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Studirali smo razgradnjo kloriranih organskih biocidov lindana, natrijevega
pentaklorofenolata in PCB-153 z izbranimi lesnimi glivami, od katerih so bile
vrste Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Chondrostereum purpureum
in Hypoxylon fragiforme predstavnice gliv bele trohnobe, vrsta Gloeophyllum
trabeum pa sodi v skupino gliv, ki povzro€ajo rjavo trohnobo. Razgradnja
posameznih kloriranih organskih biocidov je bila z glivami bele trohnobe
uspesna, pri ¢emer je najvecji delez lindana in PCB-153 razgradila gliva P.
ostreatus, vrsta T. versicolor pa je uspela popolnoma razgraditi natrijev
pentaklorofenolat. Casovno spremljanje aktivnosti posameznih ligninoliti¢nih
encimov lakaze, mangan peroksidaze in lignin peroksidaze je pokazalo, da
vrstt P. ostreatus in T. versicolor izrazata veliko vecje vrednosti
ligninoliticnih encimov, kot ostale testirane vrste gliv. Pri glivah P. ostreatus
in T. versicolor, zraslih v prisotnosti posameznih biocidov, je bil vzorec
Casovnega izrazanja ligninoliti¢nih encimov lakaze, mangan peroksidaze in
lignin peroksidaze drugacen, kot pri negativnih kontrolnih skupinah. Proucili
smo tudi razgradnjo lindana in kloriranih fenolov s posameznimi
komercialnimi ligninoliticnimi encimi (lakazo, mangan peroksidazo in
raznoliko peroksidazo), pri ¢emer sta bili mangan peroksidaza in raznolika
peroksidaza v primerjavi z lakazo ustreznejSa ligninoliticna encima za
njihovo razgradnjo. Razgradnja lindana je bila uspesnejSa s posameznimi
ligninoliticnimi glivami, kot s posameznimi ligninoliti¢nimi encimi. V
prisotnosti natrijevega pentaklorofenolata smo s testi inhibicije oksidacije
substrata ABTS s posameznimi komercialnimi ligninolitiénimi encimi
ugotovili, da je natrijev pentaklorofenolat potencialen substrat za mangan
peroksidazo in za raznoliko peroksidazo, ne pa za lakazo.
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Four selected white-rot fungi (Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor,
Chondrostereum purpureum, Hypoxylon fragiforme) and one brown-rot
fungus (Gloeophyllum trabeum) were analysed for their mycoremediation
potential by following the degradation of polychlorinated organic biocides
lindane, sodium pentachlorophenol, and PCB-153, respectively. Among
selected white-rot fungi, P. ostreatus showed the highest efficiency in
degrading lindane and PCB-153, while sodium pentachlorophenol was most
efficiently degraded by 7. versicolor. White rots C. purpureum and H.
fragiforme, and a brown rot G. trabeum were considerably less effective in
degrading all the tested biocides. Monitoring of ligninolytic enzymes
activities showed the highest expression of laccase, manganese peroxidase,
and lignin peroxidase in P. ostreatus and T. versicolor. Temporal
expression of ligninolytic enzymes in liquid cultures with addition of
lindane, sodium pentachlorophenol, or PCB-153 differed from the negative
controls. In comparison to fungal degradation, an application of respective
commercially available ligninolytic enzymes laccase, manganese
peroxidase, and versatile peroxidase was less efficient in degradation of
lindane or chlorinated phenols. Manganese peroxidase and versatile
peroxidase were more applicable enzymes in these cases. Inhibition of
ABTS oxidation by ligninolytic enzymes in the presence of sodium
pentachlorophenol showed that sodium pentachlorophenol may act as a
substrate for enzymes manganese peroxidase and versatile peroxidase, and
not for laccase.
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1 UVOD

ZascCitna sredstva za les na osnovi kloriranih cikli¢nih organskih spojin (lindan,
pentaklorofenol, endosulfan, poliklorirani bifenili (PCB) in poliaromatski ogljikovodiki)
predstavljajo nevarnost za okolje in c¢loveka tako v postopku njihove proizvodnje,
transporta, zascCite in uporabe lesa, kot tudi po koncu uporabe zasCitenega lesnega izdelka.
Ta predstavlja poseben odpadek in ga ne smemo prosto odlagati, ker so biocidi v zas¢itnih
sredstvih stabilni in se lahko izlocajo v prst, povrSinske in podtalne vode. Nove zahteve o
zmanjSevanju onesnazenosti zraka z dimnimi plini in odlaganju pepela v drzavah EU
omejujejo sezig zasCitenega lesa (Direktiva EU 75/442/EEC; Direktiva evropskega
parlamenta in sveta 2006/12/ES). Seziganje z biocidi zas¢itenega lesa je dovoljeno, a le v
posebnih napravah. Izjema je les, ki vsebuje PCB. Recikliranje zas¢itenega lesa za
ponovno uporabo pa je omejeno s stopnjo vsebnosti biocidov v lesu. Zaradi navedenih

razlogov so potrebne ustrezne resitve predelave odpadnega zas¢itenega lesa.

Med obetavne moznosti razstrupljevanja lesa, zaSCitenega z organskimi biocidi, sodi
bioremediacija z glivami (mikoremediacija). Ligninoliti¢ne glive so pri razgradnji cikli¢nih
organskih biocidov ucinkovitejSe od drugih organizmov. S pomocjo zunajceli¢nih
encimov, ki jih izlo¢ajo v les (ektoencimi), razgrajujejo komponente lesa, hkrati pa so
potencialno u¢inkovite pri razgradnji ligninu strukturno analognih organskih biocidov, ki

so sestavine impregnacijskih sredstev za zascito lesa.

Namen magistrske naloge je proucitev moznosti razgradnje kloriranih organskih biocidov
lindana, natrijevega pentaklorofenolata in 2,2'4,4'5,5-heksaklorobifenila (PCB-153) z
lesnimi glivami bukovim ostrigarjem (Pleurotus ostreatus), pisano ploskocevko (Trametes
versicolor), ogljeno kroglico (Hypoxylon fragiforme), tramovko (Gloeophyllum trabeum)
in Skrlatnordeco slojevko (Chondrostereum purpureum). Predvidevamo, da so glive bele
trohnobe in njihovi izolirani ligninoliti¢ni encimi sposobni razgradnje kloriranih organskih
biocidov. Bukov ostrigar in pisana ploskocevka sta vrsti, ki imata v tovrstnih raziskavah

mikoremediacije velik potencial, ostale tri vrste gliv pa so manj proucene.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 PESTICIDI

Pesticidi so snovi, ki naj bi selektivno unicevali doloceno vrsto Skodljivcev. Stopnja
njihove toksicnosti je odvisna predvsem od kemicne sestave. Pesticid je v bistvu aktivna
substanca, ki je v doloCeni koncentraciji primeSana inertnemu mediju (stabilizatorju
aktivne substance), oba skupaj pa sestavljata pripravek, ki se ponavadi prodaja pod

komercialnim imenom.

Med pesticide uvrS€amo zdravila, veterinarska zdravila, fitofarmacevtska sredstva in
biocide. Zdravila se v humani in veterinarski medicini uporabljajo za preprecevanje ali
zdravljenje nekaterih bolezni. Fitofarmacevtska sredstva se v kmetijstvu v glavnem
uporabljajo za povecanje poljedelske proizvodnje (zatiranje Skodljivcev, plevelov in
rastlinskih bolezni). Biocide pa v lesarstvu, gozdarstvu, ladjedelnistvu in drugih panogah

uporabljajo kot zas¢itne pripravke pred Skodljivci ter za javno higieno.

Po svojem izvoru so pesticidi lahko naravne snovi, izolirane iz rastlin, ali pridobljeni s
kemijsko sintezo. Predvsem slednji pa lahko ob neustrezni uporabi ogrozajo tako ¢loveka
kot ekosfero (biosfero). Negativni vpliv pesticidov na zive organizme je odvisen predvsem
od uporabljene koncentracije, stopnje razgradljivosti, obstojnosti v okolju, sposobnosti
bioakumulacije, vklju€evanja v prehranjevalne verige, mutagenosti, genotoksicnosti in Se
mnogih drugih dejavnikov. Zaradi nepravilne uporabe lahko najdemo pesticide in njihove

razgradne produkte tudi v razli¢nih zivilih, vodi, okolju in celo v samemu ¢loveku.

Najpogostejsi sta dve razvrstitvi pesticidov, in sicer glede na ciljno skupino organizmov, ki
jih posamezna skupina pesticidov unicuje (preglednica 1), in glede na kemicno sestavo

(preglednica 2).
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Preglednica 1: Skupine pesticidov glede na ciljne organizme

Table 1: Groups of pesticides with regard to target organisms

Ciljna skupina

Skupina pesticidov

Nekatere aktivne u¢inkovine

organizmov

glive fungicidi kaptan, benomil, triadimefon, folpet,
mankozeb

zuzelke insekticidi DDT, metidation, metomil, lindan,
heptaklor

pleveli herbicidi atrazin, alaklor, simazin, 2,4-D

prsice akaricidi dikofol, propargit, klorfentazin

glodavci rodenticidi endrin, varfarin, cinkfosfid

polzi limacidi metaldehid, metiokarb

Preglednica 2: Skupine pesticidov glede na kemicno sestavo

Table 2: Groups of pesticides with regard to chemical composition

Kemi¢na skupina

Nekatere aktivne u¢inkovine

ORGANOFOSFORNI PESTICIDI

fosfatni estri
fosfotio estri

fosfamidon, dikrotofos,
matamidofos,
klorpirifos, diazinon, malation

KARBAMATI
tiokarbamati
ditiokarbamati

karbaril, klorprofam, prpoxur,
butilat, tiobenkarb,
tiram

ORGANOKLORNI PESTICIDI

diklorodifeniletani
ciklodieni

klorirani benzeni in cikloheksani
klorirani fenoli in bifenili

DDT, dikofol, metoksiklor, klordan, dieldrin,
eldrin, toksafen, heksaklorobenzen (HCB),
heksaklorocikloheksan (HCH, lindan),
pentaklorofenol,

poliklorirani bifenili (PCB)

KLORFENOKSI KISLINE 2,4-D, MCPA, silveks

DRUGI PESTICIDI

acetanilidi alaklor, metolaklor

bipiridili paraquat, diquat

fenilureati diuron, linuron

ftalimidi kaptan, folpet

triazini atrazin, simazin, cianazin, desetilatrazin

2.1.1 Klorirani fenoli

Klorirani fenoli so skupina devetnajstih izomerov fenola z vezanimi atomi klora. Te

spojine so z izjemo 2-klorofenola trdne snovi, s temperaturo tali$¢a med 33 in 191 °C. Vsi

so dobro topni v organskih (nepolarnih) topilih in mas¢obah, slabo pa v vodi (preglednica
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3). Klorirani fenoli so rahlo kisle spojine, s kislostjo nekaj manjSo od fenola. V vodni
raztopini lahko reagirajo z alkalnimi kovinami, pri ¢emer nastanejo soli, ki so v vodi bolj
topne od samih klorofenolov.

Preglednica 3: Karakteristi¢ni parametri polikloriranih fenolov, ki vplivajo na njihovo biorazgradnjo ali
biotransformacijo (Memic, 2006)

Table 3: Characteristic parameters of polychlorinated phenols influencing their biodegradation or
biotransformation potential (Memi¢, 2006)

> o~ o —_
2z 9. |4 |23 |2EE;5

) 525 f2s |2 |BE8g |BEig | o
Spojina n " = E 3 — =>4 T 2ad a,
3,4-diklorofenol 2 mis 1685 3,33 <0,01 0,03 8,63
3,5-diklorofenol 2 mis 2389 3,62 < 0,01 0,03 8,18
2,3,6-triklorofenol 3 podgana 308 | 3,77 <0,01 0,023 5,80
2.4,5-triklorofenol 3 podgana 820 | 3,72 0,948 0,16 7,40
2,4,6-triklorofenol 3 podgana 820 | 3,69 0,434 0,26 6,23
2.,3.4,6-tetraklorofenol 4 podgana 140 | 445 0,183 0,15 5,22
2,3,5,6-tetraklorofenol 4 podgana 140 | 4,90 0,100 0,035 5,14
pentaklorofenol 5 podgana 27 5,12 0,014 0,0025 4,70

2.1.1.1 Gospodarski pomen kloriranih fenolov

Samo osem klorofenolov (monoklorofenol, 2,4-diklorofenol, 2,4,5-triklorofenol, 2.4,6-
triklorofenol, 2,3,4,5-tetraklorofenol, 2,3,4,6-tetraklorofenol in pentaklorofenol) se (je)
uporablja(lo) v industriji. Pentaklorofenol in oba izomera tetraklorofenola so, v skladu z
njihovimi fungicidnimi lastnostmi, uporabljali kot fitofarmacevtska sredstva v kmetijstvu
in gozdarstvu ter kot biocide za impregnacijo lesa in koz. Monoklorofenole so uporabljali
kot fitofarmacevtska sredstva ali kot antiseptike (Kringstad in Lindstrom, 1984).
Klorofenoli z manj kot tremi substituiranimi klorovimi atomi danes nimajo velikega
gospodarskega pomena, razen v proizvodnji visjih klorofenolov in herbicidov na osnovi

klorfenoksibutanojske kisline.
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2.1.1.2 Izvor kloriranih fenolov

Klorirane fenole industrijsko pridobivajo s kloriranjem fenola ali s hidrolizo klorobenzena.
Kot wvmesni produkti klorofenoli nastajajo tudi v nekaterih stopnjah sinteze 2,3-
diklorobutanojske kisline (Kent in James, 1983) ter med beljenjem lesne pulpe (Kringstad
in Lindstrom, 1984). Klorirani fenoli lahko nastajajo tudi kot vzporedni produkti v
procesih kloriranja pitne vode, destilaciji lesa (Oberg in sod., 1989) in med pirolizo
premoga (Taylor in Dellinger, 1999). Klorofenoli, ki jih najdemo v okolju, nastajajo Se
med bioloSko razgradnjo pesticidov, predvsem 2,4-diklorofenoksibutanojske in 2,4,5-
triklorofenoksibutanojske kisline, pri ¢emer nastajajo Stevilni klorofenoli kot vmesni
metaboliti njihovega razpada. Zaradi negativnih udinkov na okolje je uporaba teh

pesticidov v svetu zelo omejena ali celo prepovedana.

2.1.1.3 Prisotnost kloriranih fenolov v okolju

Raziskave onesnazenja okolja Sirom sveta so potrdile prisotnost kloriranih fenolov v
mnogih ekosistemih: v atmosferi, povrSinskih in podzemnih vodah, tleh, ledenikih in v
globinskih sedimentih (Xie in sod., 1986; Sinkkonen in Paasivirta, 2000; Klan in sod.,
2001). Preostanke klorofenolov zasledimo tudi v prehrambenih proizvodih ter v tkivih in
telesnih tekocCinah rastlin, zivali in ljudi. Do antropomorfnega onesnazenja okolja prihaja
zaradi uporabe pesticidov na osnovi klorofenoksibutanojske kisline, tehnoloskih
neustreznosti impregnacijskih postaj za les, odlaganja odpadkov iz industrije, poljedelstva
in gozdarstva, kontaminacije s heksaklorobenzenom ter ob spontanem nastanku
klorofenolov pri kloriranju vode z namenom razkuzevanja ter preprecevanja neprijetnega
vonja. Tako predstavlja kontaminacija naravnega okolja s kloriranimi fenoli velik problem,

s katerim se sreCujejo predvsem v kmetijsko-gozdarskih in industrijskih regijah.

V razli¢nih plasteh atmosfere so prisotni predvsem monoklorofenoli in 2,4-diklorofenol,
kar je posledica njihove velike hlapnosti. V zraku lahko zasledimo tudi ostale klorofenole,
¢eprav so ti manj hlapni. Prisotnost v atmosferi je predvsem posledica njihove industrijske
proizvodnje ter seziganja odpadkov, premoga in lesa. Izmerjene koncentracije
pentaklorofenola v zraku okoli obratov za impregnacijo lesa so znaale celo do 500 mg/m’

(Schroeder in Lane, 1998).
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Mnoge raziskave so pokazale prisotnost klorofenolov v povrSinskih vodah s
koncentracijami do 10 ng/l (Grimvall, 1995). V teh primerih je glavni izvor klorofenolov
najverjetneje naraven proces kloriranja huminske kisline (Gribble, 1995). Kontaminacija
vode je lahko tudi posledica drenaze poljedelskih povrSin in industrijskih odpadnih voda

ali posledica uporabe pesticidov.

Klorofenoli lahko zaidejo v tla zaradi okoljevarstvene neustreznosti nekaterih tehnoloskih
procesov, z biodegradacijo pesticidov (predvsem herbicidov) in zaradi sesedanja iz
atmosfere. Ugotovljeno je, da so organoklorni pesticidi ponekod kontaminirali znatne
povrsine obdelovalne zemlje tudi na podrocjih, kjer le-teh niso neposredno uporabljali. S
pesticidi kontaminiran prah se namre¢ lahko prenaSa po zraku (atmosferi) in odlozi na
povrsine, ki so precej oddaljene od kraja uporabe. Tezava kontaminacije tal s temi
kemikalijami obstaja predvsem v drzavah z intenzivnim gozdno-lesnim gospodarstvom, ki
so v Sestdesetih in sedemdesetih letih preteklega stoletja uporabljale velike koli¢ine
klorofenolnih fungicidov za zas¢ito lesa v impregnacijskih postajah (npr. Kanada, Finska
in Svedska) (Valo in sod., 1984). Tla so zelo ustrezen pretono-transportni medij za
klorofenole, predvsem zaradi primerne vsebnosti vode, ustrezne vrednosti pH, vsebnosti
organskega materiala, granulacije, hitrosti odparevanja in Stevilnih vzporednih bioloskih

Procesov.

2.1.1.4 Vpliv kloriranih fenolov na Ziva bitja

Klorofenoli imajo teznjo po bioakumulaciji. Organoklorni pesticidi se prenasajo iz tal v
dele rastlin, ki so namenjene za prehrano, pri ¢emer so obstojnost, razgradljivost in
transport klorofenolov odvisni predvsem od vrednosti pH v okolju. Zaradi njihove
lipofilnosti lahko z mastmi, olji in voski preko zivil preidejo v toplokrvne organizme, kjer
se delno metabolizirajo in izlo¢ijo, delno pa se nabirajo v mas¢obnem tkivu, jetrih, mlecni
mascobi in organih. Toksi¢nost klorofenolov se zmanjSuje z manjSanjem Stevila
substituiranih atomov klora. Njihova akutna toksi¢nost je relativno nizka, kroni¢ni efekti
pa so slabo raziskani. Ceprav mutageni, teratogeni ali kancerogeni uinki klorofenolov
niso dokazani, lahko te spojine delujejo kot promotorji ali kot ko-kancerogeni dejavniki

(Kogevinas in sod., 1992).
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2.1.2 Lindan

Lindan (la,2a,3B,40,50,6B-heksaklorocikloheksan, y-HCH) (slika 1) je leta 1912 prvi
opisal Van de Linden, komercialno pa so ga zaceli proizvajati leta 1942 (Alloway in
Ayres, 1993). Pridobivajo ga z adicijo treh molekul klora (Cl;) na molekulo benzena,
reakcijo pa aktivirajo z ultravijoliénim obsevanjem. Pri tem nastane pet moznih izomerov
heksaklorocikloheksana, od katerih je delez lindana priblizno 15 % (Alloway in Ayres,
1993). Preciscen je pri sobnih pogojih v obliki belih kristalov, negorljiv, brez okusa in
znacilnega zatohlega vonja. Temperatura talis¢a lindana je 113 °C, vreli§¢a pa 176 °C (pri
1,3 kPa). Topnost lindana v vodi znasa 9 - 10 mg/I (pri 20 °C), precej boljsa pa je v manj
polarnih topilih (topnosti so podane na 100 ml topila pri 25 °C): v acetonu 43,5 g, v
cikloheksanu 36,7 g, v etilacetatu 35,7 g in v etanolu 6,4 g.

Cl

Cl 4z 1, \\\\\\CI

" iy,
ciN Cl

Cl
Slika 1: Lindan (1a,20a,3B,40,50,6B-heksaklorocikloheksan, y-HCH)

Figure 1: Lindane (10,20,3p,40,50,6B-hexachlorocyclohexane, y-HCH)

Lindan je Sirokospektralni insekticid z nevrotoksi¢nimi ucinki, ki hitro prodira skozi
kutikulo insektov. Inhibira prenos ziveénega signala vzdolz aksona in ima podobne
farmakoloske lastnosti, kot DDT (Alloway in Ayres, 1993; Unger in sod., 2001). Zaradi
farmakoloskih lastnosti in cenene proizvodnje, so ga v vodnih pripravkih (koncentracija
0,3 - 0,9 %) uporabljali kot insekticid predvsem v kmetijstvu. Za uporabo v poljedelstvu ga
je potrebno precistiti, saj tako nima okusa (Alloway in Ayres, 1993). Lindan so mnozi¢no
uporabljali tudi v lesarstvu za zasCito lesa. Z lindanom imregniran les je, zaradi dobre
globinske penetracije, dolgotrajno zasciten pred posSkodbami insektov. Zaradi relativno
visokega parnega tlaka lindana, pa zascita s Casom vseeno izgublja na moci. Danes se ga

skoraj ne uporablja ve¢, razen ponekod v drzavah tretjega sveta.
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Lindan je zelo toksi¢en za organizme v okolju, kjer, zaradi relativno visoke topnosti v
vodi, predstavlja potencialno nevarnost za onesnaZenje vode in zemlje. Ceprav je nevarno
vodno onesnazilo, je v okolju manj obstojen, kot ostali klorirani ogljikovodiki, saj ga
razgrajujejo son¢na svetloba in mikroorganizmi. Zaradi svoje hidrofobne narave pa ima

teznjo po kopicenju v prehranjevalnih verigah (Alloway in Ayres, 1993).

Pri sesalcih deluje kot mocan zivéni strup, ki se akumulira v mas¢obnem tkivu in
materinem mleku. Pri ljudeh povzroca kroni¢ne poskodbe, ki se odrazajo v
hipersenzibilnosti, spremembah krvne slike in nevroloskih boleznih. Pri miSih povzroca

tumorje na jetrih (Alloway in Ayres, 1993).

2.1.3 Poliklorirani bifenili

Poznamo 209 zvrsti polikloriranih bifenilov (PCB, ang. polychlorinated biphenyls), ki se
med seboj razlikujejo po Stevilu in mestih vezave substituiranih atomov klora (od 1 do 10)
na molekuli bifenila. Zaradi kompliciranega oznafevanja posameznih zvrsti PCB, je bila
sprejeta nomenklatura, po kateri le-te oznacujemo s Stevilkami od 1 do 209 (slika 2). PCB
se odlikujejo po termi¢ni in kemicni obstojnosti. Pri sobni temperaturi so tekocine (nizje
klorirani), pa tudi viskozne smole in trdne snovi (visje klorirani). Parni tlak PCB je zelo

nizek in upada s stopnjo kloriranja (Polic, 2005).

Cl Cl Cli Cl

Cl Cl

Cl Cl Cl Cl
Slika 2: PCB-209 (2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-dekaklorobifenil)

Figure 2: PCB-209 (2,2',3,3',4,4',5,5',6,6'-decachlorobiphenyl)
2.1.3.1 Gospodarski pomen

Obstajajo razli¢ne tehni¢ne mesanice PCB, ki so jih zaradi odli¢ne kemijske stabilnosti

PCB in njihove elektricne neprevodnosti mnoZi¢no uporabljali v razlicne industrijske
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namene: v proizvodnji adhezivnih sredstev, tiskarskih barv, povrSinskih premazov,
plastike, maziv, tekstila, hidravli¢nih tekocin, protipozarnih zascit ter hladilnih sistemov v
dielektrikih (kondenzatorji in transformatorji). Od dvajsetih let prejSnjega stoletja do leta
1978 so jih proizvajali v Evropi, ZDA in na Japonskem. Med bolj znanimi komercialnimi
imeni so Aroclor (ZDA), Kaneclors (Japonska), Sovols (bivSa Sovjetska zveza), Clophen
(Nemcija), Phenoclor in Pyralene (Francija) ter Fenchlor (Italija) (Singh, 2006). Vsebnost
klora v posameznih tehni¢nih meSanicah PCB je oznacena z dvomestno §tevilko na koncu
imena (npr. Aroclor 1242 — 42 % delez klora) (Unger in sod., 2001). V preglednici 4 so

podani delezi posameznih zvrsti PCB in vsebnost klora za Aroclor 12 (Poli¢, 2005).

