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Abstrakt

Kyanidhydratasy jsou enzymy patfici do velké skupiny proteinti oznacované
jako ,nadrodina nitrilas”. Jejich funkci je pfeména kyanidu na formamid za
spotieby vody, coZz predurcuje jejich mozné vyuZiti pfi biologickém odstrarovani
kyanidu a fenolt zodpadnich vod. Kyanidhydratasy se vyskytuji vyhradné
v houbdch. V této préci byla pouzivana kyanidhydratasa z houby Stereum hirsutum

(prvni zkoumana kyanidhydratasa z oddéleni Basidiomycota).

Literdrni reSerSe shrnuje bioremediacni a detoxikacni potencidl hub, déle vyskyt
kyanidu a fenoli v odpadnich vodach, vlastnosti a toxicitu téchto latek, aktualné
pouzivané zplisoby jejich eliminace a moznosti vyuZiti kyanidhydratas a nitrilas.
Byla provedena sekvenéni analyza kyanidhydratas oddéleni Basidiomycota a

Ascomycota a sestaven fylogeneticky strom.

V praktické casti byl gen pro kyanidhydratasu ze S. hirsutum heterologné
exprimovan v Escherichia coli a byly stanoveny vlastnosti kyanidhydratasy -
aktivita celych bunék, reakéni podminky, stabilita a substratova specifita. Nasledné
byl enzym purifikovan pomoci hydrofobni a gelové permeacni chromatografie a
biochemicky charakterizovan (reakéni podminky, stabilita a kinetika). Celé buriky
E. coli obsahujici kyanidhydratasu byly pouzity pro konverzi kyanidu v modelové

a skutecné koksarenské odpadni vodé.

Klic¢ova slova

Kyanidhydratasa; kyanid; fenol; bioremediace; biodegradace; koksarenska

odpadni voda; charakterizace enzymu; Escherichia coli; sekvencni analyza.



Abstract

Cyanide hydratases are enzymes belonging to a large group of proteins called
"nitrilase superfamily”. Their function is the conversion of cyanide to formamide
under water consumption, which predetermines their possible use in the biological
removal of cyanide and phenols from wastewaters. Cyanide hydratases occur
exclusively in fungi. In frame of this work, cyanide hydratase from the fungus
Stereum hirsutum was used (the first cyanide hydratase investigated in the

Basidiomycota division).

The literature review summarizes the bioremediation and detoxication potential
of fungi, the occurrence of cyanide and phenols in wastewaters, the properties and
toxicity of these substances, the currently used methods of their elimination and
the possibility of using cyanide hydratases and nitrilases. Sequence analysis of the
cyanide hydratases from the Basidiomycota and Ascomycota divisions was

performed and a phylogenetic tree assembled.

In the practical part, the gene coding the cyanide hydratase in S. hirsutum was
heterologously expressed in Escherichia coli and its properties were determined -
activity of whole cells, reaction conditions, stability and substrate specificity.
Subsequently, the enzyme was purified by hydrophobic and gel permeation
chromatography and biochemically characterized (reaction conditions, stability,
and kinetics). Whole cells of E. coli containing cyanide hydratase were used for

cyanide conversion in model and real coking wastewater.

Keywords

Cyanide hydratase; cyanide; phenol; bioremediation; biodegradation; coking

wastewater; enzyme characterization; Escherichia coli;.sequential analysis.
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1 UVOD

Volné kyanidy a nitrily a jejich slouceniny patfi mezi slouceniny s nepfiznivym
vlivem nejenom na zdravi lidi, ale i na ekosystémy, a jsou v soucasné dobé velmi
rozsifeny v zivotnim prostfedi. Kyanidy se v pfirodé vyskytuji nejenom jako
prirozeny vysledek biologickych procest, ale také a hlavné jako vysledek aktivity
lidi. Za posledni roky dochazi ke sniZovani mnozstvi kyanidi a fenolti v odpadech
a odpadnich vodach, ale i tak pfedstavuje jejich pritomnost velkou ekologickou
zatéz, hlavné v ekonomicky slabSich statech. Toto zneciSténi pochdzi zejména
z chemického primyslu, hornictvi a hutnictvi, zemédélstvi, potravinaiského

primyslu nebo z vyroby léki.

V soucasné dobé se pouzivaji k degradaci téchto latek hlavné fyzikalné-
chemické metody, napf. chlorace a detoxikace peroxidem vodiku k odstranéni
kyanid. Tyto metody jsou finanéné naro¢né a mohou vytvaret dalsi chemické
odpady. Oproti tomu houby a bakterie, které maji schopnost pfirozené degradovat
kyanidy a fenoly, nabizeji velmi zajimavou a pro ekosystémy neskodnou cestu pro
odstranéni téchto latek. Nejenom z téchto divodi je bioremediace v soucasné dobé

aktudlni a stdle castéji diskutované téma, které si zaslouzi pozornost.

Tato prace shrnuje literdrni tidaje o detoxikaénim potencidlu hub, vyskytu
fenoltt a kyanidd, jejich vlastnostech a vyskytu v odpadnich vodach, a dale o
zplisobech degradace a moZnosti vyuziti kyanidhydratas. V praktické ¢asti byla
charakterizovdana nova kyanidhydratasa ze S. hirsutum. Pomoci celych bunék E.
coli, které obsahuji kyanidhydratasu, byla provedena konverze kyanidu

v modelové a skute¢né odpadni vodé.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Bioremediacni a detoxikacni potencial hub
2.1.1 Bioremediace a detoxikace

Bioremediaci lze definovat jako pfirozeny biologicky proces, pri kterém dochazi
k preméné toxické nebo Skodlivé latky na latku méné toxickou nebo netoxickou.
Tato degradace nastava ptisobenim rtiznych druhii organismti, pfipadné jejich
enzym. Jedna se tedy o rozklad primarnich polutant(i zplisobeny specifickymi

organismy [1].

Bioremediaci je mozné rozdélit podle zplisobu provedeni na dvé zdkladni

skupiny: in-situ a ex-situ.

In-situ metody probihaji za pouziti pfirozenych mikroorganismti, a to hlavné
bakterii, casto aktinomycet (vldknitych bakterii kmene Actinobacteria
pfipominajicich v nékterych pfipadech svou morfologii houby) a hub. Mezi
vyhody této metody patii jeji flexibilita a malé finanéni ndklady. Efektivita byva
ovlivnéna napf. teplotou, pH mnebo dostupnosti specifickych zivin pro

mikroorganismy [1; 2].

Ex-situ metody se provadéji ve specidlnich zafizenich a na velkych plochach
specidlné upravenych pro bioremediaéni procesy. Vyhodou téchto metod oproti
metoddm in-situ je vy$si acinnost a rychlost, ale nevyhodou je vySsi finan¢ni

narocnost [1].

V soucasné dobé jsou houby jednim z hlavnich kandidatd pro bioremediaci
(mykoremediace). Jednim z dtivodii je to, Ze nékteré z druhti hub jsou pfirozenymi

rozkladacdi vysoce toxickych odpadnich latek jako fenold, kyanidu a jejich derivati.
13



Pfirozené vytvareji fadu enzymt pro transformaci téchto latek. Pro navrzeni
ucinného postupu mykoremediace je nutné spravné identifikovat a vybrat druh
houby, ktery je schopny degradovat danou znedcistujici latku, aby doslo k tucinné
mykoremediaci. V souvislosti s degradacemi fenolovych latek je nejvice zkoumana
a vyuzivana skupina ligninolytickych hub, které se také oznacuji jako houby bilé
hniloby dfeva. Sviij ndzev dostaly podle toho, Ze jsou dfevokazné a rozkladaji
ligninovou slozku v dfevinach. Do této skupiny patfi napf. houby rodu

Phanerochaete, Armillaria, Ganoderma, Stereum, Trametes, Pleurotus nebo Pycnoporus [2;

3].

2.2 Kyanidhydratasy
2.2.1 Zarazeni do skupiny, vlastnosti

Baktérie a houby zastavaji klicovou roli v degradaci a detoxikaci HCN a nitril{i.
V soucasné dobé je zndma fada enzymatickych cest pro degradaci volného
kyanidu (CN-) a HCN pomoci mikrobti. Jednou z nich je anaerobni asimilace
s thiosulfatem katalyzovana enzymem rhodanasou (EC 2.8.1.1). Principem reakce
je tzv. pingpongovy mechanismus. V prvni fazi dochdzi k vazbé atomu siry
v thiosiranu na aktivni centrum cysteinu. Ve druhé fazi reakce je sira prenesena
z aktivniho mista na akceptor, tedy kyanid (Obr. 1). Trividlni ndzev enzymu
rhodanasa vznikl z ddavodu tvorby produktu thiokyanatanu, ktery je mozné

pojmenovat také rhodanid [4].

s 5 s
HN SH HN S—SH HN SH

0 + 3,057 —>0 +CN ——> + SCN-
-S0,%
Cys-247

Obr. 1: Schéma reakce katalyzované rhodanasou (prevzato z [5])
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Alternativou je hydrolyza, kterou katalyzuji enzymy ze skupiny ,nadrodiny

nitrilas” - kyanidhydratasa (EC 4.2.1.66) a kyaniddihydratasa (EC 3.5.5.1) [5; 6].

Prvni zaznam o enzymu kyanidhydratase pochazi z roku 1972 [7], kdy byla
nalezena podobnost mezi timto enzymem (z houby Stemphylium loti) a enzymem
nitrilasou. Od té doby byly popsany a analyzovany dalsi kyanidhydratasy, ale
pouze z hub; v rostlinach nebo bakteriich nebyly dosud Zadné z téchto enzymt
nalezeny. Kyanidhydratasy patfi do velké skupiny enzym, které se souhrnné
nazyvaji ,nadrodina nitrilas” (,,nitrilase superfamily”). Kyanidhydratasy patfi v3ak
formdalné do skupiny lyas (podle klasifikacniho systému enzymit, ktery byl
zaveden Mezinarodni biochemickou a molekularné biologickou unii, IUBMB).
Zatazeni kyanidhydratas do ,nadrodiny nitrilas” je ddno podobnosti primarni
struktury. Tato skupina enzymu ptisobi na nepeptidové vazby C-N. Obecnou
vlastnosti téchto proteinti je pfitomnost katalytické tetrddy Glu — Lys — Glu - Cys

[6], kdy je zbytek cysteinu nukleofilni a atakuje C-atom C-N skupiny.

Kyanidhydratasy katalyzuji chemickou reakci (hydrataci), kdy se volny kyanid
(CN") nebo HCN pfeménuje na formamid za spotieby vody. Kyaniddihydratasy,
které hydrolyzuji HCN na kyselinu mravendi a vodu. Kyanidhydratasy patii do
prvni tfidy (z celkové tfinacti) v ,nadrodiné nitrilas”, spole¢né s nitrilasami neboli
nitrilaminohydrolasami (EC 3.5.5.-). Tyto enzymy, které se nachézeji v rostlinach,
houbach a bakteriich jsou schopné hydrolyzovat nitrily rtiznych struktur -
aromatické nebo alifatické. Ze vsSech tfinacti tfid ma zndmou substratovou

specifitu pouze devét ttid [6; 8; 9].

