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Abstrakt

Praimyslové odpadni vody z ropnych rafinerii, papirenékaren a tovaren
zpracujicich keramiku, textil a plasty obsahuji akés koncentrace aromatickych
slowenin, jez jsou toxické pro Zivé organismy. Nuthapjeto degradacesthto
slowenin v zivotnim prosedi na pijatelné limity. KvasinkaCandida tropicalisje
vyznamnym zastupcem iBe eukaryotnich mikroorganisimschopnych utilizace
fenolu. V prvni fazi biodegradace fenolu pouz@éropicalis pro katalyzu oxidace
fenolu na katechol, cytoplasmatickou NADPH-depetuiefenolhydroxylazu. Ve
druhé fazi biodegradaiho procesu je katechol dale oxidovan katechol-1,2
dioxygenazou na kyselintis, cismukonovou.

Predkladana diplomova pradesila poznani vlivu iort tézkych kowi na
reakce katalyzované NADPH-dependentni fenolhydiémagli a katechol-1,2-

dioxygenazou kvasinkg. tropicalis.

Fenolhydroxylaza byla inhibovana iontyedmatymi (CuSQ), az na 10 %
aktivity enzymu. Fenolhydroxylaza byla radéminhibovana ionty olovnatymi (na 67
% pavodni enzymové aktivity). Ostatni testované ion#gkych kowi (ionty
kademnaté, manganaté, Zzeleznaté) tento enzym wkowdily. Katechol-1,2-
dioxygenéaza byla inhibovana vSemi sleninami ionti tézkych kowi testovanymi v
predkladané diplomové praci, a to octanem olovnatghipridem manganatym,
siranem Zeleznatym, siranemtdnatym a chloridem kademnatym. Z hodnotl{e
patrné, Ze aktivita katechol-1,2-dioxygenazy jez#eméjSi vaci iontaim tézkych
kovi, nez aktivita NADPH-dependentni fenolhydroxyl&2ytropicalis Senzitivita
enzymu nize byt zgisobena fitomnosti histidylovych zbytk v aktivnim centru
katechol-1,2-dioxygenazy, interagujicich s iordzkich kova.

Kli ¢éova slova
NADPH-dependentni fenolhydroxylaza, katechol-1@xglgenaza,C. tropicalis

ionty t€zkych kowi, bioremediace



Abstract

Effluents of industrial wastewaters from oil refires, paper mills, dyes,
ceramic factories, resins, textiles and plastidaonhigh concentrations of aromatic
compounds, which are toxic to organisms. Degradatd these compounds to

tolerant limits before releasing them into the emwment is an urgent requirement.

Candida tropicalis yeast is an important representative of eucaryotic
microorganisms that are able to utilize phenol. ibmrthe first phase of phenol
biodegradation, cytoplasmatic NADPH-dependent phehgdroxylase of C.
tropicatis oxidizes phenol to catechol. Catechol is in theosd phase of
biodegradative process oxidized dis,cismuconic acid by the reaction catalyzed
with catechol-1,2-dioxygenase.

In this diploma thesis we investigated the effdcthe heavy metal ions on
NADPH-dependent phenol hydroxylase and catecheib®ygenase ofC.
tropicalis.

Phenol hydroxylase was inhibited by “Cuand PB' ions. Catechol
dioxygenase was inhibited by all substances conigiheavy metal ions (Be
Mn?*, Cf*, CU** and PB"), which were tested in this work.

The most effective inhibition was produced by"Hbllowed by Mrf*, Cd*
F&* and Ca4" ions. The higher sensitivity of catechol-1,2-diggpase to heavy
metal ions might follow from the presence of histaresidue in the active center of

the enzyme, that can interact with ions of metals.

Keywords
NADPH-dependent phenol hydroxylase, catechol-1¢3ydienase,C. tropicalis
heavy metal ions, bioremediation



Seznam pouzitych zkratek & symbai:

A,gs absorbanceip280 nm

BIS: N, N‘-methylen—bis—akrylamid

BSA: howzi sérovy albumin

CoA: koenzym A

CYP: cytochrom P450

DEAE Sepharosa: diethylaminoethyl Sepharosa

EDTANa,: dvojsodna &l kyseliny ethylendiamintetraoctové

FAD: flavinadenindinukleotid

HPLC: vysokoinna kapalinova chromatografie (High Pressure ldqui
Chromatography)

kDa: kilodalton

Km: Michaelisova konstanta

MFO: systém oxygenas se smiSenou funkci (mixed fumctitdases)

M,: relativni molekulova hmotnost

NADH : redukovany nikotinamidadenindinukleotid

NADP™: nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADPH: redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PbAc,: octan olovnaty

RPM: ot&ky za minutu

SDS dodecylsiran sodny (sodium dodecylsulphate)

SDS-PAGE elektroforesa na polyakrylamidovém geluiitgmnosti SDS

T,: teplota tani

T,: teplota varu

TEMED: N, N, N, N'—tetramethylendiamin

TRIS: tris(hydroxymethyl)aminomethan

V max. Maximalni rychlost enzymové reakce

v/v: objemova procenta

w/v: hmotnostni procenta

YNB: yeast nitrogen base

p® hustota i 25 °C
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1. UVOD

1.1. Xenobiotika a Zivotni prostedi

Rozvojtady wdnich disciplin umoznil syntézu latek, které nenpéjiozeny
pavod v girods, ale byly ungle syntetizovanyclovékem, tzv. xenobiotik Rada
téchto slogenin (polycyklické aromaty, chlorované alifatickélavodiky) jes¢ pred
nedavnem péta diky svym vyhodnym fyzikalnim a chemickym viagstem mezi
latky praimyslow vyznami vyuzivané. Mnohem pozji bylo zjisténo, Ze se jedna
o toxické latky, perzistentni ve slozkach Zzivotnimmstedi. Mohou pronikat do
potravnihoretzce, a tak ohrozovat i lidské zdravi @€nova et al., 1999).

Nejde jen o odpadni latky fgmyslovych vyrob, ale i jednotlivé vyrobky se
sc¢asem penenuji na odpad. Navic sama spsiest produkuje Skodlivé odpady
jako odpadni vody apod. Lidé jsou tedy ve ustajici mie vystavovani
nejraznéjSim cizorodym chemikaliim,tauz jsou to Iéky, potraviiéké chemikalie,
nebo jiné latky zn&St'ujici Zivotni prostedi (Murray et al., 2002).

Existuje fada @innych fyzikalre-chemickych metod, které lze pouzit pro
dekontaminaci slozek zivotniho priedi, avSak &sSinou se jednad o ekonomicky
velmi nar@né postupy. Jednim z alternativnichigphi je levrgjSi a girozergjsi
biologicka dekontaminace, ktera vyuZiva organisroljopné v kontaminovaném
prostedi gezivat a kontaminujici latky degradovat.

V souwasné dob jsou z tohoto hlediska redem zajmu bakterie a jiné
mikroorganismy, které odbouravaji organické poltyanxenobiotika za aerobnich i
anaerobnich podminek (Kerova et al., 1999).

Mikrobialni degradace se ukazala jako efektivnikanemicky gijatelna
metoda zpracovaniétehto kontaminarit (Rigo and Alegre, 2004; Santos and
Linardi, 2004; Vijayagopal and Viruthagiri, 2005ar$Chin et al., 2005).

Remediace oblasti kontaminovanych organickymi laik§ako jsou fenoly
studované viedkladané praci) fize byt velmi obtizna diky inhibnim vlivam
iontd toxickych €zkych kowi pritomnych v prosedi na sledovanou mikrofloru
(Sandrin a Maier, 2003).
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Neékteré prace ukazuji, Zze v principu je mozné zmirtitbice £Zkymi kovy
pouZzitim mikroorganisiin resistentnich &i kovam, které specificky snizuji
toxickou za¢z zpisobenou ionty kov (Roane et al., 2001).

V sowasnosti probih& testovani spojeni kihenizujicich vliv €zkych kowi
a kmeri utilizujicich organické polutanty jako zdroj uhlila energie. S vyuzitim
této techniky by nebylo zapgebi geneticky modifikovat stavajici mikroorganismy,
a presto by bylo docileno kvalitati¢rstejnych vysledk Toto by znamenalo nemalé

casové i finatni Uspory (Fernandes et al., 2008).
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1.2. Fenolické latky, jejich vyuZziti a toxicita

1.2.1. Fenolické latky

Fenoly spadaji dofridy organickych slotenin obsahujicich hydroxylové
skupiny (-OH) vazanéifmo na aromatickém j&d (jak je patrné na Obr. 1). Jsou
vyuzivany ve ¥tSiné odwtvi praimyslu. Mezi ti hlavni #idy fenolickych slogenin

vyuzivanych komeing pati chlorfenoly, alkylfenoly a nitrofenoly (Solin, %8).

fenal pyrokatechol

oL OH
Om oH
: hydrochinon
OH rezorcinel ” dio]
1,%2-benzendiol A-BEnzEnde
OH
OH

1.2-benrendiol

OH prrogallel >H oH
hydroaiordrochmeon
OH
1.2 d-benrzentriol
ioH HO Aoroghcmel WH CH
1.2 3-benzeninel 1,35 benzentriol OH
CHa
CH CHz
! phresol gy CH 2 -neftol
a-kresol m-kresel OH S ©©

Obr. 1: Néazvoslovi fenal(pievzato z prace PiskandCerméak, 1996-98).
1.2.2. Charakterizace a vyuziti fenolickych latek
Fenol se do organismu dostava travicim traktengladi i transdermadn Do
buiky vstupuje jak aktivnim, tak i pasivnim transpamte Diky chemickému

charakteru fenolu se znamky intoxikacenky touto latkou projevuji zahy po

prvnim kontaktu.
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Hlavnimi cilovymi organy, které jsou fenolem owlowvany, jsou jatra a
ledviny, ale ovlimovany jsou i respikmi a kardiovaskularni systémy.

Po poziti zgsobuje fenol paleni sliznic a loziska bilé nekngiid tkare v
ustech, nosohltanu a zaludku, dale také zvracekfiea ve stolici. B vstupu
pokozkou nasleduje péaleni pokozky a nevolnost. édyatické klinické fiznaky
otravy fenolem jsou ovSem na caeststupu do organismu nezdavislé a zahrnuiji:
bolest hlavy, apatii, srdai arytmii, dychaci obtize, mdloby a dalSkil€%itostre
byla také zaznamenana methemoglobinemie a henmdyanemie. NejilezitéjSi
piiznaky kratkodobého ggobeni fenolu jsou neurotoxicita, destrukce jatdrra
ledvinnych bugik a respirani obtize (Allen et al., 1991).

Otravu fenolem lze rozpoznat podle charakterishokakrylového zapachu
dechu nebo ji Ize detekovat z tmavého zabarvewi.rrenol gisobi ,korozivig“ na
sliznice, @i a pisobi spaleninyi&e (Geller, 1997).

Prirodni fenol je sotasti uhelnych lozZisek nebo je produktem degradace
benzenu. Na vzduchu se krystaly fenolu zbarvigow az cerverg, coz je
urychleno v alkalickém prasdi. Fenol je citlivy k oxidénim ¢inidlum. Odtrzeni
atomu vodiku fenolické hydroxyskupiny je bezpfedtt nasledovano rezonémi
stabilizaci fenoxyradikalu. Vznikly radikal je nddaoxidovatelny, diky¢emuz je
fenol pouzitelny jako antioxidant, fungujici jakimidlo vychytavajici radikaly.

Fenol je sotasti rEkterych kometné dostupnych desinfékich a
antiseptickych roztaka gipravki, je totiz toxicky pro ¥tSinu mikroorganisrin Fi
politi pokozky, je rychle absorbovan, cozize vést k systémove otravFenol
denaturuje proteiny pokozky (Windholz, 1983).

In vivo se fenol vaze na protein plasmy aigpbuje koagukni nekrézu.
Akutni letalnost fenolu zavisi na délce expozid@macentraci davky (Wood, 1978).

Zcela l&zr¢ a ve velké nte se fenoly vyskytu;ji vifirodé. Vzhledem k tomu,
ze fenoly byly jako skupina latek objeveny poné brzy (r. 1834 byla provedena
prvni izolace z kamenouhelného deht@sina z nich ma trivialni nazvy. Typickym
piikladem nam mohou slouzit methylfenoly, které seymaji kresoly podle nazvu
uhelného nebordwného dehtu, z kterych byly izolovany (Murray et 2D02).
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Nizkomolekularni fenoly jsou obvykle rozpustné vedy¥ a maji velmi
vysoky bod varu. To je fizobeno tim, Ze molekuly feriobmohou mezi sebou tyib
vodikové vazby. Vazba O-H je sHipolarizovana diky zrimé elektronegativit
kyslikového atomu. Dochéazi tedy ke vzniku parcl&nikladného naboje na
vodikovém atomu (K&erova et al., 1999).

Fenoly jsou kyseliny, protoZe obsahuji hydroxylovskupinu, ktera rive

fungovat jako donor protonu:

RO-H - H" + RO (fenoxidovy ion)

Fenol je mnohokrat sitijSi kyselina nez ndfklad ethanol. To je Zisobeno
rozdily ve strukturach fislusnych slotenin. Hlavni dvod wtSi kyselosti fendi
oproti alifatickym alkohalm je v tom, Ze fenoxidovy ion je stabilizovany reaaci.
Negativni naboj fenoxidového iontu byva delokaliaonvrezonanci fedevsim
v polohach ortho a para benzenového kruhu. Vzhleléomu ze timto krokem
dochazi ke stabilizaci, je rovnovaha reakce jejidniku z fenolu mnohem
piiznivéjSi nez rovnovaha vzniku alkoxidovych iére alkohoti (Allen, 1991).

Fenol GHgO (hydroxybenzen) je #istém stavu bezbarva az bila latka, ktera
ma nasladly zéapach, je i@ava, rozpustna ve véd etherech, ethanolu, acetonu,

glycerolu, benzenu (Windholz, 1983).

Dulezité fyzikalni vlastnosti fenolu (Brooks and Rixe, 1996):

Mr=94,114
Tt =40,90 °C
Tv=181,84°C

Tvzplanuti = 75,79 °C
52p=1,132g.cm

pKa= 10,0

pH (50 g/l vody, 20 °C) = cca 5,0

15



Fenol ma hygroskopické vlastnosti a také snadndébddoxidaci. Proto je
nutné ho uchovavat pod atmosférou dusiku, v chiadee tngé. Fenoly nepsobi
pouze jako kyseliny, ale také jako baze, protozg nesdileny elektronovy par na
kysliku a jsou tudiz Lewisovskymi bazemi.

Protonaci fenolické hydroxy skupiny fenolu a nastad ztratou molekuly
vody by doSlo k vytvieni fenylového kationtu, to je ale velmi obtiznéezrlem ke
strukture benzenu, nelsodminka linearity je nesplnitelna (Kerova et al., 1999).

Fenoly snadno oxiduji. Na vzduchu ziskavajiznobarevny nadech
zpasobeny vznikem oxidaich produki. Oxidace hydrochinonu dava benzen-1,4-
chinon, obvykle nazyvany chinon. Oxidace hydrochinge reverzibilni a tento
oxidatné-redukni proces ma velmi vyznamnou roli v mnoha biologidk
pochodech.

Fenolické latky se&asto pouzivaji jako antioxidantyrdeinosté se oxiduji
misto latek, ke kterym byly f@any. Jsou pouzivany jako stabilizatory (hap
butylovany  hydroxytoluen-BHT, nebo  butylovany hyxlyanisol-BHA)

v potravinach, jedlych olejich, krmnych &sich, ale téz v chemickémgmnyslu pro

vyrobu syntetickych oléj gumy a plastickych hmot (Murray et al., 2002).

1.2.3. Toxicita fenolu va¢i lidskému organismu

Fenoly se velmi date vstebavaji. Diky své kyselosti leptaji a drazdi
pokozku a sliznice. Jsoutq@evSim neurotoxické, ale také hepatotoxické a
nefrotoxické. Intoxikace probiha inhalaci nebo sdermald. Po vstebani dochazi
k rychlému vylodeni.

Akutni intoxikace vyvola prudké bolesti v dutimistni, BiSe acasto kowi
smrtelré. Chronicka intoxikace je vzacna. Projevuje se $tabe hlavy, ochablosti
organismu, nechutenstvim, nebo ekzémy. Jako srartdivka pro dospeho
¢loveka je uvadno 5 az 12 g fenolu (Allen, 1991).

fvpwviY £

Pri chronické intoxikaci vyvolavaji dermatitidy.
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Pri uvolnéni velkého mnoZstvi fenolu do vzduchuidy nebo vody nebo
pokud je do prosedi fenol uvatovan dlouhou dobu v menSich davkadtetpvava i
po velmi dlouhou dobu. Mala mnozstvi fenolu vSakig&vavaji ve vzduchu déle
nez jeden den, zagy jsou odstragna do @ti dni a ve vodach istavaji nejdéle
dewt dni (Wood, 1978).