Preglednica 4: Molska masa in delez zvrsti PCB ter vsebnost klora v tehni¢nih meSanicah Aroclor 1242,
1248 in 1254

Table 4: Molecular weight, portion of PCB congeneers and content of chlorine in technical mixtures Aroclor
1242, 1248 in 1254

PCB Molska masa | Vsebnost Cl | Delez zvrsti v Arocloru
[Y0] [Yo]

1242 | 1248 | 1254
monoklorobifenil 188,65 18,79 3 / /
diklorobifenil 223,10 31,77 13 2 /
triklorobifenil 257,54 41,30 28 18 /
tetraklorobifenil 291,99 48,56 30 40 11
pentaklorobifenil 326,43 54,30 22 36 49
heksaklorobifenil 360,88 58,93 4 4 34
heptaklorobifenil 395,32 62,77 / / 6

2.1.3.2 Prisotnost PCB v okolju

PCB so prisotni tako v zivi, kot nezivi naravi povsod po svetu in kot taksni predstavljajo
globalni problem (Singh, 2006). Pri tem so vzrok onesnaZenju okolja s PCB predvsem
emisije tehni¢nih meSanic. Pomembni fizikalni lastnosti, ki prispevata k njihovi dolgotrajni
prisotnosti v okolju, sta nizek parni tlak in slaba topnost v vodi (preglednica 5). Raziskave
kazejo, da doloCeni mikroorganizmi lahko razgradijo nekatere zvrsti PCB, vendar v
glavnem velja, da so v naravi obstojni, relativno moc¢no vezani v zemlji in sedimentu ter

dolgo casa (ve¢ desetletij) krozijo v okolju in se kopicijo v organizmih (Poli¢, 2005).
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Zaradi svoje nepolarnosti imajo tendenco po bioakumulaciji predvsem v maS¢obnem tkivu
zivali na vi§jih trofiénih nivojih (morski nevretencarji, ribe, ptice in sesalci) (Hamdy in
Gooch, 1986). 1z navedenih razlogov so PCB po merilih UNEP (ang. United Nations
Environment Programme) uvrS¢eni med dvanajst za okolje najbolj Skodljivih organskih
onesnazeval (ang. Persistent Organic Pollutants, POPs), za katere so sprejeti najstrozji

ukrepi nadzora tehnologij in varstva okolja (Poli¢, 2005).

Preglednica 5: Parni tlak in topnost v vodi nekaterih zvrsti PCB ter tehni¢nih meSanic Aroclor

Table 5: Steam pressure and water solubility of some PCB congeneers and Aroclor technical mixtures

PCB Parni tlak [Pa] | Topnost v vodi pri 25 °C [pg/L]
Aroclor 1242 0,10 100-300
Aroclor 1248 0,07 40-60
triklorobifenil 0,003-0,20 40-200
tetraklorobifenil 0,002-0,05 10-100
pentaklorobifenil | 0,002-0,05 5-20

Glavna pot njihovega Sirjenja tako na lokalnem kot na globalnem nivoju (do 10000 km
dalec) je atmosfera. PCB v zraku so bodisi kot hlapi ali adsorbirani na delce (aerosole),
njihova koncentracija pa je odvisna od neposrednih emisijskih virov, izhlapevanja iz
onesnazene vode, zemlje in sedimentov ter od meteoroloskih pogojev. Podtalne in
povrsinske vode ter zemlja se s PCB onesnazujejo z industrijskimi in komunalnimi
odplakami ter s spiranjem, izcejanjem in usedanjem iz odlagaliS¢, onesnazene zemlje ter
zraka. V vodi so PCB bodisi raztopljeni ali pa so vezani v sedimentu oz. na suspendirane
delce v vodi. Moc¢no onesnazen sediment je lahko dolgoleten vir nadaljnjega
onesnazevanja vode in drugih medijev okolja na velikih razdaljah. Prenos in krozenje PCB
v okolju je tako odvisno predvsem od koncentracijskih gradientov ter velikosti tokov med
mediji (fazami) okolja: zrak — voda — zemlja — sediment — ziva bitja, pa tudi od procesov

razgradnje PCB in drugih kemijskih reakcij (Poli¢, 2005).

2.1.3.3 Vpliv PCB na ziva bitja

PCB so strupene bioloske u¢inkovine, ki se kovalentno vezejo na DNK. Njihova toksi¢nost

je odvisna predvsem od stopnje kloriranosti, mest vezave substituiranih atomov klora in od
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stereokemicne strukture. Pri ljudeh in Zzivalih povzrocajo akutne ter kroni¢ne okvare na
kozi, jetrih in dihalih. Povzrocajo tudi presnovne motnje ter nepravilnosti v delovanju
endokrinega sistema in imunsko preobcutljivost. So mutageni, karcinogeni in teratogeni

(Kimbrough, 1995).

2.1.3.4 Lokalna problematika, povezana s PCB

Leta 1962 so v tovarni Iskra Kondenzatorji v Semicu priceli s proizvodnjo kondenzatorjev
z uporabo impregnata iz PCB kot dielektrika. OnesnaZenost SirSega obmocja Semica in
belokranjske reke Krupe s PCB je silovito odjeknila v slovenski javnosti in tudi SirSe, ko so
leta 1983 prvi¢ izmerili veliko onesnazenost kraskega izvira (vode in sedimentov) reke
Krupe. Leta 1985 so nato uporabo PCB v proizvodnji ukinili. Do takrat je poraba vsega
impregnata znasala 3700 ton, pri cemer je nastalo 246 ton ostankov (tehni¢ni izmet) (Poli¢
in sod., 1985; Poli¢ in Leskovsek, 1997). Od slednjih so jih 6,2 tone odprodali, 170 ton so
poslali na unic¢enje (sezig v Franciji), emisijo pa predstavlja 70 ton odpadkov odlozenih v

okolju (preglednica 6) (Poli¢, 2005).

Preglednica 6: Pregled emisij odpadnega PCB (70000 kg) v §irSem okolju tovarne Iskra kondenzatorji v
Semicu 1962-1985 (Poli¢, 2005).

Table 6: Emissions of waste PCB (70.000 kg) from 1962 — 1985 in the area of Iskra Kondenzatorji factory in
Semi¢ (Poli¢, 2006)

Odpadni PCB PCB
[ke]

Emisije v zrak iz tehnoloskega procesa 5000

Tehnoloske odplake, razlitja, izgube pri manipulaciji in podobno 5000

Odlozeni odpadki:

- tovarnisko odlagalisce 43000

- vrtade v bliZini proizvodne hale, divja odlagali$¢a ob cesti Semié-Strekljevec,
neznani odvozi 2000
- ostala odlagalis¢a: Lokve pri Crnomlju, Mladica, Vraovici, naselja in

odlagalis¢a Romov 15000

SKUPAJ 70000
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Kraske podzemne in povrSinske vode porecja reke Krupe je onesnazilo predvsem izcejanje
ali izpiranje PCB iz odlagalis¢ odpadkov in onesnaZene zemlje v oZjem obmocju, pa tudi
neposredne emisije v zrak. Iz onesnazenega zraka in zemlje so PCB presli v kopenske
rastline in zivali. Iz onesnazene vode in sedimenta reke Krupe so PCB kontaminirali ribe in
druge vodne ter obvodne organizme. Glavne poti vnosa PCB v ljudi so tako preko

prehranjevalne verige (Poli¢, 2005).

2.2 BIOREMEDIACIJA

2.2.1 Osnovni pojmi

Razgradnja onesnazeval (ksenobiotikov) v okolju poteka z bioloSkimi, kemijskimi in
fotokemijskimi procesi. Vse te procese lahko uporabimo v namene remediacije.
Ksenobiotiki so snovi, najdene v organizmih, ki jih ti organizmi ne tvorijo sami (za njihov
nastanek nimajo metabolne poti) in jih zato v njih obi¢ajno ne zasledimo. Ksenobiotiki
pomenijo tudi snovi, ki so v okolju ali v organizmih prisotne v mnogo vi§jih
koncentracijah, od obi¢ajnih. V procesu razgradnje ksenobiotikov nastanejo razli¢ni
vmesni in kon¢ni produkti, od katerih imajo nekateri sposobnost akumulacije (Gadd,

2001).

Za procese bioloske razgradnje ksenobiotikov obstaja vec razli¢nih izrazov, ki se v
pomenu skoraj ne razlikujejo, vendar se vseeno pogosto uporabljajo loCeno. Ti so:
biodegradacija, bioloska razgradnja, mineralizacija, bioremediacija, biodeterioracija,

biotransformacija, bioakumulacija in biosorpcija.

Biodegradacija je v SirSem pomenu skupni izraz, ki se uporablja za vse biolosSke razgradnje
kemijskih spojin. Popolna biodegradacija vodi do mineralizacije. Biodegradacija v ozjem
kontekstu pomeni proces CiS€enja, pri katerem se bioloski sistemi uporabljajo za katalizo
razgradnje ksenobiotikov ali za pretvorbo strupenih kemikalij v manj toksi¢no obliko

(Singh, 2006).
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Biotransformacija je korak v biokemijski poti, ki vodi do pretvorbe predhodne molekule
(reaktanta) v produkt. Niz taks$nih korakov pa je biokemijska pot. S tem v zvezi je lahko
nastali produkt manj ali pa bolj Skodljiv za zdravje ljudi (Bennett in Faison, 1997).

Izraz biodeterioracija se obi¢ajno nanasa na razgradnjo ekonomsko pomembnih dobrin, v
kontekstu bioloSke razgradnje ksenobiotikov pa pomeni razgradnjo odpadnih surovin, kot

so kovine, plastika, zdravila, kozmetika, barve, skulpture in lesni predmeti (Rose, 1981).

Bioakumulacija ali biosorpcija pomenita kopic¢enje toksi¢nih spojin znotraj celic, ne da bi
pri tem prislo do razgradnje toksi¢nih molekul. Ta metoda je potencialno ucinkovita
predvsem v vodnih okoljih, kjer lahko organizme odstranimo, ko le-ti postanejo zasiceni s

toksi¢nimi snovmi (Singh, 2006).

Bioremediacija je izraz, ki opisuje uporabo bioloskih sistemov za razgradnjo toksi¢nih
onesnazeval v okolju. SploSni pristop pri tem je poveCanje naravne sposobnosti
biodegradacije z avtohtonimi organizmi (naravna bioremediacija). Glede na uporabljene
organizme delimo bioremediacijo na fitoremediacijo (rastline), baktoremediacijo
(bakterije) in mikoremediacijo (glive). Bistvene prednosti bioremediacije pred drugimi
postopki so (Dasappa in Loehr, 1991; Diehl in Borazjani, 2000):

- ekonomicnost; bioremediacija lahko zniza stroSke razstrupljanja okolja od 20 do 50 %;

- varnost; lahko jo izvajamo na mestu nastajanja odpadkov in se tako izognemo transportu
odpadkov skoz naselja ter ¢ez kmetijske povrsine;

- ucinkovitost; bioremedicija omogoca razgradnjo toksi¢nih onesnazeval v netoksi¢ne
produkte in lahko poteka kontinuirano 24 ur na dan;

- sprejemljivost za druzbo; javnost sprejema bioremediacijo kot “naravni” nacin ¢iS¢enja

okolja in ji naceloma ne nasprotuje.

2.2.2 Bioremediacija z ligninoliti¢nimi glivami (mikoremediacija)

Sposobnost lesnih gliv, da transformirajo razlicne nevarne kemikalije, je vzbudila velik
interes za njihovo biotehnolosko uporabo v namene bioremediacije (Alexander, 1994).
Lesne glive, ki povzrocajo trohnenje lesa, opravljajo zelo pomembno vlogo v naravnem

ciklu ogljika, saj so edini organizmi, ki so sposobni popolnoma mineralizirati les (Hammel,
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1996). Med njimi so z vidika bioremediacije kloriranih organskih biocidov Se posebej
pomembne glive povzrociteljice bele trohnobe. Slednje imajo razvite nespecifi¢ne
encimske sisteme za razgradnjo lignina. Ligninoliti¢ni encimi so zelo ucinkoviti tudi pri
razgradnji ligninu strukturno podobnih organskih onesnazeval, npr. polikloriranih bifenilov
in fenolov, policiklicnih aromatskih ogljikovodikov, sinteti¢nih barvil ter sinteznih

polimerov.

2.2.2.1 Glive bele trohnobe

Glive povzrociteljice bele trohnobe lahko razkrajajo vse glavne komponente lesa, tako
celulozo in hemicelulozo, predvsem pa lignin. Zaradi oksidativnega razkroja lignina
postaja trhleci les svetlejsi, zato to vrsto razkroja imenujemo bela trohnoba. Glive bele
trohnobe lahko delimo na vrste, ki hkrati razgrajujejo ligninske in polisaharidne sestavine
lesne celi¢ne stene (neselektivne delignifikatorke), ter vrste, ki najprej razgradijo lignin in
Sele nato depolimerizirajo hemicelulozo in celulozo (selektivne delignifikatorke) (Liese,
1970; Eriksson in sod., 1990; Eaton in Hale, 1993; Bajpai in Bajpai, 1998; Kirk in Cullen,
1998; Messner in sod., 1998; Tavzes, 2003). Pri tem so predvsem selektivne
delignifikatorke potencialno najustreznejSe za razgradnjo ciklicnih organskih pesticidov

(Srebotnik in sod., 1988).

Ker je polimer lignina prevelik za endocitozo, mora biti sistem za njegovo razgradnjo
ekstracelularen — lizotrofni nacdin prehranjevanja gliv (Srebotnik in sod., 1988).
Monomerne fenilpropanske enote (slika 3), ki sestavljajo polimer lignina, so med seboj
povezane z etrskimi vezmi in vezmi ogljik—ogljik, zato je ligninoliti¢ni proces oksidativen,
in ne hidrolitiCen. Zaradi prostorske neurejenosti ligninskega polimera (slika 4) pa so
ligninoliti¢ni dejavniki bistveno manj specifi¢ni, kot so encimi, ki hidrolizirajo celulozo in

hemiceluloze (Kirk in Cullen, 1998).
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Slika 3: Fenilpropanske enote, ki sestavljajo polimer lignina (Eaton in Hale, 1993)

Figure 3: Phenilpropane monomers constituenting the lignin (Eaton and Hale, 1993)
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Slika 4: Predlagan model strukture lignina (Fengel in Wegener, 1989)

Figure 4: Schematic representation of lignin (Fengel and Wegener, 1989)
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2.2.2.2 Ligninoliti¢ni encimski sistem gliv bele trohnobe

Razkroj lignina do enostavnih organskih molekul je kompleksen proces, za katerega je
potrebno veliko razlicnih zunajceli¢nih encimov. Glive bele trohnobe razkrajajo lignin z
zunajceli¢nimi oksidazami in peroksidazami, ki v ligninu tvorijo proste kationske radikale.
Ti so nestabilni in reaktivni ter povzro€ijo Stevilne spontane cepitve tega polimera. Glavni
zunajceli¢ni encimi, ki posredno ali neposredno delujejo na lignin, so lakaza (Lac), od
mangana odvisna peroksidaza (mangan peroksidaza, MnP) in lignin peroksidaza (LiP). Vsi
trije encimi lahko oksidirajo lignin tudi z mediatorji, ki so molekule z majhno relativno
molekulsko maso (Kirk in Cullen, 1998). Vecina gliv bele trohnobe izraza vsaj dva ali vse
tri encime, nekatere pa ocitno le enega (Kirk in Shimada, 1985; Eriksson in sod., 1990;

Orth in sod., 1993; Hatakka, 1994; Tavzes, 2003).

Biokemiéni procesi razkroja lignina se zacnejo, ko se rast micelija v lesu upocasni in
preide v stacionarno fazo. Glive bele trohnobe izloCajo ligninoliticne encime (in zato
razgrajujejo lignin) predvsem v sekundarnem metabolizmu (idiofazi), ko nastopi
pomanjkanje hranil (predvsem N in C) (Kirk in sod., 1978; Cullen in Kersten, 1996;
Hammel, 1996; Kirk in Cullen, 1998; Podgornik, 2000; Tavzes; 2003). Da je razgradnja
lignina sekundarni metabolni proces, kaze tudi dejstvo, da glive bele trohnobe ne
uporabljajo lignina kot vira ogljika za svojo rast (Kirk in sod., 1978). Prehod iz primarnega
v sekundarni metabolizem pri filamentoznih glivah sovpada z viSanjem koncentracije
znotrajcelicnega ¢cAMP, kar so potrdili MacDonald in sodelavci (1985). Dodatek
inhibitorjev ¢cAMP (atropin, teofilin, histamin) zavre tvorbo LiP, delno pa tudi MnP, na
ravni transkripcije (Boominathan in Reddy, 1992).

Ugotovili so, da lahko pride do tvorbe encimov tudi ze v zacetni fazi glivne okuzbe lesa
(Janse in sod., 1998; Messner in sod., 1998). Analize z elektronskim mikroskopom so
pokazale, da so med vra$€anjem hif v les ligninoliti¢ni encimi prisotni na ve¢ mestih: v
celi¢ni steni hife, v sluznem ovoju, v periplazemskem prostoru ali zdruZeni s plazmalemo
oziroma membrano citoplazemskih veziklov (Garcia in sod., 1987; Srebotnik in sod., 1988;

Daniel in sod., 1990).
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2.2.2.3 Struktura in lastnosti ligninoliticnih encimov

2.2.2.3.1 Lakaza (Lac, EC 1.10.3.2)

Lakaze uvrS€amo v majhno skupino encimov, ki se imenujejo “veliki modri bakrovi
proteini” ali “modre bakrove oksidaze”. V to skupino so vkljucene tudi rastlinske askorbat
oksidaze ter sesalski plazemski protein ceruloplazmin (Thurston, 1994). Lakaze so
zunajceli¢ni glikoproteini s tipicno molekulsko maso med 60 in 80 kDa, s 15 do 20
odstotnim delezem ogljikovih hidratov. Sladkorji, ki sestavljajo saharidni del
glikoproteina, so glukoza, manoza, galaktoza, fukoza in arabinoza. Proteinski del molekule
vsebuje okrog 500 aminokislin. Pred denaturacijo je to zelo kompaktna in nesfericna
molekula, zato so molekulske mase razli¢nih lakaz velikokrat dolo¢ili napac¢no (Yaropolov
in sod., 1994). Fizikalno-kemijske raziskave so pokazale, da vsebuje lakaza v molekuli
proteina Stiri bakrove atome. Ti so v molekuli encima v treh razlicnih okoljih, ki jih

imenujemo mesto 1, 2 in 3 (na mestu 3 sta dva atoma bakra) (slika 5).

mesto 1
mesto 2

mesto 3

Slika 5: Tridimenzionalna struktura lakaze iz glive 7. versicolor; oznaceni so bakrovi atomi na mestih 1, 2 in
3 (vir: Protein Data Bank — PDB koda 1GYC)

Figure 5: Three-dimensional structure of laccase from 7. versicolor; copper atoms in positions 1, 2, and 3 are
marked (source: Protein Data Bank — PDB code 1GYC)
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Katalitske funkcije teh mest se razlikujejo glede na topilo in znacilnosti okolja, v katerem
je encim, ter spekter katalitskega delovanja. Mesto 1 je na voljo za interakcije s topilom in
atom bakra je od tam mozno odstraniti, vendar s tem povzro¢imo veliko izgubo aktivnosti
lakaze. Ker na katalitskem mestu 1 manjka metionin, ki je dober ligand za baker, je ta
vezava precej nestabilna (Yaropolov in sod., 1994; Thurston, 1994). To po nekaterih
raziskavah pripomore k vi§jemu redoks potencialu lakaze, kot ga ima sorodna askorbat
oksidaza. Struktura tega mesta pa doloca tudi substratno specificnost lakaze (Bourbonnais
in sod., 1997). Bakrovi atomi na mestih 2 in 3 so si zelo blizu, zato bi lahko govorili tudi o
triatomskem grozdu. Mesti 1 in 2 posredujeta pri elektronskem transportu, medtem ko
mesto 3 sodeluje pri vezavi kisika. Vsa tri mesta so na molekuli encima drugo ob drugem.
Tako je optimiziran intramolekularni elektronski prenos z oksidiranega substrata preko
bakrovih atomov razli¢nih zvrsti na kosubstrat — kisik, brez spros¢anja kateregakoli visoko

reaktivnega vmesnega produkta v medij (Yaropolov in sod., 1994; Thurston, 1994).

Intenzivno so proucevali zlasti sposobnost lakaze, da reducira molekulski kisik v vodo, kar
je sicer znacilno za terminalne oksidaze v aerobni respiraciji. Z lakazami ta reakcija potece
brez vmesne tvorbe peroksida. Redukcijo kisika v molekulo vode obicajno spremljajo
oksidacije fenolnega substrata. Studije, temeljede na cirkularnem dikroizmu, so pokazale,
da so v katalizo vkljuceni vsi §tirje atomi bakra. Do interakcije z molekularnim kisikom
prihaja na vseh redukcijskih stopnjah reakcije (slika 6). Ena molekula vode se namre¢ zelo
hitro sprosti v raztopino, druga pa ostane zelo tesno vezana na mesto baker 2. Zacetna
stopnja redukcije kisika v vodo je zato verjetno prenos dveh elektronov preko bakrove
diade 3 na kisik in tvorba O,”. Temu sledi prenos enega elektrona z bakra na mestu 1 na
intermediat, pri ¢emer nastaneta voda in radikal O. Sprememba redoks stanja encima ta
radikal stabilizira. Cetrti elektron se prenese z iona baker 2 na radikal O™ in tvori drugo

molekulo vode.

H0  ¢(Cw2)
Or+26"(Cu8)——> 0, + ¢'(Cul )L O‘J* H,0

Slika 6: Redukcija kisika v vodo, kot jo katalizira lakaza (Yaropolov in sod., 1994)

Figure 6: Laccase-catalised reduction of molecular oxygen to water (Yaropolov et al., 1994)



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

Prva stopnja celotne reakcije je gotovo prenos enega elektrona na mesto baker 1, pri cemer
se iz organskega substrata tvori prosti radikal. Verjetno vsi elektroni vstopajo preko mesta
baker 1, ki jih posreduje naslednjim katalitskim mestom. Proucevanja interakcij med
lakazo in kisikom so pokazala, da je za cepitev vezi O—O potrebna relativno visoka
energija, in avtorji razlagajo, da lakaza to energetsko bariero zaobide z “asimetri¢no”
koordinacijo O,” na dva razli¢na atoma bakra, kar privede do polarizacije vezi O-O ter

njenega razcepa pri nizjih energijah (Yaropolov in sod., 1994).

Oksidacija organskih substratov z lakazami je enoelektronska reakcija, pri kateri z
odstranitvijo elektrona iz aromatskega jedra substratne molekule nastane kationski radikal.
Ta je nestabilen in lahko vstopa v neencimske reakcije, kot so hidratacije in
disproporcionacije. Sodeluje lahko tudi pri polimerizacijah, pri ¢emer nastajajo netopni,

melaninu podobni amorfni produkti (Butler in Day, 1998).

