smési objem v jamce [ul]
vzorek 20

120 mM acetatovy pufr (pH 5,0) 160

50 mM ABTS 20
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Stanoveni aktivity mangan-dependentni peroxidasy

Meéieni aktivity MnP (EC 1.11.1.13) vyuziva schopnosti tohoto enzymu katalyzovat oxi-
dativni vznik vazby mezi DMAB a 3-methyl-2-benzothiazolinon-hydrazonem (MBTH)
za ptitomnosti peroxidu vodiku [106]. Vznikly barevny produkt mé absorpcni maximum
pii 590 nm (gse0 = 32,9 - Ml-ecm ™).

Pro ucely stanoveni MnP byly pfipraveny tfi reakéni smési (I, I, III), jejichz slozeni
je uvedeno v Tab. 4.2. Potiebna Cinidla i substraty byly ptfidany k 50 ul kompostového
extraktu ve form¢ PR. Celkovy objem reakéni smési byl 250 pl.

Tab. 4.2 Slozeni reakénich smési I, 1T a III pro stanoveni aktivity MnP

slozka reak¢éni smési smés | . Smés_ - smes 111
objem v jamce [pl]
vzorek 50 50 50
100 mM sukcinat-laktatovy pufr (pH 4,5) 150 150 150
25 mM DMAB ve 100 mM fosfatovém pufru | 20 20 20
(pH 6.,5)
1 mM MBTH 10 10 10
2 mM EDTA 10 — 10
2 mM MnSO4 — 10 -
peroxid vodiku, 0,018 % (w/w) — 10 10
deionizovana voda 10 — —

Enzymova aktivita reakéni smési Il a(1I) vypocitana podle rovnice 4.1, str. 44 zahrnuje
veSkerou peroxidasovou aktivitu véetné MnP, nebot’ v této reakéni smési jsou piitomny
manganaté ionty. Aktivita reakéni smési III a(I1I) zahrnuje pouze peroxidasovou aktivitu
nezavislou na pfitomnosti téchto iontl (MIP z mangan-independentni peroxidasova akti-
vita); roztok Mn?" je zde nahrazen ekvivalentnim mnozstvim EDTA. Aktivitu reakéni
smési I a(I) 1ze oznacit jako zbytkovou oxidasovou aktivitu (OX), nebot’ v této smési neni
pfitomen peroxid vodiku. Vysledna aktivita MnP byla vypocitana dle vztahu 4.4. Zbyt-
kovd mangan-independentni peroxidasové aktivita (MIP) byla vypocitdna podle
vztahu 4.5.

a(MnP) = a(Il) — a(III) 4.4)
a(MIP) = a(Ill) — a(D) 4.5)
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Stanoveni aktivity ligninperoxidasy

Princip stanoveni aktivity ligninperoxidasy spociva ve sledovani oxidace VA na VAD
(e310=9,3 - 10° M l.cm™), ktera se projevuje nértistem absorbance pii 310 nm [107]. Re-
akce byla zahajena pfidanim 170 pl PRyip ke 30 pl vzorku. Slozeni reakéni smési je uve-

deno v Tab. 4.3.

Tab. 4.3 SloZeni reak¢éni smési pro stanoveni aktivity LiP

slozka reakéni smési objem v jamce [pl]
vzorek 30

100 mM vinanovy pufr (pH 3,0) 155

25 mM VA 5

54 mM H>0» 10

Stanoveni aktivity katechol-1,2-dioxygenasy

Aktivita C120 (EC 1.13.11.1) byla stanovena na zaklad¢ oxidativniho §tépeni katecholu
za vzniku cis, cis-mukonové kyseliny (260 = 16,8 - 10° M'.cm™), coZ se projevuje nartis-
tem absorbance pii 260 nm [108]. Reakce byla zahdjena ptidavkem 245 pl PRci20

ke vzorku. Finalni objem reak¢ni smési, jejiz slozeni uvadi Tab. 4.4, Cinil 250 ul.

Tab. 4.4 Slozeni reakcni smési pro stanoveni aktivity C120

slozka reakéni smési objem v jamce [pl]
vzorek 5

50 mM fostatovy pufr (pH 7,5) 223

50 mM katechol 5

20 mM EDTA 17

Stanoveni aktivity katechol-2,3-dioxygenasy

Stanoveni aktivity C230 (EC 1.13.11.2) je zaloZeno na sledovani vzniku semialdehydu
kyseliny 2-hydroxy-cis, cis-mukonové (€375 = 3,6 - 10* M!-.em™) z katecholu jako narist
absorbance pii 375 nm [23]. Reakce byla zahajena ptidavkem 245 pul PRci20 ke vzorku.
Celkovy objem reakéni smési byl 250 ul; sloZeni uvadi Tab. 4.5.

Tab. 4.5 Slozeni reakéni smési pro stanoveni aktivity C230

slozka reakcéni smési objem v jamce [pl]
vzorek 5

50 mM fosfatovy pufr (pH 7,5) 240

50 mM katechol 5
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Stanoveni aktivity tyrosinasy dopachromovou metodou

Jako substrat pii méteni aktivity tyrosinasy (EC 1.14.18.1) dopachromovou metodou byl
pouzit L-DOPA, ktery je pfi enzymové reakci oxidovan na dopachinon. Ten podléha sa-
movolné konverzi na dopachrom, coz se projevuje ndrGstem absorbance pii 475 nm
(€475 =3,7 - 10° M L.em™).

K 15 pul vzorku bylo pfidano 210 pul 10mM roztoku L-DOPA ve fosfatovém pufru
(50 mM, pH 6,5), ihned poté zapoCalo méteni absorbance [109].

Stanoveni aktivity tyrosinasy v pfitomnosti askorbatu

Toto stanoveni aktivity tyrosinasy (EC 1.14.18.1) vyuziva jeji schopnosti katalyzovat
oxidaci L-DOPA za vzniku dopachinonu, ktery se vSak v pfitomnosti reduk¢éniho ¢inidla
(napft. kyseliny askorbové) preménuje zpét na L-DOPA [110], [111]. Za téchto ptedpo-
kladii 1ze aktivitu tyrosinasy stanovit spektrofotometricky méfenim tbytku absorbance
pii 265 nm, coZ je zplsobeno oxidaci askorbatu (e26s = 14,5 - 10° M !-cm™') na dehydro-
askorbat, kterd doprovazi zpétnou pieménu dopachinonu na L-DOPA [112].

Cerstvé piipraveny PRuyrosinasa byl aZ do ustaleni absorbance (Az6s) ponechan pii labo-
ratorni teploté (10 min). Poté bylo 290 ul PRiyrosinasa pfidano k 10 ul vzorku a ihned bylo
zahajeno méfeni absorbance. Pfesné slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 4.6.

Vsechny zasobni roztoky byly pfipraveny ve fosfatovém pufru (50 mM, pH 6.5).

Tab. 4.6 Slozeni reak¢éni smési pro stanoveni aktivity tyrosinasy

slozka reakcéni smési objem v jamce [pl]
vzorek 10

50 mM fosfatovy pufr (pH 6,5) 260

5 mM L-DOPA 10

2,1 mM L-askorbat sodny 10

0,065 mM EDTA 10

Aktivita tyrosinasy a [U-ml™!] byla urdena podle vzorce 4.6 ze zmény absorbance
AAvzorek reakéni smési za ¢as Af [min '] a primérné hodnoty zmény absorbance slepého

vzorku za ¢as At (A Avlank)

-(AA At—AA At) W
a= vzorek/ blank/ . ﬁ’ (46)
€265 Vvz

kde &6s je molarni absorpéni koeficient askorbatu [mM™'-cm™], Vi je celkovy objem re-

ak¢ni smési [ul] a Vv, objem vzorku [ul].

47



4.4.4 Stanoveni koncentrace proteintil metodou podle Bradforda
Koncentrace proteinti ve vzorcich byla stanovena metodou podle Bradforda zalozenou
na interakci barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 s polypeptidovym fetézcem. Vli-
vem této interakce dochazi k posunu absorpéniho maxima barviva v komplexu s protei-
nem (465 nm) oproti volnému barvivu (595 nm) [113].

Kalibrac¢ni piimka byla sestrojena z dat ziskanych méfenim absorbance roztoku hove-
ziho sérového albuminu v deionizované vodé¢ pii 595 nm v rozsahu koncentraci 0, 1, 2,
4,6,8a10 ugml™.

Ke 20 pl vzorku, nebo standardu v mikrotitraéni desti¢ce bylo ptidano 180 pl Brad-
fordova cinidla (kap. 4.3, str. 38) a po 5 min inkubace pfi laboratorni teploté byla zme-
fena absorbance pii 595 nm. Koncentrace proteinti byla vypocitana z rozdilu absorbanci
soucasn¢ métené¢ho vzorku a slepého vzorku dosazenim do rovnice kalibra¢ni pfimky.
Ve slepém vzorku byl roztok proteinu nahrazen extrakénim fosfatovym pufrem.

Data byla zpracovana programem Microsoft Excel.

4.4.5 Stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin

Extrakce lipidd
Odebrané vzorky kompostu ze vsech reaktora (PAU1-3 a SUB1-3) i vzorek pudy (pou-

zité pro kompostovani) byly pfedem lyofilizovany a uchovavany pii —20 °C. Vzorky
kompostu byly pfed samotnou extrakci opatrné rozmixovany (mixér Mira, ETA). Stano-
veni bylo provedeno ve tfech paralelach.

Do vypalenych (400 °C, 3 h) zkumavek bylo navazeno 0,2—0,5 g kompostu, resp. 1,5 g
pudy a bylo pridano 0,5 ml fosfatového pufru pro PLFA (kap. 4.3, str. 38). Nasledn¢ bylo
do zkumavky ptidano extrakéni €inidlo (1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu). Po
promichani pomoci vortexu probihala extrakce vzorku pfi laboratorni teploté v uzaviené
zkumavce ve tmé. Po 1 h byl roztok centrifugaci (1178x g, 5 min; EBA 20, Hettich Zen-
trifugen) oddélen od pevného podilu. Supernatant byl sklenénou Pasteurovou pipetou
odebran do nové vypalené zkumavky a uchovéan ve tmé, peleta byla znovu extrahovéna.
Extrakce vzorku smési methanolu a chloroformu byla provedena celkem ttikrat za stej-
nych podminek, supernatant ze vSech tii cykll byl sbiran do stejné zkumavky.