Pri koncentraci fenolu v ovzdusi 14 x vysSi nez jeppstny limit, byla u
mnoha Zen vystavenychmto podminkam popsana existencesama placerdt U
délnika pracujicich v tevaském ptmyslu byla prokazana spojitost dlouhodobé
expozice fenolu se zvySenym vyskytem regifeh nadoi. U mySi byla pi studiu
genotoxicity fenolu pozorovana zvySena frekvencendny sesterskych chromatid
spojend s inhibici mitézy a b&mného cyklu u T-lymfocyt pii oralnim podani
jednorazové davky 250 mg.kgLDs, ordlre &ini pro mysi 270 mg.kd, pro potkany
370 mg.kg' (Hoak, 1957).
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1.3. Organismy schopné degradovat fenolické latky

Mikroorganismy pedstavuji podstatnou slozku v komplexnim keélub
uhliku. V posledni dob se stale zvySuje mnozstvi informaci a pozhatk
mikroorganismech schopnych Zit ¥itomnosti fenolickych latek a dokonce je i
vyuZzivat jako zdroj uhliku a energie proagvist. Nekteré studie ukazuiji, Zze fenoly
a kresoly mohou byt degradovany velkyntigon mikroorganisiin VéEtSina uzitych
mikroorganisni jsou aerobové schopnigmeny toxickych organickych sla@enin
na netoxické anorganické st@mniny, jako jsou oxid uhlity a voda. (Torres et al.,
1998)

Oxidani typ reakci vyuZzivaji k degradaci vyh&é aerobni mikroorganismy,
zatimco u anaerobnich baktertighazeji v Gvahu pouze reakce rethik Oxida&ni
sekvence reakci aromatickych sienin u aerobnich bakterii poskytuji intermediaty
s dihydroxybenzenovou strukturou. Tyto intermedifggu dale &peny enzymy
vyuzivajicimi oba atomy molekularniho kysliku.

Mezi bakterie utilizujici fenol pé&t v prvni fad® rod Pseudomonasktery
zahrnuje druhy schopné utilizovat Siroké spektratald, nap. alifatické, aromatické
uhlovodiky, jejich halogensi nitro- derivaty, polycyklické aromatické uhlovdgia
jind organicka rezidua, kter4 jsoufidka degradovatelna pomoci jinych
mikrobialnich rod. Degradace kyseliny benzoové u kmdPgeudomonas spe
znazorgna na Obr. 2 (Broderick, 1999). Existuji druhy, rtejsou schopné
utilizovat i vice nez 100 odliSnych organickych wenin jako zdroje uhliku a

energie.
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Napriklad P. aeruginosadokaze vyuzivat cukry, mastné kyseliny, alkoholy,

di-, tri- karboxylové kyseliny, polyalkoholy, arotyaaminokyseliny, aminy, atd.
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Degradace fenolu pomotisté populacé®. putidaprobihd tzvmetadrahou.

Pri vysoké koncentraci fenolu dochazi ovSem Kk inhibitstu, tudiz i samotné
degradace. Proto je vhodné mikroorganisngdpm kultivovat tak, aby doslo ke
zvySeni tolerance bgh k vySSim koncentracim fenolu.

Mezi dalSi bakterialni kmeny utilizujici fenolickétky pati neékteré druhy
roduBacillus nag. termofilniB. stearothermophillus, B. thermoleovorans k&ré
maji enzymové vybaveni schopné fungoviit ywsokych teplotach. Termofilni
bakterie roduBacillus jsou schopny degradovat fenddi peplo& vyssi nez 70 °C
(Hofrichter and Fritsche, 1992).

BakterieB. cereuskompletrg degraduje 150 mg/l benzenu do 25 dni. Tento
mikrobialni kmen dokaze tpmenit benzen na fenol a benzoat, které nasledn
vyuziva jako zdroj uhliku a energiefidmnost benzenu ma stimald &inky na
degradaci benzoatu a inhihi (€inky na degradaci fenolu.ifffomnost fenolu a
benzoatu prawibodobré stimuluje degradaci benzenu. Vyzkumy ukazaly, Ze
bakterieB. cereuge potencial® pouzitelna pro remediaci oblasti kontaminovanych
benzenem. Pouzitim nitratu jako kéného akceptoru elektrérvyrazré zvySujeme
potencialni aplikovatelnost v ramci bioremediatomfechnologii (Dou et al., 2010).

DalSim gikladem jeOchrobacterium spjeZtransformuje fenolické latky na
2-hydroxymukosemialdehyd, ktery je dale metabolé@owna intermediaty Krebsova
cyklu. Ochrobacterium spma nejvySSi hodnoty degradace fenotupgH 8 (Kilic,
2009; Van Schie and Young, 1998).

Pouziti Corynebacteria spDJ1 je jedna z moznosti pkisténi odpadnich
vod s vysokou koncentraci fenoluii BO °C a pH 7,5 séad enzymové reakce u
tohoto mikroorganismu bliZ&du nultému. B koncentraci 1500 mg/l byl fenol gin
degradovan do 60 h.riP2000 - 2500 mg/l se objevuje ,lag" faze a degradae
zpomaluje. ,Lag" faze trva cca 12 hodin. Nasledanikly katechol je odbouravan

B-ketoadipéatovou cestou (Brinkrolf et al., 2007).
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Biodegradani schopnosti houbyAspergillus awamoribyly sledovany v
kapalném médiu obsahujicim steminy fenolu. Utilizace fenolu o koncentraci 0,3
g/l prokhla do 60 hodin, 0,6 g/l do 72 h a 1,0 g/l do 7 dr8. A. awamoripIn¢
degradoval katechol o koncentraci 1, 2 a 3 g/1Z&l88 a 124 hodin. Pro kompletni
biodegradaci 2,4-dichlorfenolu o koncentraci 1lylo zapotebi @t dni. Omeze#
dokéaze tento mikroorganismus degradovat i 2,6-dimetfenol (Stoilova et al.,
2006).

Efekt uhlikového hladaini byl zkouman u mikroorganismiwingela
americana, ktery byl péstovan v médiu obsahujicim fenol. iy byly nejprve
podrobeny uhlikovému hladéni a nasled® byly stanoveny rozdily ve specifické
rychlosti ffistu burgk i v rychlosti degradace fenolu. Zgéth maximalni specificka
rychlost fistu kmene v zAvislosti na koncentraci média bylazpo0,32 i u
vyhladowlych a 0,29 H u nevyhladoslych burgk. Vyzkum ukézal, Ze inictai
denzita budk nema vyrazny efekt na gé@tesni rychlost degradace fenolu. Uhlikové
hladowni minimalizovalo u bugk aklimatiza&ni dobu, urychlilo schopnost
kompletni degradace fenolu a ovlivnilo jednotlivézé fstu burk. Optimalni
podminky pro degradaci fenolu byly stanoveny n&@Tteplota inkubace) a pH 7,5
(Khleifat, 2006).

Srovnani uziti fenolu respmkresolu pro kultivaci mikroorganisinbylo
pozorovano naijikladu kmeneAlcaligenes faecalikkmen A. faecalisbyl péstovan
na médiu obsahujicim fenol, nebo kresol jako zdidjku a energie. Ve vysoké
koncentraci psobi substrat inhibicitistu burgk. Optimalni fist burgk a degradace
substratu byly dosazenyigkoncentraci 100 mg/l. Zejméndipouziti fenolu jako
substratuA. faecalisbyla pozorovana Uplna degradace této latky do diesdin, coz
bylo o celych 22 hodin mémez um-kresolu. Bi pouZziti fenolu biiky nevykazuji
Zadnou ,lag“ fazi, zatimco s pouzitim-kresolu je ,lag" faze az 12 h. Coz lze
chapat jako tkaz \&tSi toxicity m-kresolu, ktery ma &tSi inhibicni efekt na #ist
burgk. Specificky fist burgk i specificka rychlost degradace substratu ukamaji
lepSi schopnost utilizace fenolu nexkresolu (Bai et al., 2007).

Priklad metabolismu vyuZivajicihortho-cestu poskytuje aerobni kvasinka
Rhodotorula glutinismikroorganismus, ktery kompletrdegraduje 5 mM roztok
fenolu a vyuZziva jej jako uhlikaty zdroj (Kottutti @., 1991).
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DalSich zlepSeniip vyzkumu bioremediaci odpadnich vod od fenolickych
latek bylo dosazeno v oblasti imobilizace pouZzitgelgradujicich kmen

Srovnani vyhod volnych bk a imobilizovanych kmehukéazalo, Ze hustota
volnych burtk v médiu je hlavni faktor ovliwijici rychlost Uplné degradace fenolu.
Pro tento vyzkum byl vyuzit néiklad Acinetobacte(Beshay et al., 2002).

Kontinualni degradace fenolu ze 100 mg/l na 2,5 I mgémoci
imobilizovanych busk P. putida se ukazala vyhodsi nez s pomoci systému
volnych burk. pH 5,5 aZz 6,0 a teplota mezi 25 - 30°C @ laZzka 1 - 2 mm jsou
optimalni podminky pro degradaci fenolu v malycmé@ntracich (Mordocco et al.,
1999).

U kmeni P. stutzeribylo studovano srovnani volnéhastu burk v médiu
obsahujicim fenol a bék imobilizovanych na nosnychliasticich. Volné biky
kultury Psaudomonas transformuji vznikly katechol klasickoumetacestou
degradace aromatickych molekul za vzniku 2-hydroxkomaldehydu a kyseliny 2-
hydroxymukonové (Obr. 3). Bakterialnist je inhibovan substratem nad limitujici
koncentraci fenolu 600 mg/l. Testy imobilizace uk§iz Ze stabilni bakterialni
biofilm lze vytvait na iznych typech pevnych na@si jako silikonovy pisek nebo
aktivni uhli, ale nikoli na hlinikové folii. Efektni je rovréz zachyceni na

alginatovémizku (Viggiani et al., 2006).
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Obr. 3: Metabolismus monocyklickych stmnin u kmené®. putida(pievzato z publikace Bugg
and Winfield, 1998).

Pouziti mikroorganismuAchromobacter sp.ukdzalo na velice dobrou
schopnost utilizace 2,4-dichlorfenolu s pouzitimdw@ného bioreaktoru. Byl
zkouman i vliv gitomnosti fenolu jakoZto druhého zdroje uhliku argre.

Vysledky ukazuji, Zze se zvySujici se koncentraciolie v médiu, pebira
tento ulohu hlavniho zdroje zivin na ukor degradagkdichlorfenolu, ktera klesa
ze 100 % na 87,9 % (Quan et al., 2004).

Trichosporum cutaneurpii ristu na mediu YNB (,yeast nitrogen base") je
schopno degradovat resorcinol a 0,3 g/l fenolu Metm& do 18 hodin, zatimco
pokud je v médiu fitomen pouze resorcinol, trva jeho Uplna degrad@c27 hodin.
Biodegradace hikami imobilizovanymi na polyamidovych a polyakrylititovych
granulech probihal@adow o ti hodiny pomaleji nez s pouzitim volnych likn
(Aleksieva et al., 2001). Kvasinkd. cutaneumbyla rovrez zkouméana
imobilizaci kovalentni vazbou na polyamidové a adiylonitrilové membraé s
piidavkem glutaraldehydu (Godjevargova et al., 2006).
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V urcitych pripadech, kdy jeden typ mikroorganismu neni schopeime
degradovat danou latku, Ize s &sipem pouzit kombinace aerobni a anaerobni
populace. Vzajemnou kooperaci dochazi ke kompletimieralizaci (Krug et al.,
1985; Krug and Straube, 1986).

K degradaci fenolu byly pouzityiesré definované sisné kultury nap
kvasinky Cryptococcus elinovie Hla bakterie P. putida P8. Bakterie fenol
degradujemetadrahou, zatimco kvasinka vyuZziwedtho-drahu (Mc Allister et al.,
1996).

Zivé buiky bakterieRhodococcus splegradujici fenol byly imobilizovany
adsorpci na aktivni uhli (GAC) a alginatovaKka. Tyto imobilizovan&astice byly
pouzity pro kontinualnéisteni mineralniho média obsahujiciho vysokou koncentra
fenolu. GAC byl zhotoven ze skipky kokosového iechu. Alginatova dzka
obsahovala 1% praSkového aktivniho uhli, 4 % véaekanalginatu a 1 %
mikrobialnich bugk. Aktivni uhli resp. alginatovaifka adsorbovala fenol, coz
zpasobilo lokalni podminky nevhodné prast jinych bakterii mimdRhodococcus
Sp

Porovnani obou materiabizitych k imobilizaci budk ukézalo, ze alginatova
lazka maji ¥tSi schopnost vazat fenokigkoncentraci 1000 ppm v protékajicim
roztoku (Pai et al., 1994).

DalSim zastupcem degraddenolu je, jak jiz bylo vySe uvedeno, baktetie
faecalisspolu s kvasinkoandida tropicalis.Byly izolovany ze vzorku {y po
obohaceni viitomnosti fenolu a vysoké koncentrace soli. Tentorek pmdy
pochazi z amazonskych destnych prial€edpoklada se, ze tytdigy nebyly nikdy
kontaminovany xenobiotickymi fenolickymi sléeninami, proto objev éthto
izolath je prvnim popsanym ifpadem mikroorganistn degradujicich fenol
objevenych ve vzorcichidy pochazejicich Z¢thto oblasti (Stephenson, 1990).

Oba izolaty, A. faecalisi C. tropicalis byly testovany na schopnost
degradace fenolu. Jako refetah mikroorganismus schopny utilizovat fenol byla
pouzita bakterieRhodococcus erythropolidzolaty byly srovnavany s mikrobni
populaci ziskanou ze vzdrk odpadni vody, ktera pochazela z predt

kontaminovaného fenolem (Stephenson, 1990).
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Tolerance kfenolu a solim byla vySSi @. tropicalis (snasi 16 mM
koncentraci fenolu a 15 % koncentraci soli). Optothu A. faecalissnasi 12 mM
koncentraci fenolu a 5,6 % koncentrace soli. Kvasistej tak toleruje i SirSi
rozmezi pH (3 - 9) v fibéhu degradace. Bakterk. faecalisutilizuje fenol i pH
7 - 9. Represi degradace fenollCu tropicalis zpisobuje acetat a glukosa, ale ne
laktat. UA. faecalislaktat degradaci fenolu stimuluje, glukosa a aamidi jen maly
efekt (Stephenson, 1990).

Souhrnny pehled mikroorganisin schopnych asimilovat négnéjSi
aromatické sloteniny etrg fenolu byl publikovan v praci Zacheho a Rehma
(1989). Z tohoto fehledu je #ejme, ze fenol jako zdroj uhliku a energie jsou
schopny vyuzivat nd&p nekteré druhy rof Cryptococcus, Trichosporon,
Dipodascus, Stephanoascudsrna kvasinkd&xophiala jeanselmgektera je schopna
asimilovat 54 aromatickych sléenin, Debaryomyces hansend samoijmg jiz
zminované mikroorganismgandidaa Rhodotorula(Zache and Rehm, 1989).

Velkou wtSinu pfimyslovych xenobiotik je mozno degradovatigpbem,
kdy kontaminant je vyuzivan Bukombinaci tzv. ,kometabolickych® krdiK které
casto poskytuji jetast&nou degradaci nebo je latkastovym substratem a dochazi
k mineralizaci pinejmenSimc¢asti molekuly. Mezi organismy schopné takovéto
degradace fenolickych latekitteme z#adit mnoho drut bakterii, ale i kvasinky
(napiklad C. tropicalis.

Praw kvasinkaC. tropicalis je vyznamnym zastupcemiiBe eukaryotnich
mikroorganisni schopnych utilizace fenolu. Je schopna jej utdaoi v
koncentraci kolem 2,5 @iljako hlavni zdroj uhliku a energie. Fenol metahgé
B-ketoadipatovou cestou pomoci induktivniho enzyrhovéystému (Sierp and
Fransemeier, 1934).

VIaknity rod kvasinekTrichosporontaké utilizuje fenol i jeho derivaty.
KvasinkaT. cutaneunje schopna degradovat péme vysoké koncentrace fenolu,
nad 1 g.t, jako vyZivu pro iist a rozvoj populacd.. cutaneum R5ibste a utilizuje
derivaty fenolu, jako resorcinol, 3-nitrofenol, Zjthitrofenol nebo m-kresol
(Kaschabelet al., 2002).
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Mikroorganismus Sporotrichum thermophilgprokazal schopnost utilizace
indolu. Ri koncentraci indolu 1 g/l média doSlo k UpIné @mtaci po Sesti dnech.
Tento mikroorganismus se zda byt vhodny i pro reawmdrostedi a odpadnich
vod od ostatnich toxickych sléenin (Katapodis et al., 2007).