Lakaza oksidira nefenolne spojine z relativno nizkim ionizacijskim potencialom.
Vkljucena je v oksidacije Stevilnih substratov, kot so metoksi-substituirani monofenoli,
orto- in para- difenoli, aromatski amini in nefenolne spojine, kot je npr. 2,2 -azino-bis(3-

etilbenz-tiazolin-6-sulfonat) (ABTS) (slika7) (Bourbonnais in Paice, 1990; Srinivasan in

sod., 1995).
HO3S. : S S : SO3H

I I
CH,CHjs CH,CHjs
ABTS

Slika 7: Strukturna formula ABTS

Figure 7: Structure of ABTS

Na aktivnost lakaz bistveno vpliva ionska jakost raztopine (Yaropolov in sod., 1994;
Thurston, 1994). Mocan inhibitor lakaz je fluoridni ion, saj se veze na mesto baker 2.
Lakazo inhibirajo $e nekateri halidi in acetati. Za lakaze je znacilna tudi moc¢na inhibicija z

azidom (Bollag in Leonowicz, 1984).
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Pri rastlinah so lakaze del sistema za sintezo lignina, pri glivah bele trohnobe pa so
vklju€ene v njegovo razgradnjo (Thurston, 1994). Prav njihova vloga v razgradnji lignina
je precej nejasna. Uspesnost gliv tipa LiP-MnP, kakr$na je P. chrysosporium, namre¢ kaze,
da pri njej lakaze niso bistvene za razgradnjo lignina (Hatakka, 1994). Dokazali so, da
lakaza lahko cepi znaten del vezi, ki nastopajo znotraj ligninske strukture, obenem pa je
sposobna tudi polimerizacije lignina. Ena od zelo verjetnih vlog je, da polimerizira zelo
toksi¢ne razgradne produkte ligninolize, ki jih tvorijo peroksidaze, in da zaradi
polimerizacije v zunajcelicnem prostoru te nevarne majhne molekule ne morejo vstopiti v
hife gliv. Pri P. chrysosporium naj bi vlogo vezave toksicnih zunajceli¢énih molekul imel
tudi zunajcelicni glukan, ki ga tvori ta gliva. Pri drugih glivah pa lakaze tvorijo

zunajceli¢ne in znotrajceli¢ne pigmente (Thurston, 1994).

2.2.2.3.2 Lignin peroksidaza (LiP, EC 1.11.1.14)

LiP so hemoproteini, ki ob prisotnosti vodikovega peroksida katalizirajo oksidacijo
nefenolnih aromatskih obrocev lignina v kationske radikale (Bajpai in Bajpai, 1998).
Podobne so ostalim peroksidazam, kot je na primer dobro proucena hrenova peroksidaza.
Molske mase izoencimov LiP so med 38 in 43 kDa, njihove izoelektricne tocke (ang.
isoelectric point, pl) med 3,3 in 4,7, za delovanje optimalne vrednosti pH pa so v kislem
obmocju (Boominathan in Reddy, 1992; Kirk in Cullen, 1998). Vsi so N-glikozilirani,
verjetno pa imajo vse LiP ogljikove hidrate vezane tudi preko O-glikozidne vezi.
Odstranjeni ogljikovi hidrati imajo skupno molsko maso med 2,5 - 3,0 kDa (Glumoftf in
sod., 1990). Odstranitev glikozidnega dela ne zmanjsa njihove encimske aktivnosti, kar je

pokazala tudi aktivnost rekombinantnega (neglikoziliranega) H8 (Maione in sod., 1987).

LiP praviloma sestavljata dve podenoti. Kot kaze slika 8, vsaka od njiju vsebuje dva Ca**
iona, molekulo hema z Zelezovim ionom ter sladkorno enoto. Kristalna struktura LiP
(Edwards in sod., 1993) je presenetljivo podobna tridimenzionalni strukturi citokrom-C
peroksidaze (CCP), Ceprav se z njo v aminokislinskem zaporedju ujema le v 20 %.
Proksimalni ligand hema je pri obeh encimih His, ki je z vodikovo vezjo vezan na Asp

globje v tridimenzionalni strukturi encima. Nasprotno pa je hemov propionat pri LiP z
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vodikovo vezjo vezan na Asp, in ne na Asn, tako kot pri CCP. To bi lahko pojasnilo nizko

vrednost pH, potrebno za optimalno delovanje LiP (Cullen, 1997).

LiP delujejo s tipi¢nim peroksidacijskim ciklom. H,O, oksidira LiP v vmesno stopnjo,
imenovano komponenta-I, ki ima primanjkljaj dveh elektronov. Ta intermediat se vrne v
mirovno stanje z dvema enoelektronskima oksidacijama substrata (odvzem enega elektrona
z aromatskega obroca substrata lignina ali ligninske modelne komponente), pri cemer se
tvori kationski radikal (Kersten in sod., 1985). Ta nato reagira brez posredovanja encima.
Vmesna stopnja, imenovana komponenta-II, ima primanjkljaj enega elektrona (Kirk in

Cullen, 1998) (slika 9).

Ker so LiP mocnejSi oksidanti, kot ostale peroksidaze, ne oksidirajo le tipicnih
peroksidaznih substratov, kot so fenoli in aromatski amini, ampak tudi vrsto drugih
aromatskih etrov in policikli¢nih aromatov z ustreznim ionizacijskim potencialom (Kersten

in sod., 1990; Podgornik in sod., 1999; Podgornik in Podgornik, 2002).

Zelezov protoporfirin X

kalcijeva iona
(Ca*)

Slika 8: Tridimenzionalna struktura ene podenote LiP iz glive P. chrysosporium; oznaCena sta kalcijeva iona
in molekula hema z zelezovim ionom (vir: Protein Data Bank — PDB koda 1LLP)

Figure 8: Three-dimensional structure of LiP subunit from P. chrysosporium; calcium ions and heme
molecule with Fe ion are marked (source: Protein Data Bank — PDB code 1LLP)
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+P—I|=|e4+ ~ P—Fe**
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Slika 9: Shema katalitskega cikla LiP (Kirk in Cullen, 1998)

Figure 9: Scheme of LiP chatalytic cycle (Kirk in Cullen, 1998)

Ce LiP deluje neposredno na ligninski polimer, je to mogode le na povrsini olesenele
celi¢ne stene, saj je encim prevelik, da bi prodrl globlje v celi¢no steno, tudi Ce je ta ze
precej razgrajena (Blanchette in sod., 1997). Tak nacin razgradnje lesne celicne stene
dejansko opazimo pri simultani beli trohnobi. Ce pa z elektronskim mikroskopom
opazujemo potek selektivne delignifikacije, je videti, da glive odstranijo lignin iz
notranjosti olesenele celi¢ne stene ze v zacetnih stadijih razkroja, ko je njena struktura Se
precej nedotaknjena. Zato je Hammel (1996) predlagal, da lahko LiP na lignin deluje tudi
posredno, tako da oksidira substrate z majhno relativno molekulsko maso, ki nato prodrejo

globlje v lesno celi¢no steno in tam oksidirajo lignin.

Taksna substrata z majhno relativno molekulsko maso naj bi bila Mn(IIT) in VA*". Slednji
nastane z oksidacijo iz veratril alkohola (VA). Ta je obenem naravni sekundarni metabolit
glive. Vloga Mn(Ill) v procesu oksidacije z LiP je splosno privzeta in nesporna. Vloga
VA" pri razgradnji lignina, kot edinega posrednika, pa je dvomljiva, ¢e upostevamo
izjemno kratkoZivost takega radikala. Njegova Zivljenjska doba je najve¢ milisekunda
(Candeias in Harvey, 1995). Bolj verjetno je, da VA®" oksidira oksalat in malonat, ki nato

v nadaljevanju delujeta kot prava difuzivna oksidanta (Khindaria in sod., 1996).

LiP je trenutno edini poznan glivni oksidant, ki poleg drugih katalizirajo¢ih reakcij

(Podgornik, 2000), povzroc¢a pretrganje vezi Co-CP in vitro in zunajcelino razpre
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aromatski obro¢ (Kirk in Cullen, 1998). Ta pojava sta znacilna za razgradnjo lignina, ki jo

povzrocajo ligninoliti¢ne glive in vivo.

2.2.2.3.3 Mangan peroksidaza (MnP, EC 1.11.1.13)

Molekule od mangana odvisne peroksidaze (mangan peroksidaza, MnP) so vecje od LiP
(50-60 kDa). Prav tako, kot LiP, vsebujejo zelezov protoporfirin IX. So glikolizirane in
imajo izoelektricne toCke in pH optimume v kislem obmocju (Kirk in Cullen, 1998).
Kristalna struktura MnP je podobna strukturi LiP. V aktivnem centru je ligand proksimalno
z vodikovo vezjo vezan na Asp. Distalno stran zepa, v katerega se veze peroksid, tvorita
kataliti¢ni His in Arg (Cullen, 1997). Vezno mesto za mangan naj bi predstavljali Asp203,
kar so dokazali z mestno usmerjeno mutagenezo (Kusters-van in sod., 1995), Glu59, Glu63

in propionat hema (Sundaramoorthy in sod., 1994).

MnP ima eno podenoto, vsebuje pa, podobno kot ena podenota LiP, dva iona Ca®’,
molekulo hema z zelezovim ionom ter sladkorno enoto (slika 10). Od LiP se MnP lo¢ijo Se
po 7 - 11 aminokislin dolgi povrSinski zanki in podaljSanem C-terminalnem delu
(Sundaramoorthy in sod., 1994), na katerem je Se peti disulfidni mostic¢ek, ki ga pri LiP ne

zasledimo (Kirk in Cullen, 1998).
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manganov ion
Zelezov protoporfirin IX (Mn2+)

kalcijeva iona

Slika 10: Tridimenzionalna struktura MnP glive P. chrysosporium; oznacena sta kalcijeva iona, manganov
ion in molekula hema z Zelezovim ionom (vir: Protein Data Bank — PDB koda 1YZR)

Figure 10: Three-dimensional structure of MnP from P. chrysosporium; calcium ions, manganese ion and
heme molecule with Fe ion are marked (source: Protein Data Bank — PDB code 1YZR)

Katalitska cikla za obe druzini ligninoliti¢nih peroksidaz (LiP in MnP) sta zelo podobna in
se ujemata s ciklom, ki je znacilen tudi za hrenovo peroksidazo (Tien, 1987). Primarni
produkt reakcije peroksidaze s H,O, je t. i. komponenta-I, ki prevzame oba oksidativna
ekvivalenta s peroksida. Protoporfirinski obro¢ v proteinu tako dobi naravo m-kationskega
radikala. Tvorba komponente-I je odvisna od vrednosti pH, verjetno zaradi distalnih
ioniziranih aminokislinskih ostankov na proteinu. Porfirinski kationski radikal prejme en
elektron z molekule organskega substrata, s ¢imer dobimo kationski radikal substrata in
encimsko komponento-II. Komponenta-II lahko sprejme naslednji elektron z druge
molekule substrata ali pa drugi elektron z istega substrata, tako da je mozna tudi
dvoelektronska oksidacija substrata. Konverzija komponente-I v komponento-II, kakor tudi
njena konverzija nazaj v izhodi$¢no stanje, potekata pri MnP preko pretvorbe Mn(Il) v
Mn(III). Prav zato sta ti dve stopnji odvisni od prisotnosti a-hidroksi organske kisline. Ta s
tvorbo in stabilizacijo Mn(IlI)-kompleksa verjetno pospesi disociacijo kompleksa encim-
Mn. Medtem ko pri MnP lahko potece redukcija komponente-I v komponento-II tudi s

Stevilnimi fenolnimi substrati, in ne le z Mn(II), potece redukcija komponente I v nativni
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encim le z Mn(II). Brez tega se katalitski cikel MnP ne more zakljuditi. Bistvene stopnje
cikla MnP so shemati¢no prikazane na sliki 11, pri ¢emer stranske reakcije, ki vodijo v

delno ali popolno deaktivacijo z vodikovim peroksidom, niso navedene (Podgornik, 2000).

—Fe3+
H,O,
Mn(I1)
H,0 Mn(1l)
"“P—Ige4+ e F’—Ige4+
Komponenta | Mn(I1) Mn(I1l) Komponenta Il
AH A

Slika 11: Shema katalitskega cikla MnP (Podgornik, 2000)

Figure 11: Scheme of MnP chatalytic cycle (Podgornik, 2000)

MnP ob prisotnosti Mn(Il) in vodikovega peroksida katalizirajo naslednje tipe reakcij
(Kuwahara in sod., 1984; Glenn in Gold, 1985; Huynh in Crawford, 1985): oksidacijo
barvil in fenolov, oksidativno cepitev modelnih ligninskih dimerov ter dekarboksilacijo in
demetoksilacijo aromatskih substratov. KasnejSe raziskave so potrdile, da vecina teh

reakcij poteCe z Mn(IIl) v postencimatskih reakcijah (Aitken in Irvine, 1990).

2.2.2.4 Bioremediacija ksenobiotikov z ligninoliticnimi glivami ali z njihovimi encimi

V zadnjih dvajsetih letih je bilo opravljenih mnogo raziskav o ustreznosti gliv bele
trohnobe za potrebe mikoremediacije razlicnih ksenobiotiokov (Pointing, 2001; Levin in
sod, 2003; Mansur in sod., 2003; Baldrain, 2004; Verdin in sod., 2004). Vecina teh
raziskav je v laboratorijskih pogojih uspela dokazati, da so ligninoliticni encimi, s katerimi
glive bele trohnobe razgrajujejo ligninske komponente lesa, potencialno u€inkoviti tudi pri
razgradnji ligninu strukturno podobnih organskih onesnazeval, npr. polikloriranih bifenilov
in fenolov, policiklicnih aromatskih ogljikovodikov, sinteticnih barvil ter sinteznih
polimerov. Te sinteticne snovi najdemo v zemlji na obdelovalnih poljih, na vojaskih
poligonih (ostanki razstreliv), v zas¢itenem lesu, odpadnih vodah in odpadnih produktih

kemijske ter tekstilne industrije (barvila). Pri tem so predvsem selektivne delignifikatorke
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potencialno najustreznejSe za razgradnjo cikli¢nih organskih biocidov (Srebotnik in sod.,
1988). Da bi jih glive bele trohnobe lahko uspeSno mineralizirale, potrebujejo sicer
primarni vir ogljika ter pomanjkanje katerega od hranil, kar sprozi izrazanje ligninoliti¢nih
encimov. Pri tem bioremediacija z glivami bele trohnobe ni ne hitra, ne izjemno

ucinkovita, je pa temeljita in nespecifi¢na, kar je izjemna prednost (Hammel, 1995).

Bistvene lastnosti, ki zagotavljajo uspesnost lesnih gliv v bioremediaciji, so (Reddy, 1995):

sposobnost razgradnje raznovrstnih toksi¢nih ksenobiotikov,

- pojavljanje vrst v naravnem okolju,

- vnos gliv na onesnazena podrocja ne povzroc¢a dodatne skode,

- zunajcelicni ligninoliti¢ni encimi oksidirajo tudi slabo topne substrate,

- glive dobro uspevajo na cenenih substratih, ki sluzijo kot primarni vir ogljika,

- hife vras¢ajo in preraScajo substrat ter tako same kolonizirajo onesnazeno podrocje

- ligninoliti¢ni sistem se aktivira ob mejnih koncentracijah dusika v substratu (lesu).

2.2.2.4.1 Primeri uspesnih razgradenj cikli¢nih organskih biocidov z ligninoliti¢nimi

glivami ali njihovimi encimi

Studije razgradnje benzena in fenola ter njunih derivatov z glivami bele trohnobe imajo z
vidika bioremediacije velik biotehnoloski potencial, zato so predmet mnogih raziskav. V
enem od najzgodnejSih porocil je Lyr Ze leta 1963 porocal o tem, da so glive sposobne
razgraditi klorirane fenole. Leto kasneje sta tudi Duncan in Deverall (1964) pokazala, da
pride ob izpostavitvi glivi Trichoderma sp. do 43 % zmanjSanja deleza PCP v lesnih
sekancih. Cserjesi in Johnson (1972) pa sta poro€ala o transformaciji PCP z glivo
Trichoderma virgatum, ki 10 - 20 % PCP metilira v pentakloroanizol. V raziskavah
bioremediacije je ena od bolje proucenih gliv P. chrysosporium, ki je v 15-ih dneh
sposobna popolnoma razgraditi meta- in para-klorofenole, pri ¢emer je hitrost razgradnje
odvisna od mesta substituiranih klorovih atomov. Razgradnja je hitrejSa pri zvrsteh s
klorom na orto pozicijah (Perez in sod., 1997). Metabolna pot razgradnje fenola z
ligninoliticnimi glivami vkljuCuje oksidativno cepitev benzenovega jedra, pri cemer
nastanejo razli¢ni metaboliti in produkti, ki so predmet nadaljnjih cepitev tako z glivami,

kot tudi z mikrobno populacijo v prsti (Kremer in Anke, 1997). Reddy in Gold (2000) pa
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sta opisala pot razgradnje (oz. postopnega odcepljanja atomov klora z molekule) PCP z
glivo P. chrysosporium. Pri tem MnP in LiP katalizirata oksidacijo PCP v
klorobenzokinone, oba encima pa katalizirata tudi oksidacijo

tetraklorohidroksibenzokinonov v odgovarjajoce benzokinone (slika 12).

Konvencionalne tehnologije remediacije v primeru PCB niso ustrezne zaradi visokih
stroskov seziga in predvsem zaradi prenosa teh kemikalij med mediji zrak-voda-zemlja.
Razgradnja PCB z glivami bele trohnobe zato ponuja trajnosten in potencialno u¢inkovit
pristop k nastali problematiki globalnega onesnazenja okolja predvsem s komercialnimi
tehni¢nimi meSanicami PCB. Mnoge vrste gliv bele trohnobe so sposobne razgraditi
posamezne zvrsti PCB, kot tudi njihove kompleksne tehnicne mesanice. Poleg glive P.
chrysosporium (Beaudette in sod., 1998; Kubatova in sod., 2001), so to Se Coriolopsis
polysona (Vyas in sod., 1994; Novotny in sod., 1997), T. versicolor (Beaudette in sod.,
1998; Cloete in Celliers, 1999; Koller in sod., 2000); Bjerkandera adusta (Beaudette in
sod., 1998) in Lentinus edodes (Sasek in sod., 1993; Ruiz-Aguilar in sod., 2002).

Mnoge glive in mikroorganizmi so sposobni hitro razgraditi policiklicne aromatske
ogljikovodike z nizko molekulsko tezo, kot so naftalen, ecenaften, acenafitilen, fluoren,
antracen in fenantren (Pothuluri in sod., 1992a, b; Sutherland in sod., 1995; Eriksson in
sod., 2000). Policiklicni aromatski ogljikovodiki z ve¢ kot tremi kondenziranimi
benzenovimi obroc¢i pa so mnogo bolj odporni na mikrobno razgradnjo. Nekatere od njih
so doloCene vrste gliv bele trohnobe vseeno sposobne razgraditi: razgradnjo perilena in
pirena so dokazali z glivo P. chrysosporium (Hammel in sod., 1986); razgradnjo
dibenzopirena, benzo[a]pirena in benzo[a,h]antracena pa z razlicnimi manj znanimi

vrstami gliv bele trohnobe (Steffen in sod., 2007).



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

OH [o] COH
Cl Cl a Cl Cl Cl
i —
N ~—
cl Cl cl a Cl Cl
[ a n © m OH
OH OH
a a a a
-
Cl OH Cl
VI OH v OH
OH OH
Cl
Cly
OH C
vii OH X1 OH
OH OH
a cl
- —
OH
XV
i1 OH OH
-
OH
XVl oH OH

Slika 12: Predvidena pot razgradnje PCP z glivo P. chrysosporium (Reddy in Gold, 2000)

Figure 12: Proposed PCP degradation pathway in P. chrysosporium (Reddy in Gold, 2000)

Seznam cikli¢nih organskih biocidov, pri katerih so doslej dokazali razgradnjo z lesnimi
glivami kot organizmi ali z njihovimi ligninoliti¢nimi encimi, je presenetljiv in se ne konca
pri zgoraj naStetih kemikalijah. V preglednici 7 povzemamo izbor raziskav uspe$nih
razgradenj ali pretvorb organskih onesnazeval, ki so bile objavljene v zadnjih dvajsetih

letih.
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Preglednica 7: Sinteti¢ni organski onesnazevalci, ki jih razgrajujejo glive bele trohnobe ali njihovi
ligninoliti¢ni encimi

Table 7: Syntetic organic pollutants that were shown to be degraded by the white-rot fungi or their
ligninolytic enzymes

Skupine ligninu strukturno podobnih
sinteti¢nih organskih onesnaZevalcev

Sinteti¢ni organski onesnaZevalci

Viri

L Alkilaromatske in 1. | dibenzo[p]dioksin Hammel in sod., 1986
heteroaromatske 2. 2,7-diklorobenzo[p]dioksin Valli in sod., 1992a
policikli¢ne snovi 3. DDT Bumpus in Aust, 1987,

(1,1,1-trikloro-2,2-bis(4-klorofenil )etan) Mitra in sod, 2001;
Hunag in sod., 2007
1I. Poliklorirani bifenili (PCB) 1. 3,3',4,4'-tetraklorobifenil, Dietrich in sod., 1995;
2. 2,3-diklorobifenil, Beaudette in sod, 1998;
2,4' 5-triklorobifenil,
2,2' 4,4'-tetraklorobifenil,
2,2'5,5'-tetraklorobifenil,
3. komercialna meSanica PCB Delor 103 Kubatova in sod., 2001;
Moeder in sod., 2005;
4. mesanica PCB: Kamei in sod., 2006a;
tetraklorobifenili (3,3',4,4'-; 3,4,4',5-),
pentaklorobifenili (2,3,3',4,4"-; 2,3,4,4',5-;
2,3'4,4'5-;2'344'5-;3,3",4,4'5-),
heksaklorobifenili (2,3,3",4,4",5-;
2,3,3',44'5"-,2,3',44'5,5'-;3,3',4,4'5,5'-) in
2,3,3',4,4',5,5'-heptaklorobifenil
5. 4.4'-diklorobifenil Dietrich in sod., 1995;
Beaudette in sod, 1998;
Kamei in sod., 2006b
6. | posamezne mesanice Takagi in sod., 2007
tetraklorobifenilov, pentaklorobifenilov,
heksaklorobifenilov in heptaklorobifenilov
1I. Klorirani in poliklorirani fenoli 1. 2,4,6-TCP Hammel in Tardone, 1988;
Reddy in sod., 1998
2. 2,4-DCP Hammel in Tardone, 1988;
Valli in Gold, 1991
3. 2,4,5-TCP Hammel in Tardone, 1988

III. | Policikli¢ni aromatski 1. perilen Hammel in sod., 1986;
ogljikovodiki 2. piren Hammel in sod., 1986
(PAH — ang. polyaromatic 3. | dibenzopiren Steffen in sod., 2007

hydrocarbons) 4. benzo[a]piren
5. | benzo[a]antracen
6. dibenzo[a, h]antracen
7. antracen Field in sod., 1996
8. fenantren Brodkorb in Legge, 1992
9. fluoranten Pothuluri in sod., 1992a
10. | fluoren Bogan in sod., 1996
11. | acenaften Pothuluri in sod., 1992b

IV. | Sinteti¢na barvila 1. indigo karmin Podgornik in sod., 2001
(kemijsko razli¢ne skupine spojin; 2. tiazinska barvila Podgornik in sod., 1999;
uporaba v tekstilni industriji) 3. ksantenska barvila (fluorescin, eozin) Podgornik, 2000

4. monoazo barvila Podgornik in sod., 1999;

5. antrakinoni Swamy in Ramsay, 1999

6. ftalocianini

7. disazo barvila Swamy in Ramsay, 1999
V. Substituirani benzenovi derivati 1. metoksibenzeni Kersten in sod., 1985

2. klorometoksibenzeni Valli in Gold, 1991;

Valli in sod., 1992b

had

BTEX (benzen, toluen, etilbenzen, ksilen)

Yadav in Reddy, 1993

TNT (2,4,6-trinitrotoluen)

Kim in Song, 2000;
Kim in Song, 2003;
Van Aken in sod, 1999
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2.2.2.4.2 Mikoremediacija kontaminiranih podro¢ij v naravi

Vecina raziskav mikoremediacije je bila opravljena v laboratorijskih pogojih, zato se
porajajo pomisleki v zvezi z aplikacijo teh raziskav na velika kontaminirana podrocja v
naravnem okolju. Glive bele trohnobe so uspeSne pri razgradnji zelo toksi¢nih in
kompleksnih organskih onesnazeval v sterilnih razmerah (avtoklavirana zemlja ali
sinteti¢ni medij). Rezultati v okoljskih razmerah pa niso nujno spodbudni, ¢e vzamemo v
ozir vse okoljske dejavnike (avtohtona favna in mikroflora, temperatura, vlaga, pH)

(Reddy in Mathew, 2001; Hestbjerg in sod., 2003).