Ziskany extrakt byl roztfepan na vortexu s 1,9 ml fosfatového pufru pro PLFA
a 1,9 ml chloroformu a ponechéan 1 h pti 4 °C. Po odd¢leni fazi nasledovala centrifugace
(1178x g, 5 min). Spodni faze s chloroformem obsahujici rozpusténé latky lipidové po-
vahy byla Pasteurovou pipetou odebrana do nové vypalené sklenéné vialy. Vodna faze
byla znovu extrahovana 1,9 ml chloroformu a nasledny postup byl jesté jednou zopako-

van. Odebrané chloroformové faze byly spojeny a volné odpateny do sucha.
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Frakcionace lipidd

Vzorky byly po odpafeni znovu rozpustény v 300 pl chloroformu. Lipidy pfitomné
ve vzorku byly frakcionovany na kolonce LiChrolut® Si (24—40 um) (Merck). Pied apli-
kaci vzorku byl sorbent promyt 1,5 ml chloroformu. Eluce probihala ve tiech krocich:
2 ml chloroformu (neutralni lipidy), 6 ml acetonu (glykolipidy) a 2 ml methanolu (fosfo-
lipidy), pficemz sbirana byla pouze posledni frakce obsahujici fosfolipidy. Ziskany pte-

¢istény vzorek ve vypalené viale byl pod proudem dusiku odpafen do sucha.

Mirna alkalicka methanolyza

Vzorek byl rozpustén v 1 ml smési toluenu a methanolu (1: 1, v/v) a1l min michan
na vortexu. Nésledné byl ptfidan 1 ml 0,2M hydroxidu draselného v bezvodém metha-
nolu. Smés byla inkubovana ve vodni lazni pii 37 °C, ¢imz byly ve fosfolipidech vazané
mastné kyseliny uvolnény a pfevedeny na methylestery. Po 15 min bylo ke vzorku pii-
dano 1,6 ml hexanu, 0,4 ml chloroformu, 0,3 ml 1M kyseliny octové a 2 ml deionizované
vody. Smés byla po 1 min tfepani vortexem centrifugovana (601x g, 5 min). Horni faze
byla Pasteurovou pipetou odebrana do nové vypalené vialy a zbytek smési byl za stejnych
podminek jesté dvakrat extrahovan 1,6 ml hexanu a 0,4 ml chloroformu. Roztok vznikly
spojenim odebranych chloroformovych fazi byl odpaten do sucha. Do vzorku, ktery byl
znovu rozpustén v 950 ul hexanu, bylo pfidano 50 pl vnitiniho standardu (C13:0 methyl-

tridekanoat) o koncentraci 200 ug - ml ™!,

Stanoveni fosfolipidovych mastnych kyselin plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci

Analyza byla provedena na plynovém chromatografu 450-GC (Varian) s hmotnostnim
detektorem 240-MS (Varian). Analyty byly separovany nakoloné¢ DB-5MS
(30 m x 0,25 mm, tloustka stacionarni faze 0,25 um), na kterou byl autosamplerem
CP-8400 (Varian) davkovan 1 ul vzorku (teplota injektoru 240 °C). Pritok nosného
plynu, helia, byl 1,0 ml-min~!. Cyklus zacal isotermalng (60 °C) se zavienym déli¢em po
dobu 1 min, nésledné byl déli¢ otevien (split ratio 1 : 50) a cyklus pokracoval linearnim
rustem teploty nejprve do 120 °C (25 °C/min) a potom az do 240 °C (2,5 °/min). Teplota
240 °C byla udrzovana po dobu 10 min. Ioniza¢ni technikou byla elektronova ionizace
(70 eV), méten byl celkovy iontovy proud v rozmezi 50400 m/z. Methylestery mastnych
kyselin uvolnénych z fosfolipidl byly identifikovany na zéklad€ reten¢nich ¢ast porov-
nanim s piisluSnymi standardy. Kalibra¢ni zavislosti pro jednotlivé analyty byly sestro-

jeny ze sedmi bodil v rozsahu koncentraci 0,1-10 pg - ml ™.
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Vyhodnoceni

Skupiny mikroorganismil ve vzorcich byly kvantifikovany jako soucet koncentraci da-
nych charakteristickych PLFA (PLFAskupina) (Tab. 4.7) [114]. MnozZstvi PLFA bylo vzta-
zeno na hmotnost lyofilizovaného vzorku navdzeného pro extrakci lipidu.

Byl urovan také pomér koncentraci PLFA charakteristickych pro houby a bakterie
(PLFAnouby/PLFApakt) a pomér koncentraci PLFA grampozitivnich bakterii ku PLFA
gramnegativnich bakterii (PLFAG+/PLFAG-). K vyhodnoceni dat byl pouzit program
Microsoft Excel.

Tab. 4.7 Charakteristické PLFA slouZici pro kvantifikaci riznych skupin mikroorganismt

skupina mikroorganismu (oznaceni) charakteristické PLFA

grampozitivni bakterie (PLFAG+) 114:0, 115:0, a15:0, 116:0, 117:0, a17:0

gramnegativni bakterie (PLFAG-) 16:1w5, 16:1w7, cyl7:0, 18:1w7, cy19:0

aktinobakterie (PLF Aaktinobakt) 10Me-16:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0

bakterie (PLF Apaki) 114:0, 115:0, al5:0, 15:0, 116:0, 117:0,
al7:0,

16:1m5, 16:1w7, cyl7:0, 18:1w7, cy19:0,
10Me-16:0, 10Me-17:0, 10Me-18:0, 15:0,

17:0
houby, eukaryota (PLFAnouby) 18:206,9
ostatni 18:1m9, 16:0

4.4.6 Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiku

Vzorky kompostil z reaktorit PAU1-3 (kap. 4.4.1, str. 39) byly nejprve na vzduchu usu-
Seny a nasledné rozmixovany v mixéru Mira (ETA). Z kazdého reaktoru, stejné jako
z kontaminované pudy, byly metodou vysokotlaké extrakce rozpoustédlem extrahovany
tf1 paralelni vzorky, v nichZ byla nésledné zmétena koncentrace PAU vysokotucinnou ka-

palinovou chromatografii (HPLC) s fluorescen¢ni detekeci.

Vysokotlaka extrakce rozpoustédlem

Do extrakéni patrony o objemu 11 ml byl vloZen papirovy filtr a cca 2,5 g motského
pisku (PENTA). Na tuto vrstvu byly navdzeny pfesn¢ asi 3 g rozmixovaného vzorku
kompostu, nebo 5 g pudy (kap. 4.4.1, str. 39) a mrtvy objem patrony byl doplnén mot-
skym piskem, na ktery byl opét vloZen papirovy filtr. Vzorek byl od vrstev pisku oddélen
papirovymi filtry.

Extrakce vzorkl probihala v automatickém extraktoru ASE 200 (Dionex) smesi he-
xanu a acetonu (3 : 1, v/v) pii 150 °C a tlaku 10 MPa [92]. Po pocatecnim predehtati ex-
trakcni patrony (6 min) néasledovaly tfi extrakéni cykly (5 min), mezi nimiz byla patrona

naplnéna vZzdy novym extrakénim ¢inidlem.
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Stanoveni mnozstvi suché pudy ve vzorku

Vsechny pevné vzorky byly po extrakci oddéleny od moiského pisku a spaleny (600 °C,
6 h). Vznikly popel odpovidal obsahu anorganickych latek v daném vzorku [2].

Za stejnych podminek byly spaleny tii zvazené vzorky Cistého, ususeného a rozmixo-
vaného kompostovaciho substratu, oddélené od vlhkého substratu pii zalozeni kompostu
(kap. 4.4.1, str. 39). Z hmotnosti nespaleného substratu mi(sub) [g] a hmotnosti substratu
po spaleni moa(sub) [g] byl podle vzorce 4.7 vypocitan podil organické slozky

Worg(sub) [%] v samotném substratu.

Worg(sub) = ml(s“m"l)(;’:;(s“b) -100 (4.7)

Obsah pudy m(pida) [g] ve vzorku kompostu (slozeného ze substratu a pudy) byl ur-
¢en podle vztahu 4.8 z rozdilu pocateéni navazky vzorku m; [g] v extrakéni patroné
a hmotnosti vzorku po spaleni m [g]. Mnozstvi organickych latek pochazejicich z pidy

bylo zanedbano.
100
Worg(SUb)

m(ptda) = m; — (m; —m,) (4.8)
Stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiki kapalinovou
chromatografii s fluorescencni detekci

Ziskané¢ extrakty byly odpafeny do sucha a rozpustény v 10 ml acetonitrilu. Rozpousténi
bylo urychleno tfepanim na vortexu a ponotfenim do ultrazvukové lazn¢ (dvakrat 15 min).
Poté byl odebran aliquot o objemu 1,0 ml, se kterym se dale pracovalo.

Pevné necistoty byly odstranény centrifugaci (9503x g, 15 min; Mikro 120, Hettich
Zentrifugen). Supernatant byl odebran a vhodné nafedén pro stanoveni PAU na chroma-
tografu Alliance 2695 (Waters) vybaveném UV detektorem PDA 2996 (Waters) a flu-
orescencnim detektorem FLD 2475 (Waters).

Analyty byly separovany na koloné LiChroCart (250 mm x 5 mm; Merck) s néplni Li-
Chrospher® PAH (velikost ¢astic 5 pum, velikost porti 150 A), proces trval celkem 55 mi-
nut. Pro separaci byla pouzita gradientova eluce (priitok 1 ml-min~!, teplota kolony
25 °C) s mobilnimi fazemi A (100% acetonitril) a B (10% acetonitril v Mili-Q vodg).
Program zacal isokraticky 4 min (40 % A). Do 15. min nésledoval linedrni riist poméru
mobilnich fazi od 40 % do 100 % A. Tento pomér byl zachovan do 35. min, béhem na-
sledujicich 20 min doSlo k ustaleni vychozich podminek (40 % A).

