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Abstract

Biogeochemical cycle of chlorine, particularly formation of organically bound chlorine
(Clorg), is still known only in outlines. In continental ecosystems chloride acts as stress
factor, and also as source of chlorine; it originates from precipitation, which comes from
marine cloud masses. Clyq are formed naturally by biotical and abiotical way. The
biological factors are microorganisms, soil enzymes, plants and even animals.
Halogenation processes undergo in marine environment as well, the main difference is the
presence of bromine besides chlorine, therefore the reaction and formation of brominated
compounds. One group of Cl, represents volatile chlorinated hydrocarbons (VOCI).
Several VOCI can react with atmospheric ozone, consequently causing its depletion. The
best known sources of VOCI are soil, the microorganisms living in it, and their
exoenzymes released into it.

The heme peroxidases in the group EC 1.11.1.X can perform halogenation of organic
compounds. Hydrogen peroxide or organic peroxides are the substrates of this reaction in
which hypochlorous acid is generated. The halogen in reactive form then carries chlorine
onto the organic compound.

To study enzymatic mediation of chlorination processes, we chose commercially
available enzymes (chloroperoxidase from Caldariomyces fumago and horseradish
peroxidase). To concentrate the formed analytes, we used solid-phase microextraction
(SPME) method or cryofocusing method, followed by GC-ECD or GC-MS analysis.

The formation of VOCI was confirmed in experiments, where enzyme, citric acid
buffer, halogen ions (KBr, NaCl) and substrates (acetic acid, aceton) were present.
Contrary to the literature, both enzymes formed chlorinated and brominated volatile
compounds. The main volatile organic halogenated compounds were chloroform,
bromoform, trichloroethylene, tetrachloroethylene, halogenated methane derivatives and
aliphatic compounds. The formation was dependent on the length of the enzyme reaction.
(In Czech)

Key word: halogen, heme peroxidases, volitale halogenated hydrocarbons, GC-ECD,
SPME



Abstrakt

Biogeochemicky cyklus chloru, zv1asté utvafeni organicky vazaného chloru (Clyy) je
znam pouze okrajove. V pevninském ekosystému chloridy hraji roli jako stresovy faktor a
také jako zdroj chloru; jeho piivod je ze srazek, které pochazeji z oblacnosti tvofené nad
motem. Clorgjsou piirodné tvofeny biotickou a abiotickou cestou. Biologickymi faktory
jsou mikroorganismy, pudni enzymy a dokonce i zivoc¢ichové.

Halogenacni procesy také probihaji v motskych oblastech, kde hlavnim rozdilem je
pfitomnost bromu vedle chloru, tudiz zde dochazi k utvéfeni bromovanych sloucenin.
Jednu skupinu Clorg pfedstavuji t€kavé chlorované uhlovodiky (VOCI). Nékteré VOCI
mohou reagovat s atmosférickym ozonem s nasledkem rozkladu ozonové vrstvy.
Nejznaméjsim zdrojem VOCI je piida, zde Zijici mikroorganismy a jejich exoenzymy,
které do ni vylucuji.

Hemové peroxidasy EC 1.11.1.X mohou zprostiedkovavat halogenaci organickych
sloucenin. Peroxid vodiku nebo organické peroxidy jsou substraty pro tyto reakce, kterymi
je produkovéna oxokyselina chloru. Poté halogen v reaktivni formé piendsi chlor do
organické slouceniny. Pro studium enzymatického zprostfedkovani chlora¢nich procest
jsme vybrali komer¢né dostupné enzymy (chloroperoxidasa z Caldariomyces fumago a
kienova peroxidasa). Ke prekoncetraci tvoficich se analytii jsem pouzila metodu
mikroextrakce tuhou fazi nebo kryofokusa¢ni metodu. Analyzy byla provedené na GC-
ECD.

Experimentalné byla potvrzena tvorba VOCI, za pfitomnosti enzymu, citratového
pufru, halogenového iontu (KBr, NaCl) a substratu (kyselina octova, aceton). Oproti
literatufe, oba enzymy tvoftily chlorované a bromované té¢kavé slouceniny. Hlavnim
t€kavou organickou sloué¢eninou byly chloroform, bromoform, trichloethylen,
tetrachlorethylen, halogenované derivaty methanu a alifatické slouc¢eniny. Produkce téchto

latek byla zavisla na dobé enzymatické reakce.

Kli¢ova slova: halogen, hemové peroxidasy, t¢kavé halogenované uhlovodiky, GC-ECD,
SPME
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Seznam pouzitych zkratek
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Horseradish peroxidase — kienova peroxidasa

Horseradish peroxidase isoenzyme C — kienovy peroxidasovy izoenzym C
,Head-space* mikroextrakce tuhou fazi

Nedetekovano

Polydimethylsiloxan

Polytetrafluorethylen

Mikroextrakce tuhou fazi

Vanad — dependentni bromoperoxidasa
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Teoreticky uvod

1. Obecné znaky chloru
Chlor patii do skupiny halogeni, kterou v roce 1811 pojmenoval Humphrey Davy

podle toho, Ze chlor byl jedine¢ny ve schopnosti piimo reagovat s kovy za vzniku soli.
Jako vSechny pfirodni prvky i chlor pochédzi z vesmiru, kde se utvaii a transformuje
procesem nukleosyntézy ve hvézdach. Analyzou bylo zjisténo, ze obsah chloru v zemském
jadie je odhadem mezi 2 a 6x 1088 1. Nov¢jsimi odhady byl chlor zafazen jako
devatendctym nejhojnéji se vyskytujicim prvkem na zemi. Takze zatimco chlor je
stopovym prvkem, kromé v hydrosféfe a v solnych loziscich, celkové mnozstvi chloru

s r .. r 1
ptitomné v zemi je stale obrovské.
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Obrazek 1. Hlavni zemské rezervoary chloru a pfirodni procesy, které zprosttedkovavaji
pienos chloru mezi rezervoary'

Zemi muzeme rozdélit do nekolika geologickych kompartmentt, které jsou tvofeny
jadrem, plastém a kirou. V pribéhu geologického doby, vSechny slozky migruji uvnitt a
mezi geologickymi kompartmenty a zaroven jsou transportovany a transformovany, coz
vede ke vzniku globalnich cykla a s nimi spojenych endogennich a exogennich sub-cykli.
Endogenni sub-cykly zahrnuji transport net¢kavych prvkl prostiednictvim magmatu,
sedimentarnich a metamorfovanych hornin. Exogenni sub-cykly zahrnuji t¢kavé a ve vodé

rozpustné prvky v hydrosféfe, atmosfére biosfére.



1.1. Rezervoary chloru

Zemsky chlor se vyskytuje v nékolika hlavnich rezervoarech (Obrazek 1): horniny
(plast a kura), ptida (pedosféra), sladké vody (podzemni voda, jezera a feky), slané vody
(mofte, oceany), ledovce (kryosféra), nizsi vrstva atmosféry (troposféra) a stiedni vrstva

atmosféry (stratosféra). 2

1.2. Kolobéh chloru

V tabulce 1 je uvedeno mnozstvi chloru, které je uloZzeno v osmi hlavnich
rezervoarech. Hodnoty toku chloru mezi jednotlivymi rezervoary jsou uvedeny v tabulce 2.
Rozdilnost, v mnozstvi chloru v jednotlivych rezervoarech je znac¢né. Plast’ zadrzuje
zdaleka nejvice chloru, avsak je témet celkove neptistupny, jediny prenos chloru je
v podobé¢ vulkanickych erupci. Také v kiife a pedosféie probihd kolobéh chloru jenom
Vv relativné malém mnoZstvi a to diky zvétravani. Kdezto chlor pfitomny v hydrosféte je
naopak velmi pfistupny, je to tedy rezervoar, ve kterém vSechny vyznamné pienosy chloru

za&inaji. 2

Tabulka 1. Mnozstvi chloru uloZeného v jednotlivych rezervoarech >

MnozZstvi
Rezervoar Vyskyt
chloru [g]
Plast 22 x10**  |Minerélni
kiira 60x10°"  |Minerélni
Oceany 26x10% Tontovy

Pedosféra 24x10™  |Mineralni
Sladka voda|  320x10™ Tontovy

Kryosféra 0,5%10° Iontovy

Troposféra 4,3x10% Plynny

Troposféra 1,0x10™ Aerosol

Stratosféra 0,4x10" Plynny

1.3. Myty o chloru

Az donedavna se vétilo, ze vSechny chlorované latky jsou xenobiotika a ze chlor se

netcastni biologickych procest. Ale ditkazy ziskané nékolikaletym vyzkumem odhalily, ze



chlor hraje aktivni roli ve slozitém biogeochemickém cyklu. Naptiklad Siroka fada
organismi je schopna preménovat chlorid na ,,organicky chlor®, tudiz existuji tisice
chlorovanych sloudenin, které jsou produkovéany piirodou. ® Vzhledem k jeho nezbytnosti
k Zivotu (napf. chlor je nezbytny kofaktor pii fotosyntéze), je prekvapujici, ze distribuce a
toky sloucenin chloru nejsou 1épe prozkoumany. A také je zarézejici, ze hojnost chloru,

biologické a biochemické diilezitost nevedla k SirSimu poznani.