Kyanidhydratasy katalyzuji reakci:

HCN + H,0 —> HCONH,

15



Kyaniddihydratasy katalyzuji reakci:

HCN + 2H,0 —> HCOOH + NHs

Téméf vSechny znamé Kkyanidhydratasy vykazuji vysokou vzajemnou
podobnost (identita primarnich struktur je vétsi nez 60 %), na rozdil od skupiny
nitrilds, mezi jejichz aminokyselinovymi sekvencemi jsou vétsi rozdily (identita
>25 %). Molekulové hmotnosti podjednotek kyanidhydratas se vétSinou pohybuji
mezi 40-45 kDa), zatimco molekulové hmotnosti nitrilas jsou v priméru mensi

(30-45 kDa. [9]

2.2.2 Nitrilasy

Pivodnim nazev enzymu byl indolacetonitrilasa; poprvé byl tento enzym
izolovany zjeémene a ndzev ziskal podle schopnosti pfeménovat indol-3-
acetonitril na indol-3-octovou kyselinu, coZ je ristovy hormon pro rostliny. Enzym
byl pozdé&ji prejmenovan, kdyZ se zjistilo, Ze hydrolyzuje Sirsi spektrum nitril{i, nez
bylo ptivodné znamo, a nékteré z nich s nékolikandsobné vyssi rychlosti nez indol-
3-acetonitril. Nitrilasy maji zpravidla SirSi substratovou specifitu nez
kyanidhydratasy, coz je jejich vyhodou, ale az na nékolik malo enzymu téméf

nedegraduji kyanid [10; 11].

V posledni dobé se stale vice studuji nitrilasy z vlaknitych hub. Stale castéji se
pouzivaji rekombinantni enzymy pfipravené vétsinou v E. coli. Tento hostitel se
bézné pouziva z divodu odolnosti organismu, rychlosti bunééného cyklu a malé

narocnosti na finanéni a ¢asové podminky [12].

Nitrilasy se obvykle déli dle substratové specifity na alifatické, arylalifatické a
aromatické. Strukturné jsou nitrilasy tvofeny podjednotkami, z nichZ nejméné dvé,

ale ¢asto daleko vyssi (sudy) pocet tvori aktivni formu enzymu [12].

16



2.2.3 Vyuziti kyanidhydratas

Kyanidhydratasy jsou schopné kromé kyanidu transformovat také nékteré
nitrily (napf. fumaronitril). Naopak nékteré z nitrilas jsou schopné akceptovat jako
substrat i volny kyanid. Nicméné aktivity kyanidhydratas pro organické nitrily a

aktivity nitrilas pro volny kyanid jsou zpravidla nizké [6].

V nékterych pramyslovych vyrobach dochdzi k uvoliovani kyanidu
v riznych formdch do odpadnich vod, a to napriklad v téZebnim, koksarenském
a metalurgickém priimyslu. Také fenolové odpady se dostavaji do odpadnich vod
z koksarenské vyroby, ale i z aerosolovych desinfekénich prostfedkii, nékterych
deodorantti, desinfekénich prostfedkii na ruce, ustnich vod nebo piipravkd na
lécbu akné (konkrétné hexachlorfenolu). Kontaminace chlorfenoly pochdzeji také
ze spalovani nebo skladovani odpadti z dfevarského, papirenského a chemického
primyslu. Z odpadnich vod se nasledné mohou kyanidy a fenoly dostat i do

podzemnich vod [13; 14].

Pfi zpracovavani nékterych zemédélskych plodin se tvofi odpady s vysokym
obsahem kyanid#i; ptikladem je napriklad Manihot esculenta (maniok jedly, kasava).
Tento ket ptivodné z Jizni Ameriky v soucasné dobé patii mezi tfi nejvétsi zdroje
sacharid v tropickych oblastech spolecné s ryzi a kukufici, avSak kofeny obsahuji
vyznamné mnozstvi kyanidu, které pouzivd rostlina jako ochranu proti
bylozravciim. Mnozstvi v kofenech zdlezi na odrtdé; sladké kultivary obsahuji
20 mg/kg cerstvych kofenti, hofké mohou obsahovat az 50-krat vice — 1 g/kg
cerstvych kofenti [15]. Plodina se proto pfed konzumaci naklada na vody na tfi az
pét dni. Nasledné se susi, nebo vafi. Poté je jiz Manihot esculenta bezpecné
pozivatelnd, ale pfi tomto procesu zpracovani plodiny vznikd velké mnozstvi vody

s obsahem kyanidu [16].
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V soucasné dobé se kcisténi odpadnich vod od kyanidd nejcastéji pouziva
chemicka oxidace chlorem, ale tato metoda ma znacné nevyhody, protoze
vyZaduje pouziti velkych mnozZstvi Skodlivych latek a specidlni zachdzeni s
chemickym odpadem. Pfi tomto postupu mohou navic vznikat organické
chlorované latky s potencidlné vysokou toxicitou. Dalsi metody, které se pouzivaji
pro odstranéni kyanidu z primyslovych vod, jsou adsorpcni metody, pfi kterych
se kyanid zachyti na povrch sorbentti, nebo oxidace ozonem, peroxoslouceninami
a manganistanem draselnym. Proto jsou enzymy hydrolyzujici kyanidy, odolné k
vysokym koncentracim kyanidu, zajimavou a perspektivni alternativou. Zejména
kyanidhydratasy maji vysoké specifické aktivity pro kyanid (fadové 102-10° U/mg
proteinu) [6; 17].

Enzymy kyanidhydratasy mohou velmi uspéSné spolupracovat s tyrosinasou
v detoxikacnich procesech. Samotna tyrosinasa je inhibovdna pomoci kyanidu.
Proto je nutné nejprve pouzit kyanidhydratasu ke zmirnéni inhibice tyrosinas a
nasledné pomoci tyrosinasy degradovat fenoly. Timto bienzymatickym procesem
dojde ktéméf uplnému odstranéni dvou nejtoxictéjsich slozek odpadni

primyslové vody [17; 8].

2.3 Kyanid
2.3.1 Vlastnosti kyanidua

Kyanidy jsou bilé krystalické latky, které v kyselém prostfedi uvolniuji
kyanovodik. Mohou obsahovat ve formé kationtu kovy, hlavné draslik a sodik.
Jsou rozpustné jak ve vodé, tak v methanolu a ethanolu. Kyanidy jsou odvozené od
kyseliny kyanovodikové neboli kyanovodiku (H-C=N). Kyselina kyanovodikova
ma bod tani —13,4 °C a bod varu 25,6 °C. Jedna se o bezbarvou kapalinu, ktera voni
po hotkych mandlich. Kyanovodik vznika v ptirodé

i pfirozenymi procesy: vulkanickou c¢innosti nebo pfirozenymi chemickymi
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procesy v bakteriich a rostlindch. Eliminace kyanidu v rostlindch je podminéna
pritomnosti enzymu NIT4 hydrolyzujiciho (3-kyano-L-alanin. V rostlindch je kyanid
pfeménén na -kyano-L-alanin pomoci enzymu (-kyano-L-alanin synthetasy (EC
441.9) a produkt je nasledné detoxikovan transformaci na kyselinu L-

asparagovou, asparagin a amoniak pomoci nitrilasy NIT4.

L-Cystein

HCMN
-Karano-L-alanin synthetasa
H.S j B-Koya Y
NHz Mitrilasa NHz NHz

J\/CN NIT4 J\/cc@H + J\/CONHZ

HOOC ,; i HOOC HOOC
Hor

p-Kyano-L-alanin 7 NHg L-Asp L-Asn

Obr. 2: Preména kyanidu v rostlindch [12]

Naopak vznik kyanidu v rostlindch souvisi s produkci ethylenu. Zajimavosti je,
Ze pravé aktivita enzymu NIT4 miize mit vliv na fyziologii a vyvoj kofenti rostlin.
Dochdzi ke komplexni interakci mezi metabolismem kyanidu a hormonalni
regulaci ristu rostlin. Pfi vétsim mnoZstvi NIT4 dochézi k nartistu kofenovych

aminokyselin az 0 50% a o cca 10% se zvétsi i akumulace kofenovych proteinti [15;

18].

Priimyslové Ize kyanovodik pfipravit spalovanim smési methanu a amoniaku
za pritomnosti katalyzatoru nebo reakci amoniaku s oxidem uhelnatym za

pfitomnosti oxidu hlinitého (pfi teplotach 500-700 °C) [18].

Kyanovodik je toxicky pro vSechny organismy, ale v rozdilné mife; nejtoxictejsi je
pro ryby a dalsi vodni organismy. Ve vétsim mnoZstvi je toxicky i pro piidni

organismy, zejména pro bakterie [6].

Organické kyanidy (nitrily) se pfirozené vyskytuji v pfirodé¢, kde vznikaji ¢innosti

bakterii, fas a rostlin, a to nejenom v plodech (napf. se vyskytuji v nékterych
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druzich ovoce), ale i v jinych ¢astech rostliny. V rostlinach se vyskytuji ve formé
kyanogennich glykosidi (KG), které se sklddaji se znesacharidové slozky a-
hydroxynitrilu a sacharidové sloZky, nejcastéji B-D-glukopyranosy. Pokud KG
pfijdou do styku s glykosidasou, dochdzi k rozstépeni glykosidové vazby za
vzniku nestabilniho a-hydroxynitrilu a uvolni se kyanovodik. L-Valin nebo L-
leucin (u skupiny linamarinti) jsou jen nékteré z L-aminokyselin, znichz
odvozujeme KG. Rostliny jsou schopné pomoci kaskady enzymia pfeménit

L-aminokyseliny na kyanhydrin, ktery je nasledné glykosylovan [6; 14; 13].

Obsah KG se v rostlinach 1isi v zavislosti na casti rostliny, stafi nebo rtstovych
podminkach. Mezi rostliny, které obsahuji nejvice KG, fadime fazol mési¢ni, kde
koncentrace v semenech se pohybuje v rozmezi 10-400 mg/ 100 g, hofké mandle-
semena 280-310 mg/ 100g, bambus, ktery ma v Spic¢kach vyhonkii az 800 mg/ 100 g
a semena merunék s 40-400 mg/ 100g [16].

V soucasné dobé je jiz znamo pres 3000 kyanogennich druhti rostlin, Zivocichd,

mikrobti a hub [2].

2.3.2 Vyskyt v odpadnich vodach

Vyskyt kyanidi v odpadnich vodach je celosvétovym problémem, jen v USA je
ro¢né kontaminovano kyanidy a jejich derivaty cca 18 miliard litrtt odpadni vody
[19]. Nejcastéji se ve vodé vyskytuji kyanidy, které nejsou z pfirozeného
pfirodniho zdroje, ale jsou odpadem pfi priamyslovém zpracovani. Koksarensky
a metalurgicky primysl, vyroba chemikdlii, syntéza polymerti, zemédélstvi,
vyroba pesticidd nebo fotograficky primysl jsou jenom néktera
z prumyslovych odvétvi, ve kterych dochazi pfi zpracovani surovin ke vzniku
odpadni vody s vysokym obsahem kyanidti, ale i tézkych kovd, se kterymi casto
kyanidy tvofi komplexy. Kyanidy se v minulosti vyuzivaly i jako chemické zbrané

¢i k hromadnému vyhlazovani lidi. V odpadnich vodach a jinych odpadech jsou
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pritomné kyanidy bud volné (HCN), vjednoduché formé (KCN) nebo v
komplexnich sloucenindch; velky vliv na jejich stabilitu ma pH, které castecné
urcuje jejich aktivitu a vliv na prirodu a okolni prostfedi. Typickym jevem je tinik

kyanovodiku pfi nizkych hodnotach pH [17; 18; 20].