Vybranych 16 PAU ve vzorcich bylo identifikovano porovnanim reten¢nich Cast
a UV spekter s piislusSnymi standardy z komeréné ptipravené smési PAU pro HPLC
(Accu Standard®). Kvantifikace byla provedena na zékladé odezvy fluorescenéniho de-
tektoru. Excita¢ni/emisni vlnové délky byly pro jednotlivé analyty nésledujici:
A =250/390 nm pro fenanthren (PHE), anthracen (ANT), indeno[1,2,3-cd]pyren (IPY);
A =280/340 nm pro naftalen (NAP), I-methylnaftalen (I-MET), 2-methylnaftalen
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(2-MET), acenaftylen (ACL), fluoren (FLO), fluoranthen (FLT), pyren (PYR),
benzo[a]anthracen (BaA), chrysen (CHR); A =305/430 nm pro benzo[b]fluoranthen
(BbF), benzo[k]fluoranthen (BkF), benzo[a]pyren (BaP), dibenzo[a,/]anthracen (DBA)
benzo[ghi]perylen (BghiP) [115]. Kalibra¢ni pfimky pro dané PAU byly sestrojeny
ze sedmi bodii s pouzitim uvedené smési standardd v rozsahu 0,05-5 pg - ml™!. K vyhod-

noceni dat byl pouzit software Empower Pro (Waters) a Microsoft Excel.
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace extrakce enzymi z kompostovaného
materialu

Na optimalizaci metod extrakce enzymil z kompostovaného materialu byly odebirany
vzorky z reaktort zaloZenych pouze pro tento cel. Podminky kompostovani byly shodné
s témi popsanymi v kap 4.4.1, str. 39. Krom¢ dne odbéru a odpovidajici teploty zde proto
dalsi charakterizace tdchto vzorkd neni uvedena. Cerstvy material odebrany z dvojice
kompostovacich reaktorti s kontaminovanou piidou, resp. samotnym zelenym substratem
byl spojen, promichan a oznacen jako PAU-smes ¢1 SUB-smés. PAU-smés a SUB-sm¢és
pak slouzily jako vychozi materidl pro optimalizaci extrakénich postupd.

Pro ptipravu enzymovych preparatd ze vzorkd kompostu bylo na zakladé odborné li-
teratury vybrano nékolik metod. Ve vétsiné piipadt bylo i tak nutné ptivodni metody pii-
zpusobit vychozimu materidlu, zejména co se tyce zpusobu homogenizace a odstranéni
pevného podilu vzorku od extraktu. Vysledkem byly extrakéni postupy I-IV uvedené
v kap. 4.4.2, str. 42.

Postup I zahrnoval inkubaci s extrakénim Cinidlem na orbitalni tfepacce a nasledné
oddéleni pevného podilu od extraktu centrifugaci. V takto pfipravenych extraktech
ze vzorklli PAU-smés i SUB-smés (den 54, laboratorni teplota) nebyla namétena zadna
enzymova aktivita ligninolytickych enzymii ani tyrosinasy bez ohledu na pouzité ex-
trak¢ni €inidlo (50 mM fosfatovy pufr, pH 7,0; 120 mM acetatovy pufr, pH 5,0; deioni-
zovana voda, pH 5,5). Postup byl zopakovan (PAU-smés a SUB-smés, den 64, labora-
torni teplota) se stejnym vysledkem.

V extraktech pfipravenych postupem II (PAU-smés a SUB-smés, den 42, 25 °C)
nebo III (PAU-smés a SUB-smés, den 112, laboratorni teplota) byla naméfena aktivita
lakasy, MnP a tyrosinasy (stanoveni v pfitomnosti askorbétu). Nasledné bylo provedeno
porovnani obou postupt (PAU-smés a SUB-smés, den 127, laboratorni teplota).

Jak je patrné z Obr. 5.1, str. 54, v obou typech extraktli byla zaznamenéna témét
shodna specifickd aktivita MnP 1 OX (méfend v ramci stanoveni aktivity MnP). V extrak-
tech pfipravenych postupem III ze vzorkli SUB-smés byla namétena signifikantné vyssi
specificka MIP 1 specificka aktivita tyrosinasy (neparovy dvouvybérovy t-test, a = 0,05).
Ve vzorcich extrahovanych postupem II byla naproti tomu oproti postupu III signifi-
kantné& vyssi pouze specificka aktivita lakasy. Rozdily ve specifickych aktivitach v riiz-
nych extraktech ze vzorki PAU-smés byly mensi nez u SUB-smés. Signifikantné se liSila

pouze specificka MIP, kterd byla vyssi v extraktu z postupu II1.
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Obr. 5.1 Specificka aktivita lakasy, mangan-dependentni peroxidasy (MnP) a tyrosinasy stano-
vend v extraktech ze vzorkti PAU-smés a SUB-smés (den 127, laboratorni teplota) pii porov-
nani postupii extrakce Il a III. V ramci stanoveni MnP byla stanovena také celkova mangan-in-
dependentni peroxidasova aktivita (MIP) a zbytkové oxidasova aktivita (OX). V grafu jsou vy-
neseny pruméry a smerodatné odchylky (n = 3). Data byla statisticky vyhodnocena pomoci ne-
parového dvouvybérového t-testu (o = 0,05).

Ackoliv aktivita C230 byla detekovéana v extraktech ptipravenych postupem III i IV
(PAU-smés a SUB-sm¢s, den 25, 33 °C), prumérné hodnoty specifické aktivity C230
v extraktech pfipravenych postupem IV byly v porovnani s extrakty z postupu III vétsi-
nou niz§i. U postupu IV byl navic vétsi rozptyl hodnot specifické aktivity C230 z jednot-
livych paralelnich stanoveni.

Aktivita C120 ani LiP nebyla detekovana v Zadném extraktu bez ohledu na pouzity

postup jeho pfipravy.

5.2 Zmény enzymovych aktivit béhem kompostovani

Specifickd enzymova aktivita vybranych ligninolytickych enzymu (lakasa, MnP, LiP),
C120, C230 atyrosinasy byla stanovovana ve vSech kompostovacich reaktorech
ve dnech 1, 7, 21 a 42. Uvedené dny odbérh byly vybrany tak, aby reprezentovaly jed-
notlivé teplotni faze béhem experimentu (mesofilni, termofilni, chladnuti, zrani). Pro
spektrofotometrickd stanoveni enzymové aktivity byly pouZity Cerstvé extrakty pfipra-
vené postupem III.

5.2.1 Ligninolytické enzymy
V pribéhu experimentu byla v riiznych fazich kompostovani detekovéana aktivita
lakasy a MnP (viz dale). Aktivita LiP vSak nebyla zaznamenana v z4dné fazi komposto-

vani.
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Lakasa

Aktivita lakasy byla detekovana pouze ve dnech 21 (38 °C) a 42 (25 °C) (Obr. 5.2). V re-
aktorech PAU1, PAU3, SUB2 a SUB3 mé¢la specificka aktivita vzristajici tendenci.
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Obr. 5.2 Specificka aktivita lakasy v extraktech ptipravenych postupem III ze vzorkt kompostu
odebiranych v pribéhu experimentu (den 1, 7, 21, 42). V grafu jsou vyneseny prumery a sméro-
datné odchylky (n = 3). Sedé je znazornén priibéh teplot.

Mangan-dependentni peroxidasa

Aktivita MnP byla detekovéna pti vSech odbérech. Ve vsech reaktorech byl mezi prvnim
(den 1,40 °C) a druhym (den 7, 63 °C) odbérem zaznamenan pokles aktivity MnP, 7. den
byla aktivita z celého experimentu nejnizsi (Obr. 5.3, str. 56). Nasledné 21. (38 °C) 1 42.
den (25 °C) vzdy oproti pfedchozimu odbéru vzrostla. Vyjimkou byl pouze reaktor
PAU3, vnémz sice aktivita MnP mezi 1. a7.dnem klesla, ale 21.den
(1,45+0,57mU - mg!) byla podle ziskanych vysledkii podobna jako 7.den
(1,37 + 0,15 mU - mg ). V reaktorech PAU1-3 byla hodnota specifické aktivity 42. den
srovnatelna s aktivitou na pocatku kompostovani (v rdmci daného reaktoru), zatimco

v reaktorech SUB1-3 byla specifickd aktivita 42. den nejvyssi.
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Obr. 5.3 Specificka aktivita mangan-dependentni peroxidasy (MnP) v extraktech ptipravenych
postupem III ze vzorkli kompostu odebiranych v pribéhu experimentu (den 1, 7, 21, 42).

V grafu jsou vyneseny priméry a smérodatné odchylky (n = 3). Sed¢ je znazornén pribéh tep-
lot.

Soucasti stanoveni aktivity MnP bylo také stanoveni MIP, tzn. zbytkové peroxidasové
aktivity méfené v nepfitomnosti manganatych iontd. Jak je vidét z grafu na Obr. 5.4,
ve vSech reaktorech byl pozorovan shodny trend ve zménéch specifické MIP mezi
1. (40 °C)a 7. (63 °C) dnem. Nejvyssi hodnota MIP byla zaznamenéna pti prvnim odbéru
(den 1). Pfi druhém odbéru (den 7), ktery reprezentuje termofilni fazi kompostovani, byl
zaznamenan vyrazny pokles této zbytkové aktivity. S vyjimkou reaktord PAU3 a SUB3
byl 21. den oproti 7. dni pozorovan mirny nartst specifické MIP, ktery pokracoval az do
dne 42.
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Obr. 5.4 Specificka mangan-independentni peroxidasova aktivita (MIP) detekovana pfi stano-
veni aktivity mangan-dependentni peroxidasy v nepfitomnosti Mn*". Aktivita byla méfena v ex-
traktech ptipravenych postupem III ze vzorkli kompostu odebiranych v pribéhu experimentu
(den 1,7, 21, 42). V grafu jsou vyneseny praméry a smérodatné odchylky (n = 3). Sedé je zna-
zornén prubch teplot.

