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Obecnie obserwowany jest wzrost stezenia zwigzkow organicznych, farmaceutykow i sSrodkow higieny osobi-

stej w sSrodowisku wodnym, ktdore stanowig balast w oczyszczalniach sciekéw. Poszukiwane sa wcigz nowe me-

tody i sposoby oczyszczania sciekéw oraz usuniecia wysokich stezen ksenobiotykow ze srodowiska wodnego.

Grzyby z rodzaju White Rot Fungi wydzielaja enzymy ligninolityczne, takie jak: peroksydaza ligninowa, perok-

sydaza manganowa oraz lakaza, ktdre zdolne sg do biodegradacji trwatych zwigzkéw organicznych, zwigzkéw

organicznych o ztozonej budowie oraz budowie podobnej do struktury ligniny.

Wstep

W ostatnich latach obserwo-
wany jest ciagly rozwdj bio-
technologii, mikrobiologii
oraz biochemii. Ze wzgledu
na wciaz wzrastajace potrzeby
w tych dziedzinach, koniecz-
ne jest prowadzenie badan
nowoczesnymi technikami,
ktére pomoga w opracowa-
niu skutecznych metod walki
z chorobami, zanieczyszcze-
niem $rodowiska oraz tworze-
niu nowych farmaceutykoéw.
Problem zanieczyszczenia $ro-
dowiska wcigz stanowi duze
zagrozenie. Maja na to wptyw
miedzy innymi: fabrykii zakfa-
dy produkcyjne, ktére emituja
do powietrza duze ilosci lot-
nych zwigzkéw chemicznych;
wzmozona kongestia ktéra
przyczynia sie do obecnosci
spalin samochodowych w at-
mosferze; wzrastajaca liczba
przyjmowanych antybioty-
kéw i innych farmaceutykéw,
ktore trafiajg w formie zmeta-
bolizowanej i pierwotnej do

srodowiska wodnego powo-
dujac wzrost odpornosci bak-
terii; trwate zanieczyszczenia
organiczne, czyli zwiazki, kto-
rych rozktad jest trudny z po-
wodu odpornosci na czynniki
biologiczne i chemiczne [1].

Opracowywane sg wciaz réz-
ne metody rozktadu trwatych
zanieczyszczen organicznych,
takie jak bioremediacja, bio-
degradacja, flokulacja itd.
W metodach rozktadu zwigz-
kéw organicznych zastoso-
wanie znajduja grzyby biatej
zgnilizny — White Rot Fungi.
Organizmy te, ze wzgledu na
wydzielanie specjalnych en-
zymow, sg zdolne do rozkta-
du zwigzkéw chemicznych
o skomplikowanej strukturze.
Grzyby biatej zgnilizny wy-
twarzajg enzymi ligninolitycz-
ne, ktére biorg udziat w bio-
degradacji ligniny. Ostatnie
badania wskazujg na ich sze-
rokie spektrum mozliwosci
i zdolno$¢ do biodegradacji
réwniez trwatych zanieczysz-

czen organicznych, takich jak
wielopierscieniowe weglo-
wodory aromatyczne, policy-
kliczne bifenole, farmaceutyki
i pestycydy [1, 2, 3, 4, 5.
Celem artykutu jest charak-
terystyka grzyboéw biatej
zgnilizny, przedstawienie me-
chanizmu dziatania najwaz-
niejszych enzymoéw wydziela-
nych przez te organizmy oraz
zwrdcenie uwagi na zastoso-
wanie ich w procesie biode-
gradacji niektorych zwiagzkow
organicznych.