Tabulka 2. Tok chloru mezi jednotlivymi rezervoary >

Transport mezi rezervoary Tok CI [10° tun/rok]
Z plésté do troposféry 2
Z pedosfery do troposfery
Mineralni aerosoly 15
Hofteni biomasy 3
Bioprodukce 0,5
Ze zemské kiiry do sladkych vod 175
Z pedosféry do sladkych vod
Srazky 34
Solné usazeniny 11
Ze sladkych vod do oceanu 220
Z oceanu do troposféry
Z motské soli 6000
HCI z moftské soli 25
Intruze magmatu 4
Bioprodukce 2
Z troposfery na zemsky povrch
Oceany 5990
Pedosféra 34
Kryosféra 6
Z troposfery do stratosfery 0,03
Ze stratosfery do troposfery 0,03
Z oceanu do zemské kuiry 17

2. Organohalogeny

2.1. Biogenni organohalogeny

Pted tficeti lety bylo teprve znamo okolo 200 ptirodnich organohalogenti (150
chlorovanych a 50 bromovanych latek). Postupem ¢asu a usilovnym vyzkumem je jich
dnes znamo jiz pies 3800. K tak velkému nartistu poctu té€chto latek ptispélo predevsim
prozkoumavani oceantl, které produkuji veliky pocet organohalogenti z motskych rostlin,
zivocichil a bakterii. Také k objeveni novych organohalogenti ptispél rozvoj metod odbéru

vzorkl a testli pro identifikace biologicky aktivnich slou¢enin. Ackoliv nejvice biogennich
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organohalogent jsou moiského plivodu, mnoho dalsich bylo nalezeno v suchozemskych
rostlinach, houbéch, lidejnicich, bakteriich, hmyzu, u n&kterych vyssich Zivo&icha a lidi. *
K roku 2004 je rozdéleni organohalogeni dano ptiblizné: 2300 chlorovanych, 2050

bromovanych, 110 jodovanych a 30 fluorovanych organohalogent. >

2.2.Zdroje biogennich organohalogenii
Moiské organismy

Vzhledem k hojnému zastoupeni chloridti a bromidii v oceanech, neni prekvapenim, Ze
nejvice pfirodnich organohalogenti jsou motského ptivodu. Ackoliv je chlorid zastoupen
vice v ocednu nez bromid, moiské organismy vyuzivaji spise bromid nez chlorid. Nicméné
velké mnoZstvi moiskych organismil obsahuje jak brom, tak i chlor. *
Moiské rostliny a iasy

Rozsah a neuvétitelna rozmanitost organohalogeni z moiskych rostlin, jak motskych
fas, tak 1 fytoplanktonu je ohromujici. Celkové tvoii asi 20-25% vSech znamych ptirodnich
organohalogenti. Motské fasy produkuji celou fadu jednoduchy i slozitych
organohalogent, které pravdépodobné¢ slouzi jako chemicka ochrana organismt proti
patogenim. Nékteré jednoduché halogenalkany vyskytujici se v motskych fasach jsou
uvedeny na obrazku 2. Napiiklad velice oblibena jedla fasa Asparagopsis taxiformis
obsahuje vice nez 100 organohalogent, které doneddvna byly neznamymi slouceninami. 6.7

Hlavnim organohalogenem v této motské fase je vSak bromoform.

CH sCl CH:Br GHCls GCly
CH ,Br CH, I, CHEr, CBr,
CHl CHIy
GH3CHBr CH; CIBr CHBr; Gl
CH,CH,| CH, Cll CHBfICI
BrCH,CH CH_ Bl CHBHl

CHBt |
CH3CH,CH,Br CHBICl;
CH=CH,CH;|
CH<CHCHCH | (GHs) GHI
CH3CH, CHCH ;CH,Br CH3CHzCH(CHg)l

CH3CH.CH.CH ;CH, |

S ) z z

Obrazek 2. Nékteré druhy halogenalkant produkovanych motskymi fasami °
Suchozemské rostliny
Ve srovnani s motskymi rostlinami, suchozemské prakticky nevylucuji Zadné
halogenované slouceniny, ale i pfesto existuji vyjimky. Rustovy hormon 4-chloroindol-3-
octova kyselina (obrazek 3) a jeji methylester jsou syntetizovany v rostlinach, jako je

hréach, docka, vikev nebo fazole. 8
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Cl
OH

Trz__

Obrazek 3. Ristovy hormon 4-chloroindol-3-octova kyselina

Organohalogeny jako methylbromid a methylchlorid jsou produkovany nékolika
rostlinnymi zdroji. Methylchlorid je produkovan bramborovymi hlizami a methylbromid,
pouzivany jako fumigant nebo nematicid, je téz produkovan ptirozené brokolici, zelim,
fedkvickami, tufinem nebo semeny fepky olejky. ®
Houby a lisejniky

Houby a lisejniky produkuji Sirokou Skalu organohalogentl, od jednoduchého
methylchloridu a chloroformu az po mimofadné slozité slouceniny. Diive objevené
organohalogeny griseofulvin, chloramfenikol, aureomycin, caldariomycin, sporidesmin
nebo ochratoxin A jsou slouceniny, které obsahuji chlor a jsou to metabolity hub
(obrazek 4). Studiem tii druhti hub (Caldariomyces fumago, Mycena metata a Peniophora
preudopini) se ukazalo, ze produkuji de novo az 70 pg chloroformu/l kultury/den a celkové
za 40 dni vyprodukuji 5000-8000ng na kulturu. °
OHO Cl

0 NH Cl

o ‘OH

Chloramfeniko

Griseofulvin

OH

9%

OH

Caldariomycin
Aureomycin

Obrazek 4. Priklady chlorovanych mataboliti hub
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Bakterie
Bakterie jsou velmi vyznamné organismy, které syntetizuji chemické slouceniny a

velice ¢asto jejich metabolity maji az neuvétiteln€ slozitou strukturu. Vice nez 50 druhii
Streptomyces poskytuje organohalogenové metabolity. Bakterie Amycolatopsis orientalis
produkuje glykopeptidové antbiotikum vankomycin (obrazek 5), které bylo pouzivano vice
nez 50 let k 168b& infekei, které jsou resistentni na 1é¢bu penicilinem. *° Dva pFitomné

atomy chloru ve vankomycinu jsou esencialni pro optimalni biologickou aktivitu.

(@]
|
N
NH NH,
HyC O H
NH N
’ Lo
H,C / N (@]
(@]
H
HO
o o)
Cl o
HO ©
HO““‘ ", §
HO 9
(@]
H3Cu,,.
H,N CHj
HO

Obrazek 5. Vankomycin. Antibiotikum, které se pouZziva pii 1écbé infekci nelécitelnych
penicilinem.

Hmyz

Je velmi dobfe znamo, Ze hmyz vyuziva chemické latky pro komunikaci (feromony) a
ochranu (allomony), ale jenom nékteré z téchto latek maji ve své strukture zabudovany
halogen. Jednou z vyjimek tvofi 2,6-dichlorfenol, pohlavni feromon, ktery vylu¢uje mnoho
druhu klistat. Dalsi zajimavou véci je produkce chloroformu termity. Bylo zjisténo, ze
koncentrace chloroformu je az 1000x vyssi v termitisti nez v jeho okoli. 1 Proto se védci
domnivaji, Ze tento zdroj chloroformu zaujimé az 15% celkové emise chloroformu na

zemi.
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Vyskyt organohalogenti u vyssich zivocicht je vzacné, nicméné nékolik takovych
sloucenin bylo objeveno. Ned4avno bylo objeveno nékolik halogenovanych sloucenin, které
jsou produktem cinnosti lidskych bilych krvinek. Tyto krvinky obsahuji myeloperoxidasu,
Ktera pti napadeni organismu patogenem nebo pfi riznych onemocnéni vyvola halogenaci.
Lidska myeloperoxidasa je schopna pieménit chlorfenoly na chlorované dioxiny a

dibenzofurany, tudiz biosyntéza dioxini v lidském t&le je mozna. ™2

2.3. Abiogenni zdroje organohalogenti

Ptirodni zdroje spalovani, jako je hotfeni biomasy, vulkany a dalsi geotermalni procesy
produkuji Sirokou Skalu organohalogenti. Posledni studium vulkanti Kuju, Satsuma
Iwojima, Mt. Etna a Vulcano odhalilo mimotadné mnozstvi organohalogent, zahrnujici

100 chlorovanych, 25 bromovanych, 5 flourovanych a 4 jodované organické slouceniny.

3. Enzymy schopné produkce tékavych halogenovanych uhlovodiki

3.1. Hemové peroxidasy

Peroxidasy (EC 1.11.1.X) jsou enzymy, které redukuji peroxid vodiku (nebo jiné
peroxidy) za soucasné oxidace dalsi slouc¢eniny. Funkci spolecnou pro vSechny peroxidasy

je schopnost detoxikovat H,0, 2

Klasifikace
Peroxidasy se na zaklad¢ své podobnosti ve struktute a podle spolecného evolucniho

ptivodu rozdé€luji do dvou hlavnich tfid: rostlinné peroxidasy a Zivocisné peroxidasy. Na
zakladeé sekvenéni homologie Welinder navrhl tfi tfidy rostlinnych peroxidas: Tiida I -
Peroxidasy prokaryotického ptivodu, Ttida IT — Sekre¢ni peroxidasy hub a Ttida III —
Klasické sekre¢ni rostlinné peroxidasy. 14

Peroxidasy Ttidy I se vyskytuji v organelach prokaryotického plivodu, jako jsou
plastidy a mitochondrie. Spole¢nym znakem je absence disulfidického mistku,
uhlovodiku, vapenatych iontl a sekre¢nich signalnich peptida. Do této tiidy se fadi
cytochrom c peroxidasa kvasinek, rostlinna askorbatperoxidasa a bakterialni katalasa-
peroxidasa.

Peroxidasy Ttidy II na rozdil od prvni tfidy peroxidas maji signalni peptidovou
sekvenci zodpovédnou za sekreci z endoplazmatického retikula. Obsahuji asi 5%
sacharidii, dva vapenaté ionty a Ctyfi zachované disulfidické mtistky. Mezi zastupce této

tfidy patfi lignin peroxidasa a manganova peroxidasa.
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Peroxidasy Ttidy III obsahuji také peptidovou signalni sekvenci na N-konci, dva
vapenaté ionty a Ctyfi disulfidické mustky ve ctyfech riiznych mistech liSicich se od Ttidy
II. Obsah sacharidl se vyskytuje v rozmezi 0-25%. Nejvice prozkoumanym piikladem této
tfidy je kienovy peroxidasovy izoenzym C, dalsim ptikladem je peroxidasa ze sojovych
bobtli nebo je¢na peroxidasa z je¢mene.