V rdmci méteni aktivity MnP v extraktech kompostu byla stanovovana rovnéz OX,
tzn. enzymova aktivita méfena za stejnych podminek jako aktivita MIP, ale v neptitom-

nosti peroxidu vodiku. Tato aktivita byla detekovana pouze pii tfetim (den 21, 38 °C)
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a ¢tvrtém (den 42, 25 °C) odbéru (Obr. 5.5). Kromé reaktoru SUBI, kde ale byla speci-
ficka aktivita OX 21. den stanovena s vyssi smérodatnou odchylkou, byly vysledné hod-
noty v urcitém reaktoru 42. den srovnatelné nebo vyssi nez 21. den.

V ramci kazdého reaktoru byla vyhodnocena korelace (Pearsoniv korelacni koefi-
cient p) mezi hodnotami specifické lakasové aktivity a specifické OX v pribéhu experi-
mentu. Pro PAU1-3 vzdy platilo, Zze p > 0,97; p < 9,1 - 10® a pro SUB1-3 vzdy platilo,
7e p>0,99;p<43-101
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Obr. 5.5 Specificka oxidasova aktivita (OX) detekovana pfi stanoveni mangan-dependentni pe-
roxidasy v nepfitomnosti peroxidu vodiku. Aktivita byla méfena v extraktech pfipravenych po-
stupem III ze vzorkd kompostu odebiranych v pribéhu experimentu (den 1, 7, 21, 42). V grafu
jsou vyneseny priméry a smérodatné odchylky (n = 3). Sedé je zndzornén priibéh teplot.

5.2.2 Katechol-1,2-dioxygenasa a katechol-2,3-dioxygenasa

Aktivita C120 ve vzorcich kompostu nebyla v rdmci experimentu detekovana.
Oproti tomu aktivita C230 byla detekovana 21. den (38 °C) experimentu a nasledné
prevazné stoupala az do 42. dne (25 °C) (Obr. 5.6).
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Obr. 5.6 Specificka aktivita katechol-2,3-dioxygenasy (C230) v extraktech ptipravenych postu-
pem III ze vzorkl kompostu odebiranych v pribehu experimentu (den 1, 7, 21, 42). V grafu
jsou vyneseny praméry a smérodatné odchylky (n = 3). Sedé je zndzornén pribéh teplot.
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5.2.3 Tyrosinasa

Stanoveni aktivity tyrosinasy dopachromovou metodou

Dopachromovou metodou byla aktivita tyrosinasy detekovana pouze 42. den (25 °C)
kompostovani. Specificka aktivita v reaktorech PAU1, PAU2 a SUB1, SUB2 se pohybo-
vala pfiblizné v rozmezi 2,53-3,45 mU - mg~!. V PAU3 byla naméfena nejvyssi hodnota
tyrosinasové  aktivity  (8,77+1,70mU - mg™'), vSUB3 naopak  nejnizsi
(1,15+ 0,50 mU - mg!) (Obr. 5.7).
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Obr. 5.7 Specificka aktivita tyrosinasy métena dopachromovou metodou v extraktech piiprave-
nych postupem III ze vzorkii kompostu odebiranych v pritbéhu experimentu (den 1, 7, 21, 42).
V grafu jsou vyneseny priméry a smérodatné odchylky (n = 3). Sedé je znazornén pribéh tep-
lot.

Stanoveni aktivity tyrosinasy v pritomnosti askorbatu

Zmény aktivity tyrosinasy méfené v pritomnosti askorbatu jsou znazornény v grafu
na Obr. 5.8, str. 59. Pfi prvnim odbéru (den 1, 40 °C) nebyla aktivita detekovana v zad-
ném extraktu. Ve dnech 7 (63 °C) a 42 (25 °C) byla specificka aktivita tyrosinasy stano-
vena touto metodou fadové vyssi nez specifickd enzymova aktivita ostatnich enzym.
Nejnizsi aktivita tyrosinasy byla zaznamenani 21.den (PAUI-3: 19-35mU - mg';
SUBI1-3: 15-35mU - mg ).
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Obr. 5.8 Specificka aktivita tyrosinasy métend v pritomnosti askorbatu v extraktech pfiprave-
nych postupem III ze vzorkii kompostu odebiranych v pritbéhu experimentu (den 1, 7, 21, 42).
V grafu jsou vyneseny priméry a smérodatné odchylky (n = 3). Sedé je znazornén pribéh tep-
lot.

5.3 Koncentrace proteinu ve vzorcich kompostu

Koncentrace proteinli v extraktech ze vzorki kompostu byla stanovena Bradfordovou
metodou.

Ve vétsine pripadi byla koncentrace proteinti ve vzorcich z reaktorti pii prvnich dvou
odbérech (den 1, 7) vyssi nez pfi ndsledujicich dvou (den 21, 42) (Obr. 5.9). Nejnizsi

koncentrace proteinll v extraktech byla zaznamendna 42. den.
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Obr. 5.9 Koncentrace proteind v extraktech pfipravenych postupem III ze vzorkt kompostu
odebiranych v prubchu experimentu (den 1, 7, 21, 42). V grafu jsou vyneseny prumeéry a sméro-
datné odchylky (n = 3). Sedé je znazornén priibéh teplot.

5.4 Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin

Mikrobidlni biomasa ptitomna ve vzorcich kompostu byla charakterizovana pomoci ana-

lyzy PLFA, coZ jsou mastné kyseliny hydrolyticky uvolnéné z fosfoacylglycerolt (fosfo-
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lipidl) pfitomnych v membranach mikroorganismi. Seznam stanovovanych charakteris-
tickych PLFA je uveden v 4.4.5, str. 48. Mnozstvi PLFA bylo vztazeno na hmotnost
vzorku.

Ze ziskanych dat byla ur¢ena koncentrace PLFAG+, PLFAG-, PLFAaktinobakt, @ PLFA-
houby jako soucet koncentraci ptislusnych charakteristickych PLFA. Dale byl vypocitan
pomér koncentraci PLFAG+/PLFAG- a PLFAnouby/PLFApake. Limit kvantifikace byl
0,02 ug - g ! pro kazdy detekovany methylester mastné kyseliny.

Mnozstvi biomasy bakterii a hub bylo v ptudé oproti kompostovanému substratu
(SUBI-3) i kompostim se substratem prolozenym kontaminovanou pidou (PAU1-3)
zanedbatelné (Obr. 5.10-Obr. 5.14).

Koncentrace PLFAG-+ v zavislosti na fazi kompostovani se u jednotlivych reaktorti mé-
nily rdzné€. Celkové nizsi hodnoty byly zaznamenany v reaktorech PAU1-3 (Obr. 5.10).
V pitidé byla koncentrace PLFAG: 0,17 £ 0,02 ug - g .
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Obr. 5.10 Biomasa grampozitivnich bakterii ve vzorcich kompostu odebranych v pribéhu expe-
rimentu (den 1, 7, 21, 42) a v pid¢ urcena jako soucet koncentraci charakteristickych fosfolipi-
dovych mastnych kyselin (PLFAG+). V grafu jsou vyneseny priméry a smérodatné odchylky
koncentraci PLFA stanovenych plynovou chromatografii s hmotnostni detekei (n = 3).

Nejvyssi koncentrace PLFAG- byly zaznamenény ve vzorcich z prvniho odbéru
(den 1, 40 °C) (Obr. 5.11, str. 61). Nasledné hodnoty 7. den (63 °C) vyrazné poklesly
a21. den (38 °C) v nekterych reaktorech opét vzrostly (nértst byl patrny hlavné v SUBI
a SUB2, méné také v SUB3 a PAU2, PAU3). Koncentrace PLFAG- 42. den v rektorech
PAUI1-3 byla ptiblizn¢ stejna jako 7. den. V reaktorech SUB1-3 byla koncentrace PL-
FAg-42. den vyssi nez 7. den a mimo SUB2 také vyS$si nez 21. den.

Stejné jako PLFAG+ 1 hodnoty koncentrace PLFAG- byly celkové vyssi v reaktorech
SUB1-3 v porovnani s PAU1-3. V ptidé byla koncentrace PLFAG- 0,30 £ 0,13 pg - g

60



180 180

[~77]den 1 (40 °C) den 1 (40 ‘:C)
160 den 7 (63 °C) 160 4 []den7(83°C)
den 21 (38 °C) [ den 21 (38 :C)
140 [ lden42(25°C) 140 4 [ lden42(25°C)
— 120 4 — 120 P
‘o™ o 7/
2 100 4 2 100 4 ()
=N 3 i
o o %
<« 804 < 804 [
- U
T g0l T o 7
7
/,’/
40 4 40 7
/
20 + 20 / /

plda

Obr. 5.11 Biomasa gramnegativnich bakterii ve vzorcich kompostu odebranych v pribéhu expe-
rimentu (den 1, 7, 21, 42) a v pud¢€ urcena jako soucet koncentraci charakteristickych fosfolipi-
dovych mastnych kyselin (PLFAg-). V grafu jsou vyneseny pruméry a smérodatné odchylky
koncentraci PLFA stanovenych plynovou chromatografii s hmotnostni detekei (n = 3).
Vysledny pomér mnozstvi PLFAG+/PLFAG- byl nejvyssi pti druhém odbéru (den 7,
63 °C) anaopak nejnizsi pfi prvnim odbéru (den 1, 40 °C) (Obr. 5.12). V reaktorech
PAU2, PAU3 a SUBI1, SUB2 byly rozdily v relativnim zastoupeni obou skupin bakterii
21. (38 °C) a 42. den (25 °C) malé, zatimco v reaktorech PAU1 a SUB3 byla hodnota po-

méru vyssi 21. den.
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Obr. 5.12 Pomér sum koncentraci fosfolipidovych mastnych kyselin charakteristickych pro
grampozitivni a gramnegativni bakterie (PLFAG+/PLFAG-) ve vzorcich kompostu odebranych
v pribéhu experimentu (den 1, 7, 21, 42) a v pud¢. V grafu jsou vyneseny priméry a sméro-
datné odchylky (n = 3).