Z plisni byly testovany moznosti degradace fenoludruhu Fusarium
flocciferum kmenu Penicillium simplicissimunSK9117 (Kennes and Thalasso,
1998) a kmenu Penicillium Bi 7/2 ktery Ize pouzit pro odbouravaniiznych
fenolickych latek wetns chloroderival a nitroderivai (Bandyopadhyay et al.,
1998).

U Fusaria sp. byl zkouman efekt pH, teploty atrigani glukoézy do
kultivacniho média na biodegraditivni kapacitu. U tohotoekmn byly jiz popsany
hlavni metabolické cesty a mechanismy degradaceldenTento kmen tvil
produkty reakci katalyzovanych jak katechol-1,2xgtenazou, tak i katechol-2,3-
dioxygenazou. Byly detekovany v extraktech volnyemek rostoucich exkluzivé
na fenolu s moznostifjgavku sachardzy, coz dokazuje, Ze intermediatckale
muze byt oxidovan vorto- i meta- poloze. Mineralni soli fiddané v kulturach
inhibovaly (€inky obou dioxygenaz. Tyto dva enzymy mohou byhaiitve velkém
rozsahu teplot a pH. Katechol-1,2-dioxygenaza mar@ni aktivitu @i pH 6,8 a
teplot 40 °C, aktivni je v rozmezi pH 3 - 8,8 a teploty30 — 50 °C.

V porovnani s katechol-1,2-dioxygenazou je kateéh8tdioxygenaza lehce
citlivejsi vaci zménam pH a jeji aktivita se zvySuje v alkalickém piredi (pH 7,4 -
10,6) a enzym je stabi$i pri vysSich teplotach 30 — 75 °C. Porovnanim hlavnich
podobné jako u bakterii a fenol je transformovan katechol. Tento
dihydroxylovany intermediaty je metabolizovamtho-drahou p-ketoadipatovou)
nebo metadrahou pomoci katechol-1,2-dioxygenazy nebo katez|®
dioxygenazy. Oba typy cest vedou intermediaty émitmi metabolickymi cestami,
jako je cyklus trikarboxylovych kyselin.

Fusarium ma rekteré podobnosti ale i odchylky od enaynostatnich
mikroorganisni. Tento mechanismus je schopen metabolické adaptaoby a
jejich mutant nalezenych v ifrodk, bézre izolovanych z pdy vystavené fsobeni
aromatickych slogenin (Cai et al., 2007).
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Vysledky ziskané z enzymologickych studii ukazag, fenol ip-kresol v
houkd Scedosporium apiospermurnmdukuji specifické oxygenazy. Kresol je
metabolizovan jednou cestou na 3-oxoadipat, femdegradovan a@wma rozdilnymi
enzymovymi cestami. V ifpact p-kresolu je methylova skupina oxidovarsa
apiospermum pres 4-hydroxybenzylalkohol, 4-hydroxybenzaldehyd & 4
hydroxybenzoat, ktery podle aktivity 4-hydroxybeat8-hydroxylazy, vede k
produkci protokatechuétu, coz je indikovano detekkterych z ¢chto metabolii v
kulturach rostoucich zaipomnostip-kresolu.

Protokatechuat je dale odwsdortho-cestou za fispéni protokatechuat-3,4-
dioxygenazy, coz vede k tvarb3-oxoadipatu podle znamych metabolickych
sekvenci (Hill et al., 1993). Vifpad fenolu dochazi k simultanni degradaci v
organismu sekvenci zahrnujici katechol, 3-oxoadipgdtasré sekvenci zahrnujici
hydrochinon, 1,2,4-trihydroxybenzen, maleylacetabmt 3-oxoadipat. Podobny
zpasob degradace byl popsan pto fumigatus(Jones et al., 1995), kde ran
fungoval metabolismusigs katechol i fes hydrochinon (Claussen and Schmidt,
1998).

1.3.1. Charakteristika kvasinek roduCandida

Kvasinky tohoto rodu jsou chemoheterotrofni, eukary jednobu&né
houby, které se rozmnozuji téirvyhradré nepohlavi pucenim. Ri rozmnozovani
dochazi ktvorb mycelia, kdy je maiskd buika spojena s démou uUzkym
kanalkem, kterym do nifighazi no¥ vytvorené jadro a buigny material. Kvasinky
rodu Candida maji schopnost odbouravat monosacharidy éatemé oligo- a
polysacharidy na ethanol a oxid wfitly.

Z hlediska morfologie maji kvasinkyt&inou ovalny tvar, ktery se tiaznych
druhi pohybuje velikosté v rozmezi 3 az 13 mm. Struktura Blinkvasinek je
podobnéa strukite ostatnich eukaryotnich hika Rozdil spoiva v silné a pevné

buns¢né sén¢, kterou jsou biiky kvasinek obaleny stejrjako buiky bakterii.
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Tato stna chrani kvasinku ipd vrgjSimi vlivy a zaji¥uje jeji tvar.
Stavebnim materidlem bé&tnych s&n kvasinek jsou polysacharidy,étginou
glukany a mannanyasto ve formy fosfore&nych estel, které maji strukturu viaken
tvoricich hustou, pevnou splevyplnénou bilkovinami (Kéerova et al., 1999).

Pod bugc¢nou sEnou je tenka cytoplasmaticka membrana, ktera oligop
cytoplasmu s diferencovanym jadrem. Cytoplasma dalsahuje ribosomy,
mitochondrie, endoplasmatické retikulum, Golgiharadp, zrnéka rezervnich latek a
také vakuoly, podolinjako je tomu v rostlinnych hikach.

V sowasnosti zname vice nez 500 dildvasinek, které tvd 37 rodi. Mezi
kvasinky roduCandida pati predevsimC. albicans, C. utilis, C. tropicalis C.
pseudotropicaligKucerova et al., 1999).

Jelikoz fenolické sloteniny mohou mit vazny vliv na zZivotni préedi, jsou
mikrobiologické a biochemické studie jejich aeratnidegradaci fednetem
velkého z4jmu a monitorovani spelhy kysliku nize poskytnout dlezité informace
o celém procesu. Bylo zjito, zeC. maltosadokaze vyuzivat fenol a katechol jako
hlavni ziviny az do koncentraci 1,7 resp. 1,5 g/tutb schopnost neovituje
ptitomnost resorcinolu az do koncentrace 2 @l. maltosataké dokazeko-
metabolizovat p-kresol, ale utilizace benzoatu a salicylatu nebplakazana.
Fenolhydroxyldzova aktivita dosahla maxima n&atleu exponencialni fazesbem
kultivace kvasinky v médiu obsahujicim fenol. Pomgetni utilizaci fenolu

enzymova aktivita pomalu klesala (Fialova et 204).

1.3.2. Vlastnosti kvasinkyC. tropicalis

Kvasinka C. tropicalis je aerobni mikroorganismus. Aerobni resfia
rettzec je tvaden baterii oxidoreduktas, analogicky jako mitochaidi dychaci
fettzec vysSich organisin C. tropicalis také dokaze, stefnjako jiné kvasinky
utilizovat cukry, nap glukozu, sachar6zu, maltézu (Brooks and Rividré96).
Tento mikroorganismus také dokaze utilizovat feradé napiklad i formaldehyd,
jako swij hlavni zdroj uhliku a energie (Windholz, 1983).
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Kvasinka C. tropicalis pati mezi oportunni patogeny. To znamena, Ze za
normalnich okolnosti je prolovéka zcela neSkodna a je sasti mikrofléry na
sliznicich v lidském organismu. U oslabenych jedinoize ovSem vyvolat
candiddzu, coz je infekce ohrozujici zdravi alktarych gipadech i zivot pacienta.

C. tropicalis vytvari dlouha, misty zasSkrcena vlakna, na kterych séi tvo
svazky kratSich kulovitych béh (blastospory) (Janderova and Bendova, 1999).

Technikou barveni chromozdna elektronovou mikroskopii se rozliSujétp
stadii Zivotniho cyklu kvasink€. tropicalis Sexualg aktivni haplofaze (K&erova
et al., 1999), ktera mutujgimo na sexuakhinaktivni haplofazi, anebo seéni na
diplofazi (autodiploidizace) (Murray et al., 200 estabilni diplofaze se éni na
sexual® inaktivni haplofazi, ktera je stabilni. Tento pescznény faze pedstavuje
urcity typ meidzy (Cuningham et al., 1995).

U C. tropicalisse vyskytuji chlamydospory, jako velké kulatékyy které se
mitoticky S&pi na filamenty (Allen, 1991). &em této specifické meidzy selibe
v diplofazi tvait i vicejaderné biikky (Paca, 2005).

Bunky 19 kvasinkovych kultur p#ti k rodu Candida byly testovany na
biodegradaci fenolu. Kultury byly vybrany tak, absotily reprezentativni vzorek
druhu.C. tropicalisa C. lipolytica efektivre degradovaly vice nez 90 % fenolu o
koncentraci 2 g/IC. tropicallis byla vybrana pro podrolsj$i studie, jelikoz byla
schopna metabolizovat vice nez 95 % fenolu za pduti6 hodin v porovnani
s druhym kmenem, ktery metabolizoval stejné mndézatv 48 hodin. Maximalni
kompletrg¢ degradovatelna substratova koncentrace byla ZSgilium indukce i
raznych koncentracich fenolu v médiu ukézalo, zecitxivic¢i rostoucim biikam
se umérné¢ zvysuje se zvySujici se koncentraci fenolu. Scheprbiodegradace
fenolickych derival o-kresolu, mkresolu, 2,6-dimethylfenolu,a-naftolu, o-
chlorfenolu, p-nitrofenolu se specificky liSi pro jednotlivé stidgy (Varma and
Gaikwad, 2008).
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Mutantni kmen CTM2 ziskany oi&nim girodniho typuC. tropicalisHe-Ne
laserem ukazal zvySeni schopnosti degradace fégohicslowenin. Tento kmen je
schopen degradovat 2,6 g/l fenolu a 0,3 gHkresolu. B dvousubstratove
biodegradaci fssobi fenol jako promotor pro degradaci m-kresola,\&dy je jako
zdroj uhliku utilizovan pednostd. Naopak relativéy nizka koncentracerkresolu

muze vést k velké inhibici degradace fenolu (Jiangle2007).
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1.4. Metabolismus xenobiotik

1.4.1. Vstup xenobiotika do organismu

Cesty vstupu cizorodych latek do organismu jstizné. NefasgjSi vstup
xenobiotika do ZivéiSnych organisri je zaZivacim traktem, mé&gasty pokozkou
(dermalni vstup) pap sliznici. Plynné latky a aerosoly vstupuji do aéigného
organismu respitamim systémem (inhalace). Ve vyjidmych @gipadech, nap pri
zrarenich nebo &kterych aplikacich 1&k maze dojit k péiniku podkoznimu,
nitrosvalovémuwi nitrozilnimu (Prokes, 1998). Vifpad mikroorganisni je vstup
xenobiotika do biikky zprostedkovan jak pasivnim, tak i aktivnim transportem

v zavislosti na povaze xenobiotika.

1.4.2. Biotransformace xenobiotik v Zivém organismu

1) Derivatiza®ni faze

V této prvni fazi biotransformace probihajiegevSim reakce oxidai, pi
kterych jsou do skeletu xenobiotika zavedeny pdld&tmkeni skupiny (nap
hydroxylové nebo oxoskupiny).

Casto také dochazi k odkryvani polarnich fémikh skupin nap hydrolyzou
esteru, amidu apod. Oxidaci cizorodé latky realizuftSinou enzymy povahy
monooxygenaz, napsystém cytochromu P450.

Latky, které se nemohoutimo genenit jinymi reakcemi na polarni
sloweniny nebo na latky schopné konjugace, jsou hydowény podle
nasledujiciho schématu (Eerova et al., 1999):

RH + (NADPH + H") + O, - ROH + NADP" + H,0

RH...... xenobiotikum
ROH... hydroxyderivat
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2) Konjuga‘ni faze

Ucelem této druhé (konjugai) faze je biotransformovat sléeniny, které
byly hydroxylovany nebo jinak zénény v prvni (derivatizeni) fazi, pomoci
specifickych enzyrin, coz vede k dalSimu zvySeni polarity metaliokenobiotik.
Jedna se zejména o konjugaci s kyselinou glukurmmowsulfatem, acetatem,
glutathionem, &kterymi aminokyselinami, pdp miZze dojit také k methylaci
xenobiotika.

V konjug&ni fazi dochazi k tvorb tzv. konjugat, v nichZz se spojuje
endogenni polarni latka (konjugd slozka) s metabolitem xenobiotika, ktery vznikl
v prvni fazi biotransformace.

Ucelem obou fazi metabolismu je maximalni zvySenpusmosti metabofit
xenobiotika ve vo& a tim usnadimi jejich vyloweni z Ziv@&iSného organismu
(Vodrazka, 1993).

Reakce konjugmi faze probihaji v mikroorganismech jen ve velmalén
mite nebo chybi Uply zatimco ostatni faze biotransformace xenobiotidhaji
v mikroorganismech prakticky obdabnako v ziv@iSnych organismech. &Sina
mikroorganisni metabolity xenobiotik vyuZiva ipdevsim jako zdroj uhliku a
energie pro sy rust. Cizoroda latka je wehto mikroorganisrin po derivatizani
fazi biotransformace zkenéna do jejich intermediarniho metabolismu
(Cunningham, 1995).
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1.5. Biodegradace fenolickych latek

Biodegradace i biosyntéza fenolickych latek je samjmou sodasti
kolobéhu prvka v piirod, neba jsou tyto latky velmi rozgené a gasem se tedy
staly beznou satasti Zivotniho prosédi kolem nas. Obeémuazemetict, Ze fenoly
produkované gimyslovoucinnosti maji vysSi toxicitu neZpodni fenolické latky
(nag. lignin, hydrochinon nebo kyselina salicylova).

V poslednich letech je velkd pozornoghevana biologickym degradacim
ptirodnich polutarit véetre fenoli. Fi téchto procesech se, jak bylo vySe uvedeno,
¢im dalcastji vyuziva Siroky utiliz&ni potencial prokaryotickych i eukaryotickych
organisnii. Relativni spolehlivost, nizké provozni a invéstinaklady, schopnost
pievadt velkou fadu toxickych materiél na neSkodné finalni produkty, aniz by
vznikaly nebezp&né meziprodukty, jsou hlavni benefity mikrobniclycelaci.

K bioremediacim jsou vyuzivany mikroorganismy, ehi gedpokladame
schopnost utilizovat kontaminanty jako hlavni zdwb]iku a energie pro fyrast a
metabolickoucinnost. Mikroorganismy mohou xenobiotické latky cedpvat za
aerobnich, anaerobnich podminek (Tichy, 1998). &wmimtanty Ize bdito prevést na
mére toxické slodeniny transforménimi reakcemi, nebo je zcela mineralizovat na
zakladni anorganické sléeniny jako jsou CQ H,O, H,, NH; CH, a biomasu
(Chudoba et al., 1991).

Vyhoda biologického procesu oproti fyzikélnhemickym metodam spiva
v tom, Ze dochazi k totalni oxidaci organické hmatyarové nevznika zadny
odpadni material, ktery by musel byt dale upravovdrvSech biodegradaci hraje
klicovou ulohucas. Podle typu polutantu, zvolenéhoigpbu degradace, druhu
mikroorganismu a souhrnu &g8ich podminek rive degradace trvat hodiny, ale
nekdy také az roky.

Biologicky odbouratelné latky je mozné degradovan jVv ugitém
koncentranim rozmezi (Masék et al., 1992). Problematick®deouravani velmi
nizkych koncentraci vyskytujicich se u kontamingidmpodzemnich vod, ale na
druhou stranu i vysokych koncentraci, které jsowykl®é pro skladky odpad
(Landa at al., 1959).
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Pro degradaci vysokych koncentraci fenolickych Kabsvaji vyuzivany
buiky dlouhodol vystavené meznim koncentracinij gterych vSak nedochazi
k zamezeni buftného fistu ani nevedou k bgtné smrti. K té by mohlo snadno
dojit, nebd fenoly pisobi jako jedy poskozujici vSechny druhy &uflLanda et al.,
1959).