Vzhledem k nebezpeci pro Zivotni prostfedi je vypousténi a skladovani kyanidt
regulovano pravnimi predpisy. Kromé platnych Evropskych nafizeni je v platnosti
i nafizeni vlady Ceské republiky & 401/2015 Sb., které se odkazuje na zékon
¢. 254/2001 Sb. a pojednava o maximalnich povolenych hodnotach pro primyslové
znecisténi povrchovych odpadnich vod kyanidem. Hodnota stanovena pravnim
predpisem je 0,023 mg celkového kyanidu/l. Pro volny kyanid je tato hodnota
0,005 mg/1 [21].

2.3.3 Toxicita a odbouravani

Toxické vlastnosti pfirodnich i syntetickych kyaniddi jsou zndmé jiz od
starovéku. Jednoduché kyanidy maji vys$si toxicitu nez kyanidové komplexy.
Kyanovodik je metabolicky a respiracni inhibitor. Afinita CN™ je v organismu
vysoka  zvlasté  kFe¥  ktery se nachdzi venzymu  dychaciho
fetézce cytochromoxidase. Dusledkem této afinity dochdzi k zablokovani pfenosu
elektront na kyslik, které jsou potfeba pro nasledujici oxidaéni pochody. Z tohoto
dtivodu dochazi k postupné inhibici bunééného dychdni a k duseni. Rychlost
inhibice je pfimo tmérnd mnozstvi kyanidu. Venozni krev obsahuje za téchto
podminek zvysSenou koncentraci oxyhemoglobinu z divodu blokovaného vyuziti
kysliku pro tkdné a jeji zbarveni je svétle Cervené. Kyanid se vstfebava do
organismu v riiznych formach, a to nejrychleji plicemi, dale zazivacim traktem a
pokozkou. Mezi pocatecni klinické pfiznaky otravy patfi rozsifeni zornic, nauzea,
buseni srdce, dyspnea, halucinace, tinava a bolest hlavy, po kterych mtze
nasledovat pokles krevniho tlaku, zpomaleni srdecniho rytmu a zastava srdce.
Tyto tcinky jsou zptisobené nedostatkem O, na ktery je nejcitlivéjsi nervova tkan
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muZe také dochdzet k hypoxickym kfec¢im [22].

Kyanid a jeho slouceniny patfi do skupiny jedi s nejrychlejsSim tc¢inkem, smrt
muze nastat pfi vysokych davkach uz do nékolika minut od expozice. Letalni
davka HCN muiZe byt u clovéka (dospélého muze o vaze 80 kg) jiz 50 mg. Smrt

nastava v dtsledku intraceluldrni anoxie v centrech v prodlouzené mise [23; 22].

V pfipadé intoxikace je nutné rychle provést ucinna lécebna opatfeni. Po
premisténi postiZeného ze zamofeného prostfedi nebo odstranéni zdroje intoxikace
se vyuziva zvrat vazby CN™ na Fe* cytochromoxidasu dostate¢nou nabidkou
zelezitych iontt. Podavaji se nitrity schopné oxidovat Fe?* hemoglobin na Fe®
methemoglobin, ktery vaZze CN-. Inhaluje se amylium nitrosum (dusitan
amylnaty), nebo je mozné podavat intravenozné roztok dusitanu sodného.
V piipadé, Ze doslo ke kontaminaciinhalaci, je mozné aplikovat kyslikovou
masku. Alternativni metodou je podani Sestimocnych kobaltovych sloucenin;

dtivodem je jejich velka afinita k CN™ vazbé za tvorby komplexti [23; 22].

2.4 Fenoly
2.4.1 Vlastnosti fenola

Fenoly jsou organické latky obsahujici hydroxylovou funkéni skupinu (OH),
kterd se vadze pfimo na aromaticky kruh (benzenové jadro). Fenoly patii do
skupiny pevnych krystalickych latek sjedinou vyjimkou, kterou je kapalny
m-kresol. Fenoly jsou bezbarvé, pii reakci se vzduchem se barvi do cervena az
fialova. Jejich teplota varu je obecné vyssi, nez by se ocekavalo vzhledem k jejich
molekulové hmotnosti z dtivodu tvorby vodikovych mtstki. Jsou dobie rozpustné
v etheru a ethanolu, naopak Spatné rozpustné ve vodé. V ptipad€, Ze se rozpoustéji
v roztoku hydroxida alkalickych kovii (Na, Li, K), vznikaji sloudeniny fenolaty

(soli fenolu) [24].
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Fenoly maji Siroké spektrum biologickych ucinkd, jsou antiseptické, a proto se
dfive hojné pouZivaly k desinfekci; avSak na clovéka maji toxické i karcinogenni
ucinky. Reaktivitu fenoli ovliviiuje jak hydroxyskupina, tak i aromatické jadro.
Hydroxyskupina je substituentem 1. fadu, coz znamend, Ze ma kladny mezomerni

efekt (dodava elektrony do konjugovaného systému) [24].

2.4.2 Vyskyt v odpadnich vodach

Fenoly vyskytujici se v odpadnich vodach pochazeji zmnoha zdrojii, a to
z koksarenského priimyslu, méstskych odpadi, z farmaceutického primyslu jako
antimikrobidlni c¢inidlo, nemocnic¢nich odpadti, petrochemie a dale z procesu

zpracovani oliv a uzeni masa [6; 14].

V prostredi se mohou vyskytovat také pfirozené fenolové latky, které jsou
produkty rostlin a zivocichti. Mohou vznikat i organickym rozkladem latek, jako
napf. isopropylbenzenu (trividlni ndzev kumen), ktery je velmi vyuZivanou
surovinou, nejvice v USA, kde se pouZziva az pro 97% celkové vyroby fenolu. Proto
byl zafazen agenturou pro ochranu pfirody v USA mezi prioritni znedistujici latky
[19]. Dalsi moznosti je ziskavani fenolu z cernouhelného dehtu, z frakce nazyvané
karbolovy olej. Jestlize neni v podzemnich vodach dostatecné mnozstvi kysliku,

stavaji se fenoly stabilnéjsi a hiife odbouratelné a zpracovatelné [25; 26].

Fenol a jeho derivaty i pfes jejich nizkou té€kavost patfi mezi vyznamné
znecistujici latky odpadnich a podzemnich vod. Vodni ekosystémy jsou velmi
citlivé na toxicitu fenolll a jejich derivat(i;; velmi skodlivé jsou napt. chlorfenoly,
které jsou bioakumulativni a vznikaji pfi upravé vody procesem chlorace.
Nejcastéji se k odbourdvani fenolt vyuzivaji fyzikdlné-chemické metody jako
napiiklad oxidace peroxidem vodiku nebo ozonem, ¢i elektrochemické oxidace.
Dal$imi metodami je membranova separace, extrakce rozpoustédlem, destilace

nebo adsorpce na porézni materidl. Tyto metody maji vysokou tcinnost s riiznymi
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fenolovymi slouceninami, ale nevyhodou téchto procesti jsou jejich vysoké naroky

na energii [24; 17; 8].

Biologicka degradace fenolt je v soucasné dobé alternativni a velmi rychle se
rozvijejici metodou pro dekontaminaci ekosystémii. Vyhodou je mozZnost
degradovat fenoly pfimo v prostfedi, z ¢ehoz plynou hlavné ekonomické vyhody
oproti fyzikdlné-chemickym metodam. Principem mikrobidlni degradace je
schopnost nékterych organismt vyuzivat fenol jako jediny zdroj energie a uhliku.
Mezi tyto organismy patfi napf. Pseudomonas putida, — Rhodococcus
erythropolis nebo Bacillus subtilis. Uvadi se, ze nativni mikrobidlni druhy se lépe
adaptuji neZ mikroorganismy, které prirozené nepatii do urcitého ekosystému a
nejsou proto schopné konkurovat neptivodnim mikroorganisméim pfi sanaci

znecisténého uzemi [27; 28; 29].

Mikroorganismy preménuji fenoly pomoci kaskddy enzymia jako napf.
oxygenas, kterd se déli na monoxygenasy a dioxygenasy, dale pomoci peroxidas a
fenolhydroxylas. Pravé oxygenasy katalyzuji klicovy krok v metabolismu
aromatické slouceniny: pomoci hydroxylace dochdzi k naruSeni rezonanéni
struktury a ndasledné je pomoci enzymu dioxygenasy aromatickd sloucenina
pfeménéna na katechol (1,2-benzendiol). Aktivita metabolickych procesti
mikroorganismt je ovliviiovana teplotou; nizsi teplota zpomaluje az zastavuje
transformaci fenoli, vysoka teplota naopak muze zptisobit vytékani fenold.
Transformace probiha u vysSe uvedenych bakterii v rozmezi pH 5-8. Dalsi
z biologickych moznosti predstavuji houby. Jejich vyhodou je hojny vyskyt, rtst
v extrémnich podminkdch jako nedostatek Zivin, nizké pH ¢ omezeny pfisun
vody. Jsou také schopny prezit v pfitomnosti rtiznych xenobiotik, které jsou
toxické pro fadu dalSich. Pfikladem jsou houby bilé hniloby dfeva, které maji

enzymové vybaveni pro rozklad ligninu a pfibuznych aromatickych latek [30; 27].
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2.4.3 Toxicita a odbouravani

Fenol je chemicka latka, kterd muze zpusobit vazné poskozeni zdravi a ve
velkych ddvkach i smrt. Do organismu se fenol mtzZe dostat pres sliznice a kiizi
nebo plicemi. V organismu dochazi k jeho ¢astecné metabolizaci na hydrochinon a
katechol. Z téla je nasledné vyloucen moci ve formé konjugatu s kyselinou sirovou.
Pokud je fenol v koncentraci vyssi nez 1 %, ma jiz leptavé ucinky, vice nez 10 %
koncentrace zpusobuje nekrozy. Trvalé poskozeni oka nastava potfisnénim pfi

koncentraci vys$inez 15 % [22].

Po adsorpci muze dojit kZivotu ohrozZujicim staviim =z divodu akutni
intoxikace, pfi akutni fazi dochdzi nejdfive k napadeni CNS a jako symptomy se
objevuji kfece, slabost, zvraceni, bolest bficha, zavrat a bezvédomi. V chronické
fazi se pridava poskozeni ledvin napriklad ve formé hematurie. Toxicka davka pro
dospélého je 1-2 g, letalni je 2-10 g. Citlivost déti na fenol je mnohem vyssi nez u

dospélych [22].

Pfi kontaminaci fenolem je nutné izolovat postizeného od zdroje intoxikace, a
nasledné dle formy intoxikace zahdjit prvni pomoc. Pfilokalnim zasazeni pokozky
fenolem neni vhodné pouzit pro oplach vodu, kterd zvysuje penetraci. Doporuceni
je tedy setfit plochu tampony s olivovym olejem. V pfipadé poziti fenolu je vhodné

pouzit medicinalni uhli, jak bylo prokdzané in vitro pokusy [22; 23].
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické casti je reSerSe shrnujici bioremediacni a detoxikacéni potencial
hub, vyskyt kyanidd a fenolti v odpadnich vodach, zptisoby jejich eliminace a

vyskyt, funkce a biotechnologické vyuZiti kyanidhydratas.