Chloroperoxidasa z Caldariomyces fumago a cytochrom c peroxidasa z Pseudomonas
aeruginosa se lisi od ostatnich peroxidas a svymi znaky se nehodi do zadné ze ti

rostlinnych peroxidas. 1

Struktura
Béznym znakem vSech hemovych peroxidas jsou jejich aktivni mista obsahujici velmi

podobnou prostetickou skupinu hem. Pro témét vSechny znamé rostlinné peroxidasy je
prostetickou skupinou ferriprotoporfyrin IX zobrazeny na obrazku 6, kdezto prosteticka
skupina u sav¢ich peroxidas je odlisna. Ferriprotoporfyrin IX je slozeny ze ¢ty
pyrrolovych kruhi spojenych methanovymi miustky a uprostfed s atomem Zeleza
v oxidacnim stupni III. Dva vodikové atomy spojené s dusiky pyrrolu jsou nahrazeny
zelezem. Z tetrapyrrolového jadra vystupuje osm vedlejSich fetézct: Ctyfi methylové
skupiny, dvé vinylové skupiny a dvé propionatové skupiny.

CH,

CHj3

Obrazek 6. Struktura ferriprotoporfyrinu 1X.

V peroxidasach je hem pfipojeny k apoproteinu vazbou, kterd je tvofena vedlejSim
fetézcem aminokyselinového zbytku a vaze se na patou koordina¢ni pozici Fe®*. Tato
vazba je kovalentni a miZe byt rozruSena v kyselém roztoku. Propionatovy vedlejsi fetézec

tvoti vodikové vazby s okolnimi zbytky. Vazby hemu na protein dopliuji jesté slabé
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hydrofobni sily, které spojuji hydrofobni aminokyseliny. Hem, ktery neni obvykle snadno
oddé¢litelny od apoproteinu, je nazyvan prostetickou skupinou. Pii enzymatické reakci

zOstava piipojeny k proteinu. **

3.1.1. Kfenova peroxidasa

Kdyz v roce 1810 Louis Antoine Planche pozoroval, Ze kotfeny kienu selského
namocené v tinktuie guajakové pryskytice mély tendenci vyvolat zménu barvy, nebyl si
védom, ze latka zodpovédna za onu zménu barvy — kienova peroxidaza — se stane jednou z
nejvice studovanych peroxidas viibec. 15

Kfen selsky, Armoracia rusticana, je totiz bohatym zdrojem peroxidasy, enzymu, ktery
obsahuje ve své struktuie hem, a ktery vyuziva peroxid vodiku k oxidaci nejriznéjsich
organickych 1 anorganickych sloucenin. Koteny kienu obsahuji velky pocet odliSnych

peroxidasovych izoenzymi, z nichZ izoenzym C (HRP C) je v kienu zastoupen nejvice. 16

Struktura ki‘enové peroxidasy
Kfenovy peroxidasovy izoenzym C obsahuje jednoduchy polypeptid sloZzeny ze zbytkl

308 aminokyselin. N- terminalni zbytek je blokovany pyroglutamatem a C-konec je
heterogenni. Nachazeji se zde 4 disulfidické mustky mezi cysteinovymi zbytky. HRP C
obsahuje v aktivnim centru dva odli§né typy kovii, trojmocny Zelezny kation Fe** a dva
vapnikové atomy (obrazek 6). Oba tyto kovy jsou nepostradatelné jak pro strukturu
enzymu, tak i pro funkéni integritu. *°

Hemova skupina je vazana k enzymu pies His170 (proximalni histidylovy zbytek)
koordinaéni vazbou mezi atomem N* vedlej§iho fetézce histidinu a atomem Zeleza. Druhé
koordinacni misto (distalni) je navdzano k atomu Zeleza nad rovinou hemu a v klidovém
stavu enzymu je neobsazeno, ale je dostupné pro peroxid vodiku béhem enzymové reakce.
Vaznd mista, ktera obsahuji atom vapniku, se nachazi v proximéalni a distalni doméné
enzymu, Kk némuz jsou vazany siti vodikovych vazeb.

Struktura enzymu je pievazné a-helikalni, pfesto se zde nachazi mala oblast -
skladanych listi. Cely enzym tvofi dvé domény, proximalni a distalni, mezi nimiz je

umisténa hemova skupina (obrazek 7A). *°
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His170

Obrazek 7. A. Trojrozmérny model krystalové struktury kienového peroxidasového
izoenzymu C. Hemova skupina (Cerveng) je umisténa mezi distalni a proximalni doménou,
z nichZ kazda obsahuje jeden atom vapniku (modie). B. Klicové aminokyselinové zbytky
% obIaStilsvaZby hemu HRP C. Hemova skupina a hemové Zzelezo jsou znazornény
cervené

Reakcni cyklus

Peroxidasy katalyzuji oxidaci nejriznéjSich elektron donorovych substrati, jako jsou
fenoly, aromatické aminy, thioanisoly a jodidy za vyuziti peroxidu vodiku. VétSina reakci
katalyzovanych HRP C lze vyjadfit rovnici (1), ve které AH, a AH piedstavuji redukujici
se substrat a jeho radikalovy produkt.

H,0, +2AH, — 32H,0+2AH o (1)

Cela reakce zahrnuje trojkrokovy cyklicky proces, ve kterém je enzym nejprve

oxidovan peroxidem vodiku a potom redukovan zpatky do nativni formy ve dvou po sob¢

naslednych krocich zahrnujicich utvafeni dvou enzymovych intermediatti — Sloucenina I a

IT (obrazek 8).
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Obrazek 8. Reakéni cyklus HRP zobrazujici enzymové intermediaty, Slouenina I a II. *°

Prvnim krokem je rozstépeni molekuly H,O;, doprovazené produkci ekvivalentniho
mnozstvi vody a zabudovani jednoho z kyslikovych atomt H,O; , ¢imz vznikne
Sloucenina I, kde zelezo je v oxidacnim stupni IV. Nyni je Slou€enina I schopna oxidovat
Sirokou Skalu redukujicich se substratovych molekul mechanismem zahrnujici pfenos
jednoho elektronu. Tento proces vede ke vzniku druhého enzymového intermediatu
Sloucening 11, ktera je poté redukovana druhou molekulou substratu zpét do nativni formy
enzymu. °
Fyiziologicka role peroxidas v rostlindch

Rostlinné peroxidasy jsou stavebni enzymy, které se pfevazné vyskytuji v bunécné
sténé, vakuolach, v transportnich organeléach, ale také se vyskytuji na povrchu drsného
endoplazmatického retikula. Hraji dtlezitou roli v rostlinnych fyziologickych odpovédich
jako napf. katabolismus auxini, modifikace bunécné stény, lignifikace, obrana proti
patogentim nebo pfi hojeni ran. *°
Aplikace

Obecné rostlinné peroxidasy maji zna¢ny potencial pro vyuziti v mnoha oblastech.

Pouzivaji se pfi organické syntéze a biotransformaci, protoze jsou schopné katalyzovat
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velky pocet selektivnich reakci. Dale se vyuzivaji jako biosenzory, které 1ze definovat jako
analytické nastroje, které kombinuji biologickou ¢ast s vhodnym pfenaseCem, ktery
preménuje biologicky signal na elektricky. Biologickou ¢asti se rozumi napf. tkané, bunky,
organely nebo molekuly. V neposledni fad¢ se peroxidasy pouzivaji v riznych imunitnich
testech, kterymi se detekuji a kvantifikuji antigeny a protilatky. HRP je pfedevsim
pouzivana v ELISE nebo Western-Blottingu. *

3.1.2. Chloroperoxidasa

Studium biosyntézy caldariomycinu, metabolitu, produkovaného plisni Caldariomyces
fumago vedlo k objevu chloroperoxidasy v roce 1959, kdy zacal intenzivni vyzkum.
Laboratorni testy ukazaly, ze tento enzym je schopny pfreménovat -ketoadipovou kyselinu
na d-chlorolevulinovou kyselinu, ¢imz byly prokazany halogenaéni vlastnosti
chloroperoxidasy. *" Dali vyzkumy se zabyvaly purifikaci a charakterizovanim tohoto
enzymu. '8
Struktura enzymu

Chloroperoxidasa (chlorid: peroxid vodiku oxidoreduktasa, EC 1.11.1.10) je
monomerni hemovy protein s molekulovou hmotnosti pfiblizné 42 000 kDa. CPO (obrazek
9) je glykoprotein produkovany do rustového média plisni Caldariomyces fumago béhem
kone¢né faze jejiho ristu. Koncentrace tohoto enzymu v médiu dosahuje az 100 mg/I

kultury, tudiz je tento organismus jeho vybornym zdrojem. 19

Val 67

~ - .AQ\ A
Glu183 M’ Asn 7

Obrazek 9. Struktura aktivniho mista hemu chloroperoxidasy z C. fumago s navazanym
substratem 1,3-cyklopentadienonem
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Celkovy obsah sacharidovych jednotek v chloroperoxidase je v rozmezi 25-30%
celkové hmotnosti enzymu. Zarazejici je aminokyselinové uspotadani, protoze vykazuje
pfevahu kyselych aminokyselin nad zésaditymi, coz vysvétluje relativné kysely
izoelektricky bod proteinu. 2°
Katalyticky cyklus

Na distalni strané hemu je umisténa molekula vody vzdalena 3,4 A od atomu Zeleza.
Tato voda je vytlacena prichazejici molekulou peroxidu vodiku (obrazek 10). Glul83 na
sebe navaze proton z peroxidu vodiku vazaného na hem a tim na kratko vznikne peroxo-
anion (Sloucenina 0). V dalSim kroku Glul83 protonizuje terminalni kyslik ve Slouc¢eniné
0, ¢imZ napomaha heterolytickému Stépeni O-O vazby. Nasledné je odStépena molekula
vody a utvofi se Sloucenina I s Zzelezem v oxida¢nim stupni IV. Slou¢enina I pak oxiduje
chloridovy anion a hemové Zelezo se redukuje zpét na Fe*'. Nyni oxidovany chlorovany

intermediat (HOCI) mutize chlorovat organicky substrat nebo reagovat s ekvivalentnim

mnozstvim peroxidu vodiku za vzniku kysliku. 2%

Gluli3 Glulz3 Gluli3
o’}‘“‘o o7 N0 ™ S

: H0 V ooH

|_ -
. H,0, H™

| _\_ N
|-1:|5’[r:> - )
] |
S—Cys Hz0 S—Cys
S+
Fe™- hem CPO HoC! Sloutenina
( A
\ 43‘,,_ Mo H20
Glalgs -~~~ dt
/
S—Cys
sloutfenina I
Obrazek 10. Mechanismus hem-dependentni halogenace %
Biologicka funkce

Primérni biologickou funkci CPO je chlorace, avSak CPO také katalyzuje dalsi

oxidac¢ni reakce charakteristické pro hemové peroxidasy, katalasy a cytochrom P450. Diky
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v

jeji rozmanitosti je CPO nejrozmanitéj§im zndmym hemovym enzymem a je piedmétem
intenzivniho vyzkumu. %

Chloroperoxidasa katalyzuje Sirokou skalu organickych substratl, od jednoduchych
sloucenin® , napf. kyselina octova, kyselina propionova, aceton nebo D(+)-glukosa az po

slozité slougeniny jako je kyselina fulvova.?

