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Abstract: The Rhodococcus erythropolis and Trichosporon cutaneum Phenol
Hydroxylase Activity. One of the most problematic environmental pollutants is phenol.
It is a toxic chemical substance, that is a by-product of many branches of industry. One
of the possibilities to remove it is the application of bioremediation technologies using
appropriate biological agent — microorganism. The ability of a microorganism to utilize
unusual and not easily degradable substrates is due to the special metabolic pathways
and enzymes presence. Getting more informations about those enzymes and their
activities opens the door to set the conditions of the biodegradation process to be the
most effective. In the phenol degradation pathway the most important enzyme is phenol
hydroxylasis (EC 1.14.13.7), that catalyses the phenol to catechol conversion. In this
research work the activity of phenol hydroxylasis of Rhodococcus erythropolis and
Trichosporon cutaneum was measured.
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UVOD

Zivotni prostiedi je znecisténo celou fadou antropogennich polutantii.
Tyto latky jsou Casto toxické jak pro pfitomné organismy, tak i pro ¢lovéka.
Efektivnim a ekonomicky vyhodnym feSenim pro jejich odstranéni je pouziti
vhodné bioremediacni technologie, tedy technologie vyuZzivajici biologického
Cinitele, zpravidla mikroorganismus. Schopnost nékterych mikroorganismu
utilizovat neobvyklé, Casto toxické, substraty je dana mimo jiné piitomnosti
ptislusnych metabolickych drah a enzymu. Jednou z latek znecist'ujicich Zivotni
prostiedi je fenol. Tato toxickd organicka latka se do prostiedi dostava
predevsim jako odpadni produkt nékterych primyslovych vyrob. V dasledku
malé t€kavosti a Spatné odbouratelnosti fenolu dochazi k jeho akumulaci v pudé
(Manahan 2003). V souc¢asné dob¢ je znamo mnoho mikroorganismu, které jsou
schopny vyuzivat fenol jako jediny zdroj uhliku a energie, mimo jiné i kvasinka
Trichosporon cutaneum (Neujahr et al. 1973; Santos et al. 2001) a bakterie
Rhodococcus erythropolis (Cejkova et al. 2005; Preito et al. 2002). V prvnim
kroku degradace fenolu dochazi k jeho pfeméné na katechol. Tato reakce (viz
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obr. 1) je katalyzovina enzymem fenolhydroxylasou (EC 1.14.13.7).
Fenolhydroxylasa je podjednotkovy enzym, ktery patii mezi NAPDH
dependentni monooxygenasy a tedy vyuziva kyslik k iniciaci oxidace substratu
za pritomnosti NADPH jako donoru elektronu (Leahy et al. 2003).

@/DH fernolhydroxylasa O:OH
N OH

MADPH + H+ 0, MADP* + H,O

fenal katechal

Obr. 1: Oxidace fenolu na katechol katalyzovana fenolhydroxylasou

METODIKA

V této praci byly pouzity dva mikroorganismy, bakterie Rhodococcus
erythropolis CCM 2595 a kvasinka Trichosporon cutaneum. Oba kmeny byly
dlouhodobé¢ adaptovany na rist na fenolu. Kultivace mikroorganismt probihala
v tiepanych Erlenmeyerovych bankach (100 rpm) pfi teploté 27 °C. Pouzito
bylo minimalni mineralni médium (KH,PO, 0,34 g, K,HPO, 0,26 g.I",
(NH4),S0, 2,84 g.I", MgCl,.6H,0 g.I", stopové prvky), pH 7. Jako zdroj
uhliku a energie byl ptidan fenol o po&ateéni koncentraci 0,3 g.1™". Pro stanoveni
zbytkové koncentrace fenolu v médiu byla pouzita spektrofotometrickd metoda,
ktera je zalozena na barevné reakci fenolu s aminoantipyrinem (Martin 1949).
Aktivita fenolhydroxylasy byla stanovena spektrofotometrickou metodou
(Neujahr et al. 1973), kdy je méfen pokles absorbance v dusledku ubytku
NADPH.

VYSLEDKY A DISKUSE

Byla proméiena aktivita fenolhydroxylasy u zastupcli prokaryotnich
(Rhodococcus  erythropolis) a eukaryotnich  (Trichosporon cutaneum)
mikroorganismut pfi ristu na fenolu v exponencialni a stacionarni fazi rtstu. Z
prvnich vysledki je patrné, ze aktivita fenolhydroxylasy je znacné zavisla na
fazi rastu mikroorganismu a predev§im na zbytkové koncentraci fenolu v
médiu. V exponencialni fazi rastu je aktivita tohoto enzymu vyssi, zatimco S
klesajici koncentraci substratu (fenolu) aktivita klesa, coz odpovida
predpokladu, ze fenolhydroxylasa je induktivni enzym (Ampe 1998). V dalsim
vyzkumu budou zkoumany vnéj$i vlivy na aktivitu tohoto enzymu.
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