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1. Uvod

Rozvoj primyslu s sebou vzdy pfinasi i urcitou miru
zneCisténi zivotniho prostfedi. Textilni primysl se fadi
mezi nejveétsi producenty prumyslového odpadu vibec.
Odhaduje se, Ze vice nez 10 000 riznych barviv a pigmen-
tl se pouziva pro barveni nejriznéjSich materialii a ro¢ni
produkce téchto barviv presahuje 7-10° tun. Piitom 10 %
z toho mnozstvi se diky ne zcela u¢innym procestim barve-
ni dostava do odpadnich vod, které kontaminuji okolni
pudu a vodni zdroje. Kromé toho, Ze jsou néktera barviva
vysoce toxickd a mutagenni, svou pfitomnosti ve vodnich
tocich snizuji prinik svétla a omezuji tak fotosyntetickou
aktivitu vodnich rostlin a snizuji rovnéz mnozstvi rozpus-
téného kysliku ve vodé€, coz ma negativni dopad na vodni
faunu. Diky své komplexni struktufe jsou syntetickd barvi-
va velmi stabilni a obtizné se odstranuji. Komplikaci je
i pfidavek antimikrobidlnich latek, které se Casto pfidavaji
béhem zpracovavani ptirodnich vlaken typu baviny. Tako-
vyto odpad je pak rezistentni k biodegradaci'. Pro remedi-
aci barviv z odpadnich vod je k dispozici fada metod. Jsou
to predevsim fyzikalné-chemické metody napt. adsorpce,
chemicka oxidace, precipitace, koagulace, filtrace, elektro-
lyza, fotodegradace atd. Nevyhodu téchto metod je jejich
nakladnost a omezena kapacita. Naproti tomu biologicky-

798

mi metodami lze dosdhnout uplné mineralizace organic-
kych polutantd. Je znamo, ze n€které houby, kvasinky,
bakterie a fasy mohou diky svému enzymovému aparatu
kompletné degradovat barviva na produkty, které jsou
méné nebo nejsou toxické vibec. Navic je cely tento pro-
ces Setrny k Zivotnimu prostiedi a neni tak finan¢né na-
kladny?. Mnozstvi védeckych publikaci z poslednich let
zabyvajicich se biodegradaci organickych polutantl a bio-
logickym oSetfenim odpadnich vod vyznamné roste, coz
poukazuje na zvySeny zajem o tyto metody a na snahu
0 jejich zavedeni do praxe’ .

2. Lakasy a jejich biotechnologicky vyznam

Lakasy (EC 1.10.3.2, benzodiol:kyslik oxidoredukta-
sy) patii mezi enzymy s velkym biotechnologickym poten-
cidlem a v soucasné dob¢ je k dispozici fada prehlednych
¢lank popisujicich jejich strukturu® ', biochemické vlast-
i'"2 " fyziologické funkce*® areakéni mechanis-
mus'""®. Tyto enzymy jsou asto vyuzivany predevsim pro
biodegradaci organickych polutantl (pfevazné syntetic-
kych barviv), a to hlavné ve spfazeném systému lakasa/
mediator’® . Mediatorem je nizkomolekularni latka
(syntetického nebo piirodniho ptvodu), kterd napomaha
ptenosu elektronii mezi lakasou a substratem, ktery ma
bud’ velky redoxni potencial, nebo je prilis velky, aby se
dostal do katalytického mista enzymu®*. Samotné lakasy
pusobi béhem reakei jako tzv. ,,zelené™ katalyzatory. Jsou
schopny oxidovat i bez mediatorti Sirokou $kélu riznych
substratii (napt. fenoly, aromatické a alifatické aminy), a to
pouze v pfitomnosti molekuly kysliku ze vzduchu, ktera je
nasledné redukovana na dvé molekuly vody. Voda je jedi-
nym vedlej§im produktem reakci katalyzovanych lakasa-
mi. Enzymova oxidace je tedy zhlediska ekologického
Setrn&jsi alternativou k oxidaci chemické'”. T proto jsou
lakasy pouzivany v mnoha biotechnologickych procesech
zahrnujici nejen biodegradaci barviv?® " a dalgich organic-
kych polutantt®™ % ale také v procesech biosyntézy riz-
nych bioaktivnich latek pro farmaceuticky primysl a ze-
médélstvi***.  Krom& toho se lakasy vyuZivaji
v potravinaiském a papirenském primyslu, v nanobio-
technologiich a pii vyrobé biopaliv*>=°.