3.2. Nehemové peroxidasy

3.2.1. Vanad-dependentni haloperoxidasy

Vanad patii mezi stopové prvky a je v ptirod¢ Siroce rozsifen. Po molybdenu je vanad
druhym nejhojnéj$im piechodnym kovem v oceanu, koncentrace se pohybuje mezi 35-50
nM a v sedimentu motského ptivodu bylo stanoveno az 100 mg/kg. Koncentrace v Cisté
vod¢ se udava asi 1,3 pg/l (50 nM) a v zemské kiife je pfitomnost vanadu odhadovéana na
100 mg/l. % Vanad existuje v nékolika oxida¢nich stupnich, z nichZ nejrozsitendjsi je V°*,
ktery se vyskytuje v moftich a oceanech. Oxida¢ni stupné V3 aVv*, veetnd V°* jsou
zahrnuty do biologickych systémil. 2 Nejcastéji se vanad vykytuje pii neutralni pH ve
form¢ oxyaniontu vanadi¢nanu, ktery je oxidacni ¢inidlo a ma strukturné a elektronové
podobnou strukturu jako fosfat. Tudiz vanadi¢nan a derivaty vanadi¢nanu jsou zabudovany
Vv celé fad€ enzymd, které interaguji s fosforylovanymi substraty. 2
Klasifikace a struktura enzymii obsahujici vanad

Dnes jsou popsany dvé tfidy enzymu obsahujici vanad: vanadnitrogenasy a vanad-
dependentni haloperoxidasy (V-HPO). %

Nitrogenasy jsou vyuZivané bakteriemi, které vazi dusik tim, Ze redukuji molekulu
dusiku na amoniak. Ackoliv tento metaloenzymovy systém bézné obsahuje Mo-Fe
kofaktor, n¢které bakterie produkuji navic nitrogenasy, které¢ jsou geneticky odlisné a
misto Mo-Fe obsahuji bud’ V-Fe, nebo Fe-Fe jako centralni kovy. 2’ Vanadnitrogenasy
byly identifikovany z rozmanité skupiny diazotrofnich mikroorganismi.

Druhou skupinou enzymu, které obsahuji vanad, jsou vanad-dependentni
haloperoxidasy, které maji mnohem §ir§i uplatnéni v ptirodé nez vanad nitrogenasy. Tyto
enzymy oxiduji halogenidové ionty na jim odpovidajici halogenoxokyseliny (HOX), na
ukor peroxidu vodiku. Klasifikovany jsou podle toho, jak hodné elektronegativni halogenid
oxiduji. Tudiz vanad-dependentni chloroperoxidasy (V-CIPO) oxiduji chlorid, bromid a
jodid, kdezto vanad-dependentni bromoperoxidasy (V-BrPO) oxiduji pouze bromid a

jodid.
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Izolace
Prvni V-HPO byla izolovana a charakterizovana V-BrPO z hnédé fasy Ascophyllum

nodosum v roce 1984. %° Dnes je V-BrPO izolovana a popséana z vétsiny moiskych fas, tak
1 ze suchozemskych lisejnika. V roce 1987 byla identifikovana haloperoxidasa
neobsahujici hem z Curvularia inaequalis. Sest let poté byla charakterizovana jako V-

CIPO. Druha V-CIPO byla izolovana z houby Embellisia didymospora.

3.2.2. Perhydrolasy
Dalsi typ halogenacnich enzymii, ktery vyzaduje peroxid vodiku, byl izolovan z kmeni
Pseudomonas a Streptomyces. 30 Tyto halogenacni enzymy ve své struktui'e neobsahuji
hemovou skupin, ani zadny kov. Ackoliv vyzaduji peroxid vodiku pro halogena¢ni
aktivitu, nepatii mezi peroxidasy. Prostorova struktura tohoto enzymu ukazala, ze
katalytické misto obsahuje zbytky aminokyselin serinu, aspartatu a histidinu, ¢imz se fadi

mezi o/ f3 hydrolasy.31

3.2.3. FADH,-dependentni halogenasy

Halogenac¢ni enzym chloroperoxidasa byla jiz objevena v roce 1959. Ackoliv tento
enzym byl zkouman pfi priibéhu biosyntézy caldariomycinu, produkovaného
Caldariomyces fumago, nikdy nebylo dokazano, ze tento enzym je skute¢né zahrnut do
jeho biosyntézy. Toto vSe plati také pro velky pocet ostatnich haloperoxidas, které byly
detekovany a izolovany pozd¢ji. Jak jiz bylo fec¢eno, béhem reakéniho mechanismu
enzymu, haloperoxidasa produkuje HOX jako halogenaéni ¢inidlo a tudiz nevykazuje
Zadnou substratovou specifitu nebo regioselektivitu. Jelikoz tyto vlastnosti spolu
s perhydrolasami postradaji, nejsou vhodné pro specifické halogenacni reakce vyzadované
pii biosyntéze halometabolitd. Hlavni roli v biosyntéze musi hrat tedy jiné enzymy, které
tyto vlastnosti maji. Nova tfida halogena¢nich enzymt, FADH,-dependentnich halogenas,

byla objevena 45 let poté, co byly identifikovany haloperoxidasy. 32
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Material a metody

1. Pouzity material
Standardy
- Plynny standard RESTEK P/N 34436-PI (65 komponentu, kazdy v 1PPM

koncentraci)
- Kapalny standard KDWR VOC Mix B (10 pg/ml v metanolu), mix 10 t¢kavych
organickych uhlovodikd:

1. Bromdichlormethan
Bromoform
Tetrachlormethan
Chloroform
Dibromchlormethan
Dichlormethan
Tetrachlorethylen
Trichlorehtylen
1,1-dichlorethylen

10. 1,1,1-trichlorethan
- 1,1-dichlorethan, Sigma

© 0 N o g bk~ DD

- Chloroform, Sigma

- Bromoform, Sigma-Aldrich

- Trichlorethylen, Sigma-Aldrich

- Dibromchlormethan, Sigma-Aldrich
- Tetrachlorethylen, Sigma-Aldrich

- Dichlormethan

- Tetrachlormethan

- Trans 1,2-dichlorethylen

Rozpoustédla
- Methanol HPLC, LAB-SCAN

Enzymy
- Chloroperoxidasa z Caldariomyces fumago (EC 1.11.1.10)
Sigma-Aldrich, 10 000 U/ml

- Peroxidasa z Amoracia rusticana (EC 1.11.1.7), Typ XII, 330 U/mg, Sigma
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Reagencie
- Kyselina octova, p.a., Lachema

- Aceton, p.a., Lachema

- bromid draselny, Penta

- chlorid sodny, Penta

- peroxid vodiku, p.a., Fluka
- Citratovy pufr, pH 3,56

- Citratovy pufr, pH 5,52

2. Metody

2.1. Plynova chromatografie spojena s kryofokusaci

Kryofokusace
Kryofokusace je analyticka metoda, ktera se pouziva pro prekoncentraci vzorkt pied

méfenim na plynovém chromatografu (GC). Tato metoda je vhodna pro stanoveni
tékavych latek ze zivého piirodniho materialu, napft. z rostlin, mecht a liSejnikt nebo
z pudy (obrazek 11).

Nejprve se vlozi rostlinny material do sklenéné ,,vialky (napt. 250 ml) a uzavie se
plastovym Sroubovacim vickem obsahujici silikonové ,,septum* potazeny
polytetrafluorethylenem (PTFE), ktery ,,vialku“ uté€sni a tim zabrani tniku vzorku do okoli.
Do ,,vialky* je ptivadén kapilarou velmi &isty dusik (Gistota 4.0, Linde Gas, CR). Pro
odstranéni vodni pary, prochazi plyn Nafionovou® trubici (sulfonovany tetrafluoroethylen,
model DM s molekulovym sitem o 4A, Perma Pure, USA), ktera odstrani vlhkosti ze
vzorku. Nakonec proud vstupuje do kryopasti, ktera je vlozena do kapalného dusiku, ¢imz
se ptitomné te¢kavé latky rychle a hluboce zmrazi pted chromatografickou separaci.
Kryopast je vyrobena z 20 cm dlouhé ocelové kapilary, stocené ve tvaru U a s vnitinim
primérem 1 mm. Dva centimetry trubice jsou vyplnény sklenénymi kulickami (0 25 um) a
uzavieny malym kouskem skelné vaty pro zvétSeni povrchu k zachyceni latek béhem
prekoncentrace. Sklenéné kuli¢ky a vata jsou oSetieny dimethyldichlorsilanem pro
deaktivaci povrchu skla.

Optimalni pratokova rychlost pro mnou stanovované latky byla zjiSténa na hodnotu
45 ml/min a objem plynu, ktery je potiebny pro dokonalé vymyti ,,vialky*, je zavisly na

jejim objemu. Optimalné bylo stanoveno promyti dusikem objemem ¢tyfech ,,vialek*,
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Obrazek 11. Schéma prekoncentrace vzorku pomoci kryofokusace. Kryopast ponofena do
tekutého dusiku — zachyceni a zmrazeni vzorku. S ventily U1 a U2 je mozné regulovat a
s pritokomérem (€2) je mozné méfit rozdéleni vzorku na GC.