Koncentrace PLF Aakiinobaki b&hem celého experimentu postupné vzristala. Nejvyssi
byla koncentrace 42. den (25 °C), kdy bylo detekovano 17,75-18,69 ug - ¢! v PAU1-3
a53,83-60,00 pg - g ' v SUBI-3 (Obr. 5.13, str. 62). Vysledné koncentrace PLFA -
nobakt Ve vzorcich z reaktori PAU1-3 byly nizsi ve srovnani se SUB1-3, a to zejména
21. (38 °C) a 42. den. V reaktorech SUB1-3 byl totiz zaznamenan mnohem vyrazng&jsi
narast koncentrace PLF Aaktinobake 0d 7. (63 °C) k 21. dni kompostovani nez v reaktorech

PAU1-3. V pid¢ byla koncentrace PLF Aaktinobakt pod detekénim limitem.
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Obr. 5.13 Biomasa aktinobakterii ve vzorcich kompostu odebranych v pribéhu experimentu
(den 1, 7, 21, 42) a v pid¢ urcena jako soucet koncentraci charakteristickych fosfolipidovych
mastnych kyselin (PLF Aakinobaki). V grafu jsou vyneseny pruméry a smérodatné odchylky kon-
centraci PLFA stanovenych plynovou chromatografii s hmotnostni detekei (n = 3).

Naméiend koncentrace PLFAnouby ( Obr. 5.14) v reaktorech PAU1-3 se pohybovala
vrozmezi 6,11-13,37 ug - ¢! a v reaktorech SUB1-3 v rozmezi 8,62-16,96 ug - g'.

V piidé byla koncentrace PLF Ahouby 0,03 0,01 pug - g 1.
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Obr. 5.14 Biomasa hub ve vzorcich kompostu odebranych v prubéhu experimentu (den 1, 7, 21,
42) a v piid€ urcena jako koncentrace charakteristické fosfolipidové mastné kyseliny 18:216,9
(PLFAnowy). V grafu jsou vyneseny pruméry a smérodatné odchylky koncentraci PLFA stano-
venych plynovou chromatografii s hmotnostni detekci (n = 3).

Pomér koncentraci PLF Anouby/PLFAvake v reaktorech PAU1-3 dosahoval nejvyssich
hodnot (0,1 a vice) pii ¢tvrtém odbéru (den 42, 25 °C) (Obr. 5.15, str. 63), pfi ostatnich
odbérech se pohyboval kolem hodnoty 0,06. V reaktoru SUB1 byly hodnoty po celou
dobu experimentu téméi konstantni (kolem 0,05), zatimco v reaktorech SUB2 a SUB3
dosahoval pomér koncentraci PLFAnouby/PLFApak maximalni hodnoty (kolem 0,06)
7. den (63 °C), a minimalni hodnoty (zhruba 0,03) 21. den (38 °C).
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Obr. 5.15 Pomér sum koncentraci fosfolipidovych mastnych kyselin charakteristickych pro
houby a bakterie (PLF Anouy/PLF Avakieric) Ve vzorcich kompostu odebranych v priubéhu experi-

mentu (den 1, 7, 21, 42) a v pudé&. V grafu jsou vyneseny priméry a smérodatné odchylky
(n=23).

5.5 Koncentrace polycyklickych aromatickych uhlovodik

Z ususenych vzorki kompostu z reaktorit PAU1-3 (dny 1, 7, 21, 42) a kontaminované
pudy byly metodou vysokotlaké extrakce rozpoustédlem extrahovany PAU. Ve vznik-
lych extraktech bylo metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci stanoveno mnozstvi 17 vy-
branych zastupcit PAU (kap. 4.4.6, str. 50), které byly na zéklad¢ po¢tu aromatickych ja-
der rozdé€leny do tii skupin: PAU s nizkou (NAP, 1-MET, 2-MET, ACL, FLO, PHE,
ANT; 2-3 aromatickeé kruhy), sttedni (FLT, PYR, CHR, BaA; 4 aromatické kruhy) a vy-
sokou (BbF, BkF, BaP, IPY, BghiP; 5-6 aromatickych kruhti) M;. V extraktech nebyl
detekovan DBA. Aby bylo mozné mezi sebou vysledky porovnat, mnozstvi PAU bylo
vztaZeno na obsah suché ptdy v ptisluSném vzorku, resp. na hmotnost vzorku po spaleni
v ptipad¢ analyzy ptdy.

Bylo zjisténo, ze v pribéhu kompostovani se celkova koncentrace stanovovanych
PAU (tzn. soucet koncentraci vSech analytl) ve vSech reaktorech postupné sniZovala
(Obr. 5.16 A—C, str. 64). Nejvétsi pokles byl zaznamenan v prvnich 21 dnech experi-
mentu.

V reaktoru PAU1 byla koncentrace PAU na pocatku (den 1) 847 + 64 ug-g ' a 42. den
112+ 5 pug-g’!, coz odpovidalo 13 % pocatecni koncentrace. V reaktoru PAU2 se cel-
kovy obsah snizil ze 797 + 56 ug-g! (den 1) na 120 + 6 pg-g! (den 42), rezidualni kon-
centrace tedy byla 15 %. V reaktoru PAU3 byla naméfena pocatecni koncentrace
1150 £ 152 pg-g ™', ktera kleslana 129 = 8 pg-g™! (11 %). Pro kontrolu byl stanoven rov-
néz ubytek PAU v samotné kontaminované ptidé€, kterd byla ponechana po celou dobu
experimentu v kompostéru spolecné s reaktory. Pfed zacatkem kompostovani byla namé-
fena koncentrace PAU 1065 £ 86 pug-g! a po 42 dnech v kompostéru 834 +39 ng-g!,

coZ odpovidalo rezidualni koncentraci 78 %.
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V grafech na Obr. 5.16 A—C, je podrobnéji uvedeno zastoupeni PAU s nizkou, stfedni
a vysokou M; v jednotlivych fazich experimentu. V kompostované pid¢ byla nejvyssi
Ve vsech reaktorech byla 42. den pozorovana nejmensi relativni rezidudlni koncentrace
PAU s nizkou M; (1-2 % pocate¢niho mnozstvi) naproti tomu nejvyssi u PAU s vysokou
M;: (26-36 % pocateEniho mnozstvi).
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Obr. 5.16 Koncentrace PAU s nizkou M; (¢ast A; NAP, 1-MET, 2-MET, ACL, FLO, PHE,
ANT), sttedni M, (¢ast B; FLT, PYR, CHR, BaA), resp. vysokou M, (¢ast C; BbF, BkF, BaP,
IPY, BghiP) ve vzorcich kompostu odebranych z reaktort PAU1, PAU2, PAU3 v pribéhu ex-
perimentu (den 1, 7, 21, 42) a ve vzorku pudy (den 1 a 42). V grafu jsou vyneseny prumeéry

a smérodatné odchylky koncentraci PAU méfenych metodou HPLC s fluorescenéni detekci

(3 paralely).
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6 Diskuse

6.1 Optimalizace extrakce enzymi z kompostovaného
materialu

Cilem této ¢asti prace bylo optimalizovat metodu extrakce vybranych enzymi z kompo-
stové matrice. Nutnost zmén extrakéniho postupu oproti metodam popsanym v literatuie
vyplyvala z povahy vybranych enzymii, ale také z heterogenity extrahovaného materialu
a odli$né matrice.

Kromé kouskil slamy obsahoval material i jemné Castice, které by v piipad¢, ze by se
je nepodafilo odstranit, pravdépodobné ovliviiovaly spektrofotometrické stanoveni. Je-
jich odstranéni nékterymi postupy vSak bylo €asové natolik ndro¢né (nebo by vyzadovalo
zatazeni G¢innéjsiho filtru a podtlaku), Ze by mohlo vést k denaturaci enzymu.

Vétsina praci popisujicich stanoveni enzymové aktivity v kompostu nebo strukturné
podobném materidlu (vyplozeny houbovy substrat, piida aj.) se navic tyka extracelulér-
nich enzymt (pfedevsim hydrolytickych a ligninolytickych) [102], [94], [116]. NaSim ci-
lem vSak bylo stanovit nejen enzymovou aktivitu extracelularnich ligninolytickych en-
zymu, ale také C120 a C230, které patii mezi intracelularni enzymy, a tyrosinasy, jez
muze byt n€kterymi mikroorganismy sice sekretovdna i extraceluldrné, ve vétSiné pii-
padu se ale jedna o intracelularni enzym [74], [73].

Jako extrak¢ni ¢inidlo byl zvolen fosfatovy pufr (50 mM, pH 7). Uvedeny pufr ma pH
blizké hodnoté, pii niZ se stanovuje enzymova aktivita C120, C230 1 tyrosinasy a zaro-
veil je ¢asto pouzivan pii extrakci hydrolytickych a ligninolytickych enzymt z rliznych
typtt pudy [117].

Postup I byl sestaven podle Zeng a kol. [101], ktefi extrahovali extracelularni enzymy
z kompostovanych rostlinnych odpadii. Jednalo se o nejjednodussi vyzkouSenou metodu
(kap. 4.4.2, str. 42), kterd zahrnovala pouze inkubaci s extrakénim ¢inidlem na orbitalni
ttepacce a nasledné oddéleni pevného podilu od roztoku. Na rozdil od postupti II-1V ne-
obsahovala Zadné desintegracni kroky.

U tohoto postupu byla vyzkousena rtizna extrakéni Cinidla (50 mM fosfatovy pufr,
pH 7,0; 120 mM acetatovy puft, pH 5,0; deionizovana voda, pH 5,5). Podminky extrakce
byly upraveny na zdkladé vysledki Singh a kol. [102], kteti se zabyvali optimalizaci ex-
trakce lakasy a dalSich extracelularnich enzymti z vyplozeného houbového substratu.
Vzhledem k tomu, ze v extraktech pfipravenych postupem I se ani v jednom ptipad¢ ne-
podafilo detekovat zvolené enzymové aktivity, nebyl tento postup dale pouzivan. Neu-
¢innost tohoto zptsobu extrakce (oproti literatufe) mohla byt ¢astecné zplisobena také
odliSnym typem matrice vzorku, kterd miiZze mit vliv na vytéZnost extrakce, ale takeé

na celkové mnoZstvi enzymt produkovanych mikroorganismy.
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Postup II byl zalozen na metodach popsanych v ¢lancich Singh a kol. [102] (extrakce
lakasy z vyplozeného houbového substratu) a Stursové a Baldriana [118] (extrakce MnP
a lakasy z pudy). Na rozdil od postupu I zahrnoval postup II homogenizaci vychoziho
materialu homogenizatorem Ultra-Turrax®, pii niz by mohlo alespon ¢astecné dochazet
k desintegraci bunék. Jedna z nevyhod postupu II spocivala v casové naro¢nosti homo-
genizace (cca 25 min/6 vzorkl) a filtrace (cca 1-1,5 h/6 vzorkl) oproti postupu III
(viz dale). V extraktech pfipravenych postupem II byla naméfena enzymova aktivita
lakasy, MnP a tyrosinasy (stanovenim v pfitomnosti askorbatu).