V zelo malo raziskavah so se ukvarjali z razgradnjo onesnazil z glivami bele trohnobe v
naravnih razmerah. Pri tem so ena od pomembnejSih tezav stabilni rastni pogoji, potrebni
za vecino gliv bele trohnobe. Tako npr. P. chrysosporium, pomembnejsi bioremediator,
zahteva visoke temperaturne (30 - 37 °C) za rast in produkcijo ligninoliti¢nih encimov
(Hestbjerg in sod., 2003). Prav tako imajo mnoge vrste gliv bele trohnobe nizke
kompetitivne sposobnosti v okolju. Vendar so dolocene vrste lahko zelo uporabne z vidika
okoljskih aplikacij. Vrste iz rodu Pleurotus (pomembnejsi rod za proizvodnjo uzitnih gob
in s tem vir glivnega komposta) imajo veliko niZje temperaturne zahteve za rast in
produkcijo ligninoliti¢nih encimov, kot druge podobne vrste, vpliv avtohtone mikroflore in

ostalih vrst gliv na njihovo rast pa je manjsi (Hestbjerg in sod., 2003).

Izziv pri okoljskih raziskavah bioremediacije predstavlja tudi dolocanje kemic¢nih
transformacij, ki jih povzro€ajo organizmi v zemlji. V naravnih razmerah je doloCanje
kemijskih sprememb, ki jih povzrocajo glive, precej tezavno. MozZna reSitev je
radioaktivno oznacevanje onesnazeval za doloCanje delezev njihove razgradnje in
identifikacijo nastalih produktov. Tezavo pri tem pa predstavlja visoka stopnja adsorpcije
sveze dodanega onesnazila na organski material v prsti. S tem lahko porusimo realne
okoljske razmere, kar vpliva na sestavo avtohtone mikrobne zdruzbe (Reddy in Mathew,

2001).

Nekatere Studije ucinkovitosti bioremediacije s fungicidi kontaminirane prsti, npr. s
pentaklorofenolom, so pokazale visoko stopnjo ucinkovitosti razgradnje teh spojin z

glivami (do 1000 mg/kg prsti) (Pointing, 2001; Walter in Sivakumaran, 2002; Walter in
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sod., 2005). Razpolovni Casi biorazgradnje pentaklorofenola pri laboratorijskih poskusih so
krajsi od 48 ur in celo testi v naravi so pokazali ugodne razpolovne Case, krajSe od 15 dni

(Martinson in sod., 1984; Crawford in Mohn, 1985).

Na podro¢ju mikoremediacije si je v zadnjih letih pridobila veljavo tehnika uporabe
izrabljenega glivnega komposta (ang. spent-mushroom compost), ki ga dodajo v zemljo na
kontaminiranih podrocjih. Za vsak kilogram vzgojenih uzitnih gob se namre¢ pridela 5 kg
glivnega komposta, kar je leta 1999 znaSalo 40 milijonov ton (Law in sod., 2003).
Kompost lahko uporabimo kot ucinkovito orodje za recikliranje kompleksnih organskih
onesnazeval, kar hkrati predstavlja trajnostni pristop k bioremediaciji. Uporaba glivnega
komposta v onesnazenem okolju temelji na visokih vrednostih Lac in MnP ter visoki
vsebnosti ogljika v kompostu (Lau in sod., 2003; Law in sod., 2003; Hestbjerg in sod.,
2003). Velik potencial uporabe glivnega komposta v bioremediaciji onesnazenih podrocij
dokazujejo tudi laboratorijske raziskave. Law je s sodelavei (2003) glivni kompost iz
pridelave Pleurotus pulmonarius uporabil za ciSc¢enje s PCP kontaminirane vode. Z
dodatkom glivnega komposta so v dveh dneh odstranili 89 % PCP (prisotnega v nizki
koncentraciji), predvsem na racun ligninoliti¢nih encimov (70 %) in biosorpcije PCP na
micelij v kompostu (19 %). Druga raziskava je pokazala, da lahko z glivnim kompostom v
dveh dneh popolnoma odstranimo tudi doloCene poliaromatske ogljikovodike iz

kontaminiranih vzorcev zemlje (Lau in sod., 2003).

Ceprav so raziskave bioremediacije v okoljskih razmerah $e precej na za¢etku, so vendarle
pomembne za usmerjanje prihodnjih raziskav in predvidevanj moznih zapletov, ki se lahko

pojavijo ob bioremediaciji v velikem obsegu.

2.2.2.4.3 Biotehnoloska uporabnost v industriji

Ugotovitev razmer gojenja gliv za selektivno produkcijo ligninolitiénih encimov in
proizvodnja vecjih koli¢in teh encimov z uporabo rekombinantne DNK tehnologije
odpirata moznosti uporabe ligninolitiénih gliv in njihovih encimov v nekaterih
biotehnoloskih procesih. Prenos tehnologije iz stopnje pilotskega poskusa na industrijsko
raven sicer predstavlja najbolj zahteven in nepredvidljiv korak, vendar najnovejsi uspehi

pri kloniranju ligninoliticnih encimov v znane organizme (hiper-producente) kazejo, da bo



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

v bliznji prihodnosti te encime mogoce pridobivati po ceni, ki bi omogocila njihovo

biotehnoloSko uporabo v industrijskem obsegu (Bajpai in Bajpai, 1998).

Sposobnost razgradnje lignina daje moZznost uporabe gliv ali njihovih encimov pri
pretvorbi lignoceluloznih materialov v kemikalije in goriva (Reddy, 1995) ter za predelavo
kmetijskih odpadkov v krmo (Kamara in Zadrazil, 1988). Biotehnoloski postopki uporabe
ligninoliticnih gliv ali njihovih encimov na podro¢ju bioremediacije onesnazeval v
industrijskih procesih (npr. v papirni, kemicni in tekstilni industriji) so usmerjeni v
razgradnjo na mestu njihovega nastanka ali uporabe. Vec raziskovalcev je dokazalo, da se
lahko za razbarvanje odpadnih vod papirne industrije uspesno uporabijo kulture gliv bele
trohnobe, predvsem P. chrysosporium. Z uporabo omenjene glive so uspeli rjave odpadne
vode beljenja v $tirith dneh razbarvati za 60 %, kasneje pa so v tankoslojnem reaktorju
odplakam odstranili celo 80 % obarvanja. Do razbarvanja pride zaradi encimske razgradnje
kloriranih fenolov z metilacijo, oksidacijo in redukcijo (Boominathan in Reddy, 1992). Ker
so onesnazevala v odpadnih vodah iz tekstilne industrije (barvila) in iz industrije predelave
motornih olj analogne sestave, so s temi glivami poskusali oCistiti tudi tovrstne odplake

(Sayadi in sod., 1996, Pérez in sod., 1998; Mohor¢i€ in sod., 2006).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Vrste gliv

Uporabili smo razli€ne vrste in seve gliv, od katerih sodi ogljena kroglica (Hypoxylon
fragiforme) v skupino zaprtotrosnic (Ascomycota), ostale pa so predstavnice skupine
prostotrosnic (Basidiomycota). Kulture micelija teh vrst gliv so bile vzete iz Zbirke
industrijskih organizmov (ZIM), ki jo hranimo na Katedri za patologijo in zaSCito lesa
Oddelka za lesarstvo BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani (Raspor in sod., 1995).

Skupaj z okrajSavami in tipom trohnobe, ki jo povrzrocajo, jih navajamo v preglednici 8.

Preglednica 8: Vrste oz. sevi gliv, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu

Table 8: Species or strains of fungi used in the experiments

La.tmsko Sloyensko Vir Okrajsava Depozitna Trohnoba
ime ime oznaka
Chondrostereum purpureum Skrlatnordeca ZIM Chp4 ZIM L007 bela
(Pers. ex. Fr.) Pouzar slojevka
Gloeophyllum trabeum tramovka ZIM Gt2 ZIM LO18 rjava
(Pers. ex Fr.) Murrill
Hypoxylon fragiforme ogljena kroglica ZIM Hf ZIM L108 bela
(Pers. ex Fr.) Kickx
Pleurotus ostreatus bukov ostrigar ZIM Plo5 1998, bela
(Jacq. ex. Fr.) Kummer Skofljica
Trametes versicolor pisana ploskocevka ZIM Tv6 1998, bela
(L. ex Fr.) Pilat Makole

3.1.2 Ligninoliti¢ni encimi

V poskusih razgradnje kloriranih organskih biocidov (kloriranih fenolov in lindana) s
posameznimi izoliranimi ligninoliticnimi encimi in za teste inhibicije teh encimov z
natrijevim pentaklorofenolatom (NaPCP) smo uporabili komercialno dostopne encime Lac,
MnP in raznoliko peroksidazo (VP — izraza tako mangan peroksidazno kot tudi lignin
peroksidazno aktivnost, ang. versatile peroxidase), ki jih skupaj s proizvajalcem navajamo

v preglednici 9.
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Preglednica 9: Komercialni ligninoliti¢ni encimi, uporabljeni za razgradnjo kloriranih organskih biocidov

Table 9: Commercialy available ligninolytic enzymes used in the experiments

Ligninoliti¢ni encimi

Proizvajalec

Lac iz glive T. versicolor
(Laccase from 7. versicolor, EC 1.10.3.2)

Sigma-Aldrich, Nemcija

MnP iz glive Nematoloma frowardii

EC 1.11.1.13)

(Manganese Peroxidase from Nematoloma frowardii,

Jena Bioscience, Nemcija

VP iz glive Bjerkandera adusta
(Versatile Peroxidase from Bjerkandera adusta,
EC1.11.1.16)

Jena Bioscience, Nemcija

3.1.3 Kemikalije

Kemikalije, ki smo jih uporabili v poskusih, so bile kupljene pri proizvajalcih Merck,

Sigma ali Fluka. Heksan za analize s plinsko kromatografijo je imel Ccistost »pro

chromatography«. Ostale uporabljene kemikalije so imele Cistost »pro analysis« in jih pred

uporabo nismo dodatno preciscevali. V preglednici 10 so navedeni klorirani organski

biocidi, ki smo jih uporabili v poskusih bioloSke razgradnje s testiranimi vrstami lesnih

gliv.

Preglednica 10: Klorirani organski biocidi, uporabljeni za razgradnjo z ligninoliti¢nimi glivami

Table 10: Chlorinated organic biocides used in the experiments

Klorirani organski biocidi Strukturna formula Proizvajalec
lindan cl Aldrich, Nem¢ija
(1o,20,3B,4a,50,6B-hexachlorocyclohexane — Cls, ~C
y-isomer, y-BHC, lindane) ) ,
™ c
Cl
natrijev pentaklorofenolat Cl Nat Fluka, Nem¢ija
(Pentachlorophenol Sodium salt) Cl o2
Cl Cl
Cl
PCB-153 cl cl Dr.Ehrenstorfer,
(2,2',4,4',5,5'-hexachlorobiphenyl, PCB-153) O O c Nemcija
Cl |
CiClI
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3.1.4 Tekoci mediji

Z namenom izbire ustreznega tekocCega gojisca za nadaljnje raziskave mikoremediacije
kloriranih organskih biocidov, smo rast izbranih vrst lesnih gliv spremljali v treh razli¢nih
- v mediju po Hadarju (Hadar in Cohen-Arazi, 1986), modificiranem za potrebe
mikoremediacije z dodatkom 2 mM MnSQOy4 in 2 mM VA, pH = 4,5 (preglednica

11);

- v komercialnem, kemijsko nedefiniranem teko¢em gojiS€u na osnovi ekstrakta
dekstroze iz krompirja (tekoCe gojis¢e PDB, ang. potato dextrose broth) (Difco
Laboratories, ZDA) (preglednica 12);

- in v tekocem gojiscu po Shemakhanovi (Shemakhanova, 1960), ki je primeren za

rast mikoriznoh vrst gliv v razmerah in vitro (preglednica 13)

Preglednica 11: Sestava tekoCega gojiS¢a po Hadarju (Hadar in Cohen-Arazi, 1986), modificiranega za
potrebe mikoremdiacije

Table 11: Composition of liquid medium defined by Hadar (Hadar in Cohen-Arazi, 1986) and modified for
the purpose of mycoremediation

Sesta}va.tekoéega medija po I:Iadarju, o Zatehtano: | Konéna
modificiranega za potrebe mikoremediacije: koncentracija:
glukoza 20g [110 mM]
asparagin 0,65¢g [5 mM]
kvasni ekstrakt 0,5¢g
MgSO,4 x 7 H,O 0,5¢g [2 mM]
KH,PO, lg [7 mM]
KCl 0,5¢g [7 mM]
96 % 3,4-dimetoksibenzil alkohol (veratril alkohol) 303 wl [2 mM]
MnSO, x H,O 0,338 g [0,2 mM]
bidestilirana voda doll

pH=4,5
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Preglednica 12: Sestava tekocega gojis¢a po Shemakhanovi (Shemakhanova, 1960)

Table 12: Composition of liquid medium defined by Shemakhanova (1960)

Sestava tekocega medija po Shemakhanovi: Zatehtano: Ik((:);lcéel:iracija:
KH,PO, 200 mg [1,5 mM]
NH,C1 200 mg [3,7 mM]
Ca(NOs), 50 mg [0,3 mM]
MgSO4 x 7 H,O 150 mg [0,6 mM]
1 % FeCls 1,2 ml [0,1 mM]
sladni ekstrakt (malt extract) 500 mg
glukoza S5¢g [27,7 mM]
bidestilirana voda doll
pH=4,5
Preglednica 13: Sestava tekocCega gojis¢a PDB (Difco Laboratories, ZDA)
Table 13: PDB liquid medium (Difco Laboratories, USA)
Sestava tekocega gojis¢a PDB: Zatehtano:
PDB 24 ¢
bidestilirana voda doll
pH=4,5

Raziskave razgradnje kloriranih organskih biocidov z izoliranimi ligninoliticnimi encimi

so potekale v teko¢em mediju, katerega sestavo navajamo v preglednici 14.

Preglednica 14: Sestava tekocega medija za razgradnjo biocidov z ligninoliti¢nimi encimi

Table 14: Composition of liquid medium used for enzymatic degradation of biocides

jiis;i‘i,l?otl‘i}:(igﬁfﬁlz; leli(iirii?:za razgradnjo biocidov Zatehtano: | Konc¢na koncentracija:
Na-acetat 1,64 g [20 mM]
MnSO, x 1 H,O 272 mg [ 1,61 mM]
Na,-oksalat 575 mg [4,29 mM]
bidestilirana voda dol1l

pH=4)5
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3.2 METODE

3.2.1 Izbira tekocega gojiSc¢a za raziskave bioloSke razgradnje kloriranih organskih

biocidov z lesnimi glivami

Rast izbranih vrst gliv (P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum, H. fragiforme in G.
Shemakhanovi (Shemakhanova, 1960) in za potrebe mikoremediacije modificiran medij po
Hadarju (Hadar in Cohen-Arazi, 1986)), z namenom izbire najprimernejSega tekocega

gojisca za nadaljnje raziskave mikoremediacije kloriranih organskih biocidov.

cev v

Tristomililitrske Erlenmayerjeve steklenice smo napolnili s 50 ml tekocega gojisca (tekoce
gojis¢e PDB, medij po Shemakhanovi ali modificiran medij po Hadarju). Steklenice smo
zaprli z debelo aluminijasto folijo, tako da se je ta tesno prilegala ustju steklenice, nato pa
ustja prekrili Se z avtoklavirnim papirjem, ki smo ga pritrdili z gumico. S tem smo
gliv. Erlenmayerjeve steklenice smo nato 20 minut sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi

121°C (150 kPa).

3.2.1.2 Inokulacija in gojenje gliv

Inokulat za tekoca gojisca smo vzgojili na krompirjevem dekstroznem agarju (PDA, ang.
potato dextrose agar) (DIFCO Laboratories, ZDA) v plasticnih Petrijevih posodah.
Ohlajena sterilizirana tekoca gojis¢a smo v laminariju sterilno inokulirali s po tremi vcepki
sedem dni starega micelija, ki smo jih s plutovrtom (premer 8 mm) izrezali na periferiji
zraslega micelija. Tekoce kulture gliv smo 21 dni gojili v temi na stresalniku, namescenem

v rastni komori, pri 130 obratih min™, 25 °C in 60 % relativni zra¢ni vlagi.
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3.2.1.3 Dolocanje suhe biomase

mase micelija. V ta namen smo biomaso s filtriranjem skozi grobi filtrirni papir (Sartorius
388 black dot) (Sartorius, Nemcija) lo€ili iz tekocih gojis¢ z uporabo vakuumske komore
(Kambi¢, Slovenija). Odfiltriran micelij smo Sest ur suSili v suSilni komori pri 50 °C
(Kambi¢, Slovenija). Poskusi so bili izvedeni v treh ponovitvah in rezultati prirastkov

suhih biomas so povprecja treh paralelk z navedenimi standardnimi napakami.

3.2.2 Spremljanje rasti gliv v mediju po Hadarju z dodanimi biocidi

Za potrebe mikoremediacije modificiran teko¢i medij po Hadarju se je izkazal za
najustreznejSega, zato smo ga uporabili za nadaljnje raziskave spremljanja rasti gliv v
prisotnosti posameznih kloriranih organskih biocidov (natrijev pentaklorofenolat, lindan in
PCB-153). To smo izvedli na nacin, kot je opisano v poglavjih 3.2.1.1 - 3.2.1.2. Po petih
dneh gojenja gliv v tekocem gojiscu, ko se je micelij gliv Ze rahlo namnozil, smo v tekoc¢o
kulturo sterilno odpipetirali 100 pl predhodno pripravljene osnovne raztopine kloriranega
organskega biocida, raztopljenega v acetonu. V vseh primerih je bila kon¢na koncentracija
biocida ob njegovem dodatku v gojis¢e 30 uM. V negativne kontrolne skupine tekocih

glivnih kultur smo dodali po 100 pl acetona. Poskuse smo izvedli v treh ponovitvah.

Po 21 dneh gojenja smo biomaso posameznih vrst gliv, zraslo v prisotnosti posameznih
biocidov, ovrednotili s tehtanjem suhe mase micelija, kot je opisano v poglavju 3.2.1.3.
Prirastke biomase gliv, zraslih v prisotnosti biocidov, smo nato primerjali z negativnimi

kontrolnimi skupinami.

3.2.3 Razgradnja kloriranih organskih biocidov z ligninoliti¢nimi glivami v tekoc¢ih

Kkulturah
3.2.3.1 Pogoji gojenja in dodatek kloriranih organskih biocidov

Gojenje glivnih kultur v teko¢em mediju po Hadarju ter dodatek organskih biocidov je

potekal po postopku, opisanem v poglavju 3.2.2. Deleze razgradnje posameznih kloriranih
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organskih biocidov z izbranimi lesnimi glivami smo ovrednotili glede na pozitivne
kontrole skupine. Te smo pripravili tako, da tekoCih gojiS¢ na zacetku nismo inokulirali z

glivami.

3.2.3.2 Priprava vzorcev

3.2.3.2.1 Priprava vzorcev za doloCitev razgradnje NaPCP

NaPCP je dobro topen v vodi, zato smo vzorce za dolo€itev njegove razgradnje z glivami
odvzeli tako, da smo zrasli micelij odfiltrirali od gojisca, filtrate pa kot vzorce za kasnejSo
dolocitev delezev razgradenj NaPCP s posameznimi vrstami gliv s HPLC shranili pri -21

°C.

3.2.3.2.2 Priprava vzorcev za dolocCitev razgradnje lindana

Za doloCanje razgradnje lindana smo wuporabili plinsko kroatografijo. Pri plinski
kromatografski analizi lahko lindan vnesemo v sistem v organskem topilu (npr. heksan).
Za dolocitev deleza razgradnje lindana smo le-tega ekstrahirali iz tekocih glivnih kultur na
dva nacina:

a) z ekstrakcijo lindana iz filtrata tekoce glivne kulture

b) z ekstrakcijo lindana iz homogenata tekoce glivne kulture

Ekstrakcija lindana iz filtrata tekoce glivne kulture

V Erlenmayerjeve steklenice, ki so vsebovale tekoce gojis¢e (volumen na zacetku gojenja
50 ml) z lindanom in vzgojenim micelijem posamezne vrste glive, smo po koncu gojenja
dodali 50 ml heksana. Tako pripravljeno raztopino gojis¢a z micelijem in dodanim
heksanom smo dobro premesali (stresali 3 minute) v sami Erlenmayerjevi steklenici, pri
¢emer smo ustja steklenic tesno prekrili z aluminijasto folijo. Biomaso gliv smo nato locili
od gojisca z dodanim heksanom s filtracijo skozi grobi filtrirni papir z uporabo vakuumske
komore. Filtrat smo prelili v lij lo¢nik, s katerim smo zgornjo nepolarno heksansko fazo z

ekstrahiranim lindanom lo¢ili od spodnje vodne faze. Heksanskim ekstraktom smo zatem,
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za popolno odstranitev ostankov vode, dodali natrijev sulfat (Na,SO4). Tako pripravljene

vzorce smo do analize shranili v zaprtih steklenih epruvetah pri -20 °C.

Ekstrakcija lindana iz homogenata tekoce glivne kulture

Tekoce kulture (oz. gojis€a v primeru pozitivnih kontrolnih skupin; volumen na zacetku
gojenja 50 ml) smo iz Erlenmayerjevih steklenic pretocili v homogenizer, ki je imel rezila
in steno posode iz aluminija (Warring Pro Blender, ZDA). Erlenmayerjeve steklenice smo
sprali (stresali 30 sekund) s 50 ml heksana, pri ¢emer smo ustja steklenic tesno prekrili z
aluminijasto folijo. Tako smo ekstrahirali tudi lindan, ki se je morda adsorbiral na steno
steklenice. Nato smo heksan iz Erlenmayerjevih steklenic prelili v homogenizer s tekoco
glivno kulturo (oz. gojis¢em) in 30 sekund homogenizirali. Po homogenizaciji smo s tri
minutnim centrifugiranjem pri 5000 obratih min™ (centrifuga Tehtnica CENTRIC 322A;
Tehtnica Zelezniki, Slovenija) nepolarno heksansko fazo z ekstrahiranimi nepolarnimi
spojinami (vklju¢no z lindanom) loc¢ili od polarne vodne faze. Zgornjo nepolarno
heksansko fazo smo s Pasteurjevo pipeto previdno odpipetirali iz steklenih centrifugirk v
lij lo¢nik, s katerim smo jo Se bolj natan¢no locili od preostale vodne faze. Heksanskim
ekstraktom smo za popolno odstranitev ostankov vode dodali Se Na,SO4. Tako pripravljene

vzorce smo do analize shranili v zaprtih steklenih epruvetah pri -20 °C.

3.2.3.2.3 Priprava vzorcev za doloCanje razgradnje PCB-153

Tako, kot v primeru lindana, smo za dolocanje delezev razgradnje PCB-153 uporabili
plinsko kroatografijo. Vzorce smo pripravili z ekstrakcijo s heksanom iz homogenta tekoce

glivne kulture (na enak nacin, kot v primeru lindana, poglavje 3.2.3.2.2).