Po prekoncentraci (obrazek 12) jsou latky pfemistény na chromatografickou kolonu
tim, ze se vymeéni kapalny dusik za vrouci vodu, ¢imz dojde k jejich uvolnéni z kryopasti.

Latky putuji pies Sesticestny ventil (6C6WE, Valco, Houston, USA), ktery je ulozen

V termostatu vyhiivaném na 80 °C a dale na kolonu.

Plynovy chromatograf's detektorem elektronového zychytu
Kryofokusaéni technika je propojena s GC Varian 3400 (Walnut Creek, USA).

Separace latek probiha na kapilarni koloné Rxi-624Sil MS (Restek, USA, délka 30 m,
vnitini primér 0,32 mm, tloustka filmu 1,8 pm). Tato kolona obsahuje stiedné polarni
Crossbond® silarylenovou fazi, vykazuje nizky bleeding, vysokou teplotni stabilitu —
teplotni maximum az 320°C a je inertni, ¢imZ poskytuje kvalitni piky pro Sirokou skalu

sloucenin. K detekci separovanych slozek probiha na detektoru elektronového zachytu
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(ECD). Jeho podstatou je p-zafi& (vétsinou izotop **Ni) emitujici rychlé elektrony. Tyto
elektrony interaguji s ¢asticemi mobilni faze, ¢imz dochazi k ionizaci molekul nosného

plynu a emisi sekundéarnich termdlnich elektroni.

He

Pritokomér

Sesticestny Filtr
ventil

Kryopast

EC@

Nafion
Vzorek

GC

Odpad

Obrazek 12. Schéma prekoncentrace vzorku pomoci kryofokusace. Kryopast ponotfena do
vrouci vody — uvolnéni vzorku z kryopasti a nasledna separace na kolon¢. Vysvétlivky viz.

Obrazek 11.

Diky pfitomnosti téchto elektront prochazi mezi anodou, kterou je sténa detektoru a
katodou elektricky proud. KdyZ se do detek¢niho prostoru dostane z vystupu
chromatografické kolony latkam, ktera pohlcuje termalni elektrony, tak poklesne jejich
pocet a tim poklesne i hodnota prochazejiciho proudu. Pokles proudu zévisi na druhu a
koncentraci vystupujici latky. * ECD detektor je specificky detektor pro halogeny.
Pracovni podminky pro GC-ECD jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3. Pracovni podminky pro GC-ECD

Teplota injektoru 250°C
Teplota detektoru 290°C
Nosny plyn He
Pritok He 2 ml/min
Vstupni tlak 145 kPa
Detektorovy plyn N,
Priitok N, 30 ml/min
Teplotni program 40°C (4 min) na 60°C, 11°C/min (0 min)
na 220 °C, 20°C/min (2 min)

2.2. Plynova chromatografie spojena s mikroextrakci tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi
Solid phase microextraction (SPME), mikroextrakce tuhou fazi je izola¢ni metoda, pti

niz dochézi ke sjednoceni procesu vzorkovani a extrakce. Principem této metody je sorpce
vzorku na stacionarni fazi pokryvajici kiemenné vlakno, které se nachazi uvnitt kovové
jehly. Vl1akno o délce 1 cm pokryté polymerem je nejdileZitéjsi soucasti zatizeni. Jehla
slouzi k ochran¢ vlakna ptfed mechanickym poskozenim a k propichnuti ,,septa“ v zatce
,vialky®, ve které se nachazi matrice. Jehla s vlaknem se zasune do vzorku, vlakno se z
jehly pfi procesu vzorkovani vysune pomoci pistu a po dosazeni sorpéni rovnovahy se zase
zasune zpét do jehly. Po dosaZeni rovnovéahy (individudlni; 2 — 90 min) se vlakno zatdhne a
cela jehla se ze vzorkované matrice vytdhne a vlozi se do nasttikového prostoru
chromatografu a vlakno se opét vysune, kde dojde rychlé desorpci latek. K vyhodam této

metody patii rychlost stanoveni, citlivost a také vysoka pfesnost.
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Injekéni stitkacka

Injekéni jehla Pist

Ochranna jehla
z nerezové oceli

Opora vlakna Epoxidové lepidlo

Kifemenné
vlakno

Obrizek 13. Schéma SPME zatizeni **

Optimalizace SPME metody

K ziskani dobrych a spolehlivych vysledkl pti pouzivani metody SPME je ovlivnéno
fadou faktord, napt. polaritou a tloustkou stacionarni fze, zpisobem vzorkovani, pH,
iontovou silou roztoku, teplotou vzorku, michdnim apod., a vS§echny faktory musi byt
Vv optimalnim rozmezi. K ziskani reprodukovatelnych vzorkt je také vhodny pouzit
automat provad¢jici vzorkovani.
Tloust’ka a material viikna
Citlivost SPME metody ovliviiuje tloustka stacionarni faze vlakna. Vhodnou volbou
vlakna se dosdhne maximalni efektivnosti. Existuje celd fada SPME vlaken,
nejpouzivanéjSim polymerem, kterym je vlakno obaleno, je polydimethylsiloxan (PDMS),
Casto ve smési s Carboxenem nebo divinylbenzenem (DVB). Pro analyzu
nizkomolekularnich t€kavych slou¢enin je doporuc¢eno pouzivat siln€jsi vldkno a polymer
PDMS (SUPELCO 100 um, PDMS, 57300-U). V tabulce ¢. 4 je uveden pichled SPME

vlaken pro prekoncentraci vzorki a jejich pouZiti.
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Tabulka 4. Pfehled SPME vlaken pro prekoncentraci vzorku a jejich pouziti

DRUH FAZE TFleé 5:’1:1? Analyty |URCENA PRO)|
tékave
100 stiedné GC/HPLC
Folydimethylsiloxane 30 tékave GC/HPLC
7 stiedné GC/HPLC
tékave
stfedné
Palyakrylat 84 tékavé GC/HPLC
polarni
Carbowax/divinylbenzen 65 polarni =C
tékave
Folydimethylsiloxane/ Carboxen 75 stopova GC
mnoZstvi
tékave
Folydimethylsiloxane/ 65 polarni =C
divinylbenzen 60 obecné HPLC
pouZiti
FPalyvinylm gth‘_-;lsnlmaanarbnxenr 3050 obe cne ac
divinylbenzen pouzZiti

Délka doby sorpce
Délka sorpce se vétSinou voli tak, aby bylo dosazeno co moZzné nejvétsi extrakce

analytu, tzn., aby doslo k rovnovaze mezi vzorkem a vlaknem. Pro rizné latky se délka
sorpce méni, proto je nutné opakovanym meétenim stanovit optimalni délku sorpce.

Zah¥vivani vzorku
Zahtivéani vzorku napomaha ke zkraceni doby, potiebné k ustanoveni rovnovéhy.

Zpusob vzorkovani

Metoda SPME nam nabizi dva zplisoby extrakce. Prvni zptsob je ptima SPME,
oznacovana jako DI-SPME (Direct Immersing SPME), pii které dochazi k pfimému
kontaktu vlakna se vzorkem. Nejvice se tento zptsob pouziva pro latky v kapalném
skupenstvi a n¢kterych tuhych latek. Druhy zptisob vzorkovani je HS-SPME (Headspace
SPME), kdy je vldkno vsunuto pouze do prostoru nad vzorkem. Timto zplisobem se
extrahuji pfedevsim tékavé latky. Na obrazcich 14 a 15 jsou znazornény oba zptisoby

vzorkovani.
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SPME drzak
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septem vlakna vldknapfemisténi

Obrazek 14. Extrakéni postup pii DI-SPME. *

Automatické vzorkovani

Plynovy chromatograf Varian CP-3800 (Walnut Creek, USA) je spojeny s
automatickym robotem Combi PAL (CTC Analytics, Svycarsko). Tento automaticky robot
umoziuje nékolik prvkd, které usnadiuji praci se vzorky: vybér z 2, 10 nebo 20 ml
,vialek, ttepani a zahtivani vzorku v agitatoru béhem extrakéniho procesu a hlavné piesné
Casové intervaly, ¢imz se snizuje chybovost a zvySuje reprodukovatelnost méteni.
K detekci latek se pouziva ECD, jehoz princip je popsan v kap. 2.1. Separace latek opét
probiha na kapilarni koloné Rxi-624Sil MS (Restek, USA, délka 30 m, vnitini pramér 0,32
mm, tloustka 1,8 pm). Pracovni podminky pro GC-ECD a SPME jsou uvedeny
Vv tabulkéch 5 a 6.
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SPME drzak fj
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Obrazek 15. Extrakéni postup pii HS-SPME. *

K vyhodnoceni chromatogrami z GC-ECD spojeného s kryofokusaci i s SPME byl
pouzit program Star Chromatography Workstation, verze 6.41.

Tabulka 5. Pracovni podminky pro GC-ECD.

Teplota injektoru 250°C
Teplota detektoru 290°C
Nosny plyn He
Pritok He 1 mi/min
Vstupni tlak 135 kPa
Detektorovy plyn N>
Pratok N, 25 ml/min
Teplota pece 40°C 280°C,20°C/min (3 min)

Tabulka 6. Pracovni podminky pro CombiPAL AutoSampler.

Teplota agitatoru 40°C
Preinkubacni doba 10 min
Pocet otacek za min béhem 500 rpm
preinkubace P
Pocet otacek za min béhem
250 rpm
extrakce
Agitator zapnuty 5s
Agitator vypnuty 5s
Hloubka ponofieni vlakna 20 mm
Doba extrakce 5 min
Doba desorpce 10 min
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3. Priprava pokusii pro enzymové reakce
Pokusy jsem provadé¢la obdobné na dva enzymy, u kazdy jsem pouzila pufr pii

optimalni pH, v nasledném objemu 7,15 ml. Inkubace sm¢si byla provedena v ¢asovych

intervalech 3h, 6h, 24h a 48h.