Vétsina lakas pouzivanych v biotechnologiich pocha-
zi pivodné z hub, pfevazné z oddéleni Ascomycota nebo
Basidiomycota. Houby produkuji tyto enzymy extracelu-
larn€ v pomérné velkém mnozstvi, nevyhodou ovSem je
produkce nékolika isoforem, které maji rozdilné vlastnosti
a obtizné se od sebe izoluji. I proto se uplatiiuje heterolog-
ni produkce téchto enzymt, piedevs§im v bakteriich, kva-
sinkach a ve vlaknitych houbach. U rekombinantnich lakas
mohou byt navic, diky metoddm genového inzenyrstvi,
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pozménény nékteré jejich vlastnosti, napf. aktivita, sub-
stratova specifita a stabilita’’. To predstavuje dalsi vyhodu
pro uplatnéni v biotechnologickych procesech, behem
kterych jsou enzymy vétSinou vystaveny extrémnim pod-
minkdm (zvySend teplota, pfitomnost soli, rozpoustédel
apod.). Imobilizaci lakas nebo organismli produkujicich
lakasy je mozné rovnéZ docilit vySsi stability téchto bioka-
talyzatort, které mohou byt navic diky tomu dlouhodobé
skladovany a pouzivany opakovan&*®.

3. Vyuziti lakas v textilnim primyslu

Aplikace lakas v textilnim primyslu se neomezuje
pouze na degradaci a remediaci barviv z odpadnich vod,
ikdyZ se bezpochyby jednd o nejcastéjSi vyuziti téchto
enzymul. Své misto si lakasy naSly i v jinych sektorech.
V prvni fad¢ se jednd o proces béleni, ktery pfedchézi sa-
motnému barveni, béhem kterého jsou z vlaken odstranény
pfirodni pigmenty a jiné nelistoty. Lakasy jsou v tomto
pripadé SetrnéjSim prostfedkem nez bézné pouzivané beli-
dlo, peroxid vodiku. V soucasné dobé jsou testovany riizné
systémy pro zvyseni G¢innosti samotného béliciho proce-
su, zkraceni jeho doby, sniZeni procesni teploty a mnozstvi
pouzivaného peroxidu. Jedna se pfedev$im o rizné kombi-
nace lakasy s pfislusnym mediatorem, peroxidu a ultrazvu-
ku, ktery napomahd prostupu enzymu danym vlaknem.
,,Béliciho* ucinku lakas se vyuziva rovnéz pro degradaci

Tabulka I

Referat

indigo barviv, ¢imz se ziskavaji rizné odstiny dzinovych
odévu. Tato metoda odbarveni opét pfinasi mensi ekolo-
gickou zat&Z nez pouziti b&lidla chlornanu sodného®. Po-
lymeriza¢nich schopnosti lakas se vyuZziva pro modifikaci
prirodnich vlaken za ucelem zlepSeni jejich vlastnosti
(vodéodolnost, ochrana proti UV zéfeni, antimikrobialni
vlastnosti, nesrazlivost atd.), dale pfi vyrobé novych bar-
viv nebo v samotném procesu barveni™ .

3.1. Biodegradace barviv

Pod pojmem biodegradace se rozumi rozstépeni
struktury barviv ¢innosti mikrobialnich enzymi. Enzymy
mohou dana barviva bud’ odbarvit (dekolorizovat) tim, ze
rozstépi Cast jejich molekuly nazyvanou chromofor nebo je
mohou zcela degradovat na mensi a strukturné jednodussi
molekuly*?. Rozdgleni nejéast&ji pouzivanych skupin bar-
viv v textilnim pramyslu dle typu chromoforu je uvedeno
v tab. L.

Schopnost lakas z hub dekolorizovat a/nebo degrado-
vat barviva byla popsana v fadé souhrnnych &lanka®**.
Utinnost degradace zavisi pfedeviim na chemické struktu-
fe daného barviva, konkrétné na pfitomnosti riznych sub-
stituentd, jejich poctu a lokalizaci. Je znamo, Ze ptitomnost
substituentli poskytujicich elektron (-OH, -CHj;, -NH,)
zvySuje odbouratelnost daného barviva, stejné tak, jako
pozice substituentl v polohach ortho a meta. Naproti tomu
barviva, ktera obsahuji funkéni skupiny -COOH, -

Prehled nejcastéji pouzivanych skupin barviv v textilnim pramyslu. Klasifikace barviv je dle typu pfitomného chromoforu.