Cilem praktické casti je rekombinantni exprese vybrané kyanihydratasy, tj.
exprese genu Vv E. coli, stanoveni aktivity takto ziskanych bunék, purifikace
enzymu a stanoveni jeho vlastnosti (pH a teplotnich profilti, stability). Podle
vysledkii enzymové degradace kyanidu na formamid pomoci tohoto enzymu bude
posouzena vhodnosti enzymu pro detoxifikaci kyanidu v odpadnich vodach. Déle
bude provedena in silico sekvenéni analyza kyanidhydratas z vldknitych hub,

zejména oddéleni Basidiomycota, a srovnani s nitrilasami.
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4 METODIKA

4.1 Vybaveni, pristroje

4.1.1 Pristroje

©)

©)

O

O

Aktapurifier™ (GE Healthcare, Velkd Britanie)

Centrigufa Beckman Avanti JXN-26 (Beckman Coulter, USA)
Centrifuga Minicentrifuge Eppendorf MiniSpin Eppendorf, Némecko),
Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Némecko)

HPLC (IndianMART, Indie)

Kolony pro purifikace (Aktapurifier™) — HiTrap Phenyl Sepharose 6 Fast
Flow; HiPrep Sephacryl HR column (60 x 26 mm)

Kolony pro HPLC Chromolith SpeedRod RP-18 (50 x 4,6 mm; Merck,
USA), ACE C8 (5 pl, 250x4 mm; ACT, Polsko)

Magnetickd michacka Arex (VELP Scientifica)

pH metr - pH 211 Microprocessor pH Meter (Hanna Instruments, Ceska
republika)

Sonikator Bandelin Sonopuls (Bandelin, Némecko)

Sorvall centrifuge RC G+ (Thermo Fischer Scientific, USA) ;
Spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Japonsko)

Termomixér Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)
Trepacka IKA KS 4000 ic control (IKA®-Werke GmbH & Co. KG,
Némecko)

Vahy Preciosa 80A-200M (Swiss Quality, Svycarsko)

Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie)
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4.1.2 Kultivaéni médium a roztoky

Kultivacni medium pro E. coli - TY medium: trypton 16 g, NaCl 5 g, kvasni¢ny
extrakt 10 g, doplnit destilovanou vodou do 100 ml, pH 7 ( upraveno pomoci 5M
NaOH)

Pevné kultivaéni medium pro E. coli - LB agar: NaCl 10 g, trypton 10 g,

kvasni¢ny extrakt 5 g, agar 20 g, doplnit vodou do 11
0,5% kyselina pikrova: kyselina pikrova 0,05 g, 10 ml 25mM Na2CO:s

1,23 M chlorid zelezity: FeCls 1,995 g, 0,59 ml koncentrované HCI, doplnit

destilovanou vodou do 10 ml
2,3M hydroxylamin: 1,598 g NH20OH, doplnit destilovanou vodou do 10 ml
3,5M NaOH: 3,5 ml 10M NaOH, 7,5 ml destilované vody

Pufr 50 mM TRIS/HCI s 1M (NH4)250s, pH 8

Pufr 50 mM TRIS/HC1 150 mM NaCl, pH 8

Pufr acetonitril/ 5mM natriumfosfatovy, pH 7,2

Pufr 50mM TRIS/HCI pH 8, 50 mM NaCl

Pufr 1,5M TRIS/HCI 100 11 10% SDS, 100 1l 10% APS a4 pl TEMED pH 8,8
Cinidlo pro metodu OPA (80 mg OPA v 400 pl methanolu bylo rozpusténo v 40 ml

15 mM tetraboratu sodného, pH 9,25)
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Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (250 mM TRIS, 500 mM DTT, 10 % SDS, 0,5 %

bromfenolova modf a 50 % glycerol).

Britton a Robinson pufr, sloZzka A (0,04 M kyselinu boritd, 0,04 M kyselina

octova a 0,04 M kyselina trihydrogenfosfore¢nd) a slozka B (0,2 M hydroxid sodny)

Bradfordovo ¢inidlo Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)

Coomassie blue (2,5 g Coomassie Brilliant Blue R, 455 ml methanolu, 455 ml

destilované vody, 90 ml kyseliny octové)

TRIS/HCI (1,5 M, pH 8,8), 100 11l 10% SDS, 100 111 10% APS a4 1l TEMED

10 % SDS gel (4 ml destilované vody, 3,3 ml 30% polyakrylamidu, 2,5 ml
TRIS/HCI (1,5 M, pH 8,8), 100 ul 10% SDS, 100 pl 10% APS a4 pl TEMED

(tetramethylethylendiamid))

Zaosttovaci gel (3,4 ml destilované vody, 830 ul 30% polyakrylamidu, 630 pl
TRIS/CIL (1 M, pH 6,8), 50 11 10% SDS, 50 pl 10% APS a5 ul TEMED

Modelova koksarenska odpadni voda byla pfipravena dle Papadimitriou a kol.
[26]. Pro pfipravu 250 ml modelové vody, kterd svym sloZenim simuluje sloZeni
odpadnich koksarenskych vod, bylo navdZeno 500 mg octanu sodného, 25 mg
chloridu sodného, 12,5 mg chloridu vapenatého, 5 mg chloridu draselného, 150 mg
chloridu amonného a 83 mg hydrogenfosforecnanu draselného, 100 mg fenolu a 50
mg thiokyanatu. Takto pfipravend laboratorni voda ma pH ca. 7. Z predem
pripraveného zasobniho roztoku bylo odebrano 9,9 ml roztoku a bylo pfidano 100
pl 500 mM kyanidu. Skute¢nd odpadni voda byla poskytnuta Tfineckymi

zelezarnami, a.s.
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4.1.3 Substraty

Vsechny uvedené substraty byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich a byly

pripraveny zasobni roztoky o pozadované koncentraci.
500 mM KCN (0,0325 g/ml), kazdy den pfipraven novy roztok
500 mM fenol (0,0470 g/ml), skladovan pfi 4 °C
500 mM fumaronitril (0,0395 g/ml), skladovan pfi 4 °C
500 mM 2-kyanopyridin (0,052 g/ml), skladovan pti 4 °C

4.1.4 Biologické materialy

Rekombinantni kmen E. coli ORIGAMI/pET22bcynSH+pGro 7 nesouci geny
pro kyanidhydratasu z S. hirsutum a pro chaperon GroEL/ES, ktery je nutny pro

spravné skladani enzymu pfi expresi.

Syntéza genu pro kyanidhydratasu optimalizovaného pro E. coli byla
provedena pomoci GeneArt. Expresni vektor byl zkonstruovan klonovanim genu
do mist Ndel a Xhol v pET22b+ a pouzit k transformaci E. coli Origami B, ktery
koexprimuje GroEL/ES chaperon (MBU AV CR, v.v.i., nepublikované vysledky).

4.2 Sekvencni analyza

Pro vyhledavani sekvenci v databazi GenBank byl vyuZzit program BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Po zaddani identifika¢niho ¢isla sekvence do
vyhledavace byly nalezeny enzymy s podobnou strukturou, shoda byla vyjadfena
v %. Nasledné byly zkonstruovany fylogenetické stromy na zdkladné podobnosti
pro konkrétni enzymy. A to metodou spojovani sousedskych skupin, dle shody

v sekvenci.
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4.3 Kultivace bunék E. coli

Zpracovani syntetického genu a transformaci do E. coli provedl jiny
zaméstnanec laboratore molekuldrni genetiky bakterii Ing. Lenka Ruckd, Ph.D (
nepublikované vysledky). Buriky byly sterilné zaockovany zjedné izolované
kultury E. coli ORIGAMI/pET22bcynSH+pGro 7, ktera narostla na LB agaru(
ampicilin 10 mg/ml, chloramfenikol 3,5 mg/ml), do 100 ml TY media (4.1.2) a poté
bylo pfidano 100 pl roztoku ampicilinu (zdsobni roztok o koncentraci 100 mg/ml
byl nejdfive 10krat nafedén destilovanou vodou) a 100 pl roztoku chloramfenikolu
(zasobni roztok o koncentraci 35 mg/ ml byl nejdfive 10krat nafedén destilovanou
vodou). Kultura byla inkubovana pii 37 °C, 170 ot-min! do dosaZeni optické

hustoty cca 1.

Po pfidani 2 ul roztoku IPTG (1M isopropyl-1-thio [-D-galaktopyranosid;
indukuje expresi proteinu) do vysledné koncentrace 0,02 mM, a 0,17% arabinosy
(indukuje produkci chaperonu), byly buriky kultivovany 20 h pti 20 °C 170 ot - min-
1. Poté byly Sokové zmrazeny na -80 °C a pfi této teploté skladovany do doby

pouziti pro stanoveni enzymovych aktivit a purifikaci exprimovaného enzymu.

Medium s burikami bylo rozdéleno do dvou kyvet a centrifugovano 5 min pfi
5000 ot-min® (centrifuga Beckman Avanti JXN-26). Supernatant byl odstranén,
pelet promyt TRIS pufrem (50 mM TRIS/HCI s 1M (NH4):50Os, pH 8) s PMSF

(fenylmetansulfonylfluorid) a resuspendovan v tomto pufru na 10 ml.

Buriky byly dezintegrovany sonikaci, kterd probihala v 8 cyklech po 30
sekundach, pfi 20% vykonu sonikatoru; mezi jednotlivymi cykly se buriky chladily
na ledu. Po sonikaci probéhla centrifugace bunék pti 27 000 ot-min? po dobu
20 min pfi 4 °C (centrifuga Beckman Avanti JXN-26). Supernatant byl pouZit pro

stanoveni aktivit a purifikaci.
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4.4 Stanoveni aktivity enzymu
4.4.1 Stanoveni aktivity celych bunék

Pro stanoventi aktivity byla pouZita pfeména kyanidu na formamid s naslednym
spektrofotometrickym stanovenim formamidu (viz 4.6.1). Reak¢ni smés obsahovala
475 1l bunécné suspenze (optickd denzita méfend pri 600 nm byla 0,1) v 50 mM
TRIS/HCI pufru se150 mM NaCl o pH 8. Takto pfipravend smés byla
preinkubovana v termomixéru 5 min pfi 30°C a 850 ot-min'. Po 5 min
preinkubace byla reakce zahdjena pridanim 25 pl 500 mM KCN (vysledna konc. 25
mM KCN). Reakce probihala za stejnych podminek jako preinkubace. Po 5 min
bylo odebrano 200 pl smési, kde byla reakce zastavena pfidanim 400 pl 96%
methanolu. Tato smés byla centrifugovana (13 400 g, 4 min), veskerd stanoveni se
provadéla v triplikdtech. Vysledkem je aktivita v U/mg, kde U je mnozZstvi
enzymu, které za danych podminek (30 °C, pH 8) pfeméni 1 pmol HCN za 1 min
Kontrolni stanoveni bylo provedeno se vzorkem, ktery neobsahoval bunky (4.

obsahoval jen pufr).

4.4.2 Stanoveni aktivity purifikovaného enzymu

Reakéni smés obsahovala 25 pl enzymu (nafedéného podle koncentrace
proteind v jednotlivych vzorcich 0,2 mg/ml reakéni smési) a 450 pl 50 mM
TRIS/HCI pufru se 150 mM NaCl o pH 8. Dale se postupovalo jako v ¢éasti 4.4.1.
Kontrolni stanoveni bylo provedeno se vzorkem, ktery neobsahoval enzym (tj.

obsahoval jen pufr).