Charakterystyka grzybow
biatej zgnilizny (white rot
fungi)

Rozktad drewna jest niezwy-
kle istotnym i ztozonym zjawi-
skiem w procesach przemiany
wegla i obiegu sktadnikow
odzywczych w srodowisku le-
$nym, regulowanym przez roz-
maite czynniki: klimat, jako$¢
podtoza i liczebnos$¢, skiad
i aktywnos¢ organizméw po-
wodujacych rozktad [6].
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Ze wzgledu na duzg ilos¢ ligni-
ny, obumarte drzewa ulegajg
utrudnionemu rozktadowi.
W naturalnych warunkach tyl-
ko grzyby — w sposéb istotny —
maja zdolnos¢ do ich rozkfadu.
Z uwagi na zdolnos¢ grzybéw
do wydzielania oksyreduktaz
i hydralaz s3 uwazane za gtow-
ne organizmy rozktadajace
drewno, przy czym tylko w tej
grupie wystepuja jednostki,
majace zdolnos¢ rozktadu li-
gniny. Rozmaite bakterie réw-
niez zasiedlaja obumarte drze-
wa i wykazuja co najmniej
oddziatywania komensalne
z grzybami zamieszkujacymi
drzewa, dostarczajac dodatko-
wy azot. Jednak ze wzgledu na
ich ograniczong zdolno$¢ do
rozktadu komplekséw polime-
rowych lignoceluloz, bakterie
odgrywaja pomniejsza role
w rozktadzie drewna [6].

Zgnilizna jako wynik dziata-
nia grzybow rozktadajacych
drewno, moze zostac sklasyfi-
kowana w zaleznosci od typu
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Tabela 1. Charakterystyka poszczegdlnych rodzajéw zgnilizn [8]

drewna

(Deuteromycota)

stadium, struktura
»Szachownicy”

Typ Przedstawiciele Kolor Tekstura Chemizm dziatania
. - Grzyby podstawkowe . s Wszystkie zwigzki
Biata zgnilizna drewna (Basidiomycota) =+ wybielony Widknista usuniete
Widknista struktura zostaje P .
- - Gltownie usuniete
Brunatna zgnilizna Grzyby konidialne utracona we wczesnym .
=+ brunatny weglowodany, pozostajgq

w wiekszosci ligniny

Miekka zgnilizna drewna

Grzyby workowe (Asco)
i grzyby konidialne
(Deuteromycota)

=+ wybielony lub
brunatny

wtdknista, struktura

przypadkach

Zazwyczaj na powierzchni,
czesciowo utracona struktura

,Szachownicy” w niektorych

Przede wszystkim
weglowodany, ale tez
utrata niektorych lignin

rozktadu. Najpowszechniejsza
klasyfikacja obejmuje podziat
na zgnilizne brunatna, miekka
i biatg [7] (Tabela 1).

Grzyby biatej zgnilizny drewna
rozktadajg lignine i celuloze,
czesto pozostawiajgc drewno
wilgotne, miekkie, gabczaste,
witodkniste w kolorze biatym lub
z6ttym [7]. Wtbknista struktura
zgnilizny biatej wynika z po-
zostawienia celulozy w niena-
ruszonym stanie az do bardzo
péznego stanu rozkfadu [8].
Typowo charakteryzuje sie ona
mniejszg widknistoscig w ob-
rebie drewna twardego anizeli
drewna miekkiego w zwiazku
z wystepowaniem krétszych
widkien w twardym drewnie.
Drewno zazwyczaj ulega biele-
niu poprzez utlenienie i utrate
lignin, ktére sg zazwyczaj nie-
znacznie brunatne [8].

Grzyby brunatnej zgnilizny
drewna rozktadaja hemicelu-
loze i celuloze. Celuloza jest
rozktadana przez nadtlenek
wodoru (H,0,), produkowa-
ny podczas rozpadu hemice-
lulozy. Poniewaz nadtlenek
wodoru jest niewielka cza-
steczka, szybko ulega dyfu-
zji w drewnie, prowadzac do
rozkfadu, ktory nie ogranicza
sie tylko do bezposredniego
sasiedztwa strzepek grzyba
[3]. W rezultacie tego typu
rozktadu drewno kurczy sie,
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wykazuje brunatne odbarwie-
nia, formutujg sie pekniecia
i uszkodzenia [7].