3.2.3.3 Dolocanje razgradenje lindana in PCB-153 z ligninoliti¢nimi glivami z uporabo

plinske kromatografije

Prisotnost lindana in PCB-153 smo dolocali s plinsko kromatografijo (GC; ang. gas
chromatography). Uporabili smo plinski kromatograf Hewlett Packard 6890 Series z

detektorjem na zajetje elektronov ECD (ang. electron capture detector) (Hewlett Packard,
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ZDA). Kromatografski pogoji za GC-ECD analizo so podani v preglednici

temperaturni program pa je podan v preglednici 16.

Preglednica 15: Kromatografski pogoji za dolocanje lindana in PCB-153 z GC-ECD

Table 15: Chromatographic conditions for GC-ECD analyses of lindane or PCB-153

15,

INJEKTORSKI DEL:

temperatura injektorja: 250 °C;
volumen injicirane raztopine: 1 pl;
nacin vbrizgavanja: "splitless".

KOLONA:

HP-1, kapilarna kolona;
dimenzije: dolzina 30 m, notranji premer 250 pum;
stacionarna faza: polidimetilsiloksan; debelina 0,25 pum;
nosilni plin: dusik; pretok: 2 ml/min.

DETEKTORSKI DEL:

detektor ECD;
temperatura detektorja: 300 °C;
"make up" plin: dusik; pretok: 50 ml/min.

Preglednica 16: Temperaturni program za analizo z GC-ECD

Table 16: Temperature programme for GC-ECD analyses

temperatura [°C]

gradient [°C/min]

zadrzevalni ¢as [min]

zacetna temperatura 70 - 1
250 30 0
270 5 0
kon¢na temperatura 300 15 5

Lindan oz. PCB-153

v vzorcih smo identificirali tako, da smo retencijske CcCase

kromatografskih vrhov primerjali z retencijskimi €asi ustreznih standardov. Rezultati so

povpre¢ja analiz treh paralelnih vzorcev z navedenimi standardnimi napakami. Deleze

razgradnje lindana in PCB-153 z ligninoliticnimi glivami smo kvantitativno ovrednotili

tako, da smo plos¢ine kromatografskih vrhov za lindan oz. PCB-153 (ekstrahiran iz

vzorcev z glivami) primerjali s plos¢inami kromatografskih vrhov pozitivnih kontrolnih

raztopin lindana oz. PCB-153. V primeru odrezanih kromatografskih vrhov, ki so posledica
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prevelikega nanosa spojine na kolono, smo vzorce red¢ili in redCitve upoStevali pri

izracunih delezev razgradnje.

3.2.3.4 Dolocitev delezev razgradnje NaPCP z ligninoliticnimi glivami z uporabo

visokotlacne tekocinske kromatografije

Razgradnjo NaPCP z glivami smo dolo¢ili z uporabo visokotlatne tekocinske
kromatografije (HPLC). Uporabili smo tekoCinski kromatograf Constametric 4100
(Thermo Separation Products, ZDA), opremljen s spektrofotometri¢nim detektorjem
Spectro Monitor 3100 (LDC Analytical, ZDA) in HPLC kolono Hypersil ODS (135 mm %
4 mm, premer delcev stacionarne faze 5 um) (Thermo Scientific, ZDA). Vzorce smo
locevali z izokratsko elucijo z mobilno fazo, sestavljeno iz 60 % acetonitrila in 40 % milli

Q vode (pH = 2).

Pred nanosom na kolono smo vzorce za analizo nakisali s fosforno kislino (H;PO4, pH =
2). Posledi¢no smo v analiziranem vzorcu namesto NaPCP dobili pentaklorofenol (PCP).
Tega smo spektrofotometri¢no detektirali pri valovni dolzini 254 nm. Fenolne spojine

mocno absorbirajo svetlobo take valovne dolzine.

Deleze razgradnje NaPCP z ligninoliticnimi glivami smo kvantitativno ovrednotili s
primerjavo plos¢ine kromatografskih vrhov za pentaklorofenol s plos¢inami
kromatografskih vrhov pozitivne kontrolne raztopine. Slednjo smo pripravili na enak
nacin, kot vzorce za dolo€anje razgradnje natrijevega pentaklorofenolata z glivami, le da
tekocega gojis€a nismo inokulirali z micelijem. Pripravili smo tudi standardno raztopino
NaPCP v acetonu (konc. 10 pg/ml), ki je sluzila za dodatno primerjavo pri izracunu deleza
bioloske razgradnje. S primerjanjem plos¢ine kromatografskih vrhov za PCP v pozitivni
kontrolni raztopini in v filtratu gojisca z lesno glivo (vzorcu) dobimo podatek o ostanku

NaPCP v vzorcu. Razlika do 100 % predstavlja delez razgradnje NaPCP.

3.2.4 Razgradnja kloriranih organskih biocidov z ligninoliti¢énimi encimi

Za poskuse razgradnje kloriranih organskih biocidov z ligninolitiénimi encimi smo

uporabili takSne biocide, ki so dobro topni v vodi, saj lahko encimi delujejo izklju¢no v
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vodnih raztopinah oz. z vodotopnimi substrati. Zato smo iz te raziskave izkljucili PCB-
153, saj je le-ta v vodi topen le do 3 nM koncentracije, smo pa v poskus vkljucili klorirane
fenole (2,3,4,5,6-pentaklorofenol, 2,3,4,5-tetraklorofenol, 2.4,5-triklorofenol, 2,5-

diklorofenol — preglednica 15) in lindan.

Klorirane fenole in lindan smo posamezno inkubirali s komercialno nabavljenimi
ligninoliti¢nimi encimi Lac, MnP in VP. Hoteli smo ugotoviti, ali posamezno uporabljeni
ligninoliti¢ni encimi lahko razgradijo te biocide. Klorirane fenole nam je priskrbela prof.
dr. Lucija Zupanci¢ Kralj s Katedre za analizno kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko

tehnologijo Univerze v Ljubljani.

3.2.4.1 Osnovne raztopine ligninoliti¢nih encimov ter kloriranih fenolov in lindana

V Na-acetatnem pufru (20 mM, pH = 4,5) smo pripravili osnovne raztopine posameznih
ligninoliticnih encimov Lac, MnP in VP, s koncentracijo 5 EE/ml. Encimsko enoto smo
definirali kot koli¢ino encima, ki pretvori 1 pmol ABTS v radikal ABTS*"/min, kar smo

izmerili spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 405 nm (natan¢en opis metode v poglavju

3.2.5.2).

Osnovne raztopine posameznih biocidov smo pripravili v 7,5 mM koncentraciji v topilu

metanol : voda v razmerju 1 : 1.

3.2.4.2 Inkubacija kloriranih organskih biocidov z ligninoliticniimi encimi v tekocem

mediju

V 25 mililitrske Erlenmayerjeve steklenice smo natocili po 4 ml medija za ligninoliti¢ne
encime (20 mM Na-acetat, 1,61 mM MnSQy4, 4,29 mM Na,-oksalat in 1,07 mM H,O;; pH
= 4.,5) in dodali 1 ml pripravljene osnovne raztopine encima. Tem raztopinam smo nato
dodali 20 pl osnovne raztopine biocida, razen v primeru lindana, kjer smo le tega dodali
samo 10 pl. Razlog za slednje je, da je lindan slabse topen v vodi (samo do 25 nM
koncentracije). S tem smo zeleli zagotoviti, da je bil ves lindan raztopljen in tako dostopen

ligninoliticnim encimom kot potencialen substrat za razgradnjo. Kon¢na koncentracija v
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mediju je tako znaSala 1 EE/ml za uporabljen encim in 30 uM za biocid, razen v primeru

lindana, kjer je koncentracija bila 15 pM.

Ustja Erlenmayerjevih steklenic smo nato prekrili z debelo aluminijasto folijo in biocide 4
dni (96 ur) inkubirali z ligninoliticnimi encimi v temi v komori na stresalniku pri 130

obratih min™ ter 25 °C in 60 % relativni zra¢ni vlagi.

3.2.4.3 Dolocanje delezev razgradnje kloriranih fenolov z ligninoliticnimi encimi z

uporabo visokotlacne tekoCinske kromatografije

Razgradnjo kloriranih fenolov z ligninolitiénimi encimi smo dolo¢ili s HPLC. Uporabili
smo tekocinski kromatograf Constametric 4100 (Thermo Separation Products, ZDA),
opremljen s spektrofotometricnim detektorjem Spectro Monitor 3100 (LDC Analytical,
ZDA), in HPLC kolono Thermo Hypersil Keystone (250 mm x 4 mm, premer stacionarne
faze 5 um) (Thermo Scientific, ZDA).

Vzorce kloriranih fenolov, inkubiranih s posameznimi ligninoliticnimi encimi, smo
locevali z gradientno elucijo z zaCetno sestavo mobilne faze acetonitril : milli Q voda (pH
= 2) v razmerju 20 : 80 in gradientom, prikazanim v preglednici 17. Volumen zanke za
injiciranje vzorcev v kolono je bil 100 ul. Retencijski ¢asi posameznih kloriranih fenolov

pri izbranih kromatografskih pogojih so prikazani v preglednici 18.

Preglednica 17: Program gradientne elucije za HPLC analizo razgradnje kloriranih fenolov z ligninoliti¢nimi
encimi; acetonitril (A), milli Q voda (B), pH=2

Table 17: Gradient elution programme for HPLC analyses of chlorinated phenols degradation with
ligninolytic enzymes

¢as [min] A [%] B [%] pretok [ml/min]

1 0,0 20 80 1,5
2 5,0 20 80 1,5
3 20,0 100 0 1,5
4 25,0 100 0 1,5
4 25,1 20 80 1,5
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Preglednica 18: Retencijski ¢asi (tg) kloriranih fenolov pri izbranih kromatografskih pogojih

Table 18: Retention times (tg) of chlorinated phenols at selected chromatographic conditions

Spojina Strukturna formula | tg [min]

1. pentaklorofenol f 17,3

Cl

2. | 2,3,4,6-tetraklorofenol f 16,4

Cl

3.| 2,4,5-triklorofenol ¢ o 15,9

4. 2,5-diklorofenol ¢ o 13,6

Deleze razgradenj posameznih kloriranih fenolov s posameznimi ligninolitiénimi encimi
smo podobno, kot v primeru razgradnje NaPCP z glivami, kvantitativno ovrednotili s
primerjavo plos¢ine kromatografskih vrhov  kloriranih fenolov s ploS¢inami
kromatografskih vrhov teh fenolov pri analizi pozitivnih kontrolnih raztopin. Slednje smo
pripravili na enak nacin, kot vzorce za dolo¢anje deleZev razgradenj biocidov z encimi, le
da smo v medij namesto osnovne raztopine encima dodali 1 ml Na-acetatnega pufra (20

mM, pH =4.,5).

3.2.4.4 Dolocanje razgradnje lindana z ligninoliticnimi encimi z uporabo plinske

kromatografije

Po koncu Stiridnevne inkubacije encimov z dodanim lindanom smo vzorce za doloCanje
razgradnje lindana z ligninoliti¢énimi encimi pripravili z ekstrakcijo s heksanom, podobno,

kot v primeru dolocanja njegove razgradnje z ligninoliti¢nimi glivami (poglavje 3.2.3.2.2).

To smo izvedli tako, da smo v Erlenmayerjeve steklenice, ki so vsebovale teko¢i medij z

encimi in lindanom (volumen raztopine 5 ml), po koncu inkubacije dodali 5 ml heksana in
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tako pripravljeno raztopino dobro premesali v sami Erlenmayerjevi steklenici. Nepolarno
heksansko fazo z ekstrahiranimi lindanom smo nato previdno lo¢ili od polarne vodne faze.
Heksanskim ekstraktom smo dodali Se v heksanu netopen Na,SO4 za vezavo vode. Tako

pripravljene vzorce smo do analize hranili v steklenih epruvetah pri -20 °C.

Prisotnost lindana v vzorcih smo dolocali s plinsko kromatografijo pod enakimi pogoji, kot
so opisani v poglavju 3.2.3.3. Deleze razgradnje lindana s posameznimi ligninoliti¢nimi
encimi smo nato kvantitativno ovrednotili tako, da smo plos¢ine kromatografskih vrhov za
lindan iz vzorcev z encimi primerjali s plos¢inami kromatografskih vrhov pozitivnih
kontrolnih raztopin. Slednje smo pripravili na enak nacin, kot vzorce za dolocCanje
razgradnje lindana z ligninolitiénimi encimi, le da smo v tekofe medije namesto 1 ml

raztopine encima dodali 1 ml Na-acetatnega pufra (20 mM, pH = 4,5).

3.2.5 Casovno spremljanje aktivnosti zunajceli¢nih ligninoliti¢nih encimov gliv v

prisotnosti kloriranih organskih biocidov

Glive bele trohnobe tekom gojenja, predvsem pa ob prehodu v stacionarno fazo rasti,
zacno tvoriti zunajceli¢ne encime za razgradnjo lignina. V tem sklopu raziskav smo Zeleli
ugotoviti, ali dodatek posameznih kloriranih organskih biocidov (lindana, NaPCP in PCB-
153) v tekoce kulture testiranih vrst gliv vpliva na ¢asovni profil izrazanja njihovih

ligninoliti¢nih encimov. Analize smo izvedli v treh ponovitvah.

3.2.5.1 Pogoji gojenja in vzoréenje

Micelij testiranih vrst gliv za inokulum smo vzgojili na trdnem gojis¢u PDA v plasti¢nih
Petrijevih posodah. Ohlajene sterilizirane petlitrske Erlenmayerjeve steklenice, ki so
vsebovale po en liter teko¢ega medija po Hadarju, modificiranega za potrebe delovanja
ligninoliticnih encimov, smo inokulirali s po tridesetimi vcepki (premer 8§ mm) sveze
preras¢enega micelija glive. Tekoce kulture gliv smo gojili 21 dni v temi na stresalniku,
namesenem v rastni komori, pri 130 obratih min™ ter 25 °C in 60 % relativni zraéni vlagi.
Osmi dan gojenja, ko se je micelij gliv Ze razrastel, smo v tekoce kulture sterilno

odpipetirali 1 ml osnovne raztopine kloriranega organskega biocida, raztopljenega v
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acetonu. V vseh primerih je bila kon¢na koncentracija biocida ob njegovem dodatku v
tekoce gojis€e 30 uM. V negativne kontrolne skupine tekocih glivnih kultur smo dodali 1

ml acetona.

Od osmega dne gojenja smo vsak drugi dan iz tekocih glivnih kultur sterilno odvzeli po 5
ml tekoCega gojis€a za analize aktivnosti zunajceli¢nih ligninoliti€nih encimskih
aktivnosti. Erlenmayerjeve steklenice smo po vsakem vzorcenju sterilno zaprli. Prvi vzorec
za encimske teste smo odvzeli, preden smo glivnim kulturam dodali biocid (oz. aceton pri
negativnih kontrolnih skupinah). Posamezne vzorce smo do analize shranili v plasticnih

epruvetah pri -20 °C.

3.2.5.2 Meritve aktivnosti ligninoliti¢nih encimov

Aktivnosti ligninolitiénih encimov smo dolocali spektrofotometri¢no, z merjenjem hitrosti
oksidacije substrata ABTS (2,2'-azino—bis(3—etilbenzotiazolin—6—sulfonska kislina)) (slika
7 na str. 19) v kationski radikal ABTS"", ki absorbira svetlobo valovne dolzine 405 nm.
Uporabili smo osnove metod, ki jo je v svojem doktorskem delu uporabil Tavzes (2003), in
jih za naSe poskuse prilagodili in izpopolnili. Aktivnosti ligninoliticnih encimov smo merili
s Citalcem mikrotitrnih plo$¢ Zenyth 3100 (Anthos Labtec, Avstrija), ki nam je omogocil
hkratno zasledovanje 96 kineti¢nih reakcij. Vse spektrofotometricne meritve smo opravljali

pri sobni temperaturi (25 °C).

Meritve smo izvedli na mikrotitrnih plos¢ah (TPP Switzerland, 96 luknjic, povrSina
luknjice 0,31 c¢m?®). Preden smo vzorce nanesli na mikrotitrno ploi¢o, smo jih v
Ependorfovih epruvetah 5 minut centrifugirali pri 10000 obratih min', za kar smo
uporabili namizno centrifugo Centrifuge 5415D (Eppendorf, Nemcija). Kot je prikazano na
sliki 13, smo nato na mikrotitrni plo$¢i v luknjice stolpcev 1 do 9 dodali 20 pl
nerazred¢enega vzorca, v luknjice stolpcev 10 do 12 pa za slepi poskus 20 pl Na-
acetatnega pufra (20 mM, pH = 4,5). V vsak razdelek smo nato z multikanalno pipeto
(Biohit, Finska, 1200 ul) dodali Se 80 pul oksalatnega pufra (Nas-oksalatni pufer, 10 mM,
pH =4,5). V stolpce 1 do 6 ter 10 in 11 smo dodali Na-acetatni pufer (20 mM, pH = 4,5),
in sicer v stolpce 1, 2, 3 in 10 po 120 pl ter v stolpce 4, 5, 6 in 11 po 60 pl. V stolpce 7, 8,
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9 in 12 smo dodali 60 pul MnSOy4 (7,5 mM). V stolpce 4 do 9 in 11 ter 12 smo dodali 60 pl
H,0, (5 mM). Mikrotitrno ploS€¢o smo nato 5 min inkubirali pri sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo z multikanalno pipeto v vsako luknjico dodali Se 60 ul ABTS (0,67 mM) in
priceli z meritvijo aktivnosti ligninoliticnih encimov (10 minut, absorpcija pri 405 nm).
Vsaka luknjica na mikrotitrni plos¢i je tako vsebovala 280 pl raztopine. Z omenjeno
kombinacijo dodanih raztopin smo v stolpcih 1 do 3 in 10 izmerili lakazno aktivnost, v
stolpcih 4 do 6 in 11 skupno lakazno in lignin peroksidazno aktivnost, v stolpcih 7 do 9 in
12 pa skupno lakazno ter lignin in mangan peroksidazno aktivnost. MnP namre¢ potrebuje

za delovanje prisotnost Mn®" ionov, obe peroksidazi (MnP in LiP) pa $e H,O,.

meritev

meritev meritev aktivhosti
aktivhosti aktivhosti Lac, LiP
Lac Lac in LiP in MnP

paralelni
VZOrci slepi poskus

paralelke

meritev

enega

vzorca
paralelke

meritev

naslednjega
vzorca

oksalat, oksalat, oksalat,
Na-acetat, Na-acetat, Mn30,,
ABTS H,0,, H,0,,
ABTS ABTS
I

Slika 13: Shema nanaSanja vzorcev na mikrotitrno plos¢ico za meritve aktivnosti ligninoliticnih encimov
Lac, MnP in LiP

Figure 13: Schematic representation of sample application and dilution on a 96-well cell-culture plate for
measurements of ligninolytic enzymes activity of Lac, MnP and LiP
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V primeru nelinearnega poteka encimske reakcije, kjer je priSlo do prehitre oksidacije
razpoloZljivega ABTS v kationski radikal, smo takSne vzorce red¢ili z 20 mM Na-
acetatnim pufrom v razmerju 1:4 (pH = 4,5), faktor red¢itve (4x) pa upostevali pri izracunu

aktivnosti encimov v vzorcu.

3.2.5.3 Izracun aktivnosti Lac, MnP in LiP

Aktivnost encima izraunamo, kot je opisano v enacbi (1), in jo izrazimo v encimskih
enotah v enem mililitru vzorca (EE/ml). V nasem delu smo encimsko enoto definirali kot

sposobnost encima, da tvori 1 pmol ABTS* /min.
Enacba za izra¢un encimske aktivnosti: EE/ml = AE/min * 1/e * Viv' *d * £ ... (1)

(V = celotni reakcijski volumen (ml); v' = volumen vzorca (ml); € = molarni absorpcijski

koeficient; d = pot svetlobnega Zarka skozi reakcijsko raztopino; f = faktor redcitve)

Pri izracunu smo upostevali:
- celotni reakcijski volumen je bil 0,28 ml;
- volumen vzorca je bil 0,02 ml;

- pot svetlobnega zarka skozi reakcijsko raztopino pa je znasala 0,9 cm.

Molarni absorpcijski koeficient za kationski radikal ABTS®" pri 405 nm znasa 36,0
cm’/pM.

Ker v stolpcih 4 do 6 izmerimo skupno lakazno in lignin peroksidazno aktivnost, v stolpcih
1 do 3 pa samo lakazno aktivnost, moramo slednjo odsteti od prve, da dobimo encimsko

aktivnost LiP (enacba (2)).

aktivnost LiP = (skupna aktivnost Lac in LiP) — aktivnost Lac ...(2)
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Ob predpostavki, da je skupna aktivnost ligninoliticnih encimov sestevek aktivnosti Lac ter
MnP in LiP, moramo od skupne ligninoliti¢ne aktivnosti (meritve v stolpcih 7 do 9) odsteti

aktivnost Lac in LiP (meritve v stolpcih 4 do 6), da dobimo aktivnost MnP (enacba (3)).

aktivnost MnP = skupna ligninoliti¢na akt. — (skupna akt. Lac in LiP) ...(3)

3.2.6 Dolocanje specificnosti NaPCP kot substrata za ligninoliticne encime

Aktivnost posameznih komercialnih ligninoliticnih encimov Lac, MnP ter VP (preglednica
9 na strani 34) in njihovo inhibicijo z NaPCP, kot potencialnim substratom, smo
zasledovali kolorimetricno s pomocjo citalca mikrotitrnih plos¢ Zenyth 3100 (Anthos

Labtec, Avstrija).

3.2.6.1 Cii&enje ligninolitiénih encimov

Pred zacetkom poskusa smo z NaDS-PAGE analizo vseh uporabljenih ligninoliticnih
encimov preverili njihovo Cistost. S tem smo se Zeleli izogniti kontaminaciji posameznih
encimov z drugimi ligninoliti¢énimi encimi, ki bi Se lahko bili prisotni (kot je bilo napisano
v spremnih listth za posamezne encime) in tako motili teste encimske kinetike

posameznega encima.

Ker je NaDS-PAGE analiza posameznih encimov pokazala v vzorcih posameznih
ligninoliticnih encimov poleg le-teh prisotnost tudi drugih proteinov, smo encime pred
njihovo uporabo za encimske teste precistili z ionsko izmenjevalno kromatografijo. V ta
namen smo uporabili kromatograf Akta FPLC (ang. fast protein liquid chromatography)
(Amersham Biosciences, VB), opremljen z avtomatskim zbiralnikom frakcij, in anionsko
izmenjevalno kolono MonoQ (Amersham Biosciences, VB). Vzorce smo locevali z
gradientno elucijo (20 - 500 mM Na-acetat, pH = 7,0). Volumen zanke za injiciranje

vzorcev v kolono je bil 500 pl.

Prisotnost ligninoliticnih encimov v posameznih frakcijah smo po lo¢bi s kromatografijo

analizirali z encimskimi testi, opisanimi v poglavju 3.2.5.2. Nato smo encimsko aktivne
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frakcije ponovno analizirali z NaDS-PAGE in tako ponovno preverili Cistost encimov v

aktivnih frakcijah.