4.4.3 pH optimum celych bunék

Postupovalo se jako v ¢asti 4.4.1 stim rozdilem, Ze bunécné suspenze byly
pripraveny v pufrech o réiznych pH. Byly pouzity pufry podle Brittona a
Robinsona. pH pufru bylo uréeno pomérem téchto slozek (viz ptiloha ¢.4), v tomto

pfipadé byla pouzita stupnice pH od 5,0 do 11,9 .
32



4.4.4 pH optimum purifikovaného enzymu

Postupovalo se jako v ¢asti 4.4.2 a byly pouzity pufry podle casti 4.4.3.

4.4.5 pH stabilita celych bunék

Pro stanoveni pH stability byly pouZzity bunécné suspenze pfipravené v pufrech
o rizném pH (viz 4.4.3), které byly nasledné preinkubovany v termomixéru 120

min pri 30°C a 850 ot - min). Dale se postupovalo jako v casti 4.4.1.

4.4.6 pH stabilita purifikovaného enzymu

Postupovalo se jako v casti 4.4.5 s tim rozdilem, Ze misto bunéénych suspenzi

byly pouZity roztoky enzym v pufrech o rtiznych pH podle 4.4.3.

4.4.7 Teplotni optimum celych bunék

Pro stanoveni teplotniho optima byla bunécna suspenze (ODeoo= 0,1) v 50 mM
TRIS/HCI pufru se 150 mM NaCl o pH 8 rozdélena do mikrozkumavek po 475 ul.
Jednotlivé mikrozkumavky se preinkubovaly v termomixéru pfi odliSnych
teplotach, a to 10, 15, 20, 25, 35, 40, 45, 50 a 60°C, po dobu 5 min pfi 850 ot - min™.

Dale se postupovalo jako v ¢asti 4.4.1.

4.4.8 Teplotni optimum purifikovaného enzymu

Postupovalo se jako v ¢asti 4.4.7 s tim rozdilem, Ze misto buné¢né suspenze byl

pouzit roztok enzym podle ¢asti 4.4.2.

4.4.9 Teplotni stabilita celych bunék

VySe uvedena smés (viz 4.4.7) byla rozdélena do mikrozkumavek po 475 pl a

jednotlivé mikrozkumavky se preinkubovaly v termomixéru pfi odliSnych
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teplotach, a to 10, 15, 20, 25, 35, 40, 45, 50 a 60°C, po dobu 180 min pfi 850 ot - min-.

Dale se postupovalo jako v ¢asti 4.4.1.

4.4.10 Teplotni stabilita purifikovaného enzymu

Postupovalo se jako v ¢asti 4.4.9 s tim rozdilem, Ze misto bunéénych suspenzi

byl pouzit roztok enzym podle ¢asti 4.4.2.

4.4.11 Substratova specifita

Pfi stanoveni substratové specifity se postupovalo jako v casti 4.4.1, ale jako
substraty byly mimo KCN pouzZity fumaronitril, 2-kyanopyridin nebo benzonitril
(500mM zasobni roztoky). Vyslednad koncentrace substratu byla vzdy stejna, jako

kdyz byl substratem kyanid (25 mM).

4.4.12 Stanoveni kinetiky pro substrat kyanid

Pro stanoveni kinetickych vlastnosti enzymu bylo potfeba 500 ul reakcéni smési,
ktera obsahovala 25 ul roztoku enzymu (nafedéného podle koncentrace proteinti
v jednotlivych vzorcich) a 450 pl pufru 50 mM TRIS/HCI s 150 mM NaCl o pH 8.
Po preinkubaci za standardnich podminek (viz 4.5.1) byla pfiddna rtiznd mnozstvi
500mM kyanidu do pocatecni koncentrace 5, 10, 20, 30, 40 nebo 50 mM. Reak¢ni
smés byla doplnéna pufrem tak, aby bylo ve vSech reakcich 500 pl. Dale se
postupovalo podle ¢éasti 4.4.1. Hodnoty pocatecnich rychlosti reakci byly vyneseny
v zavislosti na prfislusSnych pocate¢nich koncentraci substratu v programu
GraphPad Prism 7.0. Nelinearni regresi byly vyhodnoceny kinetické parametry

maximalni rychlost Vmax a Michaelisova konstanta Km.
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4.5 Purifikace proteinu
4.5.1 Zakoncentrovani vzorku

Zakoncentrovani extraktu z bunék (viz 4.3) bylo provedeno ultracentrifugaci pfi
15 000 ot - min-'po dobu 8 min pfi 4 °C. Pfi ultracentrifugaci byl pouZit filtr Amicon
ultra 10 kDa

4.5.2 Hydrofobni chromatografie

Purifikace hydrofobni chromatografii byla provedena na koloné HiTrap Phenyl
Sepharose 6 Fast Flow/low sub (1 ml). Byl pouzit program UNICORN. Kolona byla
nejdfive promyvana ekvilibraénim pufrem 50 mM TRIS/HCl s 1M (NHa4):SOs pfi
pritoku 0,5 ml/min po dobu 20 min. Po ustaleni konduktivity byl nanesen vzorek
(10 ml) pfi pritoku 0,25 ml/min. Po naneseni vzorku byla kolona promyvana
ekvilibracnim pufrem 50 mM TRIS/HCI s 1M (NH4)250s (0,5 ml/min) po dobu 20
min. Eluce byla provadéna pomoci gradientu a to z 1 M (NH4)2SOsna 0 M v 50 mM
TRIS/HCI pufru (30 ml, 0,5 ml/min). Pfitomto procesu dochdazi k poklesu
konduktivity. Po dobu poklesu konduktivity byly odebirany vzorky pro dalsi
zpracovani. Po skonceni eluce byla kolona promyvana ultraéistouou vodou (pro
HPLC) pfi pratoku 2ml/min, IM NaOH, destilovanou vodou a nakonec 20%
ethanolem. Kazd4 faze promyvani probihala minimdlné 20 minut. Pfed dalsi

purifikaci bylo vzorek opét zakoncentrovan (viz 4.5.1).

4.5.3 Gelova permeacni chromatografie

Pro purifikaci gelovou permeacni chromatografii byla pouzita kolona HiPrep
Sephacryl HR column o objemu 5 ml. V prvni fazi byla promyta pouze nastfikova
smycka, a to pufrem (50 mM TRIS/HCl pH 8, 150 mM NaCl). Postupné byl
zvySovan pratok z1 ml/min az na 4 ml/min. Nasledné byla instalovana kolona
pomoci redukci na obou koncich kolony. Byl spustén program UNICORN. Kolona,

ktera byla uchovavana ve20% ethanolu, byla promyvana pfefiltrovanou
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destilovanou vodou pro HPLC (0,5 ml/min) po dobu 3 h. Nasledné byla spusténa
ekvilibrace pomoci pufru (50 mM TRIS/HCI pH 8, 50 mM NaCl) pfi pratoku 0,5
ml/ min. Ekvilibrace probihala pfes noc pfi pratoku 0,2 ml/min. Poté byl nanesen
koncentrovany vzorek proteinu (2,5 ml) a pfi pratoku 0,5 ml/min byly jimany
frakce (2 ml), které byly déle analyzovany. Po skonceni separace byla kolona
promyvana vodou pro HPLC (2ml/min), 1M NaOH, vodou pro HPLC a nakonec

20% ethanolem. Kazda faze promyvani probihala minimalné 20 min.

4.6 Analytické metody
4.6.1 Spektrofotometrické stanoveni kyanidu s kyselinou pikrovou

Kyanid byl stanoven metodou podle Fischera a Browna (1952) [31];
provedeni bylo mirné modifikovdno. Pro stanoveni kyanidu bylo pouzito 100 ul
vzorku, ktery obsahoval 30 pl supernatantu reakcni smési (viz 4.5) a 70 ul 50mM
TRIS/HCI pufru se 150mM NaCl (pH 8). Po ptidani 200 ul 0,5% kyseliny pikrové
(24,6 -trinitrofenol) byly vzorky inkubovany ve vrouci vodé po dobu 5 min a
reakce byla ukoncena ochlazenim v ledové vodé. Po ochlazeni vzorki bylo pfiddno
700 pl destilované vody. Absorbance vzorkt byla stanovena spektrofotometrem
UVmini-1240 pfi 520 nm. Vypocet koncentrace byl proveden z kalibraé¢ni fady pro

stanoveni kyanidu (viz pfiloha ¢.1). Veskera méfeni se provadeéla v triplikatech.

4.6.2 Spektrofotometrické stanoveni formamidu s hydroxylaminem

Formamid byl stanoven metodou podle Cantarelly [30], provedeni bylo mirné
modifikovdno. Pro spektrofotometrické stanoveni formamidu bylo pouzito 200 ul
supernatantu reakéni smési (viz 4.5), ke kterému bylo priddno 400 pl smési 3,5M
NaOH a 2,3M hydroxylaminu (1:1). Inkubace probihala pfi 60 °C po dobu 10 min,
pii 850 ot-min®. Poté bylo pridano 200 ul 4M HCl a 200 pl 1,23M FeCls. Ve

vzorcich byla stanovena absorbance na spektrofotometru UVmini-1240 pti 540 nm.
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Vypocet koncentrace byl proveden z kalibrac¢ni fady pro formamid (viz pfiloha ¢.

2). VeSkera méfeni se provadéla v triplikatech.

4.6.3 Stanoveni amonnych iontl s o-ftaldialdehydem (OPA)

Byla pouzita metoda podle Blacka [32], ktera byla mirné modifikovana. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 186 1l 50% DMSO, nasledné bylo pfidano 132
pl ¢inidla a 66 pl supernatantu reakéni smési (viz 4.5). Po promichani bylo pfidano
66 pl 10% kyseliny trichloroctové. Nakonec bylo pfidano 450 ul 50% DMSO.
Inkubace probihala 10 minut pfi laboratornich podminkach. Nasledovalo
spektrofotometrické stanoveni na spektrofotometru UVmini-1240 pfi 675 nm.
Vysledna hodnota byla stanovena zkalibracni fady pro chlorid amonny (viz
priloha 3). Kalibrace byla provedena zameéstnancem laboratofe Mgr. Petrem

Novotnym.

4.6.4 Stanoveni proteinu

MnoZstvi proteinu bylo stanoveno metodou podle Bradforda [33]. Vzorky
obsahovaly 5, 15 nebo 25 ul vzorku v celkovém objemu 25 ul (objem byl pfipadné
upraven destilovanou vodou). Poté byl pfidan 1 ml Bradfordova ¢inidla Protein
Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA), zdsobni roztok byl pfipraven
nafedénim destilovanou vodou v poméru 1:4 a po 5 min inkubace za laboratorni
teploty nasledovalo spektrofotometrické stanoveni pfi 595 nm. MnoZstvi proteinu
bylo stanoveno z kalibra¢ni fady pfipravené pro koncentrace 0,1 - 0,8 mg/ml (viz

pfiloha ¢. 1) VeSkeré méfeni probihalo v duplikatech.