Postup III byl sestaven dle Gaudinové a kol. [103], ktefi popsali extrakei intracelular-
nich enzym z rostlinnych pletiv. Do postupu III byla zafazena homogenizace materialu
sklenénymi kulickami v prostfedi kapalného dusiku, pfi¢emz by opét mélo dochazet ale-
spon k ¢astecné desintegraci bunék. Ve srovnani s postupem II byl tento zptisob homo-
genizace rychlejsi (cca 15 min/6 vzorkil) a pevny podil bylo mozné odstranit pouze cen-
trifugaci, aniz by bylo tieba suspenzi filtrovat. V extraktech pfipravenych postupem III
byla naméfena enzymova aktivita lakasy, MnP, tyrosinasy (stanoveni s askorbéatem)
a C230.

Postup IV zahrnoval krom¢ homogenizace vychoziho materialu v tekutém dusiku také
sonikaci podle Silva a kol. [104], nebot’ jsme ptfedpokladali, ze pii dikladng;si desinte-
graci bunck by spiSe bylo moZné detekovat, resp. stanovit vyssi aktivitu C120, C230
a tyrosinasy. Tento ptfedpoklad se vSak nepotvrdil, nebot” aktivita C120 nebyla deteko-
vana ani v preparatech ptipravenych timto zptisobem a vysledky stanoveni specifické ak-
tivity C230 a tyrosinasy nepfinesly oproti vysledkiim stanoveni v extraktech III vyrazné
zlepseni. Postup IV proto nebyl dale pouzivan.

Pro experimenty v druhé €asti prace, zamétené na sledovani zmén vybranych enzy-
movych aktivit béhem kompostovani, byl vybran postup III. Jednalo se o nejvhodné;si
postup, nebot’ v extraktech pfipravenych timto zplisobem bylo moZzné stanovit vSechny
enzymové aktivity, které se v prib¢hu optimalizace podatilo detekovat. Do postupu III
také na rozdil od postupu II nebylo nutné zaradit filtraci, ktera cely proces pfipravy ex-
traktu prodluZovala (rychlé ucpani filtru) a zvySovala tim riziko denaturace extrahova-
nych enzymi. Z vysledkii stanoveni specifickych aktivit v extraktech pfipravenych
ze stejnych vzorkd PAU-smés a SUB-smés (den 127, laboratorni teplota; Obr. 5.1,
str. 54) je patrné, ze téméf ve vSech ptipadech byly ve srovnani s extrakty II naméteny
v extraktech III bud’ shodné, nebo signifikantné vyssi hodnoty specifické enzymové ak-

tivity.

6.2 Zmény enzymové aktivity béhem kompostovani

Béhem 42 dnii experimentu, kdy byly kompostovaci reaktory umistény v kompostéru se

zavedenym vzduchovanim a fizenym teplotnim rezimem, byly odebirany vzorky kompo-
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stu za ucelem sledovani zmén vybranych enzymovych aktivit v zavislosti na probihaji-
cich fazich procesu kompostovani. Kazda ze ¢ty fazi byla reprezentovana jednim odbeé-
rem: uvodni mesofilni faze odbérem 1. den (40 °C), termofilni faze odbérem 7. den
(63 °C), faze chladnuti, tj. druhd mesofilni faze odbérem 21 den (38 °C) a pocatek zrani
odbérem 42. den (25 °C). Z odebranych vzorkl byly postupem III pfipraveny extrakty,
v nichz byly nasledn¢ stanovovany specifické aktivity nékterych enzymii zapojenych do
transformace PAU a jejich metabolitd (hlavné katecholu) [10]. Konkrétné se jednalo
o aktivity ligninolytickych enzymu (lakasa, MnP, LiP), C120, C230 a tyrosinasy. Je
tteba zdlraznit, Ze substratova specifita uvedenych enzym, predevsim ligninolytickych,
je pomérné Sirokd a maze se piekryvat se substratovou specifitou jinych enzymi, jez ka-
talyzuji reakce stejného nebo podobného typu. Z toho plynouci riziko interference aktivit
nelze pii vSech stanovenich zcela zanedbat [73], [119].

Aby bylo mozné zhodnotit piipadny vliv pfitomnosti PAU na dané enzymové aktivity,
byl ve tfech reaktorech kompostovan tzv. zeleny substrat prolozeny vrstvami kontamino-

vané pidy (reaktory PAU1-3) a ve tfech samotny substrat (reaktory SUB1-3).

6.2.1 Ligninolytické enzymy

V kompostovych extraktech se podatilo detekovat enzymovou aktivitu lakasy a MnP, ak-
tivita LiP detekovana nebyla. Aktivita MnP byla zaznamenana pfi vSech ¢tyfech odbérech
coz se u ostatnich stanovovanych enzymu nepodatilo. Lakasa byla detekovana az pfi tie-
tim odbéru (den 21, 38 °C).

Vysledné specifické aktivity ligninolytickych enzyml v kompostovych extraktech
byly oproti nékterym experimentim uvadénym v literatue (napt. [101], [120]) nizké.
Nadia a kol. [121] nebo Goyal a kol. [122] vSak pti kompostovani substratu obsahujiciho
dribezi kejdu, kterd je obsazena 1 v zeleném substratu, zaznamenali podobné nizké hod-
noty specifické aktivity ligninolytickych enzymd.

U MnP i MIP byly pozorovany nizké hodnoty specifické aktivity (Obr. 5.3 a Obr. 5.4,
str. 56) v termofilni fazi kompostovani (den 7, 63 °C), coz bylo ve shod¢ s Nadia
a kol. [121] nebo Yang a kol. [120], kteti popsali podobny pokles v aktivit¢ MnP béhem
kompostovani stonkt tabaku. Ve vSech reaktorech byla pii kazdém odbéru vyssi MIP neZ
aktivita MnP. Ve zménach aktivity MnP v pritbéhu kompostovani vSak byla pozorovana
vetsi shoda mezi reaktory jednoho typu (s kontaminovanou pidou, resp. bez ni). Ani
v jednom ptipad¢ nelze z vysledki vyvodit, ze by byla enzymova aktivita vyrazngji ovliv-
néna piitomnosti ptidy kontaminované PAU.

Z dostupnych dat nelze urcit, které enzymy jsou zodpovédné za MIP. Ziejmé se vSak
nejednd o LiP. NejspiSe ani o VP, nebot’ VP je také schopna katalyzovat oxidaci VA,
kterad s kompostovymi extrakty nebyla zaznamendna [67]. Stanoveni zaloZené na oxida-

tivnim ,,couplingu”“ DMAB a MBTH vsak neni specifické pouze pro tyto ligninolytické
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peroxidasy, ale muize byt pouzito téz napi. pro stanoveni aktivity kienové pero-
xidasy [106]. Vzhledem k detekované aktivite¢ MIP v termofilni fazi (den 7) se zfejmé
jednalo o relativné termostabilni enzymy. Bliz$i charakterizace téchto peroxidas by vSak
vyzadovala dal$i vyzkum.

Neni zcela jasné, pro¢ nebyla detekovana aktivita LiP, podobné pozorovani vsak uci-
nili také Kosnar a kol. [94] pii kompostovani popilku s obsahem PAU vzniklého spalo-
vanim biomasy. Je mozné, Ze v houbové biomase dominovaly houby patiici do skupiny,
ktera se vyznacuje produkci MnP a lakasy, ptipadné houby produkujici VP. To by se vSak
pravdépodobné projevilo ve stanoveni peroxidasové aktivity s VA.

Jak jiz bylo uvedeno, aktivita lakasy (Obr. 5.2, str. 55) byla detekovéana az ve fazi
chladnuti kompostu (den 21, 38 °C), coz je ve shod€ s pozorovanim Bohacz [123] pfi
kompostovani lignocelulosového odpadu v reaktorech o malém objemu. Rovnéz v pfi-
padé¢ lakasy neni patrny vliv pfitomnosti PAU na enzymovou aktivitu. Piestoze nejvyssi
naméfend hodnota specifické lakasové aktivity byla v reaktoru PAU3 (den 42, 25 °C),
vzhledem k vys$$i smérodatné odchylce a vysledkiim z reaktort PAU1 a PAU?2 se spiSe
jednalo o chybu zptisobenou béhem extrakce. Zdrojem nepiesnosti mize byt také ne-
spravné provedeny odbér, tzn. takovy, ktery by nezahrnoval vSechny vrstvy materialu
v reaktoru (na rozdil od reaktorii se substratem (SUB1-3) nebyl material v reaktorech
PAU1-3 homogenné promisen, ale substrat byl prokladan vrstvami kontaminované
pudy).

Zmeny v lakasové aktivité pozitivné korelovaly se zménami OX (Obr. 5.5, str. 57)
méfené v ramci stanoveni MnP v nepfitomnosti peroxidu vodiku a manganatych ionti.
Hodnoty specifické aktivity lakasy vSak byly vy$si neZ hodnoty specifické OX. Korelace
pravdépodobné souvisi s tim, Ze lakasy jakoZto fenoloxidasy mohou katalyzovat oxida-
tivni vznik vazby mezi DMAB a MBTH [124]. Stanoveni lakasové aktivity vyuzivajici
jako substrat ABTS je vSak citlivéjsi (zejména v neprecisténych extraktech), proto byla
vyssi specifickd aktivita detekovana prave pii stanoveni oxidace ABTS [119]. Stanoveni
lakasové aktivity s ABTS ma navic oproti pouziti jinych substratt (2,6-dimethoxyfenol,
L-DOPA) také tu vyhodu, Ze pfi ném nebyla pozorovéana interference s aktivitou tyrosi-
nasy [119].