Grzyby miekkiej zgnilizny
drewna wydzielajg celulaze ze
strzepek, enzym rozktadajacy
celuloze w drewnie. Prowadzi
to do formowania mikrosko-
pijnych wgtebien wewnatrz
drewna, czasem do odbarwie-
nia i spekan jak w przypadku
brunatnej zgnilizny drewna.
Grzyby miekkiej zgnilizny
drewna wymagaja zwigzane-
go azotu do produkgji enzy-
moéw, ktéry pozyskiwany jest
z drewna lub srodowiska. Ten
typ grzybow potrafi dostoso-
wac sie do warunkéw, ktére
s zbyt gorace, zimne lub wil-
gotne dla grzybow zgnilizny
brunatnej lub biatej. Posia-
daja réowniez zdolnos¢ rozkia-
du wielu zwiazkéw, ktoére sa
odporne na biologiczne od-
dziatywanie. Kora w roslinach
drzewiastych zawiera wysokie
stezenia taniny, ktoéra jest trud-
norozktadalna dla grzybow,
oraz suberyny, tworzacej barie-
re dla mikroorganizméw. Kora
stanowi ochrone dla bardziej
wrazliwych wewnetrznych
czesci rosliny. Grzyby miekkiej
zgnilizny drewna nie wykazuja
tendencji do rozktadu materii
w tak efektywny sposob jak
dokonuja tego grzyby, powo-
dujace zgnilizne biata [7].

Mechanizm dziatania grzy-
bow

W $rodowisku obecne sg trwa-
te zanieczyszczenia organicz-
ne, ktorych cechuje wysoka
odpornos¢ na czynniki bio-
logiczne i chemiczne. Zwiaz-
ki te réwniez rzadko ulegaja
procesowi biodegradacji, ko-
nieczna jest bowiem obecnos¢
enzymow, ktore posiadaja
zdolno$¢ rozktadu zwigzkéw
chemicznych o ztozonej struk-
turze. Enzymami stosowanymi
do degradacji trudno rozkfada-
jacych sie zwigzkéw organicz-
nych sg miedzy innymi sub-
stancje pochodzace z grzybow
white rot fungi - grzybow
biatej zgnilizny. Organizmy te
produkuja bowiem enzymy li-
gninolityczne, ktére sa zdolne
do biodegradacji polimeréw
ligniny. S3 one réwniez sto-
sowane do degradacji takich
zwigzkéw organicznych jak:
wielopierscieniowe weglowo-
dory aromatyczne, polichloro-
wane bifenyle, podstawione
fenole, dioksyny, chloroaniliny
czy ztozone ksenobiotyki aro-
matyczne [1].

Do grupy tych enzyméw na-
leza miedzy innymi: peroksy-
daza ligninowa, peroksydaza
manganowa, oraz lakaza.
Peroksydaza ligninowa (LiP)
jest jednym z najwazniejszych
enzymow wydzielanych przez

grzyby z rodzaju White Rot
Fungi. Charakteryzuje sie niska
specyficznoscig substratowa
€O oznacza, ze moze sie taczyc
z wieloma substratami lub ich
analogami. Gtdwnymi sub-
stratami sg zwiazki organiczne
o ztozonej budowie chemicz-
nej, np. WWA, PCB, czy kse-
nobiotyki. Dziatanie enzymu
oparte jest na obecnosci H,0,,
ktérego redukcja prowadzi
do jednoczesnego utlenienia
substratéw organicznych. Cza-
steczki peroksydazy ligninowej
s3 hemoproteinami, zawierajg
one w swej budowie hem, ktory
jest centrum aktywnym enzy-
mu. Stanowig one réwniez ba-
riere ochronng komorek przed
stresem oksydacyjnym [1].

Dzieki swoim witasciwosciom
i zdolnosci do biodegrada-
cji zwiazkéw organicznych,
peroksydaza ligninowa (LiP)
powoduje, m.in. otwarcie
pier$cienia aromatycznego,
dimetylacje, dimeryzacje fe-
noli, oraz rozerwanie wigza-
nia C-C poprzez generowanie
wolnych rodnikéw [1, 2].

Mechanizm dziatania LiP obra-
zuje schemat 1. Grupa hemo-
wa pod wptywem H,0, jest
utleniana i tworzy kompleks
(1), nastepuje utlenianie zwiaz-
kéw organicznych, prowadzac
do tworzenia wolnych rodni-
kéw ich form, co powoduje



tworzenie kompleksu (2), po
czym kompleks (3) jest redu-
kowany do pierwotnej formy
zelaza (kompleks 1) [2].