3.1. Halogenid, H,0,, chloroperoxidasa a substrat

Inkubacni smés obsahuje 7,15 ml citratového pufru o pH 3,56, 500 ul 2M NaOH nebo
2M KBr, 100 ul kyseliny octové nebo acetonu, 50 pl 35% peroxidu vodiku a 10 ul CPO.
Vzorky byly pfipravovany do 20 ml ,,vialek®. Inkubace byla zahajena ptidavkem enzymu a
pfemisténim vzorki na ,tfepacku (Heidolph Promax 1020) pti 100 rpm za laboratorni

teploty. Byl také proveden ,,Slepy* pokus bez piidavku CPO (Tabulka 7).

Tabulka 7. Piehled ptipravenych vzorkt pro enzymové reakce s CPO.

e, kyselina
CI"S":";YSE“H KBIINGCI | octovi H,0, | CPO
' aceton
Blank bez enzymu + + + + -
Blank bez peroxidu + + + - +
Blank bez substratu + + - + +
Vzorky + + + + +

3.2. Halogenid, H,0,, kifenova peroxidasa a substrat

Inkubac¢ni smés obsahuje 7,15 ml citratového pufru o pH 5,52, 500 pul 2M NaOH nebo
2M KBr, 100 pl kyseliny octové nebo acetonu, 50 pl 35% peroxidu vodiku a 50 pul HRP.
Roztok HRP byl pfipraven ,,navazenim* 1 mg HRP a rozpusténim v 3300 pl citratového
pufru o pH 5,52. Vzorky byly ptipravovany do 20 ml ,,vialek*. Inkubace byla zahajena
pfidavkem enzymu a pfemisténim vzorki na ,,tfepacku* (Heidolph Promax 1020) pii 100

rpm za laboratorni teploty. Byl také proveden ,,slepy* pokus bez ptidavku HRP
(Tabulka 8).

Tabulka ¢. 8. Prehled piipravenych vzorki pro enzymové reakce s HRP.

citratovy kyselina
pufr KBr/NaCl| octova/ | H,O, HRP
pH 5,52 aceton
Blank bez enzymu + + + + -
Blank bez peroxidu + + + - +
Blank bez substratu + + - + +
Vzorky + + + + +
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Vysledky

1. Analyza halogenovanych standardi metodou GC-ECD a
kryofokusace

1.1. Urceni retencnich ¢asu jednotlivych halogenovanych slou¢enin metodou
GC-ECD a kryofokusace

Jelikoz detektor je velmi citlivy jiz pii pfitomnosti stopového mnozstvi
halogenovanych sloucenin, pro kvalitativni analyzu byly pouzity 2 ul nasycenych par nad
roztokem jednotlivych standardu. Pfi analyze, za podminek uvedenych v tabulce 3, byly
zjistény retencni Casy halogenovanych latek, které byly pouzity pro identifikaci pikl pfi

analyze kapalného standardu VOC Mix B a plynného standardu RESTEK.

1.2. Analyza kapalného standardu VOC Mix B

Prekoncentra¢ni metodou kryofokusace bylo analyzovano 20 ul nasycenych par
standardu VOC Mix B, na zékladé¢ jejich retencnich ¢ast byly identifikovany piky pro
jednotlivé halogenované latky ptitomné ve standardu. V tabulce 9 jsou uvedeny pfitomné
halogenované slouceniny a jejich reten¢ni ¢asy. V piiloze 1 je zndzornén chromatogram
VOC Mix B.

Tabulka 9. Reten¢ni ¢asy halogenovanych latek ve VOC Mix B, z diivodu nizkého bodu
varu dichlormethanu (39°C) a 1,1-dichlorethylenu (32°C), nebyly tyto latky detekovany.

Latka Reten¢ni ¢as /min

1,1-dichlorethylen n.d.
Dichlormethan n.d.
Chloroform 5,20
1,1,1-trichlorethan 5,49
Tetrachlormethan 5,87
Trichlorethylen 8,37
Bromdichlormethan 9,58

Tetrachlorethylen 11,46

Dibromchlormethan 11,86

Bromoform 13,42

1.3. Analyza plynného standardu firmy RESTEK

K vlastni analyze na GC-ECD bylo pouzito 60, 40, 20 a 10 ul tohoto standardu.
Porovnanim chromatogramti odpovidajicich jednotlivym objemi vyplyva, ze v ptipadé
analyzy 10 ul byly piky nejostiejsi a tudiz nejlépe vyhodnotitelné. V tabulcel0 jsou

retencni Casy ziskané analyzou a v ptiloze 2 je chromatogram analyzy standardu o objemu
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10 pl. Jelikoz tento standard obsahuje i nehalogenované slouceniny, kter¢ GC-ECD

nedetekuje, na chromatogramu jsou piitomny pouze halogenované slou¢eniny.

Tabulka 10. Reten¢ni ¢asy detekovanych halogenovanych slou¢enin obsazenych ve
standardu RESTEK

Latka Retencni ¢as/min
Dichlormethan 2,64
Trans-1,2-dichlorethylen 2,87
Cis-1,2-dichlorethylen 4,33
Chloroform 4,89
1,1,1-trichlorethan 5,14
Tetrachlormethan 5,44
Trichlorethylen 7,68
Tetrachlorethylen 10,94
Dibromchlormethan 11,35
Bromoform 12,91

2. Analyza halogenovanych standarda pomoci GC-ECD a SPME

2.1. Urceni retencnich ¢asi jednotlivych halogenovanych slou¢enin metodou
GC-ECD a SPME

Pro analyzu bylo ptidano 10 pl nasycenych par nad roztokem standardu jako standardu
do 10 ml ,,vialky*. Proméfenim jednotlivych vzorkd za podminek uvedenych v tabulce 5 a
6 byly zjistény jejich retencni Casy, které jsou uvedeny v tabulce 11. Na zékladé retenénich
Cast téchto standardii byla sestavena metoda pro vyhodnocovani vzorkd enzymovych
reakci.

Tabulka 11. Reten¢ni ¢asy analyzovanych halogenovanych standarda

Latka Retenéni ¢as /min
1,1-dichlorethylen 4,17
Dichlormethan 4,40
Chloroform 5,18
Tetrachlormethan 5,43
Trichlorethylen 5,85
Tetrachlorethylen 6,89
Dibromchlormethan 7,03
Bromoform 8,00
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2.2. Analyza kapalného standardu VOC Mix B — optimalizace preinkuba¢ni
doby

Zavislost preinkubacni doby byla optimalizovana pomoci 100x fedéného standardu
VOC Mix B, analyzou 1, 5 a 20 pl roztoku v 8 ml destilované vody. Nasledna koncentrace
latek byla v rozmezi 12,5-250 ng/l. Na obrazcich 17 a 18 mizeme sledovat zavislosti
plochy piku na preinkubac¢ni dob¢. Z uvedenych zavislosti 1ze fici, ze optimalni doba
preinkubace je zavisla na druhu analytu a také na mnozstvi analytu pfitomného ve vzorku,
viz. tabulka 12. Pro vétSinu analyti je plocha piku maximalni pti 10 minutach, proto doba
preinkubace byla optimalizovana na 10 minut. VSechny dal$i analyzy byly provedeny

metodou s preinkuba¢ni dobou 10 minut.

Zavislost plochy piku na preinkubacni dobé
340000
5
2 290000 F——-—-’"‘ -
&
i; 240000 =p=Tetrachlormethan
- 190000 =f=Tetrachlorethylen
— —
amop : .
5 10 15
Preinkubacni doba/min

Obrazek 17. Graf zavislosti odezvy na preinkubaéni dobé pro latky tetrachlormethan a
tetrachlorethylen. Optimalni doba preinkubace pro obé latky je 10 minut. Vzorky
obsahovaly 20 ul 100x fedéného roztoku VOC Mix B.
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Zavislost plochy piku na preinkubacnidobeé
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JE: 25000 . ==¢ T 1,1,1-trichloethan
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15000
' . ==fll=Dibromchlormethan
000 ' | =i Bromoform
5 10 15

Preinkubacni doba/min

Obrazek 18. Graf zavislosti odezvy na preinkubaéni dobé pro latky chloroform, 1,1,1-
trichloethan, trichlorethylen, dibromchlormethan a bromoform. Optimalni doba
preinkubace pro tyto latky je 10 minut, krom¢ dibromchlormethanu, ktery by vyzadoval
delsi dobu preinkubace. Vzorky obsahovaly 20 pl 100x fedéného roztoku VOC Mix B.

Tabulkal2. Zavislost ECD odezvy na mnozstvi analyzované latky a preinkubacni dobé

doba preinkubace

doba preinkubace

doba preinkubace

Latka 5 minut 10 minut 15 minut

1pl Sl 20 pl 1l 5ul 20 pl 1pl Sul 20 pl

Chloroform 25494 | 24840 | 24144 | 28593 | 30112 | 27638 | 32138 | 27818 | 26667
1,1,1-trichlorethan | 2088 | 6420 | 22859 nd. | 7055 | 27130 n.d. 7444 | 24994
Tetrachlormethan | 11418 | 38197 | 147143 | 12138 | 40934 | 171049 | 12665 | 44029 | 156480
Trichlorethylen 16470 | 20250 | 40831 | 17652 | 24691 | 47138 | 18908 | 22566 | 46127

Bromdichlormethan | 7364 | 6014 4757 8516 | 5223 4780 7568 | 5773 5272
Tetrachlorethylen | 52262 | 75148 | 275617 | 75107 | 78153 | 306957 | 87981 | 85293 | 294184
Dibromchlormethan | 32438 | 15301 | 40666 | 50605 | 18311 | 44684 | 57689 | 17325 | 46134
Bromoform 2972 | 2348 9148 3083 | 2806 | 11511 | 2428 | 2826 | 11867
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3. Enzymové reakce s chloroperoxidasou
3.1. Reakce ,,blanku*

Reakce ,,blanku“ bez chloroperoxidasy byla provedena za stejnych podminek jako

enzymové inkubace.