Je tieba dodat, Ze mnozstvi 1 vyvoj enzymové aktivity lakasy a MnP métfené v ramci
riznych experimentli s kompostovanim se v literatufe znacné lisi v zavislosti na pouzi-
tém kompostovaném materialu [101], teplotnim prabéhu, délce kompostovani [94] a dal-
Sich podminkéch ¢i aditivech (napf. inokulace houbovou kulturou [6]), ale také na volbé
dnii odbért a zpracovani vzorku [123]. Nékteti autoti ([120], [125]) navic uvadéji enzy-
movou aktivitu vztazenou na hmotnost suchého vzorku, nikoliv na obsah proteinli

ve vzorku, takze vysledné hodnoty enzymové aktivity nejsou dobfe porovnatelné.
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6.2.2 Katechol-1,2-dioxygenasa a katechol-2,3-dioxygenasa
Z CSD byla v extraktech ze vzorkdh kompostu detekovana pouze aktivita C230
ve dnech 21 (38 °C) a 42 (25 °C).

Specificka aktivita C230 42. den (Obr. 5.6, str. 57) byla ve vsech reaktorech vyssi,
nebo srovnatelnd (s ohledem na smérodatné odchylky méfeni) s aktivitou 21. den. Di-
vod, pro¢ nebyla aktivita C230 detekovéana v pocatecnich fazich kompostovani, zatim
neni zcela jasny. Mohlo by jit o nedostatek termofilnich organismu, které jsou schopny
syntetizovat tento enzym, i kdyz termofilni mikroorganismy majici gen pro C230 byly
identifikovany [126]. Ptesto vSak vliv teploty nelze vyloucit.

Dalsi moznosti je nepiitomnost, resp. piili§ nizka koncentrace substratu C230, tedy
katecholu. Ve dnech 21 a 42 by v kompostu ve srovnani s prvnimi odbéry (dny 1 a 7)
mohlo byt ptitomno vice katechold (vzniklych napt. béhem degradace PAU), jejichz kon-
centrace by tak mohly ptevysit koncentracni prah (kap. 2.2.1, str. 16). Pro posouzeni plat-
nosti této hypotézy by bylo nezbytné provést diikkladné;si analyzu degradacnich produktt
PAU, ptipadné¢ degradacni experimenty v jednodussim systému, nez je kompostovy re-
aktor.

Na rozdil od ligninolytickych enzyml by C230 mohla byt v pfitomnosti PAU ¢i jejich
metaboliti indukovana. Vzhledem ke srovnani s reaktory SUB1-3 vSak v rdmci experi-
mentu k indukei pravdépodobné nedochazelo, nebot’ vysledky stanoveni aktivity v reak-
torech PAU1-3 jsou srovnatelné se SUB1-3. V priibé¢hu experimentu nebyl pozorovan
Zadny vliv pfitomnosti PAU na aktivitu C230.

Duvodi, pro¢ nebyla v extraktech ze vzorki kompostu detekovana aktivita C120,
prestoze aktivita C230 detekovana byla, miize byt fada. V tomto ohledu se nelze opfit
ani o literaturu, nebot’ data z podobnych experimentt, v nichZ by byla v kompostu stano-
vovana aktivita C120 nebo C230 nebyla dosud publikovana. Nepfitomnost enzymu
C120 by mohla byt dana prostou absenci pfislusnych gentl, i kdyZ Pandey a kol. [127]
popsali z kompostu izolovanou bakterii Serratia marcesencs (kmen L-11), kterd byla
schopna produkovat enzym C120 a degradovat PAU. I kdyby vS8ak pfitomné mikroorga-
nismy mély geny pro C120, nemusi byt v dostate¢né mife exprimovany. Kromé toho
muze samoziejmé pri¢ina spocivat také ve zplsobu extrakce Ci stanoveni enzymové ak-
tivity C120.

Dokonce byly popsany i bakterie, které maji geny soucasné pro obé CSD [40].
Vaillancourt a kol. [38] ovSem uvadi, ze dioxygenasy katalyzujici extradiolové §tépeni
(tzn. C230) jsou z pohledu variability substratu vSestrannéjsi nezZ obdobné dioxygenasy
katalyzujici intradiolové Sté€peni (tzn. C120), coZ by mohlo mit vliv na regulaci obou
drah. V1iv mohou mit také vn&js$i podminky, napt. koncentrace PAU. Hupert-Kocurek
a kol. [23] zaznamenali v extraktu z kultury Planococcus (kmen S5) indukované riznymi
koncentracemi fenolu aktivitu C120 1 C230 pii koncentracich fenolu v rastovém médiu

1-2 mM, zatimco pii koncentraci 3—4 mM fenolu detekovali pouze aktivitu C230.
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V uvedené studii byla pro méfeni aktivity obou enzymi pouZita stejnd metoda stanoveni
jako v této diplomové praci. Wang a kol [42] uvadéji do souvislosti vysokou koncentraci
smési benzen — toluen — ethylbenzen — xyleny ve zkoumané odpadni vodé s dominanci

gend pro C230 (resp. prevazujicim ristem bakterii produkujicich C230).

6.2.3 Tyrosinasa

Ke stanoveni aktivity tyrosinasy bylo vyuzito dvou rozdilnych metod. Dopachromova
metoda je zalozend na stanoveni dopachromu, ktery vznika preménou dopachinonu, tedy
produktu oxidace L-DOPA katalyzované tyrosinasou. V rdmci stanoveni se predpoklada,
ze konverze dopachinonu na dopachrom je prakticky uplnd, coz nemusi byt vzdy spl-
néno [128]. Dopachrom navic neni stabilni a mize podléhat dalsim reakcim [129]. Proto
bylo toto bézné stanoveni aktivity tyrosinasy, casto pouzivané napt.pro pudni
vzorky [129], porovnano s jinym spektrofotometrickym stanovenim [110], [111]. To vy-
chézi ze skutecnosti, Ze se produkt tyrosinasové reakce, dopachinon, v pfitomnosti re-
dukéniho €inidla, askorbatu, preménuje zpét na L-DOPA a askorbat je zaroven oxidovan
na dehydroaskorbat, coz Ize spektrofotometricky kvantifikovat.

Ani jednou ze zvolenych metod nebyla detekovana aktivita tyrosinasy 1. den (40 °C)
experimentu, ale dalsi vysledky obou stanoveni se zna¢né liily. Prvni rozdil spocival
v tom, Ze dopachromovou metodou byla aktivita detekovatelna pouze 42. den (25 °C)
(Obr. 5.7, str. 58), zatimco pomoci stanoveni v pfitomnosti askorbatu byla zaznamenana
aktivita i ve dnech 7 (63 °C) a 21 (38 °C) (Obr. 5.8, str. 59). Navic byly hodnoty speci-
fické aktivity tyrosinasy stanovené pomoci oxidace askorbatu fadove vyssi.

Oxidaci L-DOPA muze katalyzovat také lakasa (fenoloxidasy obecnég) [129]; tato in-
terference by se vSak promitla do stanoveni aktivity tyrosinasy obéma metodami. Inter-
ference s lakasou tedy pravdépodobné neni pficinou rozdilnych vysledkli obou metod. Je
vSak mozné, Ze kompostové extrakty obsahuji latky nebo enzymy, které mohou oxidovat
askorbat. To by s dopachromovou metodou interferovat nemélo, ale pfi nepfimém stano-
venim zalozeném pravé na oxidaci askorbatu by se interference projevila. Tim by také
bylo mozZné vysvétlit fadoveé vyssi hodnoty specifické aktivity tyrosinasy stanovované
timto zptisobem. Mimo to se hodnoty molarniho absorp¢niho koeficientu askorbatu uva-
déné v literatufe v nékterych piipadech vyrazné lisi [112]. Reseni by mohlo spodivat
ve vyuziti zcela jiného principu stanoveni aktivity tyrosinasy. Jako ptiklad je mozné uvést
stanoveni podle Winder a Harris [128] zalozené na ,,zachyceni* dopachinonu (jakozto
pfimého produktu oxidace L-DOPA katalyzované tyrosinasou) reakci s MBTH za vzniku
stabilniho riZzového pigmentu.

Ani v pfipad¢ aktivity tyrosinasy nebyl pozorovan vliv ptfitomnosti PAU. Dopachro-
movou metodou byla sice nejvyssi specifickd aktivita namétena v reaktoru PAU3, avSak

s velkou smérodatnou odchylkou. Vysledné aktivity v reaktorech PAU1 a PAU2 se od
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hodnot z reaktori SUB1-3 vyrazné neodliSovaly. Vysledky stanoveni v pfitomnosti
askorbatu téz nevykazovaly vyrazné odlisSnosti mezi PAU1-3 a SUB1-3.

6.3 Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin

Metodou analyzy PLFA byla kvantifikovana biomasa ve vzorcich ze vSech reaktort
v prub¢hu experimentu (den 1, 7, 21, 42) i v pud€. V environmentélnich studiich jde o Si-
roce pouzivanou technikou pii zkoumani mikrobidlni biomasy a zmén v jejim slozeni,
pfipadné muize analyza PLFA slouzit jako ukazatel stresu a metabolické aktivity [130].
Je tieba zdtlraznit, Ze koncentrace PLFA nelze pfimo porovnavat napfi¢ riznymi skupi-
nami mikroorganismii, nebot’ pro rizné mikroorganismy je dostupné rizné mnozstvi cha-
rakteristickych PLFA, coz je obecné jednou ze slabin této metody [131].

Vétsinou byla niz$i mikrobidlni biomasa zaznamenana v reaktorech PAU1-3. To je
pravdépodobné ptevazné zplisobeno tim, Ze vysledné hodnoty jsou vztaZzené na celkovou
hmotnost vzorku bez ohledu na to, zda piidu obsahoval, nebo ne. Vzorky odebrané z re-
aktor SUB1-3 obsahovaly pouze zeleny substrat, ale vzorky z reaktord PAU1-3 obsa-
hovaly substrat smichany s ptidou (v poméru cca 1 : 1 v suchém stavu). Podle vysledkt
stanoveni byl ale hlavnim ,,nositelem mikrobialni biomasy** substrat, nikoliv pida. Kon-
centrace PLFA v ptid€ byly oproti substratu zcela zanedbatelné, coZ mohlo byt zpiisobeno
vysokou koncentraci PAU.