Prednmétem zajmu vyzkumu jsou stéletasgji geneticky upravené
mikroorganismy, jenZz maji vhodrpozneénény genom vedouci k vy3Si degrada
aktivité a rozsfeni spektra utilizovatelnych latek, k vySSi stabi odolnosti proti
pusobeni nezadoucich viiy

Bunky k degradaci lze uzivat valmptitomné v médiwi urcitym zpisobem
imobilizované. V laboratornich podminkach jsou wlibuiky vyuzivany pi
kultivacich v kapalném médiu. Kultivace probihagi tepakachéi v laboratornich
fermentorech a v kapalném médiu dochazi k rozktathadniho materialu fPpraci
s volnymi buikami je nutno z&dit druhy krok degradace, kterym je separace
mikrobialni biomasy od fecisStované tekutiny. Dochazi tedy k ekonomickému
znevyhodgni celého procesu. Bioreaktory mohou byt provozgvako vsadkové,

s postupnym iitokem zivin (,fed-batch®), semikontinuan pog. kontinualré
s nizkymi koncentracemi (Annadurai et al., 2000).

V dnesdni dob stale vice a vice roste zajem o imobilizaceékumMoznost
imobilizace bugk na povrch noge se vyuziva ndfklad v bioreaktorech typu
biofiltru (Chudoba et al., 1991), biologického flniho loze apod. Jednotlivé typy
bioreaktofi s pevnou néplini se od sebe liSi konstrukci, typesie, typem mobilni
faze (kapalina, plyn), fivodem znéisténé vody¢i plynu a @ pouziti aerace i
zpisobem aerace. Vlastni podstata degradace v8stavA stejna. Rozpusia
odpadni latka sefpprichodu bioreaktorem adsorbuje na povrch biofiimasledr
penetruje dovnit Uvnitt biofilmu je pisobenim mikroorganisindegradovana na
konené produkty, které z bioreaktoru odchéazeji.

U téchto systéra odpada narmy proces separace biomasy (imobilizace) od
¢isteného odpadniho materialu (mobilni faze), coz jpoa®ou vyhodou poskytujici

¢asovou a tim mnohdy i finani isporu (Landa et al., 1959).
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N 1

Mezi dalSi vyhody imobilizace béhk paki vySSi koncentrace biomasy
v systému, jenz zatuje WtSi specificky povrch proifjem substratu. S timto Gzce
souvisi i vysSi metabolickad aktivita bika V neposlednirack se imobilizované
bunky vyznauji vyssi stabilitou a rezistenci profigpbeni Skodlivych vlig, jako je
napiklad pritomnost antibiotik, apod.

K vlastnimu procesu imobilizace ke dojit déma zmsoby. Nekteré
mikroorganismy maji firozenou schopnost adsorbovat se i@né povrchy, nebo
lze pomoci wkteré ze sofistikovanych technik vyvolat imobilizaiipoutani)
burgk umegle.

V prvnim giipad dochazi k fixaci bwk na povrch noge pomoci skteré z
organel nebo struktur, kterymi je itka vybavena na svém povrchu. Mohou to byt
nagiklad fimbrie, pili, ¢i jiné specifické kompartmenty b&mné seny.

Casto jsou biiky schopny v firozeném prosedi syntetizovat glykokalyx,
ktery je tvden polysacharidovymii glykoproteinovymi vlakny, pomoci nichZz se
bunka zachyti na povrch n@g. K niznym typim interakci dochazi mezi bénym
povrchem a povrchem ndsi v zavislosti na druhu mikroorganismu, vlastndstec
povrchu nosie, vlastnostech prochazejici tekutiny ag¢jsich podminkéach.
Nejcastji se jedna o elektrostatick€i hydrofébni interakce, nebo se tvo
kovalentni vazby (Gallo et al., 1976).

V piipadech, kdy se jedna o & vyvolanou imobilizaci, jsou vyuzivany
specialni techniky. #fkladem niize byt tzv. mikroenkapsulace, kter4 v podstat
spaiva v obaleni kapky obsahujici mikroorganismy tenkou membranou, dier
byva napiklad nylon nebo nitrat celulosy. Bky se mohou uvnitkapsule vols
pohybovat a jenenovat substrat, jenz prochazi membranou. DalSi tkohbn
imobilizace je membranova separace, kde sgkywddluji od tekutiny pomoci
porézni ultrafiltréni membrany. V &kterych gipadech se pouzivaji setek
membrany, které propousti jercité sloweniny. Velka pozornost se&mnuje metod
.entrapmentu”, kterd sgova Vv upoutani mikroorganismu do trojrozmé
polymerni matrice. Péry v matrici jsou mensSi nekrotialni buiky, které se tudiz
udrzi uvnit matrice, a zarove je diky velikosti poit transportovan do matrice

substrat, ktery je zde naslediegradovan.
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V sowasnosti pat mezi nefasgji pouzivané polymerni matrice alginaty
(Na"), ,polyacrylamid silica gel“, ,polyacrylamid hydzad gel“, polyvinylalkohol,
polypropylenglykol, apod (Paca, 1994).

Bioreaktor je naplén vybranym materidlem, dojde k fyzickému kontaktu
s buikami, ty se uchyti na povrch nosia vytvdi se biofilm o utité tloug'ce.

Z pevnych poréznich materiéée v sotasnosti vyuzivaji fgdevsim keramika, sklo,
kamennd dt, plasty, devni S&pky a kira, perlit, polystyren, polyuretanové&na,
raselina, pisek, suchy kal apod (Chudoba et a91)19

Material, jenz se pouziva praimzenou imobilizaci bugk, musi spiovat
urcita kriteria. Musi byt rezistentni k degr@&dému pisobeni bu&k, vysoce
propustny pro substrat, porézni, odolny proti égmbvani, ekologicky nezavadny.
V piipact dekontaminace odpadni vody musi byt nerozpustnyngfurai et al.,
2000). Jeho vylr zavisi také na ceéna charakteristice povrchii typu tekutiny.
Vyhoda organického materialu je vysSi adgafp kapacita, anorganicky se
vyznauje vysSi termostabilitou a odolnosti k degkadmu pisobeni buék
(Kennes and Thalasso, 1998).

Samotn&esSeni sanacet’ ae jedna o kontinualni vstupy nizkych koncentraci,
které se vyskytuji na velkém Gzemi, uUniky irgdnich lozisek, kde fjyozena
biodegradace probiharifi§ pomalu, nebo havarie velkého mnoZstvi latky na
menSim Uzemi (prasklé potrubi, tankery), zavisi nmaoha faktorech. Musime
rozliSit, o jakou latku se jedna a zda doSlo ket&omnaci @dy, povrchovéci
podzemni vody. Podle toho pak volime jednotlivétexdogické procesy.

Musime zajistit dostate¢ velké mnozstvi inokula mikroorganismu, ktery je
schopen degradovat danou kontaminujici latku, tHajegptimalni teplotu, pH,
mnoZstvi kysliku, vody a anorganickych Zivin. A @aplikujeme metodu, ktera je

v daném pipadt nejvhodrjsi.
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1.5.1. Mechanismus degradace fenolu

U degradace mikrobnimi kkami je nutno rozliSit, zda probih& za aerobnich
podminek, kdy je kormym akceptorem elektrankyslik nebo za anaerobnich
podminek, kdy jsou akceptory nitraty, sulfaty, £/@ dalSi organické sléaniny
(Vilimkova, 2008).

1.5.1.1. Aerobni degradace fenolu prokaryoty

Prokaryotni mikroorganismy disponuji enzymovym apam, ktery jim
umoziuje oxidovat aromatické skelety. Podle typu enzyémov aparatu se liSi i
vyuzivané mechanismy. Benzenové jadro fitvdéZznou sodast Firozere
degradovanych material V pripac, Ze jsou na aromaticky kruh vazany dalsi
substituenty (Cl, F, NGy), stava se jadro obti&n degradovatelnym diky
stabilizaci struktury. Bakterie mohou fenolické kit asimilovat katecholovou
(ortho) nebo gentisatovou péra) drahou. Zabudovani molekuly kysliku do
aromatického kruhu zarigpéni oxygenas je spaiaé pro ok uzivané drahy (Obr.
4).
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Obr. 4: Strategie prvni faze aromatické degradabeviato z publikace Bugg and Winfield,
1998).

V prvni fazi degradace fenolu dochazi kjeho oxidaa vzniku cis-
dihydrodiolu (1,2-epoxidu) zabudovanim jednoho atoRkysliku do aromatické
struktury a dale k oxidaatis-dihydrodiolu za vzniku katecholu. Tento gadeini
krok katalyzuje enzym fenolhydroxylaza.

Vytvoieny katechol je oxidovan dioxygenazou. Dojde K tagzEni
aromatického kruhu, kterétbe probihat bdi tzv. ,ortho* nebo ,metd Stépenim
(Landa et al., 1959).

V ptipad ortho-Stpeni (Obr. 5), které je katalyzovano katechol-1,2-
dioxygenazou, dojde k roZfieni aromatického jadra katecholu v poloze 1,2 (mez
dvéma atomy nesoucimi hydroxylové skupiny). Jedngdg b intradiolové gpeni
za vzniku kyselinycis, cismukonové, kteraigchazi na mukonolakton. Obdobnym
zpisobem je degradovan i protokatechuat, katalyzova@ngtokatechuat-1,2-
dioxygenazou, za vzniku analogickych intermed{@karboxy-<cis,cismukonatu,y-

karboxy-mukonolaktonu.
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Po vzniku &chto intermedidt dochazi ke konvergenci obou @tihych
degradanich fettzci za vzniku spoknych meziprodukt enol-laktone3-
ketoadipatové kyseliny, B-ketoadipatu a [-ketoadipyl-CoA. Thiolytickym
Sttpenimp-ketoadipyl-CoA vznikaji produkty acetyl-CoA a sukét (Landa et al.,
1959

Pti extradiolovém (tzvmeta) S€peni dochazi k rozfpeni jadra zaispeni
enzymu katechol-2,3-dioxygenazy mezi 2. a 3. atomamiku a ke vzniku
semialdehydu kyseliny 2-hydroxymukonove, ktery gedmetabolizovan ips 4-
oxalkrotonovou kyselinu, 2-keto-4-hydroxyvalerovatina acetaldehyd a pyruvat.

Gentisatova draha (Obr. 5) vychazi z kyseliny gent, jenz ma ab
hydroxylové skupiny v polozgara-. Ke S€peni dochazi mezi hydroxylovou a
karboxylovou skupinou. Produktem tohot®p&ni je acetoacetat a fumarat, které se

dale zapojuji do metabolismu organickych kyseliar({tla et al., 1959).

CO-H CO-,H
gentisate 1,2-dioxygenase ©
: - CO,H
Fell, © -
HO =02 HO
78 79

Obr. 5: Skpeni 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny gentisat-1@glgenazou (evzato
z publikace Bugg and Winfield, 1998).

1.5.1.2. Aerobni degradace fenolu eukaryoty
U vétSiny kvasinek byla objevena tzv. 3-oxoadipatovahdr uzivana pro
degradaci fenolickych sl@enin (Sierp and Fransemeier, 1934). Prvnim krok&m t

drahy je hydroxylace fenolu za vzniku katecholu (). Tento krok je katalyzovan

NADPH-dependentni fenolhydroxylazou.

39



OH OH Ty COOH
. — .o .
on .~ COOH “

0
fenol katechol kyselina 5-karboxymethyl-2-
cis,cis-mukonova ox0-2,5-dihydrofuran
0 0]
5 COOH COOH CO-SCoA
| COOH COOH
~0
5-karboxymethyl-2- 3-oxoadipova CoA 3-oxoadipyl-CoA

0x0-2,3-dihydrofuran kyselina HSCoA
K:v acetyl-Co

sukcinat  <——  sukcinyl-CoA

Obr. 6: 3-oxoadipatova draha uzivana kvasinkamtilkzaci fenolu (vytvdeno v programu
ACD/ChemSketch).

Katechol je nasledn S€pen ortho-S€penim. Reakci s molekularnim
kyslikem se benzenovy kruh otvird intradiolovyngépsinim a vznikacis,cis
mukonéat. Tuto reakci katalyzuje katechol-1,2-diosy§za. U kvasinek dosud
nebyla objevena aktivita katechol-2,3-dioxygenazitoneinym produktem

degradace fenolu u kvasinek je acetyl-CoA a sukcina
1.5.1.3. Vyuziti kvasinky C. tropicalis pro biodagiaci fenolu

V prvni fazi biodegradace fenolu pouzivad kvasinka tropicalis (pro
katalyzu hydroxylace fenolu na katechol) cytoplaschkau NADPH-dependentni
fenolhydroxylazu. K tomuto delu slouzi kvasinc€. tropicalistaké mikrosomalni
systém oxygenaz se smisSenou funkci s cytochromé&f ko terminalni oxidazou
(Stiborova et al., 2003; Paca et al., 2007; Varnth@aikwad, 2009).
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U C. tropicalis se tedy jednd o asimilaci fenolickych latek katdotou
(ortho) cestou, Bhem které je do aromatického kruhu zabudovan jestem z
molekuly kysliku. Nejprve dochazi k oxidaci fenolza vzniku 1,2-epoxidu
zabudovanim atomu kysliku do aromatové struktudgale vznika katechol (Hensel
and Straube, 1990).

Katechol je ve druhé fazi oxidovan katechol-1,2xglggenazou na kyselinu
cis, cismukonovou. C. tropicalis byla pouzita jako modelovy organismus v
mnohych studiich. Nafklad v substratové inhibici oxidace fenolu, tedenitize
protoplast a degradaci fenolu vifpomnosti ostatnich deriviat Ve vSech dchto
ptipadech byl fenol metabolizovan rostoucimi mikr@mgmy jako zdroj uhliku a
energie (Jiang et al., 2010; Stephenson, 1990; g bhaal., 1995; Koméarkova et al.,
2003).

1.5.1.4. Metabolismus fenolu za anaerobnich podekn

Premeéna fenolu na cyklohexanol nebo kyselinu benzooeoprynim krokem
metabolismu za anaerobnich podminek. Cyklohexamal§l metabolizovanips
cyklohexanon, kyselinu kapronovou na acetat.

Kyselina benzoova fite byt metabolizovana #&wma cestami. Redukci
vznikla kyselina cyklohexankarboxylova je dakiemenéna ges kyselinu maselnou

a kyselinu propionovou na acetat (Obr. 7).
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Obr. 7: Anaerobni degradace kyseliny benzoovw@vifato z publikace Bugg and Winfield,
1998).

Druhou moznosti je redukce kyseliny benzoové na elkys
cyklohexenkarboxylovou, ktera jégs kyselinu adipovou ro¥na metabolizovana na
acetat. Acetat ze vSech uvedenych drahigminén na methan a oxid ubity
(Branyik et al., 2000).
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1.6. Enzymové systémy biotransformujici fenolickéakky

Na oxidaci xenobiotik &etné fenoli se podili pdetnd skupina enzyin
ozna&ovanych jako oxygenazy (Paca, 1994). Podle toha, dojde k z&leréni
jednoho nebo dvou atamkysliku do molekuly, rozliSujeme monooxygenazy a
dioxygenazy. O tyto skupiny enzyrn vyZzaduji pro svoji aktivitu biatomickou
molekulu kysliku a ftomnost kofaktoru schopného tuto, @olekulu aktivovat.
Jako kofaktory mohou slouzit nagorechodnych kot nebo flaviny (Hofrichter et
al., 1992). V gkterych organismech se na oxidaci fenolickych Igveklileji takée
peroxidazy (ljah, 1998).

1.6.1. Monooxygenazy

Tyto enzymy lze roz#it do dvou zakladnich skupin:

1. Oxygenazy se smiSenou funKgiixed function oxidases”, MFQO), které

maji Sirokou substratovou specifitu. Tyto enzymagyétémy katalyzuji inkorporaci
jednoho atomu kysliku do molekuly hydrofobniho dtdis, zatimco druhy atom je
vétSinou redukovdn na vodu (Mamiko et al., 1995). tdersystém je
v eukaryotickych biikdch lokalizovan v membrénhladkého endoplazmatického
retikula a sklada se z# vz ¢tyr slozek:

Cytochrom P450 (CYP) (EC 1.14.15.1)

NADPH:CYP oxidoreduktaza (EC 1.6.2.4)

Membranové lipidy

Fakultativni slozkou je NADH:cytochrom beduktaza (EC 1.6.6.2)

2. Flavinové monooxygenazkatalyzuji monohydroxylaci aromatického

kruhu xenobiotickych latek. Do této skupiny enZyntadime pedevSim

fenolhydroxylazu katalyzujici hydroxylaci fenolu katechol.
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1.6.1.1. Cytochromy P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.15.1, CYP) ipaimezi klicové enzymy
metabolismu cizorodych latek. Zatimco u prokarysbuj cytochromy P450
rozpustné cytoplazmatické proteiny, #@&nwsSechny eukaryotické cytochromy P450
maji membranovy charakter a byvaji obvykle lokal@eé v membranach

endoplazmatického retikula (ER) nebo mitochondviaiiko et al., 1995).