4.6.5 HPLC

Pro stanoveni koncentraci benzonitrilu a fumaronitrilu a jejich reakcnich
produktii byla pouzita kolona Chromolith SpeedRod RP-18 (50 x 4,6 mm; Merck) a

mobilni faze acetonitril/ voda v objemovém poméru 20/ 80 s0,1% kyselinou
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fosforecnou. Pratok mobilni faze byl 2 ml/min. Koncentrace 2- kyanopyridinu
(2CP) a jeho reakénich produkti byly stanoveny za pouziti kolony ACE C8 (5 pl,
250x4 mm; ACT) a mobilni fazi sloZenou acetonitril/ 5mM natriumfosfatovy pufr
pH 7,2, 20/ 80. Pratok mobilni fadze byl 0,9 ml/min. Teplota kolony byla v obou
metodach 35 °C. Substraty a produkty byly identifikovdny pomoci retencnich ¢ast
a UV spekter autentickych standardt. Obsluha zafizeni byla provadéna

zameéstnancem laboratofe Mgr. Petrem Novotnym.

4.7 Elektroforéza
4.7.1 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Vzorky pro elektroforézu obsahovaly 10 pl proteinu a 2 ul vzorkového pufru.
Takto pripravené vzorky byly v termomixéru denaturovany pfi 99 °C po dobu 5
min. Byl pfipraven 10% SDS gel. Roztok byl napipetovan mezi skla v aparatufe,
nasledné byl prelit isobutanolem a po zatuhnuti (1 hodina pfi 37° C) a odsati
butanolu byl pfidan zaostfovaci gel . Do zaostfovaciho gelu byl zasazen hrebinek
pro vytvofeni jamek. Po zatuhnuti gelu byl vytaZen hfebinek a desky s gelem
vloZeny do aparatury, do které bylo poté nalito 700 ml elektrodového pufru (242 g
Tris, 57,1 ml kyseliny octové a 100 ml roztoku 500 mM EDTA, pH 8,0) a konec¢ny
objem doplnén na 1 I). Do takto pfipravené aparatury byly naneseny do
jednotlivych jamek vzorky. Jako marker byl pouzit zdsobni roztok LMW (40 pl
5krat koncentrovaného roztoku se 160 ul vody pro HPLC). Tento marker obsahuje
proteiny fosforylasu b (97 kDA), albumin (67 kDa), ovalbumin (45 kDa),
karbononanhydrasu (30 kDa), inhibitor trypsinu (20 kDa) a laktalbumin (14 kDa).

Prvni hodinu probihala elektroforéza pti 90 V, nadsledné po zaostfeni vzorkd na

rozhrani zaostfovaciho a separa¢niho gelu bylo napéti zvyseno na 130 V.

Elektroforéza byla ukoncena ve chvili kdy bylo barvivo na konci gelu.

Nasledovalo sejmuti gelu ze skla a obarveni, které probihalo 10 min pomoci barvy
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Coomassie blue. Nasledovalo odbarveni v odbarvovaci ldzni pomoci smési vody,
ethanolu a kyseliny octové (450 ml ethanolu, 100 ml kyseliny octové, doplnéno do

11 destilovanou vodou). Poté byl gel uchovavan v 1 % kyseliné octové.

4.8 Konverze kyanidu v modelové odpadni vodé

Bunécna suspenze (vysledné ODew = 0,1) v modelové odpadni vodé (4.1.2) byla
inkubovéna pri 30 °C; béhem inkubace byly odebirany vzorky a provedeno
standardni stanoveni kyanidu s kyselinou pikrovou (viz 4.6.1.) a stanoveni

formamidu s hydroxylaminem (viz 4.6.2).
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5 VYSLEDKY

5.1 Sekvencni analyza kyanidhydratas a nitrilas u viaknitych hub
5.1.1 Kyanidhydratasy

Kyanidhydratasa s identifikacnim cislem GenBank: XP_007307917.1 pochdzi
z houby Stereum hirsutum z oddéleni Basidiomycota (kmene FP-91666 SS1). Obsahuje
371 aminokyselin. Tento enzym byl vybran k charakterizaci v rdmci pfedchoziho
feseni projektu ,Nové proteiny "nitrilasové nadrodiny" u Basidiomycot ...” (GACR
18-00184S) a pred zahajenim této bakaldfské prace byla pfedbézné potvrzena jeho
kyanidhydratasova aktivita pro substrat KCN (za pouZziti celych bunék E. coli

exprimujicich dany gen)

Na zacatku této bakalafské prace byly v databdzi GenBank vyhleddvany
sekvence pfibuzné kyanidhydratase z S. hirsutum. Touto analyzou bylo zjisténo, ze
v oddéleni Basidiomycota obsahuji geny pro hypotetické kyanidhydratasy mimo S.
hirsutum také Auricularia subglabra a Exidia glandulosa, ale ze vétSina hypotetickych
kyanidhydratas se vyskytuje u hub oddéleni Ascomycota. Nejvy3si shodu (vice nez
85% shodnych aminokyselinovych zbytk(i) vykazuje enzym zeS. hirsutum
s kyanidhydratasami zhub Auricularia subglabra, a dale Corynespora cassiicola,

Macrophomina phaseolina a Diplodia seriata, které patti do oddéleni Ascomycota.

Fylogeneticky strom (Obr. 3) byl vytvofen pro vSechny proteiny se shodou
minimalné 60%. Celkové bylo nalezeno 256 proteinti, pficemz 108 proteint
vykazuje vétsi shodu nez 80%. Vétsi shoda nez 70% je cca u 156 proteint. U
proteint vykazujicich takto vysokou shodu s charakterizovanym enzymem lze
predpokladat stejnou funkci, jedna se tedy s nejvétsi pravdépodobnosti o funkéni

kyanidhydratasy.

40



‘ascomyceles 130 leaves

‘ascomycetes | 84 leaves

2 Diplodia corticola(XP_020127635.1)
2 Diplodia seriata(KKY 19646.1)
@ Neofusicoccum parvum UCRNP2(EOD50361.1)
@Macrophomina phaseolina MS6(EKG15018.1)
3 Pyrenophora tntici-repentis(PZC95838.1)
j Pyrenophora tnitici-repentis(PWO026809.1)
) Pyrenophora tritici-repentis(PW015954.1)
&% Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP(XP_001930992.1)
P —%Pyrenophora teres f. teres 0-1(E3RV84.1)
2 Stagonospora sp. SRC11sM3a(OAL07418.1)
2 Bipolans oryzae ATCC 44560{XP_007688885.1)
9 y J{‘ Bipolaris zeicola 26-R-13(XP_007715048.1)
r®Bipolans maydis ATCC 48331(XP_014072527.1)
3P ° Bipolans sorokiniana ND9OPr(XP_007702700.1)
@ — 2 Exserohilum turcica E28A(XP_008030580.1)
2 Ascochyta rabiei(KZM28799.1)
Lo ? Epicoccum nmigrum(0SS54602.1)
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? »Stemphylium lycopersici( KNGS51232.1)
9 2 Alternaria brassicicola(Q7Z8Mé6.1)
@ Alternania tenuissima(RYN95157.1)
@3 Alternania alternata(XP_018379524.1)
3 @ Alternaria arborescens(XP_028499938.1)
& Alternaria arborescens(RYN16631.1)
o 2 Alternaria tenuissima(RYN63718.1)
@ Paraphaeosphaena sporulosa(XP_018038823.1)
$ @ Neurospora crassa ORT4A(XP_960160.2)
Q @ ‘»Neurospora tetrasperma FGSC 2508(XP_009854009.1)
> 2 Corynespora cassiicola Philippines(PSN72580.1)
2 Leptosphaeria maculans(Q9P8V3.1)
@ Exidia glandulosa HHB12029(KZV92691.1)
3 Periconia macrospinosa(PVH99183.1)
@ Auriculana subglabra TFB-10046 SS5(EJD51184.1)
@ Stereum hirsutum FP-91666 SS1(XP_007307917.1)
@ Auriculana subglabra TFB-10046 SS5(EJD54336.1)

I 0.07 | @ Auricularia subglabra TFB-10046 SS5(EJD51215.1)

2 Trichoderma guizhouense(OPB43755.1)

Obr. 3: Fylogeneticky strom kyanidhydratas u Basidiomycot (oznacena modrou barvou) a Ascomycot
(oznacena zelenou barvou).

5.1.2 Shoda kyanidhydratasy s nitrilasami

Sekvence kyanidhydratasy z houby S. hirsutum byla porovndna se sekvencemi
skupiny nitrilas, tj. enzym@ hydrolyzujicich organické nitrily. Nejvyssi shodu
38,7% vykazovala s nitrilasou Fusarium proliferatum (oddéleni Ascomycota). Celkové
bylo nalezeno 96 nitrilas se shodou v rozmezi 30—40 % (Obr. 4). Dalsi nitrilasy
vykazuji jesté niz$i shodu s kyanidhydratasami (v Obr. 4 nejsou tyto nitrilasy

uvedeny).
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Aspergillus costaricaensis CBS 115574(XP_025543697.1)
@ Aspergillus flavus NRRL3357(XP_002383901.1)
_rQAspergillus saccharolyticus JOP 1030-1(XP_025432203.1)
Aspergillus japonicus CBS 114.51(XP_025527416.1)
Aspergillus awamori(GCB21950.1)
Aspergillus eucalypticola CBS 122712(XP_025388586.1)
Aspergillus niger(GAQ46233.1)
2 Aspergillus costaricaensis CBS 115574(XP_025534698.1)
Aspergillus neoniger CBS 115656(XP_025483230.1)
Aspergillus vadensis CBS 113365(XP_025565567.1)
Aspergillus kawachii IFO 4308(GAA83217.1)
1 Aspergillus sclerotioniger CBS 115572(XP_025472682.1)
B E\'Aspﬂgillus sclerotiicarbonarius CBS 121057(PY111080.1)
Aspergillus ibericus CBS 121593(XP_025575182.1)
@ Beauveria bassiana D1-5(KGQ05088.1)
~» 9 Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4(EMT69823.1)
Trichoderma atroviride IMI 206040(XP_013945053.1)
Colletotrichum higginsianum IMI 349063(XP_018157754.1)
) 5 @ Colletotrichum incanum(KZL.79719.1)
Colletotrichum fructicola Nara gcS(ELA23612.1)
© Aspergillus clavatus NRRL 1(XP_001276027.1)
{OQuemus suber(XP_023902668.1)
Cercospora beticola(XP_023456521.1)
@ Alternaria tenuissima(RYN98156.1)
- Fusarium fujikuroi(SCV52372.1)

|°"—| > Fusarium proliferatum(CVK85635.1)
@ Stereum hirsutum FP-91666 SS1(XP 007307917.1)

&
v

Obr. 4: Fylogeneticky strom nitrilas — pfibuznost s kyanidhydratasou ze Stereum hirsutum (zelenou barvou oznacena
Ascomycota, svétle hnédou barvou oznaceny vyssi dvoudéloiné rostliny — ,eudicots”, ostatni organismy oznaceny sedou
Sipkou)
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5.2 Stanoveni vlastnosti kyanidhydratasy v celych burkach

Pro stanoveni vlastnosti kyanidhydratasy byly nejprve pouZzity celé bunky E. coli
obsahujici kyanidhydratasu. Aktivni bunky byly pfipraveny kultivaci
v pfitomnosti induktoru IPTG. Zaroven byl exprimovan chaperon GroEL/GroES
potfebny pro spravné skladani rekombinantniho proteinu. Podrobny popis

kultivace je v ¢asti 4.3.