Zatimco zmény koncentrace PLFAG+ (Obr. 5.10, str. 60) v jednotlivych reaktorech
v zé&vislosti na teplotnich fazich kompostovani nevykazovaly shodné trendy. V ptipadé
koncentraci PLFAGg— (Obr. 5.11, str. 61) byly nejvyss$i hodnoty ve vSech reaktorech
shodn¢ zaznamenany pii prvnim odbéru (den 1, 40 °C), kdy byly také pozorovany nej-
mensi hodnoty poméru koncentraci PLFAG+/PLFAG- (Obr. 5.12, str. 61). Naopak nej-
mensi koncentrace PLFAG- byla naméfena v termofilni f4zi (den 7, 63 °C), coz se proje-
vilo v prudkém nariistu poméru koncentraci PLFAG+ ku PLFAG-. Pozorované zmény
v relativnim zastoupeni obou skupin bakterii je mozné do zna¢né miry vysvétlit tim, ze
mezi termofilnimi bakteriemi v kompostu obvykle dominuji grampozitivni bakterie
(zejména aktinobakterie a bakterie rodu Bacillus) [93].

Vyrazny nartist biomasy aktinobakterii (Obr. 5.13, str. 62) byl pozorovany predevs§im
v reaktorech SUB1-3 21. den (38 °C), coz se shodovalo s pozorovanim né€kterych autord,
ze aktinobakterie patii mezi vyznamné skupiny mikroorganismu v této teplotni fazi kom-
postovani [93], [132]. Zaznamenany nartist by teoreticky mohl souviset s detekovanym
rustem aktivity C230. Mezi bakterie schopné produkovat C230 vSak patii i fada gram-
negativnich bakterii, jichZ vSak bylo nejvice na pocatku kompostovani. Tento zdanlivy
rozpor by mohl souviset s vySe uvedenou hypotézou o piilis malé koncentraci katecholli
(kap. 6.2.2, str. 69), kterd by mohla vysvétlit fakt, ze aktivita C230 pii prvnich dvou od-
bérech (den 1 a 7) nebyla detekovana.
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V kompostovacich reaktorech nebyl v prubéhu experimentu pozorovan zadny trend
ve vyvoji mnozstvi PLFApouby (Obr. 5.14, str. 62) v zavislosti na zménach teploty, avSak
po celou dobu byly houby stabilni souc¢asti biomasy. Na rozdil od koncentraci ostatnich
charakteristickych PLFA (nejvice PLFAG+ a PLF Aaktinobakt) nebyl vyznamny rozdil mezi
vyslednymi hodnotami koncentrace PLFAnouy v PAU1-3 a SUB1-3.

Vyrazn¢ vy$$i hodnota PLFAnouby/PLFApake (Obr. 5.15, str. 63) byla zaznamenana
ve vSech reaktorech PAU1-3 42. den experimentu, coz je ve shod¢ s pozorovanim Co-
vino a kol. [3] pfi kompostovani dieva kontaminovaného kreosotem se stejnym kompos-
tovacim substratem. V reaktorech SUB1-3 tento nartist pomeéru koncentraci
PLF Anouby/PLF Apake pozorovan nebyl. Hodnoty byly navic v reaktorech SUB1-3 nizsi
nez v reaktorech PAU1-3, coZ je dano hlavné tim, Ze mnoZstvi biomasy hub bylo ve
vSech reaktorech srovnatelné, kdezto koncentrace bakteridlnich PLFA byla v SUB1-3
vys§i nez v PAUI-3.

6.4 Koncentrace polycyklickych aromatickych uhlovodikai

Béhem experimentu byl zaznamendn postupny ubytek koncentrace PAU v reaktorech
PAUI1-3 (Obr. 5.16, str. 64). Rezidualni koncentrace 42. den v kompostu dosahovala
pouze 11-15 % pocatecni koncentrace (tzn. koncentrace 1. den v daném reaktoru) oproti
78 % v pid€ umisténé volné v kompostéru. Z uvedeného je ziejmé, ze proces komposto-
vani kontaminované ptidy se zelenym substratem byl vyrazn¢ u¢innéj$i metodou pro od-
stranniovani PAU nez pouhé piisobeni zvySené teploty na pidu v kompostéru.

Vyrazny pokles koncentrace PAU byl zaznamenan mezi 7. a 21. dnem experimentu,
kdy byl pozorovan také narlst biomasy aktinobakterii, mezi néz patii néktefi vyznamni
degradatofi PAU [19]. Jak uvadé&ji rlizni autofi [89], pro degradaci PAU v kompostu je
vSak pravdépodobné dilezité celé mikrobialni spolecenstvi. To také doklada fakt, Ze ac-
koliv mezi 1. a 7. dnem vyrazné poklesla biomasa gramnegativnich bakterii, mezi néz
rovnéz patii fada organismii schopnych rozkladat tyto polutanty [19], koncentrace PAU
byla 7. den oproti pocatku experimentu vyrazné¢ nizsi.

Mezi 7. a 21. dnem navic byla detekovéana aktivita C230, coz rovnéz mize souviset
s vyraznym poklesem koncentrace PAU mezi témito odbery.

K jesté vétsimu ubytku PAU by mohlo dojit béhem maturace [3], [5], [94], nicméné
pro potvrzeni bude tieba z reaktori PAU1-3 jest¢ odebrat dalsi vzorky ke stanoveni PAU
po cca 100 dnech maturace, coz do této prace nebylo mozné zahrnout.

Ve shodé se studiemi Covino a kol. [3], Cajthaml a kol. [2], v nichz byl pouZit stejny
kompostovaci substrat, byla zaznamendna nejnizs§i relativni rezidualni koncentraci
u PAU s nizkou M; (1-2 % v PAU reaktorech, 77 % v pud¢). To byva obvykle vysvétlo-

vano tim, ze hydrofobicita, chemicka stabilita a odolnost vii¢i mikrobialni degradaci se

72



zvySuji s rostouci velikosti molekuly PAU [10]. Tomu odpovidal i pozorovany nizsi re-
lativni ubytek PAU s vysokou M; (rezidudlni koncentrace 26-36 % v PAU reaktorech,
70 % v pude).
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7 Zaver

Polycyklické aromatické uhlovodiky piedstavuji dilezitou skupinu obtizné rozlozitel-
nych organopolutantii. Jednou z perspektivnich bioremediacnich technologii pouzitel-
nych pro pevné materialy (napt. pidy) kontaminované PAU je kompostovani. Béhem
kompostovani jsou PAU transformovany a degradovdny enzymy produkovanymi $iro-
kym konsorciem mikroorganismii. Popsani zmén v aktivité téchto enzymu v zavislosti
na teplotnim pribéhu kompostovani miaze pomoci hlubsimu pochopeni celého procesu,
pfipadné také napomoci posouzeni GspeSnosti degradace PAU.

V ramci této diplomové prace byla optimalizovana metoda pro extrakci vybranych en-
zymil z kompostovaného materialu. Tento postup byl poté pouzit v ramci zkoumani zmén
v aktivité ligninolytickych enzymi (lakasa, MnP, LiP), dvou CSD (C120, C230) a tyro-
sinasy. Pro posouzeni pfipadného vlivu pfitomnosti PAU na zminéné enzymové aktivity
byly srovnavany reaktory, v nichz probihalo kompostovani tzv. zelené¢ho substratu pro-
loZeného kontaminovanou ptdou, s reaktory, v nichz byl kompostovan pouze substrat.

Bylo ovéteno, ze béhem kompostovani dochazelo ve vSech reaktorech k ubytku PAU
ato z 85-89 %. Kompost byl dale charakterizovan analyzou PLFA.

V tivodni mesofilni fazi byla detekovana pouze aktivita MnP, v termofilni fazi byla
zaznamenana jak aktivita MnP, tak aktivita tyrosinasy stanovenim v pfitomnosti askor-
batu. Ve fazi chladnuti a na pocatku maturace byly zaznamenany aktivity lakasy, MnP,
C230 a tyrosinasy. Aktivita LiP ani C120 nebyla béhem kompostovani detekovana.

Vysledky zaznamenané v ramci jednoho typu reaktorti (PAU1-3, resp. SUB1-3) si
v pozorovanych zménéach enzymovych aktivit navzajem odpovidaly, je vSak tfeba zdl-
raznit, Ze se zejména v piipad¢ reaktorti PAU1-3 jednalo o znacné nehomogenni matrici.
Pravé heterogenita materialu byla jednim z tskali, které bylo tieba vyftesit pf1 optimali-
zaci extrakéniho postupu.

V ramci prace byly také srovnany dvé metody stanoveni tyrosinasy v kompostovych
extraktech. Pti porovnani dopachromové metody stanoveni aktivity tyrosinasy se stano-
venim v pritomnosti askorbatu se ukdzalo, Ze vysledky ziskané t€émito metodami se pod-
statn€ 1i§i. Dopachromova metoda pravdépodobné pro méfeni v extraktech kompostu
neni dostatecné citliva. Naproti tomu stanoveni aktivity tyrosinasy v pfitomnosti askor-
batu neni ziejm¢ dostatené specifické vzhledem ke komplexnosti kompostovych ex-
traktli. Pro dalsi studium tyrosinasové aktivity v kompostu by tudiz bylo vhodné vybrat
a pfipadné optimalizovat stanoveni zaloZené na jiném principu.

Nebyl zaznamendn Zadny vliv PAU na enzymovou aktivitu. Pro dal$i posouzeni vlivu
téchto organopolutantli na zkoumané enzymové aktivity by pravdépodobné bylo ne-
zbytné pokusit se urcit vliv pfitomnosti PAU na expresi pfislusnych genti prosttednictvim
izolace mRNA. Vzhledem k heterogenité kompostovaného materidlu by vsak pravdépo-

dobné bylo tfeba provést dalsi optimalizaci metod.
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