3.2.6.2 Test inhibicije ligninoliti¢énih encimov

Na mikrotitrni plos¢i s 96 luknjicami smo luknjice prvega levega stolpca napolnili z 220 pl
NaPCP (5 mM), raztopljenega v pufru z naslednjo sestavo: 20 mM Na-acetat, 1,61 mM
MnSOy, 4,29 mM Na,-oksalat in 2,14 mM H,O,; pH = 4,5. Vse ostale luknjice smo
napolnili s 110 pl pufra brez NaPCP. Iz luknjic skrajnega levega stolpca smo nato
prenasali po 110 pl spojine proti desni, s tem da v luknjice zadnjega skrajno desnega
stolpca nismo prenesli nicesar. Red¢ili smo torej v razmerju 1 : 2 od najvisje zacetne
koncentracije NaPCP (0,5 mM) do njegove najmanjSe kon¢ne koncentracije. Po kon¢anem
red¢enju smo povsod dodali po 50 ul encima, raztopljenega v 20 mM Na-acetatnem pufru
(pH = 4,5) v koncentraciji 0,02 EE/ml. Na koncu smo dodali Se 60 pl substrata ABTS. Test
inhibicije ligninolitiénih encimov smo izvedli pri treh razlicnih koncentracijah substrata
ABTS (1,0 mM, 0,5 mM in 0,25 mM) in pri vsaki od teh koncentracij v treh paralelkah.
Reakcijo oksidacije ABTS z ligninoliti¢énimi encimi smo zasledovali 10 minut pri 405 nm

in 25 °C.

3.2.7 Statisti¢ne metode

Pri statisti¢ni analizi smo uporabili program Sigma Stat (SYSTAT Inc., ZDA). Normalno
porazdelitev podatkov smo preverili s testom Kolmogorov-Smirnov. Normalno
porazdeljene podatke smo prikazali z aritmeti¢no sredino in pripadajoo standardno
napako. Statisticno znacilne razlike varianc med posameznimi skupinami smo izracunali z

analizo varianc (ANOVA) po Holm-Sidakovi metodi.
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4 REZULTATI

4.1 1ZBIRA USTREZNEGA TEKOCEGA GOJISCA ZA RAZISKAVE
MIKOREMEDIACIJE KLORIRANIH ORGANSKIH BIOCIDOV

.....

.....

.....

biomase. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z
navedenimi standardnimi napakami (slika 14). Najve¢ji prirastki so bili za vsako od
testiranih vrst dosezeni v kemijsko nedefiniranem gojis¢u PDB (0,324 g za P. ostreatus,
0,228 g za T. versicolor, 0,196 g za C. purpureum, 0,925 g za H. fragiforme in 0,150 g za
Hadarju, modificirano za potrebe mikoremediacije, je rezultiralo v le nekoliko manjSih
prirastkih micelija (0,295 g za P. ostreatus, 0,200 g za T. versicolor, 0,194 g za C.
purpureum, 0,0465g za H. fragiforme in 0,146 g za G. trabeum) v primerjavi s kemijsko
nedefiniranim gojis§¢em PDB, medtem ko so bili prirastki biomase posameznih vrst gliv v
primeru glive H. fragiforme, kjer so bili prirastki manjsi, vendar se to ni pokazalo v

statistiéno znacilni razliki.
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Figure 14: Dry mass yields of the respective fungal species grown in different liquid mediums without
biocides

4.1.2 Rast gliv v mediju po Hadarju z dodanimi biocidi

V nadaljevanju raziskav smo testirali rast izbranih vrst gliv v mediju po Hadarju,
modificiranem za potrebe mikoremediacije, ki smo mu peti dan gojenja gliv dodali biocide
v 30 uM koncentraciji (NaPCP, lindan oz. PCB-153). Rezultati, prikazani na sliki 15, so
predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi standardnimi
napakami. Nobena od testiranih vrst gliv, zraslih v prisotnosti posameznih biocidov, ni
dala statisticno znacilnih manjSih prirastkov biomase v primerjavi z negativnimi
kontrolnimi skupinami, razen v primeru gliv C. purpureum in G. trabeum, ki sta rasli v
prisotnosti NaPCP. Rast v prisotnosti NaPCP je bila sicer inhibirana tudi v primerih gliv P.
ostreatus in H. fragiforme, vendar se prirastki biomas tu niso izkazali statisticno znacilno
razliéni v primerjavi z negativnima kontrolnima skupinama. Rast glive 7. versicolor v

prisotnosti NaPCP ni bila inhibirana. Prav tako dodatek lindana in PCB-153 v gojis¢e ni
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inhibiral rasti testiranih vrst gliv. V primeru glive 7. versicolor je bil prirast biomase v

prisotnosti PCB-153 celo povecan.
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Slika 15: Prirastki suhe teze gliv po 21 dneh gojenja v modificiranem mediju po Hadarju s posamezno
dodanimi biocidi (NaPCP, lindan, PCB-153) v 30 uM koncentraciji. Negativne kontrolne skupine (kontrola)
so rasle brez prisotnosti biocidov.

Figure 15: Dry mass yields of the respective fungal species grown for 21 days in a chemically defined liquid
medium defined by Hadar with respective additions of 30 uM final concentrations of lindane, PCB-153 or
NaPCP, and in control medium groups without any biocide present.

4.2 RAZGRADNJA KLORIRANIH ORGANSKIH BIOCIDOV Z
LIGNINOLITICNIMI GLIVAMI

4.2.1 NaPCP

Razgradnja NaPCP s testiranimi vrstami lesnih gliv je bila ovrednotena s HPLC analizo in
izraCunana s primerjanjem ploS¢ine kromatografskih vrhov za PCP glede na pozitivno
kontrolno skupino, ki ni bila inokulirana z micelijem. HPLC kromatogrami vzorcev
posameznih vrst gliv so prikazani na sliki 16. V vzorcu glive 7. versicolor nismo zasledili

prisotnosti vrha za PCP (slika 16 F), kar pomeni, da je ta gliva uspela popolnoma razgraditi
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NaPCP. Pri ostalih testiranih vrstah gliv je bila razgradnja NaPCP precej manjSa. Tako je
zna$ala razgradnja NaPCP z glivo P. ostreatus 56 %, z glivo C. purpureum 44 %, z glivo
H. fragiforme 41 % in z glivo G. trabeum 37 %. Ti rezultati so prikazani na sliki 17,

izraCunani pa so kot srednja vrednost treh meritev z navedenimi standardnimi napakami.

C Riteseen e F

Slika 16: Delezi bioloskih razgradenj NaPCP z glivami. Prikazani so HPLC kromatogrami analize NaPCP po
21 dneh gojenja gliv v mediju po Hadarju, modificiranem za potrebe mikoremediacije. A — kromatogram
mobilne faze; B — pozitivna kontrola, C — H. fragiforme, D — G. trabeum, E — P. ostreatus, F - T. versicolor.
Puscice oznacujejo kromatografski vrh za PCP na posameznih kromatogramih.

Figure 16: Representative HPLC chromatograms of cell-free liquid fungal cultures with addition of NaPCP
after mycoremediation. Controls were not inoculated with the mycelium. A — HPLC mobile phase only, B —
control, C — H. fragiforme, D — G. trabeum, E — P. ostreatus, F - T. versicolor. Arrows indicate the peak
corresponding to NaPCP.



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

250000 -
200000 -

150000 -

] 40
100000 -
] 0
50000 - 0
0- . 100

Kontrola G. trabeum H. fragiforme C. purpureum P. ostreatus T. versicolor

(~koncentracija NaPCP)
[o)]

Delez razgradnje NaPCP [%]

PloS¢ina kromatografskega vrha PCP

[o]

Vrsta glive
Slika 17: Delezi razgradnje NaPCP s testiranimi vrstami gliv

Figure 17: NaPCP degradation by tested fungal species

4.2.2 Lindan

Razgradnja lindana s testiranimi vrstami gliv je bila doloc¢ena s plinsko kromatografijo in
izracunana s primerjanjem plos¢ine kromatografskih vrhov lindana v vzorcih in pozitivni

kontrolni skupini (kontrola), ki ni bila inokulirana z micelijem (sliki 18 in 20).

Ce smo lindan ekstrahirali iz filtrata teko¢ih glivnih kultur, je bila izra¢unana razgradnja
lindana visoka pri vseh testiranih vrstah gliv. Pri tem je bila najuspeSnejSa razgradnja
lindana z glivo P. ostreatus, najslabsa pa v primeru glive G. trabeum. Izratunani delezi
razgradnje lindana za posamezne glive v primeru ekstrakcije lindana iz filtrata tekocih
kultur so sledeCi: P. ostreatus 97 %, T. versicolor 95 %, H. fragiforme 97 % in G. trabeum
89 %. Ti rezultati so prikazani na sliki 19, izracunani pa so kot srednja vrednost treh
meritev z navedenimi standardnimi napakami. Pri tem nacinu ekstrakcije razgradnja

lindana z glivo C. purpureum ni bila doloc¢ena.

IzraCunani delezi razgradnje lindana s testiranimi vrstami gliv so bili precej manjs$i, ¢e smo
lindan ekstrahirali iz homogenata tekocih kultur. Najbolje je lindan uspela razgraditi gliva

P. ostreatus (delez razgradnje 57 %), delno uspesni sta bili vrsti 7. versicolor (42 %) in C.
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purpureum (40 %), zelo slabo je lindan razgradila gliva H. fragiforme (13 %), vrsta G.
trabeum pa je bila neuspesna pri razgradnji lindana (0 %). Ti rezultati so prikazani na sliki
21, izraCunani pa so kot srednja vrednost treh meritev z navedenimi standardnimi

napakami.
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Slika 18: Doloditev lindana z GC: na grafu so prikazani reprezentativni kromatografski vrhovi lindana v
ekstraktih iz filtratov tekoc¢ih glivnih kultur po 21 dneh gojenja in pozitivne kontrolne skupine (kontrola)

Figure 18: Representative GC-ECD spectra of lindane extracted from filtered liquid fungal cultures after
mycoremediation; the peaks for lindane are presented only; control — liquid cultures containing biocides, not
inoculated with the mycelium
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Slika 19: Delezi razgradnje lindana s testiranimi vrstami gliv; nacin priprave vzorcev: z ekstrakcijo iz
filtratov tekocih glivnih kultur

Figure 19: Lindane degradation rates calculated from the lindane peak integrals in chromatograms of filtered
liquid fungal cultures
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Slika 20: Dolocitev lindana z GC: na grafu so prikazani reprezentativni kromatografski vrhovi lindana v
ekstraktih iz homogenatov tekocih glivnih kultur po 21 dneh gojenja in pozitivne kontrolne skupine
(kontrola)

Figure 20: Representative GC-ECD spectra of lindane extracted from homogenized liquid fungal cultures
after mycoremediation; the peaks for lindane are presented only; control — liquid cultures containing
biocides, not inoculated with the mycelium
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Slika 21: Delezi razgradnje lindana s testiranimi vrstami gliv; nacin priprave vzorcev: z ekstrakcijo
homogenatov tekocih glivnih kultur

Figure 21: PCB-153 degradation rates calculated from the lindane peak integrals in the chromatograms of
homogenized liquid fungal cultures

4.2.3 PCB-153

Razgradnja PCB-153 s testiranimi vrstami gliv je bila dolo¢ena s plinsko kromatografijo in
izraCunana s primerjanjem ploS¢ine kromatografskih vrhov PCB-153 v vzorcih in pozitivni
kontrolni skupini (kontrola), ki ni bila inokulirana z micelijem (slik 22). Najbolj u¢inkovita
pri razgradnji PCB-153 je bila gliva P. ostreatus (delez razgradnje 76 %), sledita pa ji vrsti
T. versicolor (61 %) in C. purpureum (58 %). Vrsta H. fragiforme je razgradila le 23 %
PCB-153, najslabse pa je PCB-153 razgradila gliva G. trabeum (14 %). Ti rezultati so
prikazani na sliki 23, izraCunani pa so kot srednja vrednost treh meritev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Slika 22: Dolocitev PCB-153 z GC: na grafu so prikazani reprezentativni kromatografski vrhovi PCB-153 v
ekstraktih iz homogenatov tekocCih glivnih kultur po 21 dneh gojenja in pozitivne kontrolne skupine
(kontrola)

Figure 22: Representative GC-ECD spectra of PCB-153 extracted from homogenized liquid fungal cultures
after mycoremediation. Control — liquid cultures containing biocides, not inoculated with the mycelium.
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Slika 23: Delezi razgradnje PCB-153 s testiranimi vrstami gliv

Figure 23: PCB-153 degradation rates in liquid fungal cultures
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4.3 RAZGRADNJA KLORIRANIH ORGANSKIH BIOCIDOV Z
LIGNINOLITICNIMI ENCIMI

4.3.1 Razgradnja kloriranih fenolov

Razgradnjo posameznih kloriranih fenolov (PCP, tetraklorofenola (4CP), triklorofenola
(3CP) in diklorofenola (2CP)) s posameznimi komercialnimi ligninolitiénimi encimi Lac,
MnP in VP smo spremljali s HPLC in izrac¢unali s primerjanjem ploS¢ine kromatografskih
vrhov posameznih kloriranih fenolov v vzorcih z encimi glede na pozitivne kontrolne
skupine posameznih kloriranih fenolov (brez encima). Delezi razgradnje kloriranih fenolov
so v primeru vseh treh posamezno uporabljenih ligninolitiénih encimov narascali z
manjSanjem Stevila vezanih atomov klora na molekuli fenola. Najslabse je klorirane fenole
razgradil encim Lac, med tem ko sta bili obe peroksidazi veliko bolj u¢inkoviti. PCP je
najbolje razgradila MnP, v primeru razgradnje kloriranih fenolov z dvema do Stirimi atomi
klora pa je bila podobno ucinkovita tudi VP. Ti rezultati so prikazani na sliki 24,

izracunani pa so kot srednja vrednost treh meritev z navedenimi standardnimi napakami.
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Slika 24: Delezi razgradnje kloriranih fenolov (PCP, 4CP, 3CP in 2CP) z ligninoliti¢nimi encimi Lac, MnP in
VP

Figure 24: Degradation rates of polychlorinated phenols (PCP, 4CP, 3CP, and 2CP) by ligninolytic enzymes
Lac, MnP, and VP
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Delez razgradnje:
- PCPjebilzLac?2 %,z MnP 16 % inz VP 7 %;
- 4CPjebil z Lac 8 %, zMnP 18 % in z VP 18 %;
- 3CPjebil z Lac 26 %, z MnP 70 % in z VP 74 %;
- 2CPjebil z Lac 61 %, z MnP 84 % in z VP 83 %.

4.3.2 Razgradnja lindana

Delezi razgradnje lindana s posameznimi komercialnimi ligninolitiénimi encimi (Lac, MnP
in VP) so bili doloceni s plinsko kromatografijo in izracunani s primerjanjem plos¢ine
kromatografskih vrhov lindana v vzorcih z encimi glede na lindan v pozitivni kontroli
(kontrola), v katero ni bil dodan noben encim. Lindan je najbolje razgradil encim MnP (16
%), za polovico slabsa razgradnja je bila z encimom VP, najslabSe pa je lindan razgradil
encim Lac (5 %). Ti rezultati so prikazani na sliki 25, izraCunani pa so kot srednja vrednost

treh meritev z navedenimi standardnimi napakami.
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Slika 25: Delezi razgradnje lindana z ligninoliticnimi encimi Lac, MnP in VP

Figure 25: Rates of lindane degradation by ligninolytic enzymes Lac, MnP, and VP
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4.4 AKTIVNOSTI ZUNAJCELICNIH LIGNINOLITICNIH ENCIMOV GLIV

4.4.1 Pojavljanje ligninoliti¢nih encimov gliv v mediju brez biocidov

IzraZanje posameznih ligninoliticnih encimov Lac, MnP in LiP je bilo pri testiranih lesnih
glivah ¢asovno pogojeno, pri ¢emer so bili maksimumi aktivnosti posameznih encimov pri
vseh glivah izmerjeni, ko se je glivna masa ze precej namnozila. Nato so aktivnosti
prisotnih ligninolitiénih encimov pri vseh glivah postopno upadle proti koncu 21 dnevnega
gojenja tekocih glivnih kultur, z izjemo glive C. purpureum, kjer trenda upadanja
ligninoliticne aktivnosti nismo zasledili, saj so bili maksimumi vseh treh encimov
izmerjeni v vzorcih, ki so bili vzeti zadnji dan. V primerjavi z glivama 7. versicolor in P.
ostreatus, so bili izmerjeni maksimumi prisotnih ligninolitiénih encimov pri ostalih treh

testiranih vrstah lesnih gliv mnogo niZzji (slika 26).

Lac pri glivi T. versicolor je bila ves €as gojenja glive bolj ali manj enakomerno izraZena, z
dosezenim maksimumom ze 14. dan gojenja (0,131 EE/ml), ¢emur je sledilo upadanje
njene aktivnosti (izmerjenih encimskih enot). Pri glivi P. ostreatus je bil maksimum
aktivnosti Lac dosezen 18. dan gojenja (0,187 EE/ml), s podobnim trendom upadanja
aktivnosti proti koncu gojenja. Pri ostalih treh testiranih vrstah gliv so bili izmerjeni
maksimumi aktivnosti za Lac 0,004 EE/ml pri C. purpureum, 0,00013 EE/ml pri H.
fragiforme in 0,00007 EE/ml pri G. trabeum (slika 26).



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

0.20 -
—e— P. ostreatus
—e— T. versicolor
v— C. purpureum
A H. fragiforme
0.15 —a— G. trabeum
@
o
c
=
§E 0.10 -
3
£
[$]
C
L
0.05 A
0.00 A

6 8 10 12 14 16 18 20 22

Dnevi gojenja

Slika 26: Casovno izrazanje Lac pri posameznih vrstah lesnih gliv (P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum,
H. fragiforme in G. trabeum), gojenih v mediju po Hadarju, modificiranem za potrebe mikoremediacije in
brez dodanih biocidov

Figure 26: Temporal expression of Lac in respected fungal species (P. ostreatus, T. versicolor, C.
purpureum, H. fragiforme, and G. trabeum), grown in Hadar's medium modified for the purpose of
mycoremediation

MnP in LiP sta bili v primerjavi z Lac izraZzeni v manjSem obsegu. Pri glivi T. versicolor je
bil maksimum njunih aktivnosti dosezen 14. dan gojenja (MnP - 0,027 EE/ml, LiP - 0,011
EE/ml). Tako, kot v primeru Lac, sta bili tudi MnP in LiP pri glivi P. ostreatus najbolj
izrazeni 18. dan (MnP - 0,053 EE/ml, LiP - 0,029 EE/ml). Maksimalne izmerjene
aktivnosti MnP in LiP pri glivah C. purpureum in H. fragiforme so bile mnogo nizje (C.
purpureum: MnP — 0,0037 EE/ml, LiP — 0,0015 EE/ml; H. fragiforme: MnP — 0,00007
EE/ml, LiP -0,0007 EE/ml). Gliva G. trabeum ni tvorila MnP in LiP (sliki 27 in 28).
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Slika 27: Casovno izrazanje MnP pri posameznih vrstah lesnih gliv (P. ostreatus, T. versicolor, C.
purpureum, H. fragiforme in G. trabeum), gojenih v mediju po Hadarju, modificiranem za potrebe
mikoremediacije in brez dodanih biocidov

Figure 27: Temporal expression of MnP in respected fungal species (P. ostreatus, T. versicolor, C.
purpureum, H. fragiforme, and G. trabeum), grown in Hadar's medium modified for the purpose of
mycoremediation
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Slika 28: Casovno izrazanje LiP pri posameznih vrstah lesnih gliv (P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum,
H. fragiforme in G. trabeum), gojenih v mediju po Hadarju, modificiranem za potrebe mikoremediacije in
brez dodanih biocidov

Figure 28: Temporal expression of LiP in respected fungal species (P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum,
H. fragiforme, and G. trabeum), grown in Hadar's medium modified for the purpose of mycoremediation
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4.4.2 Potek izrazanja ligninoliti¢nih encimov ob prisotnosti biocidov

Izmerjene aktivnosti posameznih ligninoliti¢nih encimov gliv, zraslih v mediju brez
biocidov, so mnogo nizje v primeru vrst C. purpureum, H. fragiforme in G. trabeum v
primerjavi z vrstama 7. versicolor in P. ostreatus. Zato v tem sklopu raziskav izrazanja
ligninoliti¢nih encimov gliv, zraslih v prisotnosti posameznih biocidov (NaPCP, lindan in
PCB-153), navajamo le rezultate izmerjenih aktivnosti ligninoliti¢énih encimov pri vrstah P.
ostreatus in T. versicolor. Rezultati izraZzanja ligninoliticnih encimov v prisotnosti
posameznih biocidov pri ostalih treh vrstah gliv (C. purpureum, H. fragiforme in G.

trabeum) so prikazani v prilogah A - G.

4.4.2.1 Potek izrazanja ligninoliticnih encimov pri glivi Pleurotus ostreatus

Izrazanje Lac pri glivi P. ostreatus je bilo v prisotnosti posameznih biocidov (NaPCP,
lindan in PCB-153) veliko manjSe, so pa v primerjavi z negativno kontrolno skupino
izmerjene aktivnosti Lac zacele naraScati ze takoj po dodatku posameznih biocidov v
gojisce (slika 29). Podobno, kot pri negativni kontrolni skupini, so bili tudi v prisotnosti
biocidov maksimumi aktivnosti Lac izmerjeni v vzorcih, vzetih 16. ali 18. dan gojenja gliv
(negativna kontrola: 0,187 EE/ml; NaPCP: 0,0243 EE/ml; lindan: 0,023 EE/ml; PCB-153:
0,020 EE/ml).
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Slika 29: Casovno izrazanje Lac pri glivi P. ostreatus, gojeni v za potrebe mikoremediacije modificiranem
mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-153

Figure 29: Temporal expression of Lac in P. ostreatus grown in modified Hadar's medium with addition of
NaPCP, lindane or PCB-153

Pri glivi P. ostreatus, ki je rasla v prisotnosti posameznih biocidov (NaPCP, lindan in
PCB-153), je bilo v primerjavi z negativno kontrolno skupino manjse tudi izrazanje MnP
in LiP. Pri tem so izmerjene aktivnosti MnP in LiP zacele naraScati ze takoj po dodatku
posameznih biocidov v gojisce. To je prej, kot pri negativni kontrolni skupini, vendar so
bili dosezeni maksimumi aktivnosti precej manjsi. Ti so znaSali za MnP: v prisotnosti
NaPCP 0,006 EE/ml; v prisotnosti lindana 0,006 EE/ml za MnP; v prisotnosti PCB-153
0,012 EE/ml. Za LiP pa so maksimumi aktivnosti bili: v prisotnosti NaPCP 0,004 EE/ml; v
prisotnosti lindana 0,002 EE/ml; v prisotnosti PCB-153 0,007 EE/ml. Pri negativni
kontrolni skupini so bile te vrednosti za MnP 0,053 EE/ml in za LiP 0,029 EE/ml (sliki 30
in 31).
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Slika 30: Casovno izrazanje MnP pri glivi P. ostreatus, gojeni v za potrebe mikoremediacije modificiranem
mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-153

Figure 30: Temporal expression of MnP in P. ostreatus grown in modified Hadar's medium with addition of
NaPCP, lindane or PCB-153
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Slika 31: Casovno izrazanje LiP pri glivi P. ostreatus, gojeni v za potrebe mikoremediacije modificiranem
mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-153

Figure 31: Temporal expression of LiP in P. ostreatus grown in modified Hadar's medium with addition of
NaPCP, lindane or PCB-153
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4.4.2.2 Potek izrazanja ligninoliti¢nih encimov pri glivi Trametes versicolor

Pri glivi T. versicolor je bila Lac v primeru dodatka PCB-153 v gojisce bolj ali manj
enakomerno izrazena ves €as gojenja glive, podobno kot v primeru negativne kontrolne
skupine. Dodatek NaPCP ali lindana pa je sprva inhibiral tvorbo Lac, nato pa v obeh
primerih povzroc¢il moc¢no indukcijo aktivnosti Lac, z dosezenim maskimumom 18. dan
gojenja glive. Izmerjeni maksimumi aktivnosti Lac v vzorcih z dodanimi biocidi so bili za
NaPCP 0,298 EE/ml, za lindan 0,300 EE/ml in za PCB-153 0,142 EE/ml (negativna
kontrola: 0,131 EE/ml) (slika 32).
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Slika 32: Casovno izrazanje Lac pri glivi T. versicolor, gojeni v za potrebe mikoremediacije modificiranem
mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-153