Masa czasteczkowa peroksy-
dazy ligninowej wynosi od
38 do 43 kDa, a dodatkowq
zaleta tego enzymu jest jego
niski zakres pH. Dzieki takim
wiasciwosciom enzymu, moz-
liwe jest réwniez degradowa-
nie niefenolowych zwigzkéw,
amin i aromatycznych estréw
[3, 9]. Czasteczki peroksydazy
ligninowej moga wnika¢ do
wnetrza komorki i tam utle-
niac polimery ligniny.
Peroksydaza manganowa,
zwana réwniez peroksydaza
manganozalezng (MnP) jest
drugim istotnym enzymem
wydzielanym przez grzyby
biatej zgnilizny. Peroksydaza
ta jest zalezna od obecno-
$ci jonow manganu (Mn(ll)).
Utlenianie lignin lub innych
zwigzkéw organicznych po-
lega na tworzeniu kompleksu
organicznego z jonem Mn(ll)
oraz dyfundowaniu komplek-
su od enzymu. Mechanizm
dziatania tego enzymu nie
zostat doktadnie zbadany jak
w przypadku peroksydazy li-
gninowej, jednakze badania
wykazuja szersze spektrum
substratéw tego enzymu oraz
zaleznos¢ od obecnosci od-
powiedniego buforu. Budowa
chemiczna manganozaleznej
peroksydazy jest bardzo zbli-
zona do peroksydazy lignino-
wej, jednak masa czasteczko-
wa MnP jest wieksza i wynosi
od 45 do 60 kDa. Mechanizm
peroksydazy manganowej
jest podobny do peroksy-
dazy ligninowej i obrazuje
go schemat 2. Utlenianie
manganu z Mn(ll) do Mn(lll)
nastepuje poprzez wytwo-
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Schemat 1. Dziatanie peroksydazy ligninowej (na podsta-

wie [2])
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Schemat 2. Dziatanie peroksydazy manganowej (na pod-
stawie [2])
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Schemat 3. Dziatanie lakazy (na podstawie [10, 11])

rzenie kompleksu z kwasem
organicznym, ktéry dziata jak
stabilizator Mn(lll). Kompleks
ten jest z kolei silnym utlenia-
czem i moze opusci¢ centrum
aktywne enzymu, samodziel-
nie utleniajagc inne zwiazki
organiczne. Enzym MnP ge-
neruje rowniez wolne rodniki
fenolowe, ktére rozpoczynaja
mechanizmy reakcji np. depo-
limeryzacji. Peroksydaza man-
ganowa nie jest jednak zdolna
do degradacji niepiescienio-
wych odcinkéw w budowie
ligniny [1, 31.

Lakaza jest enzymem naleza-
cym do oksydoreduktaz, wy-
stepujacych w roslinach, bakte-
riach i grzybach. Katalizuje one
reakcje utleniania zwigzkow
organicznych i nieorganicz-
nych przy jednoczesnej reduk-
¢ji tlenu czasteczkowego do
wody (Schemat 3). Czasteczka
enzymu lakazy jest zbudowana
z czterech atomow miedzi. Kaz-
dy atom miedzi petni tutaj swo-
ja funkcje. Typ | odpowiedzial-
ny jest za utlenianie substratu,
Typ Il oraz dwa atomy miedzi
z Typu lll tworza zespot, w kto-
rym zachodzi wiazanie i re-
dukcja tlenu czasteczkowego
do wody. W reakgji utleniania
substratow powstajg reaktyw-
ne rodniki, ktére rozpoczynaja
reakcje nieenzymatyczne, re-
akcje utleniania, oraz sprzega-
nia sie form rodnikowych sub-
stratow [11]. Ze wzgledu na
obecno$¢ atomow miedzi, la-
kaza ma niebieska barwe i jest
nazywana niebieskg oksydo-
reduktaza [10]. Stosowana jest
w biodegradacji PCB, WWA,
usuwania wysokich stezen fe-
noli, detoksykacji $rodowiska,
usuwaniu fenoli, trichlorofeno-
lu, pestycyddw i innych kseno-
biotykéw [1, 3].
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