1.6.1.2. Struktura cytochromu P450

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny s molekulovou tmosti pohybujici se
okolo hodnoty 50 kDa. Tyto hemoproteiny jsou slozemhemu b (Obr. 8) a
apoproteinu, ktery odpovida za substratovou specMazba porfyrinového skeletu
na protein neni na rozdil od ostatnich znamych Ipeatieni kovalentni. lon Zeleza
v hemu je schopny tvit 6 koordin&nich vazebCtyii z nich jsou vazbami s atomy
dusiku tetrapyrolového kruhu hemu. Ostatni dazby jsou k rovié hemu kolmé.

Prvni z vazeb je thiolatovou vazbou siry z aminekpy cysteinu
proteinovéhoretzce, druhou rnize byt vazan atom kysliku obsazeny v molekule
vody. Pokud dojde k vazbkysliku, gechazi CYP z pentakoordinované formy na
hexakoordinovanou, jestlize jefipzenym ligandem ¢&ktera aminokyselina
z postrannihdetszce, je CYP rovéZ v hexakoordinované form Sestym ligandem
vSak mohou byt ¢které slodeniny jako nap CO, CN nebo voda. Apoprotein
vétSiny CYP obsahuje hydrofobni ,kapsu*, do kterépeisén hem a vazebné misto
pro substrat (Hiroyuki et al., 1998).
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Obr. 8: Struktura hemu bifgvzato z http://metallo.scripps.edu/promise).

Také wu kvasinky C. tropicalis byl detekovan cytochrom P450
(pravcéEpodobré CYP52) indukovatelny fenolem (Stiborova et al.02p

1.6.1.3. NADPH:cytochrom P450 reduktaza

Vedle CYP se v mikrozomalni frakci vyskytuje i déuihslozka
oxygenazoveho systému, a to NADPH:CYP reduk{&tidorova et al., 2003) (EC
1.6.2.4) s molekulovou hmotnosti 80 kDA. Tento enztwaii hydrofilni doména
s molekulovou hmotnosti 70 kDa, ktera&uje vre membrany endoplasmatického
retikula. Tato c¢ast proteinové molekuly vykazuje NADPH:cytochrom ¢
reduktazovou aktivitu.

Hydrofobni doména enzymu o molekulové hmotnosti KDa slouZzi
k ukotveni enzymu v membré&na ktvorlg funkéniho enzymového systému
s cytochromem P450 (Stiborova et al., 2004).
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1.6.1.4. Fenolhydroxylaza

Fenolhydroxyldzy jsou monooxygenazy schopné katalgz NADH- nebo
NADPH-dependentni hydroxylaci monocyklickych femolV ¢istém stavu maji
jasre zluté zabarveni dokazujicititpbmnost molekul FAD a tedy jejich tezeni
mezi flavoproteiny. U kvasinky. cutaneunje molekulovd hmotnost enzymu 148
kDa. Fenolhydroxylaza tohoto kmene kvasinek obsahtgsré jeden mol FAD na
mol enzymu. Cisty enzym ma fesr¢ stejnou substratovou specifitu jako
negecistené preparaty. Dokaze utilizovat fenol stejako ti izomerni difenoly a
mnozstvi fenolickych derivat V téchto reakcich jsou produkovany vzdiighusné
ortho-dioly.

Enzymova aktivita neni ovlivma chelatenimi ¢inidly, ale inhibuji ji
oxidatni ¢inidla (peroxidy) a #ktera reduki cinidla, jako je kyselina askorbova.
Nékdy je inhibice reduénimi ¢inidly zvracena oxidaci, ale nappo redukci
v piitomnosti borhydridu je zftna oxidace velmi pomala. NejigmejSi je oEtna
aktivace enzymu inkubaci s FAD.

Enzym je velice citlivy kanorganickym solim, dusfigm bazim a
detergentm. Chloridy nemaji vyrazijSi efekt na aktivitu a fosfaty enzym stabilizuji
(Neujahr and Gaal, 1973).

NADPH-dependentni fenolhydroxylaza fazena mezi flavinové enzymy,
neba’ jeji prosthetickou skupinou fenolhydroxylazy je BADong et al., 2001).

FAD muze byt lokalizovan ve dvou pozicich podle dphv jaké fazi
hydroxylace substratu se enzym praaléza:

FAD v poloze ,out": niize se na & navazat NADPH.

FAD v poloze ,in“: FAD je zanteny dovnit proteinu, coZ umailje
ochranu dalSiho navazaného substratu (fenaledl gEinky rozpou&dla. Zarové
jsou chraginy i vznikajici intermediaty reakce (Dong et aD02).

Enzym C. tropicalis ktery je daleko meén charakterizovany nez
fenolhydroxyldza T. cutaneum ma Sirokou substratovou specifitu. Dokaze
katalyzovat biodegradaci fenolu, ale i jeho monofah, monomethyl,ci
monoamino derivéit U kvasinkyC. tropicalis je enzym tetramer sloZzeny 2yt
podjednotek o molekulové hmotnosti 60 kDa (Paad.e2007).
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1.6.2. Dioxygenazy

Oxygendazy inkorporujici oba atomy kysliku z biatoké& molekuly @ do
molekuly substratu se nazyvaji dioxygenazy.

Jedna skupina dioxygenaz produkuje metabolity seamdvatomy kysliku
z&lerénymi v molekule substratu, figemz nedochazi k posSkozeni zakladni
struktury slodeniny (aromaticky kruh je zachovan). Druha skuppmazavedeni
dvou aton kysliku do substratu Z#gobi roz&tpeni aromatického kruhu
metabolizované sl@eniny (Broderick, 1999). V ifjpad metabolismu fenolu se

jedna o dva enzymy:

1. Katechol-1,2-dioxygenaza (EC 1.13.11dr{o draha)
2. Katechol-2,3-dioxygenaza (EC 1.13.11g(adraha)

1.6.2.1. Dioxygenazy tici aromatické kruhy

K rozS€peni kruhu aromatickych dihydroxyderivatkteré jsou uci sobs
v polozeortho, dochazi bd v intradiolové nebo v extradiolové pozici (Obr. Byto
dvé mozné cesty degradace r&aiho produktu fenolmonooxygenazy (katecholu),
katalyzuji enzymy katechol-1,2-dioxygenaza a kateéh3-dioxygenaza
(Broderick, 1999).
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Obr. 9: Intradiolové (A) a extradiolovéépeni katecholu (B). Zisob ¢islovani katecholu a

jeho derivah (prevzato z publikace Broderick, 1999).
1.6.2.2. Katechol-1,2-dioxygenaza

Reakci s molekularnim kyslikem se benzenovy krudvidd intradiolovym

Stpenim 6rtho-draha) za vznikgis,cismukonatu (Obr. 10) (Sanglard et al., 1986).

OH .
O: catechol 1,2-dicxyzenase C _
OH / \ .
cigcis-Muconate

Catechol

Obr. 10: Intradiolové 8peni katecholu na kyselindis,cismukonovou (vytvéeno

v programu ACD/ChemSketch).
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Katechol-dioxygenazyadime mezi enzymy, které katalyzuji postupnou adici
obou atond kysliku na 1,2-dihydroxybenzen (katechol) a jeherivhty za
souwasného otaeni aromatického kruhu. Tyto enzymy hraji hlavii vadegradaci
aromatickych slogenin, ktera je u mikroorganisnghlavre padnich bakterii) zna.

Misto, kde je vazan ion kovu (naprojmocné zelezo) dokaze katalyzovat
reakci sodasnou aktivaci molekuly kysliku i organického suditst Aktivaci
rozumime pekonani spinové bariéry reakce. Aktivace kyslikabind navazanim
kysliku na redukované, dvojmocné Zelezo enzymuedéasanym redoxni reakci za
vzniku komplexu trojmocné Zelezo-superoxid neboopier, ktery dale reaguje s
organickym substratem. Takovou reakci fillpd pozorujeme v prvnim kroku
aktivace kysliku cytochromy P450. \fipact intradiolovych dioxygenaz vyzaduje
reakce nejprve redukci atomu Zeleza, protoze kysdikza standardnich podminek
neni schopen ifmo vazat na centrum s trojmocnym Zelezem. Proadidlové
dioxygenazy neni takovato redukce nutna, riepp obsahuji atom Zeleza v
dvojmocném stavu (Broderick, 1999).

Katechol-1,2-dioxygenaza z btln kvasinky C. tropicalis indukovanych
fenolem do dneSnich dni nebyla blize charakterzavd/ sodasné dob se jeji
blizSi charakterizaci zabyva naSe labar@iRaca et al., 2007; Jechova, 2011).

1.6.2.3. Katechol-2,3-dioxygenaza

Reakci s molekularnim kyslikem saire benzenovy kruh katecholu otiv
také extradiolovym 8penim (netadraha) za vzniku semialdehydu 2-
hydroxymukonové kyseliny (Sanglard et al., 19863.(@br. 11).

PrestoZe extradiolové ot&gsni je Ehem biodegradaci ébrejSi nez
intradiolové, jsou dodnes strukturalni a mechanickepekty extradiolovych

dioxygenaz méhzname.
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Komplex dvojvazného Zeleza neukazuje typickou vazigand-kov a
nezmsobuje cervenohidé zabarveni jako je tomu u intradiolovych
katecholdioxygenaz. Proto nelze pro charakterizazebného mista uzit ani UV-
spektroskopii, ani rezonani Ramanovu spektroskopii. Pro zst struktury
aktivniho centra pro vazbu kovu byl uzit magnetiokiykularni dichroismus a
rentgenova absopi spektroskopie (Mabrouk, 1995).

_H H
catechol
OH 2, a-dioxyoenase e 8 1=
(+ = . CHO
2 .
Catechol 2-Hydrosmrmucome
setmialdehyde

Obr. 11: Extradiolové &peni katecholu na semialdehyd kyseliny 2-hydroxyomaké
(vytvoreno v programu ACD/ChemSketch).

Katechol-2,3-dioxygenadza je prvni popsanou dioxgpgen SEpici
aromaticky kruh, u které byla stanovena primarmiukstra. Sklada se zétyr
identickych podjednotek o molekulové hmotnosti 3Pak a obsahuje jeden
katalyticky esenciélni ion Eév kazdé podjednotce. Regl produkt, semialdehyd
kyseliny 2-hydroxymukonové, je Zluty. Reakce pra@bilbi-uni usptadanym
mechanismem (Obr. 12). Katechol se nejprve vazeemmym, ndasleduje vazba
kysliku za tvorby ternarniho komplexu a aromatidieyth se nasledn S€pi za

vzniku produktu (Benveniste et al., 1991).
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Substratova specifita tohoto enzymu je goms Siroka. Je schopen oxidovat
3-methyl-, 3-ethyl-, 4-methyl-, 4-chlorokatecholonl Zeleza rze tvdit pét
koordin&nich vazeb v usgadani tetragonalni pyramidy. Katechol sézm vazat
jako bivalentni ligand, ktery obsadi jednu axiakijednu ekvatorialni vazbu
aktivniho centra. Navazani katecholu vyvola konfatmi zmenu, kterd umozni

navazani molekuly kysliku na ekvatorialni ligandowésto (Neujahr and Gall,

1973).
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Obr. 12: Mechanismustpobeni extradiolovych katecholdioxygenaziefzato z pubikace

Bugg and Winfield, 1998).
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1.6.3. Peroxidazy

DalSi skupinou enzyi které se podily na biotransformaci felhgsou
peroxidazy. Tyto enzymy spadaji do oxidoreduktéedukuji peroxid vodiku (nebo
jiné peroxidy) za satasnée oxidace dalSi slgeniny (nap. xenobiotika). V pirode
jsou peroxidazy hogh zastoupené glykoproteiny obsahujici hem s velmikéu
substratovou specifitou. Velmi dobrymi substratgujgora¥ fenoly a aromatické
aminy (ljah, 1998).

1.6.4. Cykloisomerazy

Cis,cismukonat, je dale metabolizovan (cyklizace, isoroefana 3-
oxoadipat enollakton. Tento krok je katalyzovanyenem, cykloisomerazou (Obr.
13).

V bunkach kvasinkyT. cutaneunkultivovanych nap-kresolu se prokazala
jen jedna cykloisomeraza, schopngmeny cis,cismukonatu a 3-methydis,cis
mukonatu (Paca, 1994).

COy COg_
.-"'-F"\
-0,C \[ cyclo-
. _ ISOH’IE[ESE‘ ISDIT'IEFESE
% COy —— /E L >:
13
coz
HiC— coz ﬂ
_02[: mv,-*'

Obr. 13: Metabolismusis,cismukonatu za fitomnosti cykloizomerazy ¢pvzato z publikace
Bugg and Winfield, 1998).

52



1.6.5. Delaktonizace

Delaktonizace 3-oxoadipatenollaktonu, &pajici v hydroxylaci
delaktoniz&nimi enzymy, poskytuje 3-oxoadipat.ilte byt katalyzovana dwma
enzymy. Prvni ufednostuje methylované substraty a vytvase u budk
kultivovanych nejprve na kresolech, druhy prefermesubstituované substraty
(Landa et al., 1959). U bak kmeneT. cutaneunndukovanych fenolerje piemsna
3-oxoadipatenollaktonu na 3-oxoadipat zajist pouze jednim katalyzujicim

enzymem (Sejlitz et al., 1990).
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2. CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem predkladané diplomové prace bylo it viivu ionti téZkych kowi na
aktivitu cytosolarnich enzyinNADPH-dependentni fenolhydroxylazy a katechol-
1,2-dioxygenazy kvasinkyCandida tropicalis Oba enzymy se u tohoto
mikroorganismu podileji na prvnich dvou krocichdagradace fenolu. Pro tento cil
bylo nutné:

1) Izolovat oba enzymy z cytosolarni frakce kvagi@k tropicalis
2) Zjistit vliv ionta téZkych kowi na reakce katalyzované NADPH-dependentni
fenolhydroxyldzou (oxidaci fenolu) a katechol-1j»d/gendzou (oxidaci

katecholu).

3) Stanovit hodnoty 1€ pro ionty &Zkych kow, které inhibuji aktivity NADPH-
dependentni fenolhydroxylazy a katechol-1,2-dioxygsy.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. POUZITE CHEMIKALIE AP RISTROJE

3.1.1. Pouzité chemikalie

Lachema (Brno)
dihydrogenfosforénan sodny
ethanol
hydrogenfosforénan sodny
hydroxid sodny
chlorid kademnaty
chlorid manganaty
chlorid sodny
kyselina octova
methanol
octan olovnaty
persiran amonny
siran m¢d’naty

siran Zeleznaty

Serva (NEmecko)
Comassie Brilliant Blue

Fluka, Buchs (Svycarsko)
akrylamid
dodecylsiran sodny (SDS)
fenol
katechol
methanol
TEMED
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Linde (Némecko)

plynny a kapalny dusik

Sigma (USA)

cytochrom ¢

deoxycholat sodny

dialysani trubice

howzi sérovy albumin (BSA)

NADPH

~Wide Range" — standardy proteinu pro SDS-PAGE

Pharmacia Biotech. (Svédsko)
DEAE Sepharose CL 6B
Sephadex G-100

3.1.2. PouZzité pistroje

Centrifugy:

Janetzki K-24 (MNmecko), uhlovy rotor 6x35 mi

Sanyo MicroCentaur MSE (Schoeller Instruments, )J.ghlovy rotor 12 x 2
mi

Ultracentrifuga OptimaTM LE-80K (Beckman CoulterSH), thlovy rotor
Ti 45,6 x 70 ml

Spektrofotometry:
SPEKTROMOM 195 D (MOM Budapest, Hungary)

Vahy:

piedvazky EW600-2M (KERN, SRN)
analytické vahy PESA 40SM - 200A (PESA, Svycarsko)
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Sestava HPLC:

pumpa P580 HPG (Dionex-Softrongiiecko)

autosampler ASI-100 (Dionex-Softrong¢iiecko)

UV-VIS detektor LCD 2563 (Laboratornfigtroje, Praha, CR)
kolona Nucleosil 100-5 C18 4 x 250 mm (Mercknecko)

Software:
Chromeleon verze 6.01

Sestava pro elektroforesu:
zdroj naggti Electrophoresis Power Supply-EPS 301 (Amersharsdiences,
USA)

Dalsi:
automatické mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japa
homogenisator dle Pottera a Elvehjema
chromatografické kolony C 2,6 x 22

C1lx10

C1x60
(Pharmacia Biotech, Svédsko)
inkubator Thermomixer compact (Eppendorf)
mikrostikacka Hamilton (Hamilton Company, USA)
pH-metr model 370 (ATI Orion, USA)
skéra¢ frakci BioLogic BioFrac (BIO-RAD, USA)
sonikator (Ultrasonic compact cleaner, Tesonl,a é€3R)
vortex MS 1 Minishaker (Scholler Pharma Praha, CR)
vortex MS 2 (IKA, USA)

hlubokomrazici box -80 °C (Sanyo Ultra Low, Japan)
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3.2. IZOLACE CYTOSOLARNI FRAKCE KVASINKY C.
TROPICALIS

Izolace cytosolarni frakce z béknkvasinkyC. tropicalis zahrnovalait dil¢i
kroky: desintegraci a homogenizaci lna centrifugaci. VSechny tyto kroky
probihaly @i teplo€ 4 °C, a to bd v chladici mistnosti nebo v centrifugéch
pristrojich (odstedivkach) chlazenych na tuto teplotu.