3.1.1. Reakce ,,blanku* bez enzymu

Kyseliny octova jako substrat
Pro jednotlivé ¢asové intervaly inkubaci se v malém mnozstvi tvofil chloroform, jehoz

pfitomnost mize byt disledkem kontaminace. Dalsi pfitomnou slouc¢eninou byla neznama
latka ,,unknown I*“ s reten¢nim ¢asem 5,23 min, ktera se tvoii vzdy v piitomnosti kyseliny

octové jako substratu.

Aceton jako substrat
Pti reakci blanku bez enzymu, ale za pfitomnosti acetonu jako substratu nedochézelo

k formovani zadnych halogenovanych uhlovodikii.

3.1.2. Reakce ,,blanku* bez H,0,
Chromatogram inkubace bez peroxidu vodiku, za stejnych podminek jako s peroxidem
vodiku (substrat kyselina octova/aceton, KBr/NaCl a CPO v citratovém pufru), nevykazuje

zadné piky, které by potvrzovaly tvorbu tékavych halogenovanych latek.

3.1.3. Reakce ,,blanku* bez substratu
Pti enzymové reakci bez kyseliny octové jako substratu a za ptitomnosti KBr byly
detekovany tyto latky: dichlormethan, tetrachlorethylen, dibromchlormethan, bromoform a
neznamé slouceniny ,,unknown I (r; = 8,27 min), ,,unknown I (r; = 9,45 min),
,unknown IV (r; = 11,16 min) v rizném mnozstvi. V nejvétsim mnozstvi se podle
oc¢ekavani tvotil bromoform. V tabulce 13 je uvedeno porovnani mnozstvi tvorenych latek

Vv 3, 6, 24 a 48 hodinové inkubaci.
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Tabulka 13. Odezvy detekovanych sloucenin pfi reakci ,,blanku‘ bez substratu kyseliny
octové a za pritomnosti KBr.

Inkubacni doba
3 hod 6 hod 24 hod | 48 hod
Dichlormethan 2449 7662 14520 29503
Tetrachlorethylen 2505 2481 2961 3021
Dibromchlormethan| 1206 5589 9576 41172

Latka

Bromoform 245581 | 215253 | 422032 | 931961
,,unknown 11 52005 41567 50323 | 257944
,,unknown 1« 6266 5428 7055 20150
,,unknown V¢ 8426 6903 10399 148969

Pti enzymové reakci bez kyseliny octové jako substratu a za ptitomnosti NaCl byly
detekovany tyto latky: chloroform, trichlorethylen, tetrachlorethylen, dibromchlormethan a
neznamé latky ,,unknown 11 (r; = 8,27 min) a ,,unknown H1* (r; = 9,52 min) v rtizném
mnozstvi. V tabulce 14 je porovnani mnozstvi tvofenych latek v 3, 6, 24 a 48 hodinové
inkubaci.

Tabulka 14. Odezvy detekovanych slouéenin pfi reakci ,,blanku‘ bez substratu kyseliny
octové a za pritomnosti NaCl.

Inkubac¢ni doba

Latka 3hod | 6hod | 24hod | 48 hod
Chloroform 21113 21267 23058 | 25486
Tetrachlormethan n.d. n.d. n.d. 4524
Trichlorethylen 7556 13476 15373 14055

Tetrachlorethylen 1044 1262 2592 14828
Dibromchlormethan| 9778 7984 8681 1204

,,unknown 1« 1564 2156 n.d. 2807
,,unknown 1« 2881 1527 n.d. 14384
,;unknown V¢ n.d. 934 n.d. 1842

Pti enzymové reakci bez acetonu jako substratu a za pfitomnosti KBr se tvofily tyto
latky: dichlormethan, tetrachlorethylen, dibromchlormethan, bromoform a neznamé latky
Lunknown -1V v rizném mnozstvi. V nejveétsim mnozstvi se tvofil opét bromoform.

Za ptitomnosti NaCl se tvofil chloroform, tetrachlorethylen, dibromchlormethan a
neznama latka ,,unknown I1*. V tabulce 15 je uvedeno mnozstvi tvoficich se latek po 3 a 6

hodinové inkubaci.
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Tabulka 15. Odezvy detekovanych sloucenin pfi reakci ,,blanku bez substratu kyseliny
octové a za pritomnosti KBr/NaCl.

Inkubaéni doba

Inkubac¢ni doba

KB 3hod | 6 hod NaCl 3hod | 6hod
Dichlormethan 2491 4213 Chloroform 17013 20955
Tetrachlorethylen 7106 2262 Tetrachlorethylen 1478 1245
Dibromchlormethan 1353 4426 Dibromchlormethan 4266 7020
Bromoform 377849 161641 ,,unknown 1€ 4521 3457
,,unknown 1< 57771 38637 ,,unknown 1« n.d. 1206
,,unknown 11+ 7045 4426
,unknown 1V« 11615 7384

3.2. Reakce chloroperoxidasy, kyseliny octové, H,O, a KBr/NacCl

Hlavnimi produkty této reakce s KBr byly dichlormethan, tetrachlorethylen,

dibromchlormethan, bromoform a neznamé latky ,,unknown I1-1V*. Podle o¢ekavani se

opét nejvice tvofil bromoform. V tabulce 17 je piehled 3, 6, 24 a 48 hodinovych inkubaci a

v ptiloze 3 je jeden chromatogram této analyzy jako ptiklad. Pti reakci s NaCl vznikl jako

hlavni produkt chloroform, poté¢ v mensim mnozstvi trichlorethylen, bromdichlormethan,

tetrachlorethylen a dibromchlormethan. Také zde byly pfitomny neznamé latky

,,uknown 11 (r; = 8,26 min) a Il (ry = 11,05 min).

Tabulka 17. Odezvy detekovanych sloucenin pii enzymové reakci za pritomnosti Kyseliny
octové a KBr.

i Inkubacni doba

Latky 3hod | 6hod | 24hod | 48 hod
Dichlormethan 1207 n.d. n.d. 42709
,,unknown [ 97151 103920 | 110892 | 92164
Tetrachlorethylen 3883 1791 1762 1019
Dibromchlormethan | 2341 5093 11110 | 45575
Bromoform 286286 | 213798 | 242842 | 899748
,,unknown |1« 57958 75715 61259 | 260507
,,unknown 1« 6052 11360 6182 21718
,,unknown IV« 24232 50312 19195 | 219375

Jelikoz v této reakci byla pfitomna kyselina octova, na chromatogramu se opé&t objevil

pik pro neznamou latku ,,unknown I (r; = 5,12 min).
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3.3. Reakce chloroperoxidasy, acetonu, H,O, a KBr/NaCl

V piitomnosti acetonu jako substratu a KBr se nejvice tvoftil tetrachlorethylen
(ptiloha 4). Dalsimi produkty této reakce jsou dichlormethan, trichlorethylen,
bromdichlormethan, dibromchlormethan, bromoform a neznamé latky II-1V.

Mezi hlavni produkty reakce s NaCl patii dichlormethan, chloroform, trichlorethylen,
tetrachlorethylen a opét neznamé latky II-1V. V tabulce 18 je uvedeno mnozstvi produktt

reakce s NaCl a KBr po 3 a 6 hodinové inkubaci.

Tabulka 18. Odezvy detekovanych sloucenin pfi enzymové reakci za pfitomnosti acetonu

a KBr/NacCl.

KBr Inkubacéni doba NaCl Inkubacéni doba

3 hod 6 hod 3 hod 6 hod

Dichlormethan 1326 4213 Dichlormethan 2476 2742
Tetrachlorethylen 1442246 2416108 Chloroform 20391 19769
Dibromchlormethan 1454 4079 Trichlorethylen 12475 24702
Bromoform 393458 239465 Tetrachlorethylen 10854 13595
,.unknown 1% 692298 2209330 ,,unknown 1% 3273 3245
,,unknown 1< 16760 209949 ,,unknown 1< 3201 1400
,,unknown V¢ 10503 217870 ,,unknown V¢ 1370 1864

4. Enzymové reakce s kienovou peroxidasou
4.1. Reakce ,,blanku*

Reakce ,,blanku® bez kienové peroxidasy byla provedena za stejnych podminek jako

enzymové inkubace.

4.1.1. Reakce ,,blanku* bez enzymu

Kyselina octova jako substrat

Pti reakci bez enzymu, kyselinou octovou jako substratem a KBr/NaCl se netvorily
zadné halogenované slouceniny.
Aceton jako substrat

Produktem této reakce v pfitomnosti KBr byl v malém mnoZstvi tetrachlorethylen a

neznamé latky II-1V. V ptitomnosti NaCl se netvotily zadné halogenované slouceniny.

4.1.2. Reakce ,,blanku* bez H,0,
Za neptitomnosti peroxidu vodiku v reakci se netvorily zadné halogenované

slouceniny, kromé tetrachlorethylenu a nezndmé latky III, které vznikaly v pfitomnosti
KBr.

41



4.1.3. Reakce ,,blanku* bez substratu
Pti enzymové reakci bez kyseliny octové jako substratu a s KBr vznikaly tyto latky:
tetrachlorethylen, dibromchlormethan, bromoform a neznamé slou¢eniny ,,unknown I
a III* v rizném mnozstvi. Hlavnim produktem reakce s NaCl vznikal v malém mnozZstvi
chloroform, trichlorethylen a dibromchlormethan. V tabulce 19 jsou uvedeny vysledky této
reakce po 3 a 6 hodinové inkubaci.

Tabulka 19. Odezvy detekovanych sloucenin pti enzymové reakci bez substratu, za
piitomnosti KBr/NaCl.

Inkubaéni doba Inkubac¢ni doba
KBr NaCl

3h 6h 3h 6h
Tetrachlorethylen 2234 4459 Chloroform 3205 2894
Dibromchlormethan | 1860 3940 Trichlorethylen 1610 3458

Bromoform 2211 3067 Bromdichlormethan | 238 n.d.
,,unknown 1« 8635 20401 Dibromchlormethan | 1245 4179

,,unknown 1 26476 59742

Pti enzymové reakci bez acetonu jako substratu a KBr/NaCl vznikalo pouze malé
mnozstvi halogenovanych sloucenin. Ptehled produkti a jejich mnoZzstvi po 3 a 6 hodinové

inkubaci je uvedeno v tabulce 20.