Figure 32: Temporal expression of Lac in 7. versicolor grown in modified Hadar's medium with addition of
NaPCP, lindane or PCB-153

V primeru MnP pri glivi 7. versicolor je dodatek posameznih biocidov (NaPCP, lindana in
PCB-153) sprozil pove€anje njenega izrazanja v primerjavi z negativno kontrolno skupino.
Pri tem smo v primerih NaPCP in lindana sprva zasledili zmanjSanje aktivnosti MnP v
vzorcih, podobno kot v primeru Lac, vendar je bil tudi tukaj uinek inhibicije MnP z

NaPCP oz. lindanom prehodnega znacaja. Izmerjeni maksimumi aktivnosti MnP v vzorcih
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z dodanimi biocidi so bili za NaPCP 0,039 EE/ml, za lindan 0,032 EE/ml in za PCB-153
0,039 EE/ml (negativna kontrola: 0,027 EE/ml) (slika 33).
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Slika 33: Casovno izrazanje MnP pri glivi T. versicolor, gojeni v za potrebe mikoremediacije modificiranem
mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-153

Figure 33: Temporal expression of MnP in 7. versicolor grown in modified Hadar's medium with addition of
NaPCP, lindane or PCB-153

Izrazanje LiP pri glivi T. versicolor je v primeru dodatka PCB-153 v gojisce ostajalo ves
¢as bolj ali manj na enakomerno, vendar ¢e to primerjamo z negativno kontrolno skupino,
je vseeno opaziti inhibicijo izrazanja LiP po aplikaciji biocida. Podobno, kot v primerih
Lac in MnP, smo tudi pri LiP v primeru dodatka NaPCP oz. lindana v gojis¢e sprva opazili
inhibitoren uc¢inek teh dveh biocidov. Ta ucinek je bil tudi tukaj prehodnega znacaja in po
10 dneh smo opazili mocno povecano izrazanje LiP v primerjavi z negativno kontrolno
skupino. Izmerjeni maksimumi aktivnosti LiP v vzorcih z dodanimi biocidi so bili za
NaPCP 0,025 EE/ml, za lindan 0,025 EE/ml in za PCB-153 0,009 EE/ml (negativna
kontrola: 0,011 EE/ml) (slika 34).
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Slika 34: Casovno izrazanje LiP pri glivi T. versicolor, gojeni v za potrebe mikoremediacije modificiranem
mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-153

Figure 34: Temporal expression of LiP in 7. versicolor grown in modified Hadar's medium with addition of
NaPCP, lindane or PCB-153

4.5 INHIBICIJA AKTIVNOSTI LIGNINOLITICNIH ENCIMOV Z NATRIJEVIM
PENTAKLOROFENOLATOM

Pri izvedbi encimskih testov ligninoliti¢nih encimov z ABTS v prisotnosti NaPCP smo se
zeleli izogniti kontaminaciji posameznih komercialno nabavljenih encimov z drugimi
proteini, ki bi Se lahko bili prisotni, kar bi lahko pripeljalo do napacne interpretacije
rezultatov. Ker je NaDS-PAGE analiza, poleg posameznih encimov, pokazala prisotnost
tudi drugih proteinov (slika 35), smo encime pred njihovo uporabo za encimske teste
precistili z ionsko izmenjevalno kromatografijo. Slika 36 prikazuje NaDS-PAGE analizo

oCis¢enih frakcij posameznih ligninoliticnih encimov, ki smo jih nato uporabili v

nadaljevanju poskusa.
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Slika 35: NaDS-PAGE komercialno nabavljenih ligninoliticnih encimov pred c¢is€enjem z anionsko
izmenjevalno kromatografijo: MnP iz glive N. frowardii, VP iz glive B. adusta in Lac iz glive T. versicolor;
nizkomolekularni proteinski standardi (LMW)

Figure 35: SDS-PAGE of commercially available ligninolytic enzymes (MnP from N. frowardii, VP from B.
adusta, and Lac from T. versicolor) before their purification by anion exchange chromatography; LMW -
low molecular weight protein standads
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Slika 36: NaDS-PAGE komercialno nabavljenih ligninoliticnih encimov po ¢is€enju z anionsko
izmenjevalno kromatografijo: VP iz glive B. adusta, MnP iz glive N. frowardii in Lac iz glive T. versicolor;
nizkomolekularni proteinski standardi (LMW)

Figure 36: SDS-PAGE of commercially available ligninolytic enzymes (VP from B. adusta, manganese MnP
from N. frowardii, and Lac from T. versicolor) following the purification by anion exchange
chromatography; LMW - low molecular weight protein standads

Pred izvedbo testov inhibicije posameznih prec¢iS¢enih ligninolitiénih encimov lakaze Lac,
MnP in VP z NaPCP, smo optimizirali pogoje za dosego linecarnega poteka encimske

kinetike posameznih encimov. V primeru NaPCP se je izkazalo, da osnovne raztopine tega
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biocida s koncentracijami, ki so ve¢je od 1,4 mM, motijo spektrofotometricno meritev
kinetike encimskih reakcij z ABTS, saj naredijo reakcijsko raztopino motno. Optimalne
koncentracije posameznih ligninolitiénih encimov za linearen potek oksidacije ABTS so
bile 0,02 EE/ml, pri ¢emer smo 1 EE definirali kot koli¢ino encima, ki oksidira 1 pmol
ABTS v radikal ABTS"". Za potek encimskih reakcij smo uporabili pufer z naslednjo
sestavo: 20 mM Na-acetat, 1,61 mM MnSOy, 4,29 mM Na,-oksalat in 2,14 mM H,0,; pH

=4,5. Pri tem smo optimizirali koncentracijo vsake kemikalije posebe;.

Ker so vse meritve pokazale linearen potek inhibicije, smo rezultate meritev pri razli¢nih
koncentracijah substrata ABTS prikazali s pomo¢jo Dixonovega diagrama, ki ponazarja
odvisnost reciproéne vrednosti hitrosti encimsko katalizirane reakcije od koncentracije
encimskega inhibitorja. Iz prese€is€a krivulj, dobljenih s spremljanjem reakcije pri
razlicnih koncentracijah substrata, lahko sklepamo na vrsto inhibicije in izraCunamo

konstanto inhibicije. Dixonovi diagrami za posamezne ligninolitiéne encime so prikazani
na slikah 37 - 39.

NaPCP je kazal nekompetitivni tip inhibicije Lac, izolirane iz glive T. versicolor. Z

Dixonovim grafom dolo¢ena konstanta inhibicije K; je bila 133 uM (slika 37).
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Slika 37: Dixonov diagram inhibicije Lac iz glive T. versicolor z NaPCP pri treh razli¢nih koncentracijah
substrata ABTS: 0,660, 0,330 in 0,165 mM.

Figure 37: Dixon's diagram of NaPCP inhibition of Lac from 7. versicolor at different concentrations of
substrate ABTS (0,660, 0,330 and 0,165 mM)
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NaPCP je kazal kompetitivni tip inhibicije MnP, izolirane iz glive N. frowardii. Z
Dixonovim grafom dolo¢ena konstanta inhibicije K; je bila 110 uM (slika 38).
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Slika 38: Dixonov diagram inhibicije MnP iz glive N. frowardii z NaPCP pri treh razli¢nih koncentracijah
substrata ABTS: 0,660, 0,330 in 0,165 mM.

Figure 38: Dixon's diagram of NaPCP inhibition of MnP from N. frowardii at different concentrations of
substrate ABTS (0,660, 0,330 and 0,165 mM)
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NaPCP je kazal kompetitivni tip inhibicije VP, izolirane iz glive B. adusta. Z Dixonovim

grafom dolocena konstanta inhibicije K; je bila 130 uM (slika 39).
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Slika 39: Dixonov diagram inhibicije VP iz glive B. adusta z NaPCP pri treh razli¢nih koncentracijah
substrata ABTS: 0,660, 0,330 in 0,165 mM

Figure 39: Dixon's diagram of NaPCP inhibition of VP from B. adusta at different concentrations of substrate
ABTS (0,660, 0,330 and 0,165 mM)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Izbira tekocCega gojis¢a za raziskave mikoremediacije

Z izbiro ustreznega gojiS€a za nadaljnje raziskave mikoremediacije NaPCP, lindana in
PCB-153 v tekoc¢ih kulturah smo Zeleli zagotoviti optimalne eksperimentalne pogoje tako
za rast izbranih vrst lesnih gliv (prostotrosnic P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum, G.
trabeum in zaprtotrosnice H. fragiforme), kot tudi za Studij razgradnje posameznih

kloriranih organskih biocidov s temi glivami. V ta namen smo najprej testirali rast

.....

.....

dveh razlogov. Prvi je ta, da vrednost pH 4,5 predstavlja kompromis za gojenje izbranih
vrst gliv, z odmikom za najve¢ eno enoto od optimalne vrednosti pH za rast testiranih vrst
gliv; drugi razlog pa je, da je vrednost pH 4,5 optimalna tudi za delovanje Lac in MnP.
Optimalna vrednost pH za delovanje LiP je mnogo nizja (2,5 - 3,5), vendar je izrazanje
tega encima mnogo manjSe (vecina gliv bele trohnobe pa LiP sploh ne tvori), s tem pa tudi

njegov prispevek k celokupni ligninoliti¢ni aktivnosti (Tavzes, 2003).

Kemijsko nedefinirano komercialno tekoce gojis¢e PDB nudi optimalne rastne pogoje za
rast gliv, kar se je izkazalo tudi v nasem primeru. Primerjava suhih biomas micelija
posameznih vrst gliv nam je pokazala, da so bili prirastki biomase v gojis¢u PDB najve¢;i,
v primerjavi z drugima dvema gojiS€ema z znano kemijsko sestavo. NajslabSo rast smo
zasledili v tekoCem mediju po Shemkhanovi, ki so ga uporabljali za gojenje mikoriznih
vrst gliv. Hadar pa je kemijsko sestavo svojega tekoCega gojiS€a optimiziral za vzgojo
glive P. ostreatus (Hadar in Cohen-Arazi, 1986). V nasem primeru so prirastki biomase
posameznih vrst gliv v mediju po Hadarju le rahlo zaostajali za prirastki v gojis¢u PDB,
razen v primeru zaprtotrosnice H. fragiforme, kjer je bil izplen biomase za polovico

manjsi, kot v gojis¢u PDB.
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Za raziskave mikoremediacije posameznih kloriranih organskih biocidov s testiranimi
vrstami gliv smo Ze v fazi gojenja gliv v teko€em mediju z dodanim biocidom zeleli
zagotoviti ustrezne eksperimentalne pogoje za kasnejSe raziskave razgradnje. Uspesna rast
micelija gliv v kemijsko definiranem mediju po Hadarju je zadostila naSim zahtevam, zato
smo slednjega izbrali za nadaljnje raziskave mikoremediacije. Pomemben fizioloski
dejavnik za izrazanje ligninoliticnih encimov v glivnih kulturah predstavlja tudi vsebnost
dusika. Glive bele trohnobe sintetizirajo ligninoliticne encime v sekundarnem metabolizmu
(idiofazi), ko nastopi pomanjkanje hranil, predvsem dusika (Keyser in sod., 1978), kar
sovpada tudi z ve¢jim mikoremediacijskim potencialom ligninoliti¢énh gliv (Reddy in Gold,
2000). Tudi s tega vidika je medij po Hadarju ustrezen za raziskave mikoremediacije, saj v
njem edini vir dusika predstavlja relativno nizka koncentracija asparagina, ki je tekom 21-
dni trajajoCega gojenja posameznih vrst gliv po 14-ih dneh omogocila prehod glivnih
kultur iz eksponentne v stacionarno fazo rasti. Zadnjih sedem dni gojenja se biomasa v
glivnih kulturah navidezno ni vec¢ povecevala. To je pomembno z vidika, da je v
mikoremediacijo potrebno vkljuciti razlicne razvojne stadije, kar poveca bioremediacijski

potencial glive (Leisola in sod., 1987; Alleman in sod., 1995).

5.1.2 Rast gliv v mediju po Hadarju z dodanimi biocidi

Osnovni medij po Hadarju (110 mM glukoza, SmM asparagin, 0,5 g/l kvasni ekstrakt,
2mM MgSO4, 7 mM KH,;PO4, 7 mM KCI; pH = 4,5) smo za potrebe bioremediacije z
glivami bele trohnobe modificirali tako, da smo mu dodali 2 mM MnSOy in 2 mM veratril
alkohol (3,4-dimetoksibenzil alkohol, VA). MnP namre& potrebuje Mn”>" ione, ker v
svojem katalitskem ciklu oksidira MnP kelate Mn(II) v kelate Mn(III), ki so dovolj
stabilni, da lahko difundirajo in oksidirajo fenolne substrate (Wariishi in sod., 1992). VA
pa je sekundarni metabolit glive, ki je vezan na LiP (Khindaria in sod., 1995) in jo §¢iti
pred deaktivacijo (prekomerno oksidacijo) s peroksidom. VA sluzi tudi kot substrat
komponente-II encima LiP pri zakljucevanju katalitskega cikla LiP (Valli in sod., 1990;
Orth in sod., 1991). Mi smo VA v teko¢i medij dodali, ker inducira izrazanje
ligninoliticnih encimov, saj ga glive bele trohnobe proizvajajo, ko nastopi pomanjkanje

hranil (Lankinen in sod., 2005; Jaouani in sod., 2006).
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Rast testiranih vrst gliv smo v nadaljevanju ovrednotili v modificiranem mediju po
Hadarju, ki smo mu peti dan gojenja gliv posamezno dodali biocide (NaPCP, lindan oz.
PCB-153) v 30 uM koncentraciji. Dodatek lindana (uporaba v preteklosti kot insekticida,
predvsem v lesarstvu) in PCB-153 v gojis¢e ni inhibiral rasti nobene od testiranih vrst gliv.
Pri glivi T. versicolor je bila prirast biomase v prisotnosti PCB-153 celo povecana. Rast
gliv v prisotnosti NaPCP pa je bila inhibirana v vseh primerih, v primerjavi z negativnimi
kontrolnimi skupinami (brez dodanega NaPCP), razen pri glivi 7. versicolor. Vendar smo
statisticno znacilno manjsi prirastek biomase zasledili le pri glivi G. trabeum. NaPCP je
znan po svojem fungicidnem delovanju in so ga v ta namen kot Sirokospektralni fungicid
uporabljali predvsem v poljedelstvu in lesarstvu (Unger in sod., 2001). Slabsa rast gliv v
mediju z NaPCP zato ni presenetljiva. Zanimiva pa je ugotovitev, da NaPCP ni inhibiral
rasti glive T. versicolor, kar nakazuje moznost uporabe te vrste glive za mikoremediacijo

substratov, onesnazenih z NaPCP.

5.1.3 Razgradnja kloriranih organskih biocidov z ligninoliti¢nimi glivami

Ker je NaPCP dobro topen v vodi, smo njegovo razgradnjo dolocali s HPLC. Pred
nanosom na kromatografsko kolono smo vzorce nakisali s fosforno kislino (pH = 3), pri
¢emer je NaPCP presel v PCP. Sam PCP je $ibka kislina, ki kot tak$na lahko tvori soli, ¢e
ni prisotne mocnejSe kisline. Slednja, zaradi vecje konstante asociacije, pentaklorofenolu
odtegne kation. Izpostaviti zelimo, da je NaPCP (oz. natrijeva sol pentaklorofenola), zaradi
veliko vecje topnosti v vodi, mnogo bolj primeren za koncentrirane fungicidne pripravke,
kot pa sam PCP, zato so ga v lesarstvu pogosto uporabljali za zas¢ito lesa (Unger in sod.,

2001).

Na kromatogramih vzorcev glive 7. versicolor, gojene v prisotnosti NaPCP, nismo
zasledili vrha za PCP, pri ostalih testiranih vrstah gliv pa je bil PCP prisoten. Izra¢unani
delezi razgradnje NaPCP so bili naslednji: 56 % za glivo P. ostreatus, 44 % za glivo C.
purpureum, 41 % za glivo H. fragiforme in 37 % za glivo G. trabeum. Popolna razgradnja
NaPCP z glivo T. versicolor sovpada z rezultatom prirastka biomase te glive v tekocem
mediju z dodanim NaPCP. Po drugi strani pa je v primeru ostalih $tirih vrst gliv slabsa

razgradnja NaPCP v skladu z njihovo slabSo rastjo v prisotnosti tega fungicida. V literaturi
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razgradnje NaPCP z lesnimi glivami nismo zasledili. Je pa za rodove gliv Phanerochaete,
Armillaria, Ganoderma, Pleurotus, Polyporus, Coprinus in Volvariella ze bila dokazana
razgradnja PCP (Chiu in sod., 1998), vendar pa nekateri s presejalnimi testi novo odkriti
sevi gliv (npr. taksonomsko neuvrS¢ena izolata prostotrosnic Wdl in 16) kazejo mnogo
vecjo ucinkovitost razgradnje PCP — do 68 % (Tayal in sod., 1999). V tem pogledu je gliva
T. versicolor uspesnejSa pri razgradnji fenolov s petimi substituiranimi atomi klora, saj je
uspela popolnoma razgraditi NaPCP. Pri analizi delezev razgradnje smo predvidevali, da je
NaPCP tako dobro topen v vodi, da se ne adsorbira na povrSino micelija. Za nesporno
potrditev naSega rezultata pa bi bilo potrebno dolociti vsebnost NaPCP (in tudi PCP) v

samem miceliju glive, ki smo ga pri pripravi vzorcev odstranili s filtracijo skozi filtrirni

papir.

Razgradnja lindana z glivami bele trohnobe je kljub njegovi ksenobioticni naravi in
intenzivni uporabi v preteklosti manj proucena od razgradnje ostalih kloriranih organskih
biocidov. Mougin je s sodelavci (1996) poskusal razgraditi radioaktivno oznaden [*C]
lindan v teko&i kulturi z glivo P. chrysosporium, pri Gemer so poleg '*CO, nastali e
nekateri polarni razgradni produkti. Subtropska vrsta glive bele trohnobe DSPMO9S5, ki
proizvaja veliko Lac in MnP, naj bi v bioreaktorju popolnoma razgradila lindan ali pa ga
pretvorila v bolj polarne produkte (Tekere in sod., 2002). Razgradnja lindana v tekoci
kulturi glive P. ostreatus, gojeni na stresalniku, je v 13-ih dneh znasala le 2,6 % (Rigas in

sod., 2005)

Singh in Kuhad (1999) sta proucevala razgradnjo lindana v tekocih kulturah gliv Trametes
hirsutus in P. chrysosporium. V tekoCem kemijsko definiranem mediju, sta deleze
razgradnje dolocila s plinsko kromatografijo. Vzorce za dolocitev razgradnje lindana sta
pripravila tako, da sta tekoce kulture filtrirala skozi filtrirni papir in nato iz filtratov s
heksanom ekstrahirala lindan. Po 28-ih dneh gojenja sta na ta nacin dolocila 95 %
razgradnjo lindana z glivo 7. hirsutus in 90 % razgradnjo z glivo P. chrysosporium. Tudi v
nasih raziskavah smo deleze razgradnje lindana z lesnimi vrstami gliv najprej doloc€ili na
podoben nacin, kot sta to naredila Singh in Kuhad (1999). Tako so delezi razgradnje
lindana v primeru njegove ekstrakcije iz filtrata tekocih kultur za posamezne vrste gliv

znasali 97 % za P. ostreatus, 95 % za T. versicolor, 89 % za G. trabeum in 97 % H.
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fragiforme. Visoka razgradnja lindana z uporabljenimi vrstami gliv v primeru vzorcev, ¢e
smo lindan ekstrahirali iz filtratov tekocih kultur, nas je presenetila in hkrati opozorila na
previdnost pri interpretaciji rezultatov, zato smo kriticno ovrednotili celoten postopek.
Zacetna koncentracija dodanega lindana v gojiscu je bila 30 uM, njegova topnost v vodi
pri sobnih pogojih pa je najve¢ 25 uM. Predvidevamo, da se je del lindana adsorbiral na
povrsino micelija, notranjo povrsino steklenih Erlenmayerjevih posod ali celo na filtrirni
papir med filtracijo. Pri drugem nacinu priprave vzorcev smo se tej nedoslednosti izognili
tako, da smo vzorce pripravili z ekstrakcijo s heksanom iz homogenata tekoc¢ih kultur. Pri
tem nacinu ekstrakcije smo glivno kulturo pretocili v homogenizer, nato pa s heksanom
najprej sprali Erlenmayerejevo steklenico in heksan iz steklenice Sele zatem pretocili v
homogenizer, nato pa priceli s homogenizacijo. Dobljeni rezultati so v tem primeru
pokazali bistveno nizjo razgradnjo lindana za vse testirane vrste gliv — P. ostreatus 57 %,
T. versicolor 42 %, C. purpureum 40 %, H. fragiforme 13 % in G. trabeum 0 %. Razlika v
dobljenih rezultatih pri enem in drugem nacinu ekstrakcije je o€itna, iz Cesar sklepamo, da
v primeru ekstrakcije lindana iz filtrata tekoc¢ih glivnih kultur nismo ekstrahirali vsega
lindana, ki je ostal nerazgrajen v tekoCih glivnih kulturah ob koncu 21-dni trajajoce
inkubacije. To dejstvo sta v svoji raziskavi najverjetneje spregledala tudi Singh in Kuhad

(1999).

Drugi nacin ekstrakcije nam je pokazal, da gliva G. trabeum ni sposobna razgraditi
lindana. Ta vrsta sodi v fizioloSko skupino gliv rjave trohnobe, ki v lesu razgrajujejo le
celulozo, ne pa lignina, zato ne izraZajo ligninoliti¢nih encimov. Ta ugotovitev potrjuje
tudi nase predvidevanje, da so pri razgradnji lindana z lesnimi glivami udeleZeni
ligninoliticni encimi. Gliva H. fragiforme, ki sicer povzroca belo trohnobo lesa, pa
filogenetsko sodi v poddeblo zaprtotrosnic (Ascomycotina), med tem ko so ostale tri
testirane vrste gliv bele trohnobe (P. ostreatus, T. versicolor in C. purpureum) predstavnice
poddebla prostotrosnic (Basidiomycotina). Razgradnja lindana z glivo H. fragiforme je
mnogo nizja, kot pri ostalih treh vrstah gliv bele trohnobe. Morda bi lahko bil vzrok za to
drugacna metabolna strategija povzroCanja bele trohnobe, kot posledica vzporednega

filogenetskega izvora.
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Za proucitev sposobnosti razgradnje PCB-153 z lesnimi glivami smo se odlo¢ili, ker je to
ena od Se danes prisotnih vi§je kloriranih zvrsti PCB v vzorcih (Zivila, okoljski vzorci) iz
kontaminiranega okolja Bele krajine (Posledice vpliva PCB..., 2005). Kot v primeru
lindana, smo razgradnjo PCB-153 spremljali s plinsko kromatografijo in izracunali s
primerjanjem ploscine kromatografskih vrhov za PCB-153 v vzorcih glede na pozitivno
kontrolno skupino. Izra€unani deleZi razgradnje PCB-153 za posamezne glive so sledeci:
P. ostreatus 76 %, T. versicolor 61 %, C. purpureum 58 %, H. fragiforme 23 % in G.
trabeum 14 %. Glivi H. fragiforme in G. trabeum sta se tudi v tem primeru izkazali kot
slabsa bioremediatorja, vzroki pa so verjetno podobni, kot pri lindanu. Kljub temu, da je
gliva G. trabeum nekoliko razgradila PCB-153, pa je standardna napaka ovrednotenega
deleza razgradnje PCB-153 pri njej mnogo vecja, kot pri ostalih testiranih vrstah gliv. Pri
G. trabeum in H. fragiforme tudi ne dobimo statisti¢no znacilno manjse vsebnosti PCB-
153 v vzorcih, v primerjavi s pozitivno kontrolno skupino (neinokulirana z micelijem).
Glivi P. ostreatus in T. versicolor sta vrsti, za katere je ze bila dokazana sposobnost
razgradnje PCB (Beaudette in sod., 1998; Kubatova in sod., 2001; Cloete in Celliers, 1999;
Koller in sod., 2000). Tudi v naSem primeru je bila razgradnja PCB-153 najuspesnejsa s
tema dvema glivama. Pri tem je pomembno dejstvo, da so se ostali raziskovalci bolj, kot na
razgradnjo posameznih PCB, osredotocali na razgradnjo kompleksnih tehni¢nih meSanic
PCB, kar je z vidika okoljskih aplikacij seveda bolj smiselno. Vendar pa so bili v teh
raziskavah delezi razgradenj posameznih PCB v mesanici ve¢ji za nizje klorirane zvrsti; z
vecanjem Stevila substituiranih atomov klora na molekuli bifenila pa je sposobnost
razgradnje upadla (Zeddel in sod., 1993; Yadav in sod., 1995; Beaudette in sod., 1998;
Kubatova in sod., 2001). Thomas je s sodelavci (1992) ugotovil zmanjSanje deleza
mineralizacije PCB v sledeCem zapovrstju: [14C]bifenil (23 %) > 2-[14C]k10r0bifenil (16
%) > 2,2'.4.4-[*C]tetraklorobifenil (10 %). S tem v zvezi so nafe raziskave bioloske
razgradnje PCB-153 (2,2'4,4',5,5'-heksaklorobifenil) pokazale mnogo vecje deleze
njegove razgradnje z glivami bele trohnobe (58 - 76 %). Pri glivi P. chrysosporium je bil
proucen tudi u€inek mesta vezave substituiranega atoma klora na molekuli bifenila; gliva
je v podobnih rastnih pogojih v 32-ih dneh razgradila okoli 10 % 2,2'.4.4'-['*C]-
tetraklorobifenila (Bumpus in sod., 1985) in manj kot 1 % 3,3',4,4'-['*C]-tetraklorobifenila
(Thomas in sod., 1992).