3.2.1. Desintegrace a homogenizace

Desintegrovano bylo najednou vzdy cca. 200 - 3@ngazenych busk. Ty
byly v kapalném dusiku p&astech rozbijeny a nasledroztirany najemno vedci
misce. Rozbité hiky C. tropicalis byly dale homogenizovany spoie se 150 ml
50 mM Na-fosfatového pufru o pH 7,6 v homogenizatgyodle Pottera a
Elvehjema. Pro homogenizaci bylo pouzito dijd volrgji a nasleds i tésngji

piiléhajiciho pistu homogenizéatoru.
3.2.2. Frakéni centifugace
Homogenat ziskany z bék C. tropicalis byl centrifugovan $ 15 000 g po
dobu 20 minut (K-24, uhlovy rotor 6 x 35 ml, 13 5B®M). Dale byl supernatant

odcElen od pelety a centrifugovan ve vakuiti p05 000 g a teplét4 °C 65 minut
(Ultracentrifuga Optima TM LE-80K, uhlovy rotor %5, 6 x 70 ml, 35 000 RPM).
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3.3. METODY POUZITE PRO PURIFIKACI NADPH-
DEPENDENTNI FENOLHYDROXYLAZY

Pro purifikaci NADPH-dependentni fenolhydroxylazyyld pouzita
chromatografie a rechromatografie na sloupci DEASpHarosy a nasledna gelova
perme&ni chromatografie na sloupci Sephacrylu S-300. U€ielenzyni byl
pouzivan 50 mM Na-fosfatovy pufr s 1 mM EDTANa 1uM FAD o pH 7,6. Pufr
byl pouzivan ¢isty, nebo obsahujici NaCl pro eluci pomoci gratlienéto

slowteniny.

3.3.1. Chromatografie cytosolarni frakce na sloupciDEAE-

Sepharosy

Princip: DEAE Sepharosa je slaby anex, zaporny nabojree skupina
DEAE (diethylaminoethyl).

Priprava kolon: Jednotlivé komponenty kolon C 2,6 x 22; C 1 x 10
(Pharmacia Biotech) jsme @&/¢ omyli ethanolem a po oschnuttigevnili ke
stojaraim pomoci soustavy klem.

Priprava a regenerace noge: DEAE Sepharosa (100 ml, ve 20 % ethanolu)
byla gred pouzitim promyta 3 x 250 ml destilované vodyméchana v 200 ml
cyklizaéniho pufru (1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,6) a nechies noc fi teplot 5
°C. Po optovném promyti noge 3 x 250 ml destilované vody a 3 x 250 ml
ekvilibragcniho pufru (50 mM Na-fosfatovy pufr, pH 7,6). Drulden byl nosi
resuspendovan v ekvilibtaim pufru a za nulového {oku nalit na kolony C 2,6 x
22; C 1 x 10 (Pharmacia Biotech). Po sedimentalchbgic dale ekvilibrovan fimo
na kolonach, a to az do momentu, kdy pH pufru rem&$o na kolonu se rovnalo
pH pufru z kolony vytékajiciho. Po pouziti byl nb&istén promyvanim (1 x 250 ml
1 M NaCl, 1 x 250 ml 1 M octanu sodného (pH 3,0% 250 ml destilované vody, 1
x 250 ml 0,5 M NaOH, 1 x 250 ml destilované vodyx 250 ml 1 M octanu
sodného (pH 3,0), 2 x 250 ml 20 % ethanolu). Pgtéhbsic rozmichan ve 200 ml

20 % ethanolu a uchovavan v polyethylenové katesiii 5 °C pro dalSi pouziti.
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Postup: Na kolonu DEAE Sepharosy ekvilibrovanou 50 mM Nafé&ovym
pufrem (pH 7,6) byl aplikovan cytosol izolovany ark C. tropicaliso objemu 200
ml. Rychlost péitoku byla 0,8 ml/min. Pomoci automatickéharsbe frakci byly
jimany frakce, u kterych byla ¢fena absorbancetipvinové délce 280 nm. Po
aplikaci vzorku byla kolona promyvana 50 mM Na-&isivym pufrem o pH 7,6 az
do poklesu absorbance na hodnotu 0,2.

Pro eluci fenolhydroxylazy bylo pouzito linearnib@adientu NaCl (0 - 0,3 M
v 50 mM Na-fosfatovém pufru pH 7,6). Pro eluci emaybylo pouzito 2 x 350 ml
mobilni faze. Opt byla ntiena absorbance jednotlivych frakci eluovanych orkpl
pii 280 nm.

Pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu asoko&inné
kapalinové chromatografie, pouzivané pratemi aktivity fenolhydroxylazy a
katecholdioxygenazy, byla ve frakcich detekovatitomnost NADPH-dependentni
fenolhydroxylazy. Frakce obsahujici fenolhydroxgiéau aktivitu byly spojeny,
pies noc dialyzovany proti 8 lim 50 mM Na-fosfatového pufru a déale
purifikovany.

Dialyzovany preparat enzymu byl néaslédpodroben rechromatografii
s pouzitim 25 ml noge DEAE-Sepharosy nakoldnl x 10 cm (Pharmacia
Biotech). NADPH-dependentni fenolhydroxylaza bylaogana pomoci linearniho
gradientu NaCl viz. jak je popsano vyséiténnost fenolhydroxylazy v eluovanych
frakcich byla detekovana (viz. vySe) a tyto frakgdy poté spojeny a dialyzovany

proti 4 litram 50 mM Na-fosfatového pufru pH 7,63 noc.

3.3.2. Chromatografie NADPH-dependentni fenolhydroxlazy na
sloupci Sephacrylu S-300

Princip: Sephcryl S-300 se pouziva k separaci biomoleletio Jrakcionani
rozsah je 10 — 150 kDa.

Priprava kolony: Jednotlivé komponenty kolony C 1 x 25 (Pharmacia
Biotech) jsme pd&ivé omyli ethanolem a po oschnufiigevnili ke stojanu pomoci

soustavy klem.
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Priprava a regenerace noge: Sephcryl S-300 (ve 20 % ethanolu) bykg
pouzitim promyt 2 x 250 ml destilované vody, rozindic v 50 mM Na-fosfatovém
pufru (pH 7,6) a nalit do chromatografické kolofmharmacia Biotech C 1 x 25 cm).
Po skokeni sedimentace byl sloupec r@spromyvan mobilni fazi o proku 0,6
ml za minutu.

Po pouZziti byl nosi promyvan postuph2 x 250 ml destilované vody a 2 x
250 ml 20 % ethanolu. Nakonec byl nosesuspendovan ve 120 ml 20 % ethanolu,
pienesen do polyethylenové latky a uchovavanip5 °C.

Postup: Na kolonu Sephacrylu S-300 (Pharmacia Biotech Q% xm) v 50
mM Na-fosfatovem pufru bylyip nulovém pfitoku naneseny dialyzované frakce s
fenohydroxylazovou aktivitou. Bilkoviny byly vymyag 50 mM Na-fosfatovym
pufrem (pH 7,6) a ptokova rychlost byla nastavena na 0,67 ml za minutu
Absorbance eluovanych frakci bylaéimna pi 280 nm (Asgonn). Ve frakcich
obsahuijicich proteiny byla stanovovana fenolhydidmgva aktivita pomoci metody
popsané v kapitole 3.4.2. Frakce vykazujici akiinayly spojeny, dialyzovanyips
noc proti 4 lithm destilované vody (odstrami zbytki NaCl pouzitého v gradientu)

a nasledalyofilizovany a uchovanyipteplot -80 °C pro dalsi pouziti.
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3.4. ANALYTICKE METODY

3.4.1. Elektroforéza proteini (enzymi) za pFitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS)

Princip: Dodecylsulfat sodny utuje vSem molekulam stejrvelky zaporny
naboj ekryvajici jejich vlastni naboj. SDS diskontinualeiektroforéza na
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) v redukujicim gifedi tedy umoiuje

rozcleni proteirii na zaklad jejich molekulové hmotnosti.

Pouzité roztoky a pufry:

Pufr A: 0,375 M TRIS/HCI, 0,1 % SDS (w/v), pH 8,8

Polymer&ni roztok A 30 % akrylamid (w/v), 0,8 % BIS v pufru A (w/v)
Pufr B 0,125 M TRIS/HCI, 0,1 % SDS (w/v), 0,0006 % bremdlova mod
(w/v), pH 6,8

Polymer&ni roztok B 30 % akrylamid (w/v), 0,8 % BIS v pufru A (v/v)
Elektrodovy pufr 25 mM TRIS, 0,25 M glycin, 0,1 % SDS (w/v), pH88,
Vzorkovy pufr 0,063 M TRIS/HCI, 2 % SDS (w/v), 10 % glycerol\y,

5 % 2-merkaptoethanol (v/v), 0,003 % bromfenolowadih{w/v), pH 6,8
Barvici lazé: 0,25 % Coomassie Briliant Blue R-250, 46 % eth@n),

9,2 % kyselina octova (v/v)

Odbarvovaci laze 25 % ethanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Postup: VSechnyc¢asti aparatury @dené k pipraw gel jsme pélivé omyli,
odmastili ethanolem a osusSili. Mezi skla byl naldjprve 10 % sepatai gel (8 ml
pufru A, 4 ml polymeraniho roztoku A, 1qul TEMED, 3 mg persiranu amonného),
ktery byl po dobu polymeracetigvrstven destilovanou vodou. Poté byla voda
vysuSena filtranim papirem a sepamad gel gevrstven 3 % velkoporovym
roz&klovacim gelem (6,75 ml pufru B, 0,75 ml polym@éra roztok B, 7,5ul
TEMED, 3 mg persiranu amonného). lhned po nalitu dgyl do rej vlozen

.hieben” pro vytvoeni aplik&nich jamek.
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Tento plastovy ,keben” byl po doko¥eni polymerace opatérvyjmut a skla
s gelem byla umisha do aparatury pro elektroforézu. Dale byl do horspodni
casti elektroforetické nadoby nalit elektrodovy pufr

Vzorky byly smichany 1:1 se 6 x koncentrovanym wpeym pufrem a
vareny po dobu 5 minut ve vodni lazni. Po vychladriayly vzorky a standard
.Wide Range" (Sigma, USA), fjpraveny obdob# jako vzorky, aplikovany do
jednotlivych jamek v gelu Hamiltonovou mikropipetou

Elektroforéza probihala za konstantniho &gap80 V po dobu cca 45 min a
dalSich 45 min probihala elektroforéza papsti 240 V. Nasleda& byl gel oddlen
od skel a pesunut do barvici la2Znkde byl ponechan 45 min. Poté byl g&tmmesen
do odbarvovaci lazna tam ponechani@s noc. DalSi den byl gel vysuSen

v celofanové folii.

3.4.2. Stanoveni aktivity NADPH-dependentni fenolhgroxylazy

Enzymovéa aktivita fenolhydroxylazy byla étena pomoci metody HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) na zaklabytku substratu (fenolu),
respektive frastku produktu reakce (katecholu). MnoZstéchto latek bylo
detekovano na kolégnNUCLEOSIL 100-5 C18 4 x 250 mm (Merck.éidecko).
Jako mobilni faze byl pouzit 40 % roztok methaneldestilované voé K detekci
pti 275 nm bylo pouzito UV-VIS detektoru (LCD 2563aloratorni fistroje Praha,
CR). Kolona byla temperovana na 35 °C, davkovaci &aynaplina vzorky o
objemu 20ul, rychlost pitoku mobilni faze byla nastavena na 0,5 ml/min (Pam
P580, Dionex). HsluSné retetni ¢asy substratu a produktu reakce katalyzované
fenolhydroxylazou jsou: fenol — 12,5 min, katechol7,9 min. Plochy pik obou
latek byly vyhodnocovany pomoci programu CHROMELE®.01.

Fenolhydroxyldzova aktivita byla stanovovana v sgtarni frakci a ve
vzorcich obsahujicich fpcistény” enzym ziskany izolaci a naslednou purifikaci

cytosolu bugk C. tropicalis
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Enzymova reakce probihala ve &in obsahujici 140 pl  roztoku
fenolhydroxylazy v 50 mM Na-fosfatovem pufru (pH6Y, 17,5 ul NADPH-
generujiciho systému (10 mM MgClLO mM D-glukéza-6-fosfat, 1 mM NADP1
U/ml D-glukéza-6-fosfat dehydrogenazy), 1fbsubstratu (fenolu). Koncentrace
fenolu v reakni snesi byla 1 mM.

Inkubace probihala v otéganych mikrozkumavkach naepace @i teplog
37 °C, coz je optimalni teplota pro aktivitu fengdinoxylazy (Vilimkova et al.,
2008). V casech 0, 10, 20 minut bylo z réak snesi odebrano 5@l a v tomto
objemu byla reakce ukéana gidanim 10ul 0,6 M HCIQ,. Denaturované proteiny
byly odstragny centrifugaci i 13 000 RPM (Sanyo MicroCentaur MSE, uhlovy
rotor) po dobu 3 min. Aktivita vzorku byla naslédmérena pomoci HPLC z Ubytku

substratu (fenolu) afiipyvajici mnozstvi produktu reakce (katecholu).

3.4.3. Vliv ionta tézkych kova na aktivitu enzymu NADPH-

dependentni fenolhydroxylazy

Pro sledovani vlivu ékych kowi na aktivitu NADPH-dependentni
fenolhydroxyldzy byly pouzity nasledujici skmniny: siran zeleznaty, octan
olovnaty, chlorid manganaty, sirarédinaty, chlorid kademnaty. Enzymova reakce
probihala ve sisi obsahujici 122,%l roztoku fenolhydroxylazy v 50 mM Na-
fosfatovém pufru (pH 7,6), 17,8 NADPH-generujiciho systému (10 mM Mgl
10 mM D-glukéza-6-fosfat, 1 mM NADP 1 U/ml D-glukdza-6-fosfat
dehydrogenéazy), 17,8l 1 mM fenolu a 17,5 1 mM nebo 0,5 mM nebo 0,1 mM
roztoku ionti téZkych kowai v 50 mM Na-fosfatovém pufru (pH 7,6). Koncentrace
ionta téZkych kowi v reakni snesi byla 0,1 mM nebo 0,05 mM nebo 0,01 mM.
Inkubace probihala v otesnych mikrozkumavkach za stalélfegani pi teplo 37
°C. V casech 0 a 20 minut bylo z resk snesi odebrano 5@ a v tomto objemu
byla reakce ukatena gidanim 10ul 0,6 M HCIO,. Denaturované proteiny byly
odstragny centrifugaci fi 13 000 RPM (Sanyo MicroCentaur MSE) po dobu 3
min. Aktivita takto gipraveného vzorku inhibovaného enzymu byla nasledn
meéiena pomoci HPLC z ubytku substratu (fenolu), angibloyvajiciho mnozstvi
produktu (katecholu) viz. kapitola 3.4.2.
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3.4.4. Vliv iontd tézkych kova na aktivitu enzymu katechol-1,2-

dioxygenazy

Pro ugfovani vlivu €zkych kowi na aktivitu katecholdioxygenazy byly
pouzity nasledujici slaeniny: siran zZeleznaty, octan olovnaty, chlorid gaaraty,
siran méd’naty, chlorid kademnaty.

Enzymova reakce probihala ve &in obsahujici 140 pl  roztoku
katechodioxygenazy v 50 mM Na-fosfatovem pufru (@6), 17,5u 1 mM
katecholu a 17,51 1 mM nebo 0,5 mM nebo 0,1 mM roztoku idri¢zkého kovu v
Na-fosfatovém pufru o pH 7,6. Koncentrace iomtzkého kovu v realni snesi
byla 0,1 mM nebo 0,05 mM nebo 0,01 mM. Inkubacebfirala v oteienych
mikrozkumavkéach za staléhtepani pi teplot 30 °C (optimalni teplota pro aktivitu
katechol-1,2-dioxygenazy, Vilimkova et al., 2009).casech 0 a 7 minut bylo
z reakni snmesi odebrano 5@l a v tomto objemu byla reakce ukama pidanim
10 pl 0,6 M HCIG,. Precipitované proteiny byly odstrary centrifugaci f 13 000
RPM (Sanyo MicroCentaur MSE) po dobu 3 minut. Akévtakto gipraveného
vzorku inhibovaného enzymu byla naslédméiena pomoci HPLC z (bytku
substratu (katecholu), anebdilqyvajiciho mnozstvi produktu (kyselingis, cis
mukonove).