Teplotni optimum pro kyanidhydratasu bylo 45 °C, aktivita pfi této teploté byla
cca. 23 U/mg susiny pro KCN. Aktivita se s rostouci teplotou zvySovala mezi 15 °C
a 45 °C, pfi vyssich teplotach rychle klesala. Aktivita pfi 60 °C byla nizsi nez
aktivita v 15 °C (Obr. 5).
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Obr. 5: Teplotni optimum kyanidhydratasy v butikdch E. coli, substrdt KCN (25 mM), doba reakce 5 min, pH
8, 100% = 23,1 U/mg susiny

Enzym vykazoval dobrou teplotni stabilitu od 10 °C do 30 °C, aktivita byla pfi
téchto teplotdch v rozmezi ca. 25 - 27 U/mg susiny. Od teploty 30 °C stabilita velmi

rychle klesala, pfi 60 °C byla pouze na tirovni 10 % maxima (Obr. 6).
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Obr. 6: Teplotni stabilita kyanidhydratasy v butikach E. coli, substrdat KCN (25 mM), doba preinkubace 180
min pii 10-60 °C,, doba reakce 5 min p#i 30 °C, pH 8, 100% = 27,2 U/ mg susiny

Pro kyanidhydratasu bylo stanoveno pH optimum 8,0. Pfi tomto pH mél enzym
aktivitu 24,5 U/mg susiny. V rozmezi pH 6,5-8,0 byly aktivity enzymu nejméné na
90% maximdlni hodnoty. Naopak pfi pH nad 9 dochdzelo k rychlému poklesu
aktivity; pfi pH 10 byla aktivita pouze 40 % maxima, pfi pH 5 vykazoval enzym
aktivitu 10 % maxima, mezi pH 5,3 a pH 6 dochdazelo k velkému nartistu aktivity

z20na 70 % (Obr. 7).

Kyanidhydratasa vykazovala nejvyssi stabilitu pfi hodnoté pH 7,2. Aktivita pfi
tomto pH byla ca. 23 U/ mg suSiny. Stabilita byla vyssi v mirné zasaditém prostredi

nez v mirné kyselém. Stabilita byla stejnd pfi pH 5 jako pfi pH 11,2 (Obr. 8).
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Obr. 7: pH optimum kyanidhydratasy v busikdch E. coli, substrit KCN (25 mM), doba reakce 5 min, 100% =

24,5 U/ mg susiny
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Obr. 8: pH stabilita kyanidhydratasy v burikdch E.coli, substrat KCN (25 mM), doba preinkubace 120 min

pfi riiznych pH, doba reakce 5 min pii pH 8, 100% = 23,1 U/ mg susiny
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5.2.1 Substratova specifita kyanidhydratasy v bunkach E.coli

Nejvyssi specifickou aktivitu mél enzym ke KCN, aktivita byla asi 110X vys$si
neZ pro substrat fumaronitril. Fumaronitril a 2-kyanopyridin byly nejlepsi

substraty z pouzitych nitril(, a substratem enzymu byl také benzonitril (Tab. 1).

Tab. 1: Substrdtovd specifita kyanidhydratasy v burikdch E. coli

Substrat Aktivita (U/mg suSiny)
KCN 254+0,7
2-Kyanopyridin 0,22 +0,02
Fumaronitril 0,23 +0,07
Benzonitril 0,044 + 0,005

Podminky stanoveni: Koncentrace substrdtii 25 mM, pH 8, 30 °C, doba reakce 10 min.

Produkty konverze kyanidu byl formamid a produkty konverze
2-kyanopyridinu a benzonitrilu byly prevdzné prislusné karboxylové kyseliny
(Obr.9), jak bylo zjiSténo srovnanim s komercnimi standardy pomoci HPLC.
Naproti tomu byl hlavnim produktem transformace fumaronitrilu pfislusny
kyanamid, tj. 3-kyanakrylamid (Obr. 9). Standard pro tento produkt (komercné
nedostupny) byl pfipraven jinymi pracovniky v laboratofi. Pro dalsi testované
substraty jako fenylacetonitril, 3-fenylpropionitril nebo 4-kyanopyridin nemé€l
enzym prakticky Zadnou aktivitu.

+H,0
HCN 25 HCONH,

CN COOH
+H0
—
- NH3
CN COOH
2 +H,0 =
| — |
x~ N - NH3 ~ N

H,0 X _~CONH
NI s SIEVIC i it

Obr. 9: Reakéni produkty biotransformace riiznych substratil kyanidhydratasy ze S. hirtusum.
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5.3 Purifikace kyanidhydratasy

Extrakt byl pfipraven z bun€k E. coli kultivovanych podle postupu v ¢asti 4. 3 a
mél vstupni koncentraci proteinu 17 mg/ml a objem 7,5 ml. Jeho specificka aktivita
byla 67 U/mg proteinu pro KCN, tedy vice neZ dvojnasobna ve srovnani s celymi
burikami. V prvnim kroku byl enzym purifikovdn hydrofobni chromatografii
(Obr. 10). Frakce obsahujici protein oc¢ekdvané velikosti (viz elektroforeogram na
Obr. 11), které zaroven vykazovaly nejvyssi aktivitu, byly spojeny a pouZity pro
dalsi purifikaci. Jednalo se o frakce 4-7 o celkovém objemu 3 ml, obsahujici 2,2

mg/ml proteinu, tj. celkem ca. 6,6 mg proteinu.

Pomoci SDS-PAGE (elektoforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecyl siranu sodného) byl detegovan majoritni protein se zdanlivou
molekulovou hmotnosti kolem 45 kDa, coZz pfiblizné souhlasi s teoretickou
hodnotou pro tuto kyanidhydratasu - 41,5 kDa. Dal$im majoritnim proteinem ve
vzorku byl chaperon, ktery mél ve srovndni s kyanidhydratasou vyssi
molekulovou hmotnost kolem 70 kDa (byl pouzit kmen s plasmidem kédujicim

komplex chaperonti GroEL a GroES s molekulovymi hmotnostmi 58 a 10 kDa).

elucni krivka
kyanidhydratasy

=
e
o%

-

| /i e 11 i~

Obr. 10: Priibéh hydrofobni chromatografie, provedeni viz 4.6.3,; frakce vybrané pro elektroforetickou analyjzu oznaceny
Sipkami
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Obr. 11: Elektroforeogram frakci z hydrofobni chromatografie, 1- , low-molecular weight” marker (LMW), 2- vyjchozi

90
80

60

30

vzorek, 3- nezachyceny protein, 4-7 frakce odebrané béhem eluce majoritniho proteinu (oznaceno modrou sipkou v Obr.
11), 8- poslednt frakce (oznacena cervenou sipkou v Obr. 10)

Pro dalsi purifikaci enzymu byla provedena gelovd permeacni chromatografie

se zakoncentrovanym enzymem z hydrofobni chromatografie. Byly odebirany

frakce oznacené v Obr. 12. V téchto frakcich byla ovéfena pritomnost enzymu a

jeho cistota elektroforézou (Obr. 13). K charakterizaci purifikovaného enzymu byly

pouzity frakce snejvyssi aktivitou, tj. frakce 1 a 2. Podobné jako nejaktivnéjsi

frakce z hydrofobni chromatografie obsahovaly i tyto frakce také chaperon, ktery

ziejmé tvori s Zadanym proteinem komplex.

Obr.
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12: Pribéh gelové permeacni chromatografie, provedeni viz 4.6.4, frakce pro dalsi analyzu jsou oznacené cisly
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Obr. 13: Elektroforeogram frakci z gelové chromatografie, LMW- marker, 2- frakce 1, 3- frakce 2, 4- frakce 3, 5 frakce 4
(viz Obr. 12).

5.4 Charakterizace purifikovaného enzymu

Po hydrofobni chromatografii byla specifickd aktivita enzymu 107 U/mg
proteinu a po gelové chromatografii 736 U/mg proteinu. Oproti extraktu se zvysila
aktivita 10,9 krat. Celkové bylo ziskano 3409 U a 4,6 mg proteinu. Vytézek

purifikace byl 61 %.

5.4.1 Teplotni stabilita a optimum

Purifikovana kyanidhydratasa ze S. hirsutum vykazuje dobrou teplotni stabilitu
od 10 °C do 30 °C, aktivita byla pfi téchto teplotach vZdy v rozmezi 710-730 U/ mg
proteinu. Pfi teplotach nad 30 °C stabilita velmi rychle klesa, v 45 °C je teplotni

stabilita jiz na tirovni 10 % naméfeného maxima (Obr. 14).
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Obr. 14: Teplotni stabilita purifikovaného enzymu, substrat KCN (25 mM), doba reakce 5 min, pH 8, 30 °C,
100% = 726,9 U mg proteinu

Teplotni optimum pro purifikovanou kyanidhydratasu bylo stanoveno na 40 °C,
aktivita byla 772 U/mg proteinu. Aktivita s teplotou vzrtstala do 40 °C, mezi
45 °C a 50 °C se snizila z 60 % na 20 % maxima. Aktivita pfi 60 °C byla jiz témér
nulova (Obr. 15).
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Obr. 15: Teplotni optimum purifikovaného enzymu, substrdt KCN (25 mM), doba reakce 5 min, pH 8,
100% =772,6 U/mg proteinu
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5.4.2 pH stabilita a optimum

Purifikovana kyanidhydratasa vykazovala nejvyssi stabilitu pti pH 7,5. Aktivita
pri tomto pH byla 758 U/mg proteinu. Od pH 5 stabilita zvolna rostla az do
maxima pii pH 7,5, naopak od pH 8,5 rychle klesala (Obr. 16).
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Obr. 16: pH stabilita purifikovaného enzymu, substrat KCN (25 mM), doba reakce 5 min, pH 8, 30 °C,
100% = 786 U/mg proteinu

pH optimum pro purifikovanou kyanidhydratasu bylo 8,0, aktivita byla
765 U/mg proteinu. Aktivita enzymu pfi pH 5 byla srovnatelnad s aktivitou pfi pH
10. Vmirné kyselém prostfedi vykazoval enzym lepsi aktivitu nez v mirné
zasaditém, aktivita pfi pH 7 byla na cca 90 % maxima a pfi pH 8,5 cca 75 %
maxima (Obr. 17).
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Obr. 17: pH optimum purifikovaného enzymu, koncentrace substrdatu 25 mM, ¢as reakce 5 minut, 100 % = 765 U/mg
proteinu

5.4.3 Kinetické vlastnosti

Byly naméfeny hodnoty pocatecnich rychlosti reakce pfi rtiznych koncentracich
substratu KCN (viz obr. 18) a byla zkonstruovana kinetickd kiivka (Obr. 18).
Vypocet hodnot Vmax a Km pro KCN byl proveden nelinedrni regresi v programu
GraphPad Prism 7.0. Reakce probéhla s 10x fedénym enzymem. Bylo stanoveno

Vmax= 1490 £ 1,240 U/mg a Km =35 + 0,6 mM.
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Obr. 18: Stanoventi kinetickych parametril purifikované kyanidhydratasy pro KCN. Pocdtecni koncentrace substritu 5- 50
mM, doba reakce 5 min, pH 8, 30 °C. Reakénti rychlost byla vypoctena z mnoZstvi vzniklého formamidu.
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5.5 Biodegradace kyanidu na formamidu v modelové a skutecné odpadni
vodé

Byla zkoumadna schopnost bun€k s kyanidhydratasovou aktivitou odstranit
kyanid z odpadni vody. Byla pouzita jednak modelova voda (viz 4.1.2), jednak
skutecnad odpadni voda z koksdren Trineckych Zelezdren. V obou typech vod byla
pocatecni koncentrace KCN 5 mM. Stanoveni kyanidu a formamidu bylo
provadéno standardnim zptisobem (viz 4.6.1 a 4.6.2). V obou typech vody byl
detekovan ubytek kyanidu a tvorba formamidu (Tab. 2). Po 10 min bylo z 5 mM
kyanidu vytvoreno 2,12 mM formamidu, ale reakce nadale pokracovala jen velmi
pomalu s 2,52 mM formamidu po 60 min. Pokles kyanidu (koncentrace 1,55 mM po
60 min) byl vy3si nez odpovida tvorbé formamidu. Je tfeba uvazit abioticky ubytek
kyanidu, tvorbu dalsich produktt nestanovenych pouzitou spektrofotometrickou
metodou a interferenci vysledkti metody s dalSimi sloZkami vzorku, napft.
thiokyanaty. Ve skutecné odpadni vodé vsak tvorba formamidu (3,02 mM) zhruba
odpovidala ubytku kyanidu (koncentrace 1,91 v 60. min). Zda se tedy, Ze vliv na
presnost stanoveni kyanidu, a pfipadné i formamidu, ma sloZeni matrice odpadni
vody. V navazujici praci bude pfesnost stanoveni formamidu v téchto vzorcich

ovéfena pomoci HPLC.