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

5.1.4 Razgradnja kloriranih organskih biocidov z ligninoliti¢nimi encimi

Za $§tudij razgradnje kloriranih organskih biocidov s posameznimi komercialnimi
ligninoliticnimi encimi (Lac iz glive T. versicolor, MnP iz glive N. frowardii in VP iz glive
B. adusta) smo uporabili takSne biocide, ki so relativno dobro topni v vodi, saj lahko
encimi katalizirajo encimske reakcije pretvorbe substrata v produkt izklju¢no v vodnih
raztopinah oz. z raztopljenimi substrati. Zato smo iz te raziskave izkljucili PCB-153, saj je
le-ta v vodi topen le do 3 nM koncentracije. Poleg lindana in PCP, smo Studirali razgradnjo
Se drugih nizje kloriranih fenolov (2,3,4,5-tetraklorofenol, 2.,4,5-triklorofenol, 2,5-
dikolorofenol). PCP smo, namesto NaPCP, v raziskavo vkljucili, zaradi boljse

primerljivosti rezultatov njegove razgradnje z razgradnjo ostalih nizje kloriranih fenolov.

Razgradnja kloriranih fenolov s posameznimi ligninolitiénimi encimi je bila dolo¢ena
enako, kot v primeru razgradnje NaPCP z ligninoliticnimi glivami. Pri tem smo pri vseh
uporabljenih encimih opazili poveCanje razgradnje kloriranih fenolov v smeri
zmanjSevanja Stevila atomov klora (Lac: 2 % PCP < 8 % 4CP < 26 % 3CP < 61 % 2CP;
MnP: 7 % PCP < 18 % 4CP <70 % 3CP < 84 % 2CP; VP: 16 % PCP < 18 % 4CP <74 %
3CP < 83 % 2CP). Delez razgradnje lindana pa je bil z Lac 5 %, z MnP 16 % in z VP 8 %.
Obe peroksidazi, Se posebno MnP, sta bili za razgradnjo kloriranih fenolov in lindana
mnogo ucinkovitej§i od Lac. So pa bile razgradnje PCP in lindana mnogo nizje od
najboljSe razgradnje NaPCP in lindana z ligninoliti¢nimi glivami — v primeru lindana je
bila to gliva P. ostreatus (57 %), v primeru NaPCP pa gliva T. versicolor (100 %).
Razgradnja kloriranih organskih biocidov je veliko bolj ucinkovita z ligninoliticnimi
glivami, kot pa s posameznimi ligninoliticnimi encimi. Vzrok temu bi lahko bile spojine z
majhno molekulsko maso, ki jih v sekundarnem metabolizmu tvorijo glive same. Te
spojine lahko delujejo kot prenasalci redoks potenciala, kot aktivatorji ligninoliti¢nih
encimov ali pa slednje celo zascitijo pred inaktivacijo. Ena od takih spojin naj bi bil
veratril alkohol (VA) — naravni sekundarni metabolit gliv, ki je nujno potreben za
delovanje LiP. VA §¢iti encim pred deaktivacijo s peroksidom, sluzi pa tudi kot substrat
komponente-II encima LiP ob zakljucevanju katalitskega cikla LiP (Valli in sod., 1990).
LiP oksidira VA v radikal, ki lahko deluje kot redoks mediator v homogenih raztopinah,

vendar pa kratkozivost kationskega radikala veratril alkohola preprecuje, da bi lahko bil



Vidic I. Razgradnja kloriranih biocidov z lignoloti¢nimi glivami.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2009

uspesen difuzivni oksidant ostalih spojin (Koduri in Tien, 1995). Bolj verjetno je, da VA®"
oksidira oksalat in malonat, ki nato v nadaljevanju delujeta kot prava difuzivna oksidanta
(Khindaria in sod., 1996). V primeru MnP naj bi tak$no vlogo imele nenasi¢ene maScobne
kisline. Ugotovili so, da ligninoliti¢na gliva C. subvermispora med kultivacijo na Zagovini
tvori nenasic¢ene mascobne kisline (Nakagame in sod., 1999; Enoki in sod., 2000). MnP
lahko namre¢ katalizira peroksidacijo lipidov in z Mn(III) iz lipidnih hidroperoksidov tvori
acilne radikale, ki delujejo kot pravi difuzni oksidanti v procesu delignifikacije (Watanabe
in sod., 2000). Lac, ki ob prisotnosti molekularnega kisika oksidira fenolne substrate, lahko
z ustreznimi redoks mediatorji oksidira tudi nefenolne modelne spojine lignina
(Bourbonnais in Paice, 1990). Eggert je s sodelavci (1996) predlagal, da pri glivi bele

trohnobe Pycnoporus cinnabarinus to vlogo igra njen metabolit hidroksi antranilna kislina.

Vloga spojin z nizko molekulsko maso pric¢a o tem, da »in vitro« biotehnoloske aplikacije
ligninoliticnih encimov ne morejo biti uspeSne brez uporabe mediatorjev za ucinkovito
delovanje teh encimov. Nekaj tak$nih mediatorjev so uspesno preizkusili v papirni
industriji, kjer so kot mediator Lac pri beljenju papirne kase uporabili 1-
hidroksibenzotriazol, N-hidroksiacetanilid in violurno kislino (Call in Miicke, 1997; Pfaller
in sod., 1998). Kondo pa je s sodelavci (1995) pri beljenju celulozne vlaknine z delno
o¢is¢eno MnP iz glive Phanerochaete sordida v reakcijsko zmes dodal Se kelatorje
mangana (oksalat, malat ali glukonat) in s tem precej znizal hitrost inaktivacije MnP zaradi

peroksida ter tako zmanjsal porabo encima.

5.1.5 Potek izrazanja ligninoliti¢nih encimov gliv v teko¢em gojiS¢u z dodatkom

kloriranih organskih biocidov

V tem sklopu raziskav smo spremljali izraZanje in aktivnosti zunajceli¢nih ligninoliticnih
encimov, ki jih testirane vrste gliv izloCajo v tekoCe gojiSe v prisotnosti posamezno
dodanih kloriranih organskih biocidov in brez njih. V dosedanjih raziskavah so se
raziskovalci  osredotoCili na kvalitativno dokazovanje izrazanja zunajceli¢nih
ligninoliti¢nih encimov pri posameznih glivah bele trohnobe z biokemijskimi metodami ali
na proucevanje nacinov in kontrole njihovega izrazanja (Cullen, 1997; Kirk in Cullen,

1998). Vecina novejsih C¢lankov na temo izrazanja ligninolitiénih encimov opisuje
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postopke za povecCanje produkcije teh encimov z razlicnimi biotehnoloSkimi postopki
(Mohor¢i¢, 2002; Rodriguez-Couto in sod., 2002; Rodriguez-Couto in sod., 2003) ali
uporabe cenejSih substratov za bolj ekonomi¢no pridobivanje ligninoliti¢nih encimov
(Ruiz in sod., 2002; Fenice in sod., 2003). Nekateri avtorji opisujejo tudi vzorce izrazanja
zunajceli¢nih ligninoliti¢nih encimov v submerznih kulturah (Nyanhongo in sod., 2002) ali

pa na lesnih substratih v kasnejsSih fazah glivne razgradnje lesa (Ferraz in sod., 2003).

Prisotnost posameznih ligninoliticnih encimov (Lac, MnP in LiP) je bila v tekocih glivnih
kulturah brez dodanih biocidov v testiranih lesnih glivah ¢asovno pogojena, pri ¢emer so
bili maksimumi aktivnosti posameznih encimov pri vseh glivah izmerjeni, ko se je glivna
masa predhodno namnozila. Nato so aktivnosti prisotnih ligninolitiénih encimov proti
koncu 21-dnevnega gojenja postopno upadle, z izjemo glive C. purpureum, kjer trenda
upadanja ligninoliti¢ne aktivnosti nismo zasledili. Najvecje aktivnosti vseh treh encimov
smo izmerili pri glivah 7. versicolor in P. ostreatus, ki sta v raziskavah mikoremediacije
izbranih biocidov le-te tudi najbolj uéinkovito razgradili. V primerjavi z njima je bila
ligninoliticna encimska aktivnost v primeru gliv C. purpureum, H. fragiforme in G.
trabeum mnogo nizja. Izrazanje obeh peroksidaz (MnP oz. LiP) je bilo v primerjavi z Lac
mnogo manjse — dosezeni maksimumi aktivnosti so bili v primeru glive P. ostreatus manjsi
za Stirikrat v primeru MnP in za Sestkrat v primeru LiP, pri glivi T. versicolor pa za petkrat

v primeru MnP in za dvanajstkrat v primeru LiP.

posamezno dodanimi biocidi, pri cemer smo se osredotocili predvsem na vrsti P. ostreatus
in T. versicolor (rezultati Casovnega izrazanja ligninolitiénih encimov pri ostalih treh
vrstah gliv so prikazani v prilogah A - G magistrskega dela). V primeru glive P. ostreatus
je dodatek posameznih biocidov (NaPCP, lindan in PCB-153) vplival na hitrejsi zacetek
izrazanja vseh treh ligninoliticnih encimov, vendar pa so bili dosezeni maksimumi
aktivnosti posameznih encimov precej nizji. Ti maksimumi pa so Casovno sovpadali z
maksimumi aktivnosti pri negativnih kontrolnih skupinah (brez dodanih biocidov) in sicer

so bili dosezeni 18. dan tekom 21-dni dolgega gojenja.

Drugacen vzorec izrazanja ligninoliticnih encimov ob dodatku kloriranih organskih

biocidov v gojisce pa smo zasledili pri glivi 7. versicolor. Dodatek PCB-153 ni bistveno
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vplival na izrazanje Lac v primerjavi z negativno kontrolno skupino, smo pa zasledili rahlo
vecje aktivnosti MnP in delno inhibirane aktivnosti LiP. Zanimiv pa je bil ucinek v
primeru dodatka NaPCP in lindana. V obeh primerih smo takoj zasledili padec aktivnosti,
po enem tednu pa moc¢no povecanje aktivnosti vseh treh ligninoliticnih encimov (indukcija
izrazanja) glede na aktivnosti negativnih kontrolnih skupin. V primerjavi z vrsto P.
ostreatus so bile dosezene aktivnosti pri vrsti 7. versicolor ob prisotnosti posameznih
biocidov vecje, Se posebej v primeru MnP in LiP. Ker je gliva T. versicolor uspela
popolnoma razgraditi NaPCP, vrsta P. ostreatus pa le do 56 %, sklepamo, da je NaPCP
primeren substrat za razgradnjo predvsem z ligninoliticnimi peroksidazami, kar potrjujejo
tudi izsledki razgradnje posameznih kloriranih fenolov s posameznimi komercialnimi
ligninoliti¢nimi encimi, kjer sta v primerjavi z Lac obe peroksidazi (MnP in VP) razgradili

vecji delez kloriranih fenolov.

5.1.6 Kinetika oksidacije ABTS z ligninoliti¢nimi encimi v prisotnosti NaPCP

Aktvnost encima lahko spremljamo z meritvijo kinetike encimske reakcije, pri kateri je
mozno substrat ali produkt reakcije spremljati spektrofotometri¢no. Za ligninoliticne
encime je takSen substrat ABTS, ki ga posamezni ligninoliticni encimi (odvisno od
pogojev reakcije, predvsem od sestave pufra) oksidirajo v kationski radikal ABTS".
Slednji absorbira svetlobo valovne dolzine 405 nm. S testi inhibicije encimske reakcije
lahko ugotovimo, ali je morda tudi katera druga molekula lahko substrat za katerega od
encimov. Iz presecisca krivulj na Dixonovih diagramih, dobljenih s spremljanjem reakcije
pri razli¢nih koncentracijah substrata, lahko pri reverzibilnih inhibitorjih sklepamo na vrsto
inhibicije (kompetitivna, nekompetitivna ali meSana). Pri tem kompetitivni tip inhibicije
encima z neko molekulo kaze na to, da se obe molekuli vezeta v aktivno mesto encima, oz.
nakazuje na moznost, da je ta molekula substrat za encim. Tocka, v kateri se sekajo
krivulje na Dixonovih diagramih (o0z. njen podaljSek na x-os) nam poda konstanto
inhibicije (K;), ki je definirana kot razmerje med produktom koncentracije prostega
inhibitorja in koncetracije prostega encima ter kompleksom encim-inhibitor (enacba (4)).
Nizka vrednost za K; pomeni, da je afiniteta med inhibitorjem in encimom velika oz. da se

ravnotezje reakcije doseze prej, kot v primeru visoke vrednosti K.
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K;=[E]*[1] / [EI] (@)

V poskusih inhibicije encimske reakcije posameznih komercialnih ligninoliti¢nih encimov
(Lac glive T. versicolor, MnP glive N. frowardii in VP glive B. adusta) smo bili tudi tokrat
omejeni s topnostjo kloriranih organskih biocidov, kot potencialnih substratov za te
encime. Encimske teste smo izvedli pri treh razli¢nih koncentracijah substrata ABTS
(0,660 mM, 0,330 mM in 0,165 mM), zato je temu koncentracijskemu rangu morala
ustrezati maksimalna koncentracija uporabljenega biocida. Lindan in PCB-153 nista topna
v vodi do te mere, in na razpolago je ostal le NaPCP. Dixonovi diagrami encimske kinetike
posameznih ligninoliticnih encimov z ABTS in NaPCP so pokazali nekompetitivni tip
inhibicije NaPCP v primeru encima Lac (K; = 133 uM), iz ¢esar sklepamo, da v danih
pogojih encimske reakcije NaPCP ne more biti substrat za Lac. V primeru obeh peroksidaz
(MnP in VP) pa je bil tip inhibicije kompetitiven, kar kaze na moznost, da je NaPCP
potencialen substrat za ta dva encima. Ob tej predpostavki nam niZja konstanta inhibicije
NaPCP za MnP (K; = 110 pM) v primerjavi z VP (K; = 130 uM) pove, da je NaPCP boljsi
substrat za MnP, kot za VP.
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5.2 SKLEPI

e Primerno gojis¢e za raziskave mikoremediacije kloriranih organskih biocidov v
tekocih kulturah lesnih gliv je medij po Hadarju, modificiran z dodatkom 2 mM
MnSO;4 in 2 mM VA (3,4-dimetoksibenzil alkohol).

e Rast glive T. versicolor v teko¢em gojis¢u z dodanim NaPCP v koncentraciji 30
UM ni bila inhibirana, pri ostalih glivah pa je bila delno zavrta, najbolj pri H.
fragiforme.

e Glive bele trohnobe so sposobne razgraditi posamezne klorirane organske biocide,
kot so lindan, NaPCP in PCB-153.

e Razgradnja lindana in PCB-153 v teko¢i kulturi na stresalniku je bila najuspes$nejsa
z glivo P. ostreatus; po delezu razgradnje sledita vrsti 7. versicolor in C.
purpureum.

e Gliva T. versicolor je v tekoci kulturi na stresalniku sposobna popolnoma razgraditi
NaPCP.

e Razgradnja lindana je boljSa s posameznimi ligninoliticnimi glivami, kot s
posameznimi ligninolitiénimi encimi.

e MnP in VP sta v primerjavi z Lac ustreznejSa ligninoliticna encima za razgradnjo
lindana in kloriranih fenolov.

e Posamezni ligninoliti¢ni encimi so uspesnejsi pri razgradnji kloriranih fenolov, ¢e
je Stevilo substituiranih atomov klora manjse (2CP > 3CP > 4CP > PCP).

e Izmed testiranih gliv bele trohnobe izrazata najve¢ ligninoliticnih encimov vrsti P.
ostreatus in T. versicolor.

e [zrazanje vseh treh ligninoliti¢nih encimov (Lac, MnP in LiP) je najvecje pri glivi
T. versicolor, dosezeni maksimumi aktivnosti pa so najvecji pri glivi P. ostreatus.

e Dodatek posameznih kloriranih organskih biocidov je induciral izrazanje
ligninoliticnih encimov pri glivi P. ostreatus, vendar so bile dosezene aktivnosti
posameznih ligninoliticnih encimov (Lac, MnP in LiP) v primerjavi z negativno
kontrolno skupino manjse.

e Pri glivi T. versicolor je bilo izrazanje ligninoliti¢nih encimov ob dodatku lindana

in NaPCP v gojisce sprva inhibirano, cemur je v Sestih do osmih dneh sledil porast
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aktivnosti (indukcija izrazanja) teh encimov; aktivnosti posameznih ligninoliti¢nih
encimov v primeru dodatka PCB-153 v gojiS¢e so bile primerljive z negativno
kontrolno skupino.

e Bazidiomicetna gliva G. trabeum, ki povzroca rjavo trohnobo, izraza zelo majhne
vrednosti lakaze, ne izraza pa ligninoliti¢nih peroksidaz.

e NaPCP je potencialen substrat za MnP iz glive N. frowardii in VP iz glive B.

adusta, ne pa tudi za Lac iz glive T. versicolor.
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6 POVZETEK

Studirali smo razgradnjo kloriranih organskih biocidov lindana, NaPCP in PCB-153 z
izbranimi lesnimi glivami, od katerih so bile vrste P. ostreatus, T. versicolor, C.
purpureum in H. fragiforme predstavnice gliv bele trohnobe, vrsta G. trabeum pa sodi v
skupino gliv, ki povzrocajo rjavo trohnobo. Razgradnja posameznih kloriranih organskih
biocidov je bila z glivami bele trohnobe uspesna, pri ¢emer je najvecji delez lindana in
PCB-153 razgradila gliva P. ostreatus, vrsta T. versicolor pa je uspela popolnoma
razgraditi NaPCP. Casovno spremljanje aktivnosti posameznih ligninolitiénih encimov
Lac, MnP in LiP je pokazalo, da vrsti P. ostreatus in T. versicolor izrazata veliko vecje
vrednosti teh ligninoliti¢nih encimov, kot ostale testirane vrste gliv. Pri glivah P. ostreatus
in 7. versicolor, zraslih v prisotnosti posameznih biocidov, je bil vzorec ¢asovnega
izrazanja ligninoliti¢nih encimov Lac, MnP in LiP drugacen, kot pri negativnih kontrolnih
skupinah. Proucili smo tudi razgradnjo lindana in kloriranih fenolov s posameznimi
komercialnimi ligninolitiénimi encimi (Lac, MnP in VP), pri ¢emer sta bili MnP in VP v
primerjavi z Lac ustreznejSa ligninoliticna encima za njihovo razgradnjo. Razgradnja
lindana je bila uspeSnejSa s posameznimi ligninoliticnimi glivami, kot s posameznimi
ligninoliti¢nimi encimi. V prisotnosti NaPCP smo s testi inhibicije oksidacije substrata
ABTS s posameznimi komercialnimi ligninoliticnimi encimi ugotovili, da je NaPCP

potencialen substrat za MnP in za VP, ne pa za Lac.
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SUMMARY

Four selected white-rot fungi (P. ostreatus, T. versicolor, C. purpureum and H. fragiforme)
and one brown-rot fungus (G. trabeum) were analysed for their mycoremediation potential
by following the degradation of polychlorinated organic biocides lindane, NaPCP, and
PCB-153, respectively. Among selected white-rot fungi, P. ostreatus showed the highest
efficiency in degrading lindane and PCB-153, while NaPCP was most efficiently degraded
by T. versicolor. White rots C. purpureum, H. fragiforme, and a brown rot G. trabeum
were considerably less effective in degrading all the tested biocides. Monitoring of
ligninolytic enzymes activity showed the highest expression of Lac, MnP, and LiP in P.
ostreatus and T. versicolor. Temporal expression of ligninolytic enzymes in liquid cultures
with addition of lindane, NaPCP, or PCB-153 differed from the negative controls. In
comparison to fungal degradation, an application of respective commercially available
ligninolytic enzymes Lac, MnP, and VP was less efficient in degradation of lindane or
chlorinated phenols. MnP and VP were more applicable enzymes in these cases. Inhibition
of ABTS oxidation by ligninolytic enzymes in the presence of NaPCP showed that NaPCP

may act as a substrate for enzymes MnP and VP, and not for Lac.
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PRILOGE

Priloga A

Slika Casovnega izrazanja lakaze pri glivi C. purpureum, gojeni v za potrebe
mikoremediacije modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi:
NaPCP, lindan in PCB-153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben
biocid. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Priloga B

Slika ¢asovnega izrazanja mangan peroksidaze pri glivi C. purpureum, gojeni v za potrebe

mikoremediacije modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi:

NaPCP, lindan in PCB-153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben

biocid. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Priloga C

Slika Casovnega izrazanja lignin peroksidaze pri glivi C. purpureum, gojeni v za potrebe
mikoremediacije modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi:
NaPCP, lindan in PCB-153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben
biocid. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Priloga D

Slika cCasovnega izrazanja lakaze pri glivi H. fragiforme, gojeni v za potrebe
mikoremediacije modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi:
NaPCP, lindan in PCB-153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben
biocid. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Priloga E

Slika ¢asovnega izraZzanja mangan peroksidaze pri glivi H. fragiforme, gojeni v za potrebe
mikoremediacije modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi:
NaPCP, lindan in PCB-153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben
biocid. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Priloga F

Slika ¢asovnega izrazanja lignin peroksidaze pri glivi H. fragiforme, gojeni v za potrebe
mikoremediacije modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi:
NaPCP, lindan in PCB-153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben
biocid. Rezultati so predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi

standardnimi napakami.
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Priloga G

Slika Casovnega izrazanja lakaze pri glivi G. trabeum, gojeni v za potrebe mikoremediacije
modificiranem mediju po Hadarju s posamezno dodanimi biocidi: NaPCP, lindan in PCB-
153. V negativno kontrolno skupino (kontrola) ni bil dodan noben biocid. Rezultati so
predstavljeni kot srednja vrednost treh paralelnih vzorcev z navedenimi standardnimi

napakami.
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