Pievzato a upraveno podle cit.***
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Obr. 1. PFiklady degradace barviv katalyzované lakasou: (A) degradace azobarviva Acid Blue 113 na ¢tyfi meziprodukty
(8-aminonaftalen-1-sulfonova kyselina; anilin; S-aminonaftalen-1-sulfonova kyselina; 5,8-diaminonaftalen-1-sulfonova kyselina). Pte-
vzato a upraveno dle cit.”’. (B) schéma degradace Indigo barviva na meziprodukt isatin, ktery se dale degraduje na kyselinu isatinovou,
jejiz dekarboxylaci vznika kyselina anthranilova. Pievzato a upraveno dle cit.>'. (C) degradace antrachinonového barviva Remazol Brilli-
ant Blue R zahrnuje redukéni, hydroxylacni, deaminacni a oxidaéni reakce, vedouci ke vzniku 5-(2-karboxybenzoyl)-3-oxocyklohexa-1,4-dien-
-1-sulfonatu sodného a 2-(fenylsulfonyl)acetaldehydu. Pievzato a upraveno dle cit.’>. (D) degradace trifenylmethanového barviva Mala-
chite Green pomoci dvou paralelnich, ale kompetitivnich drah. Béhem prvni degrada¢ni drahy je barvivo demethylovano a naslednou
degradaci nebo polymerizaci je dosazeno i destrukce chromoforu (odbarveni). Ve druhé draze dochazi nejprve k hydroxylaci barviva za
vniku pfislusné karbinolové formy, ktera je rychle degradovana a naslednou oxidaci a demethylaci vznikaji produkty N,N-dimethylanilin
a protonovana forma (4-aminofenyl)(fenyl)methanonu. Prevzato a upraveno dle cit.”

SO;3H, -NO,, -Cl, -Br, lakasy oxiduji hufe. Utinnost oxi-
dace rovnéz zavisi na rozdilech mezi redoxnim potencia-
lem daného barviva alakasy. I proto jsou v biotech-
nologiich vyuZzivany pfedevS§im lakasy z lignolytickych
hub, které se fadi mezi enzymy s vysokym redoxnim po-
tencidlem®. Priklady degradace strukturné odlisnych bar-
viv katalyzované lakasou a vznik ptislusnych produktt

jsou uvedeny na obr. 1. Mira dekolorizace nebo rychlost
odbourani barviv se miize jesté zvysit v piitomnosti medi-
atoru. Jako mediator pfitom muze slouzit i samotné barvi-
vo. Napi. antrachinonova barviva, kterd jsou lakasami
velmi u¢inné degradovdna, mohou zaroveinl slouzit i jako
mediatory pii degradaci azobarviv®®. Pravé ta jsou
v textilnim primyslu nejvice pouzivana a diky své kom-
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Obr. 2. PFedpokladany mechanismus degradace azobarviva Remazol Red. V prvnim kroku dochazi k rozstépeni azovazby katalyzo-
vané azoreduktasou za vzniku 2-((3-aminofenyl) sulfonyl)ethan sulfonové kyseliny a 3-amino (4,5-(6-chloro-1,3,5 triazin-2yl)-amino)naf-
talen-2,4,7 benzen trisulfonové kyseliny, ktera je dale oxidovana lakasou na 2-aminonaftalen a N-fenyl-1,3,5 triazin. Pfevzato a upraveno

dle cit.®

plexni struktufe se velmi obtizné degraduji. Pro kompletni
degradaci téchto barviv je vétSinou potieba vice komplexni
pristup. Jedna se napt. o vyuziti mikrobialnich konsorcii
a kombinace anaerobniho a aerobniho odbouravani, kdy
nejprve za anaerobnich podminek dochazi k rozstépeni
azovazby pomoci azoreduktas za vzniku aromatickych
amind, které mohou, ale také nemusi byt v nasledujicim
kroku aerobné Stépeny, napf. oxidaci pomoci lakas (viz
obr. 2). Obecné lze fici, Ze aromatické aminy odvozené od
benzenu jsou aerobné odbouratelné na rozdil od aromatic-
kych aminti odvozenych od naftalenu. Stejné tak toxicita
degradaénich produkti v porovnani s toxicitou ptivodnich
barviv miize, ale nemusi byt nizsi"’*. Ne vzdy tedy plati,
ze dekolorizace znamena rovnou i detoxifikaci.