Z grafi  ziskanych vynesenim zavislosti aktivity fenolhydiazy
(katecholdioxygenazy) na koncentracich roatebli ionti téZkych kowi jsme pro
inhibujici ionty #Zkych kowi stanovili hodnoty 16, Tedy koncentraci inhibitoru,
pii které je aktivita enzymu snizena p¢&a polovinu.
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4. VYSLEDKY

4.1. Purifikace NADPH-dependentni fenolhydroxylazy

4.1.1. Chromatografie na sloupci DEAE-Sepharosy

NADPH-dependentni fenolhydroxylaza kvasinRy tropicalis byla nejdive
purifikovana z cytosolarni frakce tohoto mikroorganu chromatografii na sloupci
DEAE-Sepharosy. Fenolhydroxylaza byla eluovana lorko DEAE-Sepharosyip
koncentracich NaCl 0,12 - 0,18 M. Katechol-1,2-gmenaza, ktera byla izolovana
timto postupem s@asrg, a to pro dalSi charakterizaci J. Jechovou (Jeth2@11),
byla eluovana i koncentraci NaCl 0,14 - 0,24 M. Vysledky ukazué pouzitim
chromatografie na DEAE-Sepharose neni mozné zigktt preparat NADPH-
dependentni fenolhydroxylazy (Obr. 14), obsahugk jealSi proteiny a je proto
nutna jeho nasledna purifikace.

1,8 4 T 70
1,6 -
e— fe n0lhydroxylasov & aktivita T 60 o
1.4 - =
= = katecholdioxygenasov a aktivita 150 2
1,2 4 3 5
@©
2 1+ 140 3 %
< EE
081 T30 &3
@
0.6 1 20 $ 3
T ©
0.4 4 o £
- 1 [}
021 | A \\ 10 &
0 0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 110 120 130 140
0 0 0 0 0

objem (ml)

Obr. 14: Chromatografie enzyntytosolu buik C. tropicalis na sloupci DEAE-Sepharosy.
Z obrazku je patrné, Ze po prvni purifikaci nedath& izolaci cistych frakci NADPH-
dependentni fenolhydroxylazy ani katechol-1,2-dgetydzy. Experimentalni podminky
(Material a metody, kapitola 3.3.1.). Vysledky zabwvané v tomto grafu byly vypracovany
spol&né s RNDr. Lenkou Vilimkovou a Janou Jechovou (Vilow& et al., 2009; Jechova,
2011).
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4.1.2. Rechromatografie NADPH-dependentni fenolhydrxylazy
na sloupci DEAE-Sepharosy

Z vysledki rechromatografie fenolhydroxylazy na sloupci DEAEpharosy
(obr. 15) je patrné Ze doSlo k dalSintast€énému pecisténi tohoto enzymu,
ziskaného chromatografii na sloupci DEAE-Sephar@sgem ziskat frakcedsstou
fenolhydroxylazou beziftomnosti katechol-1,2-dioxygenazy se ani toutoadet
nepodailo. Casteéng purifikovany enzym byl tedy dale purifikovan ponaelové

chromatografie na sloupci Sephacrylu S-300.
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Obr. 15: Rechromatografie frakci obsahujicich NABR&®RHbendentni fenolhydroxylazu na
sloupci DEAE-Sepharosy (Vysledky, kapitola 4.1.Experimentalni podminky (Material a

metody, kapitola 3.3.1.).

4.1.3. Chromatografie NADPH-dependentni fenolhydroxlazy na sloupci
Sephacrylu S-300

Sephacryl S-300 se pouziva k separaci biomolekudlikosti 10 — 150 kDa.
Diky rozdilnym velikostem molekul fenolhydroxylazaykatecholdioxygenazy jsme

predpokladali, ze ziskantasté preparaty fenolhydroxylazy.
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Ale ani timto postupem se nepdilta eluovat frakce obsahujici NADPH-
dependentni fenolhydroxylazu, které by zarowevykazovaly i aktivitu katechol-
1,2-dioxygenazy (fblizn¢ 1 %). K dalSimu urenému cili pedkladané diplomové
prace, konkréth zjisteni vlivu ionti tézkych kowi na NADPH-dependentni
fenolhydroxylazu a katechol-1,2-dioxygenazu nameavostaily i tento casteéne
purifikované enzymy. Inhibici aktivity enzymu, viwm gitomnosti ionti téZkych
kovi, sledujeme pomoci &eni Ubytku substratu (fenol, katechol) v r&aksnesi a
na tuto aktivitu pitomnost jednoho nebo druhého enzymu vliv nemastdaoveni
vlivu tézkych kowi na katechol-1,2-dioxygenazu byl pouzit enzym jkoifany

Janou Jechovou, postupem popsanym v jeji diplomod@ (Jechova, 2011).
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4.2. Vliv ionta téZkych kovia na NADPH-dependentni

fenolhydroxylazu kvasinky C. tropicalis

Pro zjiséni vlivu ionti tézkych kowi na cytosolarni enzymg. tropicalis
bylo pouzito metod ®&feni aktivity fenolhydroxylazy a katecholdioxygenazy
konkrétré sledovanim ubytku substratu (fenol, katechol) yaziti metody HPLC.
NADPH-dependentni
fenolhydroxylazy (p pridavku 0,1 mM roztoku solézkého kovu) prakticky nebyla

Vysledky  experimerit  signalizuji, Ze  aktivita
ovlivnéna ionty zeleznatymi a manganatymi, zatimco ioragdmnaté a olovnaté
snizovaly enzymovou aktivitu o 15 — 33 %. Nejvyzmgjsi efekt na enzymovou
aktivitu fenolhydroxylazy il CuSQ, u kterého byl zji&n pokles aktivity enzymu
az 0 90 %. Pro kvantifikaci miry inhibice aktivifgnolhydroxylazy byl vliv ioni
tézkych kowi méren téz pi 0,05 mM a 0,01 mM koncentracich soli ibri€zkych

kovi ve vzorku (Tab. 1).

Aktivita NADPH-dependentni fenolhydroxylazy (%)

Inhibujici ion tézkého kovu
Cinhibitoru = 0,01 mM Cinnibitoru = 0,05 MM | Cipnibitoru = 0,1 MM

zadny 100 100 100

Fe®* 94 +3 93+6 98 +5
Pb* 97 +6 90 + 2 85 + 10
Mn?* 90 +8 84+7 91+1
cu® 58 +9 9+2 10 +2

cd” 82+3 79+1 67 +4

Tab. 1: Vliv ionfi téZkych kowa na aktivitu cytosolarni NADPH-dependentni fenoltopg/lazy
kvasinky C. tropicalis. Cisla v tabulce vyjaiji procenta fivodni aktivity enzymu bez

piitomnosti ionfi téZkych kowa (pramér a standardni odchylka zié imetent).
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Obrazky 16 a 17 ilustruji vliv ionttéZzkych kova o rozdilnych koncentracich
na aktivitu fenolhydroxylazy. Enzymova aktivita by reakni snmési métena véase
0 a 20 min.

Z vysledki téchto experimerit je patrné, ze CuSQinhibuje aktivitu
NADPH-dependentni fenolhydroxylazy nejvyrégn a to jiz pi 0,01 mM
koncentraci této slaeniny. Ri 0,05 mM koncentraci #l’natych iond je aktivita
enzymu inhibovana témntotalre.

CdCl, ovlivauje aktivitu fenolhydroxylazy, ale aZipgkoncentraci vysSi nez
0,1 mM. lonty zeleznaté, manganaté a olovnaté ckid@nolu katalyzovanou
fenolhydroxylazolC. tropicalisneovliviiuji.

120
110
——FeS04

9:— ——CdCI2
£
E. Cuso4
2 40 - - st MINC 2
£
< 30

20

10

0 |

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Koncentrace iontu téZkého kovu(mM)

Obr. 16: ZAavislost enzymové aktivity cytosolarni DRH-dependentni fenolhydroxylazy
kvasinky C. tropicalis na koncentraci iofitt¢zkych kowi (mM). Jednotlivé kvky znazotiuji

vliv iontu Zeleznatych, kademnatychg¢dmatych, olovnatych a manganatych v koncentracich O;
0,01; 0,05; 0,1 mM na aktivitu fenolhydroxylazy. jMe&Si pokles aktivity enzymu byl
pozorovan zaifitomnosti CuSQ a to jiz g 0,05 mM koncentraci.
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Obr. 17: Inhibice NADPH-dependentni fenolhydroxyldZ. tropicalis ionty tZkych kow.
Siran zZeleznatyO; 0,01; 0,05; 0,1 mM); chlorid kademnaty (0; Q,@05; 0,1 mM); siran
méd’naty (0; 0,01; 0,05; 0,1 mM); octan olovnaty (001, 0,05; 0,1 mM); chlorid manganaty
(0; 0,01; 0,05; 0,1 mM).

Ze ziskanych hodnot inhibice fenolhydroxylazy ion#gkych kowi, bylo
mozné wit hodnoty 1Go Hodnoty 1G, odpovidaji koncentracim inhibitir pri
kterych za danych podminek dochazi k 50 % pokl&suity enzymu. Tyto hodnoty
ICs0 jsou uvedeny v Tab. 3.

Aktivitu NADPH-dependentni fenolhydroxylazy inhibujak jiz bylo dive
uvedeno, fedevsim kationty #l’naté. Pokles enzymové aktivity na polovinu je
patrny jiz @i 15 uM koncentraci CuS@Qv reakni snesi. Kademnaté ionty taktéz
vykazuji inhibEni vliv na sledovany enzym, padesatiprocentni iickib

fenolhydroxylazy vSak nebyloripnami pouzivanych koncentracich dosazeno.
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4.3. Vliv ionta téZzkych kovia na katechol-1,2-dioxygenazu

kvasinky C. tropicalis

Aktivitu katechol-1,2-dioxygendzy z pouzitych stemin ionti t¢Zkych kowi
nejvice ovlivioval octan olovnaty (az 100 % inhibice enzymu, Téb.Vyrazna
inhibice aktivity katechol-1,2-dioxygenazy iontyoghatymi byla popsana jizide,

a to pro enzym bakteriadlnich kmieAcinetobacter spKS-1 (Kim et al., 2003) a
Frateuria ANA-18 (Aoki et al., 1984). Aktivitu katechol-1,@ioxygenazy rovéz
inhibi¢né ovliviioval chlorid manganatfsnizeni aktivity katechodioxygenazy az o
89 %). Pokles aktivity enzymu o 35 — 42 % byl zamanan také pro ionty éd’naté,
Zeleznaté a kademnaté. Pro kvantifikaci miry ird@biaktivity katechol-1,2-
dioxygenazy byl vliv ioni tézkych kowi méren téz pi 0,05 mM a 0,01 mM

koncentraci soli iorittézkych kowi ve vzorku (Tab. 2).

Aktivita katechol-1,2-dioxygenazy (%)

Inhibujici ion tézkého kovu
Cinhibitoru = 0,01 mM Cinnibitoru = 0,05 mM Cinnibioru = 0,1 MM

zadny 100 100 100

Fe®* 94 +7 68 +6 63+1
Pb? 72+8 6+4 0+0

Mn?* 101 +3 38+5 11+3
cu” 98 +2 61+5 65 + 2
cd* 57+1 49 + 2 58 + 12

Tab. 2: Efekt iont téZkych kowa na aktivitu cytosolarni katechol-1,2-dioxygenazssinky C.
tropicalis. Cisla v tabulce vyjaiiji procenta fivodni aktivity enzymu bezifiomnosti iond

téZkych kowi (pramér a standardni odchylka zé meéienti).

Obrazky 18 a 19 ilustruji vliv ioattézkych kova o rozdilnych koncentracich
na aktivitu katecholdioxygenazy. Enzymova aktivitgla v reakni smési merena

v ¢éase 0 a 7 min.
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Z vysledki téchto experimerit je patrné, Ze octan olovnaty chlorid
manganaty ovliiuji aktivitu katechol-1,2-dioxygenazy nejvyra&jna to jiz i 0,05
mM koncentraci &chto slodenin v reakni snesi. i 0,05 mM koncentraci ioit
olovnatych je aktivita enzymu inhibovana t&ntotalre. Fi stejné koncentraci iofit
manganatych klesa aktivita enzymiibfizn¢ na 40 %.

Koncentrace octanu olovnatého vysSi nez 0,1 misalpuji 100 % inhibici
aktivity katecholdioxygenazy. Chlorid manganatyigpbuje pi koncentraci 0,1 mM
inhibici aktivity na 11 %. lonty kademnaté, Zelettha néd’naté v koncentraci 0,1

mM inhibuji oxidaci katecholu, katalyzovanou katelchioxygenazouC. tropicalis

priblizné na 60 %.
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Obr. 18: ZAavislost enzymové aktivity cytosolarnitdahol-1,2-dioxygenazy kvasinky.
tropicalis na koncentraci ioft téZzkych kowi (mM). Jednotlivé kvky znazotiuji vliv ionta
Zeleznatych, kademnatych,édinatych, olovnatych a manganatych na katecholdiaxjpe
v koncentracich 0; 0,01; 0,05; 0,1 mM. Nejvy3Ssi lpskaktivity enzymu byl pozorovan za

piitomnosti octanu olovnatého a chloridu manganatého jiz gi 0,05 mM koncentraci.
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Obr. 19: Inhibice katechol-1,2-dioxygen&2ytropicalisionty €Zkych kovi. Siran Zeleznatf;
0,01; 0,05; 0,1 mM); chlorid kademnaty (0; 0,0105),0,1 mM); siran #l’naty (0; 0,01; 0,05;
0,1 mM); octan olovnaty (0; 0,01; 0,05; 0,1 mM)larid manganaty (0; 0,01; 0,05; 0,1 mM).

Ze ziskanych hodnot inhibice katecholdioxygenazgtakzované ionty
tézkych kowi, bylo mozné uifit hodnoty 1G, pro jednotlivé ionty. Hodnoty I
odpovidaji koncentracim inhibitiyrpii kterych za danych podminek dochazi k 50 %
poklesu aktivity enzymu a jsou uvedeny v Tab. 3.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, aktivitu katechol-1,2xdigenazy nevyrazj
inhibuji kationty olovnaté. Pokles enzymové aktivita polovinu je patrny jiZzip23
UM koncentraci octanu olovnatého v réak snesi. lonty manganaté inhibuji
aktivitu sledovaného enzymu na 50 $42 uM koncentraci chloridu manganatého.
Padesatiprocentni inhibice aktivity katechol-1,8xyigenazy bylo dosazendipl5
UM koncentraci chloridu kademnatého v r&aksnesi. lonty néd’naté a Zeleznaté
rovréz inhibuji oxidaci katecholu katalyzovanou kalechokygenazou butk C.
tropicalis. Ffi nami pouzitych koncentracich vSak nebylo 50 %ikide enzymu

témito sloweninami dosazeno.
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o NADPH- katechol-1,2-
inhibujici ion | dependentni dioxygenaza
té7kého kovu |fenolhydroxylaza
ICs0 (UM) ICs0 (UM)
Fe* . -
PpZ - 23
MnZ* - 42
Cu2+ 15 -
Cd** - 45

Tab. 3: Hodnoty IG, ionti téZkych kowi inhibujicich NADPH-dependentni fenolhydroxylazu a
katechol-1,2-dioxygenazu kvasinky tropicalis

-...ICsq nebyla stanovena
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5. DISKUZE

V piedchozich letech byl vyzkum degradiach schopnosti kvasinky
Candida tropicalisza aerobnich podminek za&fan edevsim na detekci, purifikaci
a charakterizaci jednotlivych enzynkaskady vyuzivané timto mikroorganismem
k degradaci fenolickych latek a jejich utilizackgavlastniho zdroje energie a uhliku
pro st a vyvoj mikroorganismu. Nasletipak vyzkum sr&oval k optimalizaci
procesu izolacesthto enzyni, s minimalnimi ztratami jejich enzymové aktivityi p
izolaci. Pongrné podrobr byly doposud charakterizovany prvni dva enzymy
oxidalni kaskady fenolu. Pro NADPH-dependentni fenolhygliézu, jejiz
purifikaci a charakterizaci se zabyvala v uplynblyetech i naSe laboratobylo
uréeno pH a teplotni optimum, dale pak, B Vi pii optimalnim pH a teplét Pro
katechol-1,2-dioxygenazu pak bylo stanoveno pH motei optimum enzymu a

v souwtasné dobje jiz znAmo K, a Vinay i pro tento enzym

Cilem této pedkladané diplomové prace bylo poznani vlivu io¥kych
kovi na aktivitu obou zminych cytosolarnich enzyim (fenolhydroxylazy a
katecholdioxygenazy) kvasink€. tropicalis Jelikoz neni vyloteno, ze uzemi
kontaminované fenolickymi sl@eninami nebude zaroir&kontaminovano i&kymi
kovy nag. ionty med’natymi, Zeleznatymi, olovnatymi, nebo kademnatyjsi,
studium vlivu €chto ionfi t¢Zkych kowi na sledovanou enzymovou aktivitu
nanejvys Zadouci.