Tabulka 20. Odezvy detekovanych sloucenin pii enzymové reakci bez substratu, za

piitomnosti KBr/NaCl.
KBr Inkubaéni doba NaCl Inkubacéni doba
3h 6h 3h 6h
Tetrachlorethylen 1667 28402 Chloroform 3205 2894
Dibromclormethan 279 396 Trichlorethylen 1610 1390
,,unknown 1« 6915 20870 | Bromdichlormethan | 238 694
,,unknown 11 19625 28402 | Dibromchlormethan | 1245 672

4.2. Reakce ki‘enové peroxidasy, kyseliny octové, H,O, a KBr/NaCl

Hlavnim produktem této reakce s KBr byl bromdichlormethan, tetrachlorethylen,
bromoform a nezndmé latky ,,unknown II-IV*. JelikoZ byla v reakci pfitomna kyselina
octova jako substrat, na chromatogramu byl opét pik s retenénim ¢asem 5,12 min
odpovidajici neznamé latce ,,unknown I*“. V porovnani s chloroperoxidasou se bromoform

tvofil pouze v malém mnozZstvi.
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Chromatogram reakce s NaCl vykazoval piky pro chloroform, tatrachlorethylen a
neznamou latku ,,unknown II*. Pik s reten¢nim ¢asem 5,11 min opét odpovidal nezndmé

latce ,,unknown I*“. V tabulce 21 je piehled produktii reakce po 3 a 6 hodinové inkubaci.

Tabulka 21. Odezvy detekovanych sloucenin pii enzymové reakci za pritomnosti Kyseliny

octové a KBr/NacCl.
KBF Inkubacni doba NaCl Inkubacni doba
3h 6h 3h 6h
,,unknown [« 107716 | 74603 ,.unknown [ 108010 | 73098
Bromdichlormethan [ 2502 2519 Chloroform 23217 | 19352
Tetrachlorethylen 1705 1509 Bromdichlormethan 167 n.d.
Bromoform 23036 2750 Tetrachlorethylen 2099 1908
,,unknown 1« 50107 14914 ,,unknown 1« 5582 4523
,,unknown I11¢ 5479 37899
,,unknown IV 12070 n.d.

4.3. Reakce ki‘enové peroxidasy, acetonu, H,O, a KBr/NaCl

Hlavnim produktem této reakce v ptitomnosti KBr byl tetrachlorethylen, dale pak
neznamé latky ,,unknown Il-1V*. Pfi reakci s NaCl vznikal v nepatrném mnozstvi
dichlormethan a chloroform. V tabulce 22 jsou uvedeny latky vznikajici pii reakci s KBr a
NacCl.

Tabulka 22. Odezvy detekovanych sloucenin pii enzymové reakci za ptitomnosti acetonu
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a KBr/NacCl.
KBr Inkubacéni doba NaCl Inkubacéni doba
3h 6h 3h 6h

Dichlormethan 2684 n.d. Dichlormethan 3405 2546
Tetrachlorethylen 19138 31928 Chloroform 8938 | 15754
Dibromchlormethan| 2304 3922 Trichlorethylen 4607 3246
Bromoform 3324 1935 Tetrachlorethylen 1096 | 13595
,,unknown 11 14914 16754 || Dibromchlormethan [ 3789 | 12005
,,unknown 111+ 37241 48758 ,,unknown 1« n.d. 7465
,,unknown IV« 1855 6354




Diskuze

Ptitomnost halogenovanych tékavych uhlovodikl byla detekovana pomoci GC-ECD a
pro prekoncentraci analytu enzymovych reakci byla zvolena metoda mikroextrakce tuhou
fazi, diky jeji automatizaci a omezenému objemu reakénich ,,vialek*. Kdezto pro méfeni
tékavych halogenovanych uhlovodiku z rostlinného materidlu by byla vhodnéj$i metoda

Srovnanim chromatogramii v piiloze 1 a 2 je patrné, Ze retencni ¢asy jsou odlisné, i
kdyz analyza byla provedena za stejnych podminek. Tento posun byl zptisoben nestalosti
tlakovych podminek béhem ,,nastiku* na kolonu po prekoncetraci v kryopasti. Po vyméné
tekutého dusiku za vrouci vodu dojde k uvolnéni latek z kryopasti a tim 1 k tlakové vIng,
ktera nasledné ovlivni retencni Casy.

Béhem provedenych reakcei ,,blanku‘ bez chloroperoxidasy se netvotily zadné
halogenované slouceniny, coz potvrzuje fakt, ze pro vznik halogenovanych slouc¢enin je
nutnd pfitomnost enzymu, ktery navaze anorganicky chlorid a zabuduje ho do organické
struktury.

Reakce ,,blanku‘ bez peroxidu vodiku také nevykazovaly tvorbu halogenovanych
sloucenin, protoze nebyly detekovany zadné piky produkti reakce, ¢imz se potvrdil fakt,
ze chloroperoxidasa je skute¢né peroxidasa, protoze vyzaduje pfitomnost peroxidu vodiku
pro enzymovou reakci (halogenaci) a nestaci ji pouze vzdusny kyslik. Proto neni nutné
pracovat v inertni atmosféfe nebo se nemusime zbavovat kysliku z reak¢nich ,,vialek*.
Jelikoz peroxid vodiku je toxinem pro zijici buiiky, existuje fada enzymi, které ho
rozkladaji (napf. katalasa), tedy chloroperoxidasa miliZe slouzit také jako ochranny faktor
pro organismus tim, ze peroxid vodiku v bunice rozklada. Poté halogenace mize byt
nasledujicim krokem reakce za pfitomnosti halogenidu a organického substratu. 24 Pi
pouziti kienové peroxidasy a NaCl nevznikaly Zadné halogenované slouceniny, kdezto
v ptipadé KBr vznikal tetrachlorethylen a neznama latka ,,unknown 11, coz je zajimavé a
prekvapivé, jelikoZ jako zdroj halogenidil byl pouZit bromid

V ptipadé reakce ,,blanku bez substratu dochazelo ke vzniku halogenovanych
slou€enin v pomérné velkém mnoZstvi a ve stejném zastoupeni jako pii enzymové reakci
se substratem, H,O; a halogenidem. Je nékolik moznosti, které zptisobuji vznik téchto
produktii. Jednim z nich je sama chloroperoxidasa, ktera mtze slouzit jako substrat pro

halogenacni reakce, ve které glykoproteinové té€lo enzymu slouzi jako cilové misto pro
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reakci s HOX.?* Tento glykoproteinovy zbytek ma dostatek aktivovanych mist, které
mohou byt vyuzity jako substrat. Dal$i moznosti je pfitomnost pufru v reakéni smési, ktery
muze slouzit jako dal$i organicky substrat. OvSem mohlo v urcité mife dojit 1 ke
kontaminaci, proto u vSech pokust byly provedeny slepé vzorky pouze s destilovanou
vodou, které pii vyhodnocovani byly ode¢teny od realnych vzorki.

Podle literatury ** chloroperoxidasa i myeloperoxidasa miiZzou oxidovat chlorid, bromid
a jodid. Oproti tomu laktoperoxidasa mize oxidovat bromid a jodid a kienova peroxidasa
pouze jodid. Kdezto provedenym pokusem byly detekované jak chlorované, tak i
bromované latky, predevsim tedy tetrachloroethylen. Ten se vSak pfi reakci ,,blanku* bez
substratu tvofi pouze v malém mnozstvi, proto ziejmé ptitomnost acetonu jako substratu
zapticinluje vznik tetrachlorethylenu v tak velkém mnozstvi.

Analyzou inkubaci chloroperoxidasy s KBr, popt. NaCl a pouzitymi substraty byl
podle o¢ekavani hlavni produkt bromoform, popt. chloroform. Také dalsi, vedlejsi
produkty byly detekovany. Utvaieni nenasycenych uhlovodiki (napf. tetrachlorethylen)
muze byt vysvétleno hydrolyzou jejich korespondujicich prekurzort
(napt. tetrachlorethan). Porovnanim s reakcemi ,,blanku‘ bez enzymu je patrné, ze vyskyt
slouceniny ,,unknown I je zpisobena piitomnosti kyseliny octové.

Pfitomnost jak chlorovanych, tak bromovanych slouc¢enin mtize byt zptisobeno
kontaminaci bromidu draselného chloridy a naopak.

Co se ty¢e neznamych latek, které byly detekovany, je nutné je identifikovat dalSimi
pokusy. Jednim z nich je analyza na GC-MS, pomoci které se zjisti jejich molekulova
hmotnost. Inkubace se provede za stejnych podminek, a po prekoncentraci na SPME
vlakno se musi provést analyza na GC-MS. Pifi enzymovych reakcich vznikaji
halogenované slouceniny v nizké koncentraci a hmotnostni detektor je méné citlivy a
neselektivni na halogenované latky, proto koncentracni faktor musi byt vyssi. Dalsi

moznosti je pouziti kryofokusace pied GC-MS analyzou.
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Souhrn

V piirod¢ se dnes vyskytuje n€kolik tisic halogenovanych sloucenin vznikajicich
biogenné. Nejvetsi zastoupeni maji bromované a chlorované slouceniny. Jednou
z moznosti vzniku téchto latek je schopnost nékterych mikroorganismti zabudovavat
anorganicky chlor do organického substratu.

Za laboratornich podminek byly detekovany halogenované té¢kavé uhlovodiky,
predevsim chloroform a bromoform, jako produkty enzymovych reakci katalyzovanych
peroxidasami. V mensi mite dale vznikaly nenasycené uhlovodiky, halogenované methany
a nam neznamé slouceniny. Pokusy byly provedeny s chloroperoxidasou z Caldariomyces
fumago a kienovou peroxidasou. Bylo potvrzeno, Ze oba enzymy vykazovaly schopnost
halogenace. K detekci latek byl pouzit GC-ECD a metoda SPME pro prekoncentraci
analytu.

Dalsim krokem vyzkumu bude identifikace neznadmych latek nebo pouziti jinych

substratu pro enzymovou reakci.
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