Tab. 2: Konverze kyanidu (5 mM) na formamid v modelové a skutecné koksdrenské vodé po riiznych dobdch
reakce

Modelova odpadni voda Skute¢na odpadni voda
10 min 60 min 10 min 60 min
Kyanid [mM] 1,71+ 0,08 1,6+0,1 3,0£0,2 1,9+0,2
Formamid [mM] 2,12+ 0,05 2,5+0,2 1,96 + 0,03 3,02 £ 0,06
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6 DISKUSE

Predkladand bakalafska prace se zabyva enzymy zhub s detoxikacnim
potencidlem, hlavné pfipravou a studiem enzymu kyanidhydratasy z
houby Stereum hirsutum. Kyanidhydratasa je enzym patfici do nitrilasové

nadrodiny.

Funkci kyanidhydratasy v houbach mtize byt ochrana pred byloZravci,
recyklace dusiku, ticast na metabolismu kyanoglykosidi a glukosinolatd, dalsi

moznosti je detoxikace HCN rdznymi cestami [12].

Z fylogenetického stromu vyplyvda, Ze kyanidhydratasy se vyskytuji hlavné
v oddéleni Ascomycota a jen zfidka v oddéleni Basidiomycota. Kyanidhydratasy
vykazuji velkou shodu, pokud jde o jejich aminokyselinové sekvence, napf. vice
nez 100 hypotetickych enzym® ma shodu vyssi nez 80 %. Celkové bylo nalezeno
256 hypotetickych enzymu se shodou vice nez 60 %. U téchto proteinti 1ze proto
predpokladat stejnou funkci, tj. schopnost hydratovat a tim detoxifikovat KCN za
vzniku méné Skodlivého a déle metabolizovatelného formamidu. Naproti tomu
homologie mezi kyanidhydratasami a nitrilasami je maximdlné cca 40 %. Celkové
bylo nalezeno pfes 95 nitrilas, které se shoduji s kyanidhydratasami v 30 az 40 %
aminokyselinové sekvence, jiné nitrilasy maji jeSté mensi homologii. To odpovida

jejich odlisné funkci, kterou je hydrolyza nitrild.

Kyanidhydratasy byly nejdfive ziskdvany pfimo z mycelia hub, jako napf.
u Stemphylium loti nebo Gloeocercospora sorghi; pozdéji byly pfipraveny v E. coli jako
heterolognim hostiteli. Takto byly ziskany napf. kyanidhydratasy z Fusarium
lateritium, Aspergillus niger a Neurospora crassa [34] a také ze S. hirsutum (v této

praci).
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Kyanidhydratasa ze S. hirsutum byla pfipravena ve vysokém vytéZku a byly
popsany jeji reakéni podminky, a to jak scelymi bunkami E. coli, tak i
s purifikovanym enzymem. Bunky mély teplotni optimum pfi 45 °C, naopak
teplotni optimum purifikovaného enzymu se jevilo o néco nizsi (40 °C).
Z naméfenych hodnot také vyplynulo, Ze celé bunky a purifikovany enzym
vykazuji odliSnou teplotni stabilitu; purifikovany enzym vykazuje pfijatelnou
stabilitu pfi teplotadch pod 40 °C, zatimco celé burikky pod 45 °C, coZz zhruba
odpovidd  vysledkim  prace Rindgelové a kol. [20], kde byla

studovana kyanidhydratasa z Aspergillus niger.

U celych buné€k bylo stanoveno optimum aktivity pfi pH 8, nejvyssi stabilitu
vykazuje enzym pfi pH 7,2. Purifikovany enzym mél stejné optimum - pfi pH 8 a
nejvyssi pH stabilitu vykazoval pfi pH 7,5. Naopak pfi pH vysSim nez 9 byla
naméfena nizka aktivita a pfi pH vySsim nez 10 nebyla ani u jednoho enzymového
preparatu naméfena prakticky Zadna aktivita. Podobné vysledky byly ziskany pro
kyanidhydratasu z A. niger [20], kterd méla nejvyssi aktivitu mezi pH 8-9. V praci
autort Basile a kol. [34] byla aktivita u purifovanych enzymt z G. sorghi, Gibberella
zeae, Neurospora crassa a Aspergillus nidulans nalezena pfi pH v rozmezi 4,5-11, coz
je vétsi rozsah nez u kyanidhydratasy ze S. hirsutum, kde byla aktivita nalezena
pouze v rozmezi pH 5-10. Maximalni aktivita byla vZdy mezi hodnotami pH 6 a
pH 7, coz jsou nizsi hodnoty nezZ u ndmi charakterizovaného proteinu (s optimem
pfi pH 8). V praci autort Wang a kol. [35] je zminéno, Ze teplotni optimum
kyaniddihydratasy (enzymu podobné funkce, avSak produkujiciho kyselinu
mravenci misto formamidu) je niz$i nez u kyanidhydratas, ale Ze mutovand forma

enzymu z B. pulimus je aktivni i pfi pH 9-10.

Z provedené charakterizace vyplyva, Ze nejvyssi aktivitu ma enzym pro substrat
kyanid - cca 110-krat vyssi nez pro 2-kyanopyridin a fumaronitril. Pro substrat
benzonitril je aktivita nizsi cca 500-krat. V ¢lanku Rinagelové a kol. [20] je uvedena

substratova aktivita pro kyanidhydratasu Aspergillus niger. Vysledky se shoduiji,
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pokud jde onejvyssi aktivitu pro kyanid, a také aktivitu pro fumaronitril a 2-

kyanopyridin (ca. 100-krat nizsf).

Z vySe uvedenych vysledki je zfejmé, Ze idealni teplotni a pH podminky pro
celé buniky a pro purifikovany enzym se lisi. Rozdil muze byt zptsoben tim, Ze
uvniti bunék jsou odliSné podminky neZ ty, které méfime vné buriky, typickym
prikladem je pH, kdy si burika udrzuje pH odliSné od pH okoli. Pfi stanoveni
optimalnich podminek pro bunky a purifikovany enzymije tedy rozdil
pravdépodobné zdanlivy. Tento jev je ale velmi vyhodny pro proces
biotransformace, kdy je bunka schopna katalyzovat zddany proces v SirSim
rozmezi pH reakcniho media. Z tohoto divodu se také enzym charakterizuje vzdy
v co nejcistsi formé, aby doslo k vyloucdeni ostatnich nezaddoucich vlivi, napfiklad

pH v burice.

U purifikovaného enzymu bylo stanoveno stanoveno Vmax= 1490 + 1,240 U/mg a
Km=35+0,6 mM V clanku Rindgelové a kol. [20] se uvadi, Ze pro kyanidhydratasu
z A. niger byla Vmax 6800 U/mg a Km méla hodnotu kolem 100 mM. Obé hodnoty
naméfené u purifikovaného enzymu z S. hirsutum jsou tedy nizsi, coZ znamena, ze
ma lepsi afinitu, ale nizs$i rychlost probihajici reakce. U kyaniddihydratas se
uvadéji nizsi hodnoty Vimax a Km, napt. 100 U/mg a 2,8 mM pro kyaniddihydratasu z

Pseudomonas stutzeri [36].

Dale bylo provedeno stanoveni kyanidu a formamidu v odpadni a laboratorni
vodé, do které byly pfidany aktivni buriky a probéhla inkubace pfi standardnich
podminkdach spektrofotometickou metodou. Z vysledk(i vychazi, Ze pouzitim
kyanidhydratasy dochazi k odstranéni kyanidu, ktery je pfeveden v odpadni vodé
na formamid. Kyanidhydratasa je tedy schopna degradovat kyanid na méné
toxicky formamid a je vhodnd pro dalsi studium bioremediace koksarenské

odpadni vody a jinych odpadnich vod obsahujicich kyanidy.
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7 ZAVER

V teoretické casti prace byla zpracovana literarni reSerSe o vlastnostech a
moznostech vyuziti kyanidhydratas v bioremediaci odpadnich vod, a dale o

vlastnostech a vyskytu kyanid a fenolti v odpadnich vodach.

V praktické casti byla charakterizovana kyanidhydratasa ze Stereum hirsutum a
to jak v celych bunkach, tak i ve formé purifikovaného enzymu. Byly stanoveny
podminky (pH, teplota), za kterych je enzym funkcni a stabilni. Dale byla
stanovena substratova specifita a provedeno méfeni kyanidu a formamidu béhem
enzymové konverze kyanidu v modelové a redlné odpadni koksarenské vodé
spektrofotometrickou metodou. Pro stanoveni formamidu v odpadni vodé bude
v dal$i praci lepsi pouzit selektivniho stanoveni pomoci HPLC, kdy nedochazi

k interferenci se slozZkami odpadnich vod.

Kyanidhydratasy by mohly byt pouZity pro uéinnou bioremediaci kyanidu
v odpadnich vodach. Enzym vykazoval dobrou aktivitu v pH rozmezi od 6 do 10 a
dobrou teplotni stabilitu do 40 °C, coz je Siroké rozmezi, které je vyhodné pro

vyuziti v bioremediacich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

KG kyanogenni glykosidy

EPA USA Environmental Protection Agency
LMW Low molecular weight (protein marker)
OD Opticka denzita

TEMED  Tetramethylethylendiamid
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

HPLC High-performance liquid chromatography

SDS Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym

APS persiran amonny
PMSF fenylmethylsulfonylfluorid (inhibitor proteas)
DIT Dithiotreitol

OPA o-Ftaldialdehyd

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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Ptiloha 1: Kalibracni kfivka zdvislosti absorbance na koncentraci kyanidu v reakéni smési, méreno p#i 520 nm
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Priloha 2: kalibrace pro stanoveni formamidu, zivislost koncentrace kyanidu na absorbanci méreno pii 540 nm



1,200
1,000
y = 0,0948x .9
R?=0,9988
o 0,800
o
C
©
2 0,600
[e]
< 0,400 .
0,200 -
0,000 &
0 2 4 6 8 10 12

koncentrace NHs [mM]

Ptiloha 3: Kalibrace pro metodu o-ftaldialdehydem zdvislost koncentrace NHs na absorbanci, méfeno pfi 675 nm
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