Z vysledki uvedenych v diplomové praci vyplyva, ze fenolhygiléaza
byla vyraz inhibovana pouze ionty &’natymi (siran rmad’naty). Jisty stupe
inhibice vykazovaly rovéz ionty olovnaté, u kterych ovSem dochazelo pouze
k mirnému poklesu enzymové aktivity, a nebylo protozné zjistit hodnotu I£.

Tato hodnota by tudiz nebyla pouhou interpolackazateli stanovitelna.

NADPH-dependentni fenolhydroxylaza (Erichosporon cutaneumije
tetramer s podjednotkami o velikosti 60 kDa. Kazdéhto podjednotek se sklada
ze ti domeén, z nichz prvni obsahufelist vazajici FAD typickym motiveraf3
vazajicim nukleotid a rowz obsahuje misto pro vazbu NADPH. Aktivni centram |
lokalizovano na povrchu podjednotky, mezi prvnrahtdu doménou.
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Druha doména vaze fenolicky substratretil doména se castni
vzajemného kontaktu podjednotek. Katalyticky meddrans fenolhydroxylazy
funguje na bazi komplexu zahrnujiciho FAD fa dubstraty: molekularni kyslik,
fenol a NADPH. Fenol se v aktivnim centru vaze %ogtou vazbou k tyrosylovému
zbytku (Tyr289). Tento tyrosin je také schopen wjitwodikovou vazbu s atomem
kyslimu C4a-peroxoflavinového intermediatu. V akfim centru se nalézaji hgjn
zbytky argininu a aspartatu, neobsahuje vSak atidlglové ani cysteylové zbytky
(Enroth et al., 1998). Otazka jakym mechanisméisopi ionty C@" zistava tedy
otevena.

Katechol-1,2-dioxygenaza byla silmnhibovana hnedi¢mi sloweninami
testovanymi v diplomové préci, a to octanem oloymatchloridem manganatym a
chloridem kademnatym, které vykazovali koncentraci 0,1 mM 100 %-ni, 89 %-ni
a 52 %-ni inhibici katecholdioxygenazové aktivitgtiv dalSich ionfi téZkych kowa
na cytosolarni katechol-1,2-dioxygena@u tropicalis pouzitych pro tuto studii
rovreéz nebyl zanedbatelny. Feg@ CuSQ inhibuji za jejich 0,1 mM koncentrace

v reakéni snesi aktivitu katecholdioxygenazyiplizné na 60 %.

Z hodnot IG je patrné, Ze aktivita katechol-1,2-dioxygenazygelstats
vice ovlivnitelna ionty d&Zkych kowi, nez aktivita NADPH-dependentni
fenolhydroxylazyC. tropicalis To by mohlo byt zafi¢inéno uspdadanim aktivnich
center obou enzyin Zda se totiz, Ze katechol-1,2-dioxygenaza kvasidk
tropicalis obsahuje aminokyselinu histidin v aktivnim centrdedhova, 2011).

Imidazolovy kruh této aminokyseliny pakide interagovat s ionty kév

V aktivnim  centru  katechol-1,2-dioxygenadzy  mikroangsma  P.
aeruginasa, A. radioresistena P. cepaciabyly skuté&né nalezeny dva zbytky
histidinu (Lipscomb and Orville, 1992; Que and H®96; Walsh et al., 1983).
Struktura aktivniho centra katechol-1,2-dioxygen&xasinky C. tropicalis vSak

zatim neni znama.

Dosavadni vyzkum vlivu iofit t¢zkych kowi na aktivitu katechol-1,2-
dioxygenazy izolované z kmerfeseudomonas putidayl zangien FedevsSim na
ionty médnaté a rtthaté. Pidavek 0,1 mM CuSgdo reakni snesi obsahuijici tento

enzym inhiboval enzymovou aktivitdiplizné o 10 %.
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Po hodinové inkubaci byla aktivita enzymu sniZzeaad86 %. B pridavku
rtutnatych katiof (0,1 mM HgC}) byl pokles markantgSi (az na 21 % jvodni
enzymoveé aktivity). B snaze o zmirni tohoto inhibéniho efektu na katechol-1,2-
dioxygenazu byl dasgne pouzit 1 mM 2-merkaptoethanol. Diky reakci této
sloweniny s ionty &kych kowi klesla aktivita katecholdioxygenazyi pridavku
0,1 mM HgC} pouze na 57 %. Na inhilsi vliv méd’natych ionti vSak gidavek 2-
merkaptoethanolu vliv ne¢ha k desetiprocentnimu snizeni enzymové aktiviyes

dochéazelo (Dorn and Knackmuss, 1978).

Skut&nost, Ze ionty &kych kowi ovlivauji i jiné enzymy kaskady
odbouravajici fenolické latky, dokazuje jejich vliwa aktivitu cis, cis
mukonatcyklazyT. cutaneum To je fteti enzym oxidéni kaskady umatijici
utilizaci fenoli. Fxi optimalni teplo¢ a pH byla zjifovana mira inhibice tohoto
enzymu ionty manganatymi, Zeleznatymi, zimgtymi, neéd’natymi, stibrnymi a
rtutnatymi, a to v 0,01 mM — 1 mM koncentraci v r&aksnmési. Tento enzym,
katalyzujici pemenu kyseliny cis,cismukonové na mukonolakton byl nejnéén
ovlivnén 1 mM MnSQ, jeho aktivita poklesla o 12 %. FeShhiboval v téze
koncentraci enzymovou aktivitu o 28 %. Residuaktivéta cis,cismukonatcyklazy
s pridavkem ZnCJ v koncentraci 0,1 mM v re&ki sntsi klesla na 40 %. lonty
slowenin CuSQ, AgNG; inhibovaly @i své 0,1 mM koncentraci na m&€nez jedno
procento fgvodni aktivity a rttinaté ionty (HgGl) zpasobily prakticky totalni
inhibici reakce jiz p 0,01 mM koncentraci (Gaal and Neujahr, 1980).

Dvojmocné ionty zinku (Zf1) vykazuiji inhibini efekt na Zivotaschopnost
vSech mikroorganistn vyuzivajicich fenolické latky jako zdroj uhliku energie.
Tyto ionty ale mohou zaroyieredukovat efekt ostatnich idntézkych kowi. lonty
Zn** nagriklad neovliviuji rast burgk bez pitomnosti iont kadmia, rovaZ ionty
horecnaté redukuji toxicitu iorit nikelnatych w¢i bakteriim a kvasinkam
(Sacharomyces cerevisigdgendersonula toruloidéaBabich and Stotzky, 1985).

VN s

kovi druhych by mohlo vést k rozvoji strategii biorenaed kontaminovanych mist,
u kterych by byl pro zvySeni resistence mikroorgaxi vaci toxickym iontim

tézkych kowi pouzit relativié netoxicky dvojmocny kation (népvapenaté ionty).
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Tim by doslo i ke zvySeni biodegradace organickiatbk (Sandrin and
Meier, 2003). V tomto smyslu byly &€ zkoumany ionty kobaltnaté, &dinaté,
Zzeleznaté, manganaté a zinaté. Konkrétd jejich schopnost snizeni inhibice
NADPH-dependentni biodegradace tdpch kontaminovanych kadmiem nebo
zinkem. V sodasné dob je tedy pednetem vyzkumu, zda by prdstdnictvim
mére toxickych dvojmocnych ioiitkovi bylo mozné roviéZz dosdhnout pozitivnich

vysledki v oblasti bioremediace polutdrtivotniho prodiedi.

Dlouhodobé snahy o zvySeni efektivity bioremedifa@lickych latek a
organickych latek obe&n pomoci nejiizr¢jSich drulis mikroorganisnm, probihaji
snad ve vSech labordtoh, které se touto problematikou zabyvaji. lor¥k§ch
kovi jsou totiz znamy jako silné inhibitory enzynbiodegradujicich xenobiotika.
Zkouman byl nafiklad inhibini vliv ionta téchto kowi na biodegradaci fenolu
s uzitim plazmid, po jejichZ introdukci dochazi k vyvoji resistengéci iontim
tézkych kowi. MysSlenka kombinace éthto schopnosti vedla k vytieni
polyfunkénich kmerd, vhodnych pro bioremediaci igy kontaminované jak
organickymi polutanty, tak i iontyétkych kowi. Fripraven byl kmenP. putida
PhCN, ktery obsahuje dva plasmidy (120 kb plazndiduiici odbouravani fenolu a
100 kb plazmid kodujici resistencadr iontaim kadmia a rédi). Resistentni kmen
vykazoval vysokou schopnost degradace fenoliiteqnosti Cé" a Cd* , nebd

jeho schopnost utilizace této latky klesala jeniméineé (Deeb and Altalhi, 2009).

Negativni vliv ionfi t¢Zkych kowi na bioremediaci organickych latek by
mohl byt zmirgn rovrez zmenou pH. Mechanismus, podle kterého by pH mohlo
ovliviiovat toxicitu €zkych kowi vaci mikroorganisnim, zatim nebyl vysitlen, ale
mohl by zahrnovat a) redukci adsorpce iorttZkych kowi a jejich gFijem
mikroorganismy, jak bylo pozorovano Burkholderia sp.(Sandrin and Maier,
2003), C. regularis (Sakaguchi et al., 1979) Kebsiella pneumonigRudd et al.,
1983) nebo b) snizeni toxicity idgnkovi (dosud neznamym mechanismem) (Babich
and Stotzky, 1985; Collins and Stotzky, 1992; Seregd Ivanov, 1997).

VySe uvedené experimenty byly pro¢ag v laboratornim rfitku, ale
otazkou je, jak uvést takovou bioremediaci do praXedy pro jeji vyuZziti

k obouravani xenobiotikipmo ,v terénu”.
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Jednotlivé zpsoby degradaci organickych polutannizeme rozliSovat
podle toho, zda pracujeme s volnymii urcitym zpisobem imobilizovanymi
bunkami. Pokud je zvoleny biologicky procéddre navrzeny a provedeny, dojde
k totalni oxidaci organické hmoty a zardueevznika zadny odpadni material, ktery
by musel byt dale gakym zpisobem upravovan. Vtomto postupu &pa
vyznamny rozdil od fyzikakchemickych metod, které obvykle produkuji rezidua,

ktera musi byt dale eliminovana.

Pri praci s volnymi bitkami je nutno z&adit druhy krok degradace, kterym
je separace mikrobialni biomasy o#epsStované tekutiny, coz samiggnge cely
proces ekonomicky znevyhtdie (Cohen, 2001). Bioreaktory mohou byt
provozovany jako vsadkové, s postupnyntitgkovanim zivin (,fed-batch®),
semikontinudl®, pog. kontinual@ s nizkymi koncentracemi.

Moznost imobilizace bufk na povrch noge se vyuziva nafklad
v bioreaktorech typu biofiltru, biologického fluitho loZe, submersniho biofiltru,
apod. (Kennes and Thalasso, 1998). Jednotlivé ymeaktofi s pevnou naplini se
od sebe liSi konstrukci, typem n&sitypem mobilni faze (kapalina, plynfjiypdem
zngisttné vody ¢i plynu, zpisobem ,aerace” (pouziva-li se). Vlastni podstata
degradace vSakugtava stejnd. Rozpusid odpadni latka prochazi bioreaktorem,
adsorbuje se na povrch biofilmu a postpenetruje dovnit Uvnité biofilmu je
pusobenim mikroorganisin degradovana podle typu metabolismu na Koée
produkty, které z bioreaktoru odchazeji.

Vyhodou &chto systém je, Ze odpada n&fny proces separace biomasy od
¢isttného odpadniho materialu, nébos tomto gFipackt je biomasa staticka
(imobilizovand) a degradovana tekutina mobilni (€mh2001). DalSi vyhodou je
vySSi koncentrace biomasy v systému, jenz namtaprwetsi specificky povrch pro
piijem substratu.

Caso¥ a ceno¥ vyhodna remediace Uzemi kontaminovanych jak
organickymi slodeninami, tak ionty &kych kowi je dosazitelnd pouze wipad
porozungni mechanismu inhibice biodegradace organickychklabnty €zkych

kowv.
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| kdyZ piitomnost iond téZkych kowi pasobi rozdil@ na jednotlivé enzymy
oxidatnich kaskad i celé kolonie pouzivanych mikroorgauiisje zZejmé, Ze tyto
ionty inhibuji biodegradace organickych polutamtetre latek fenolickych, a to jak
v pripact aerobnich, tak i anaerobnich systiém

V sowasné dob jsou testovany a vyvijeny nové biologickyaso¥ a
finanén¢ prijatelné metody pro zvySeni efektivity bioremediaggomoci
mikroorganisni. Existuje mnoho teorii, jako jsou riidad pouZziti geneticky
modifikovanych, k ionim t&€Zkych kowa resistentnich, mikroorganismzneny pH a
ptidavky aditiv ovliviujicich biologickou pjatelnost, a tedy i miru toxicity iofit
tézkych kowi pro mikroorganismy uzivané k bioremediacim (Sandmd Maier,
2003).

K vyvoji téchto metod je vSak pochopitélmejdive nutné poznat, zda a
jakym zpisobem ionty &Zkych kowva ovliviuji jednotlivé enzymy, které jsou pro
bioremediace organickych lateke@trg fenoll) esencialni. redkladana diplomova
prace protoreSila poznani vlivuéchto ionfi na prvni dva enzymy. tropicalis
degradujici fenol, NADPH-dependentni fenolhydroxyla a katechol-1,2-
dioxygenazu.
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6. ZAVER

Cile predkladané diplomové prace zahrnovaly isolaci afigadi NADPH-
dependentni fenolhydroxylazy a zf8t vlivu ionti téZkych kowi na aktivitu
NADPH-dependentni fenolhydroxyldzy a katechol-li@xggenazy kvasinkyC.
tropicalis. V préaci byly ziskany vysledky, které pro tytoechledalyreSeni:

1) lIzolace a purifikace cytosolarniho enzymu NAD&&pendentni
fenolhydroxylazy se nez#éita dokonale a izolovany enzym stale vykazovaldyk
pouze mirnou, aktivitu katecholdioxygenazy (1 %gnio fakt ovSem nebranil
uréeni vlivu ionth téZkych kowi na aktivitu enzymu.

Katechol-1,2-dioxygenaza pouzivana pro experimestgujici vliv ionfi
tézkych kowi na tento enzym byla ziskana od J. Jechové (JecB6¢4).

2) lonty nednatéinhibuji aktivitu NADPH-dependentni fenolhydroxylaz
z testovanych iorit ( CU*, Cd*, F&*, Mn**, PB") nejvyrazsji. A to jiz pii 0,01
mM koncentraci. Chlorid kademnaty inhibuje aktivitienolhydroxylazy g
koncentraci vySSi nez 0,1 mM. lonty Zeleznaté, raaatg a olovnaté aktivitu
fenolhydroxylazyC. tropicalisneovliviiuji.

Katechol-1,2-dioxygenaza jei& iontim tzkych kowi senzitivigjSi. lonty
olovnaté inhibuji aktivitu katechol-1,2-dioxygenazy koncentrace 0,1 mM totéln
Manganaté ionty v koncentraci 0,1 mM inhibuji aktivkatechodioxygenazy o 89
%, v koncentraci 0,05 mM inhibuji aktivitu tohotoazymu o 62 %. Pokles aktivity
enzymu o 35 — 42 % byl zaznamenan u doméd’natych, Zeleznatych a

kademnatychip 0,1 mM koncentraciéchto ionti.

3) Hodnota 1G, byla ugena pro inhibici NADPH-dependentni
fenolhydroxylazy ionty rad’natymi (1G, = 15uM).

Hodnoty 1G, pro ionty €zkych kowa inhibujici katechol-1,2-dioxygenazu
byly uréeny pro PB" (23 uM), Mn?* (42uM) a Cd* (45 puM).

Cast vysled ziskanych i feSeni diplomové prace je s@sti publikace

(Vilimkova et al., 2009), ktera je uvedena jakdghac. 1 diplomové préace.
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