3.2. Dekolorizace odpadnich vod

Textilni pramysl spotfebovava béhem procesu barve-
ni obrovské mnoZstvi vody (60400 dm’/1kg latek)
a chemikalii, zahrnujicich nejen samotna barviva, ale také
soli, kovy, surfaktanty, detergenty, oleje a disperzanty,
které napomahaji k lepSimu pfichyceni barviv a tedy
k u¢innéjsimu barveni tkanin. VSechny tyto latky (v rtz-
ném mnozstvi) koné¢i v odpadnich vodach, které jsou diky
tomu barevné (mnoho barviv obarvi vodu jiZ pfi koncen-
traci 1 mg dm™ a koncentrace barviv v odpadnich vodach
se pohybuje v rozmezi 10-200 mg dm™), silné zasadité
(pH >10), s vysokymi hodnotami biologické spotieby kys-
liku (BOD) a chemické spotieby kysliku (COD)*. Degra-
dace barviv v odpadnich vodach a jeji ptipadna detoxifika-
ce je za téchto podminek a v tomto systému daleko slozi-
t&jsi a vyzaduje vétSinou soucinnost riznych metod.

Fyzikéalni metody pro dekolorizaci odpadnich vod
zahrnuji predevS§im adsorpci na aktivnim uhli, ktera je
velmi ucinna, ale zaroven i velmi draha, nebot’” adsorbent
se velmi obtizn¢ regeneruje, a dale metody filtrace
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(ultrafiltrace, nanofiltrace, reverzni osmodza), které jsou
Casto pouzivany predevsim pro zachyceni a recyklaci né-
kterych barviv a aditiv. Tim dochazi sice ke snizeni kon-
centrace téchto latek v odpadnich vodach (snizuje se tim
1BOD a COD vody), ale zarovenn vznik4 sekundéarni od-
pad, ktery je potieba dale zpracovat. Z chemickych metod
se vyuzivad pfedevsim kavitace a fotokatalytické oxidace
produkujici hydroxylové radikaly, které oxiduji nejen bar-
viva, ale také ostatni organické a anorganické latky pfi-
tomné ve vodé. Aplikace Fentonova ¢inidla je velmi G¢in-
na pro degradaci inerozpustnych pigmentd, ale dochazi
Casto k flokulaci reagentu a barviv a tim ke vzniku dal$iho
odpadu. Pro degradaci barviv obsahujici konjugovanou
dvojnou vazbu nebo aromatické struktury se ¢asto pouziva
peroxid vodiku nebo ozon. Moznost pouziti ozonu
v plynném stavu je velkou vyhodou, protoze nedochazi ke
zvétSovani objemu odpadni vody. Na druhou stanu muize
touto oxidaci vznikat fada toxickych vedlejsich produkt®.

Pro biologické cisténi odpadnich vod jsou vétSinou
vyuzivany bud’ €isté mikrobialni kultury vlaknitych hub,
bakterii nebo mikrobialni konsorcia, u kterych mize byt,
diky synergickému efektu riznych metabolismi, dosazeno
lepsich vysledkti nez pii pouziti Cistych kultur. Existuje
zde ale fada piekazek. Pfedn¢ je to pH odpadni vody, které
je pro vétsinu mikrobidlnich kultur pouzivanych pro biode-
gradace prili§ vysoké, a které byva pro tyto Gcely upravo-
vano. Snaha je i o vylepSeni vlastnosti samotnych mikroor-
ganisml (metodami genového inzenyrstvi) tak, aby degra-
dovaly barviva napti¢ pH spektrem. Upravovat se musi
i teplota odpadni vody, kterd je po procesu barveni vysoka
(70 °C). Mikrobialni ¢innost je rovnéz inhibovana riznymi
aditivy pfiddvanymi do reakci pro 0¢innéjsi proces barve-
ni. Pfesto se zda byt pouziti mikroorganismi pro dekolori-
zaci odpadni vody finanén¢ mén¢ nakladné a hlavné Setr-
n¢jsi k zivotnimu prostiedi a je mu tedy v poslednich le-
tech vénovana velkd pozornost’. Daldi moznou
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»ekologickou® variantou pro oSetfeni odpadnich vod je
aplikace enzymt. Enzymy, pfevazné pak lakasy, se ukaza-
ly jako velmi U€inny nastroj. Nevyhodou této metody
ovSem jsou vysoké naklady spojené s produkci Cistych
enzymi a jejich nestabilita pfi riznych hodnotach pH,
teplot a v pritomnosti dalich slozek obsazenych ve vode,
napf. soli a organickych rozpoustédel. Resenim miize byt
jednak rekombinantni produkce enzymu s vylepSenymi
vlastnostmi (vyssi stabilita, substratova specifita atd.),
a jednak imobilizace téchto enzymui, ktera by kromé jejich
vy$si stability zajistila i jejich jednoduchou separaci po
skonéeni bioremediaéniho procesu®®’. Pro dekolorizaci
a detoxifikaci odpadnich vod je vfadé védeckych praci
testovan  piedeviim lakasa/mediatorovy  systém’ .
V pfitomnosti syntetickych mediatord (2,6-dimethoxy-
fenol; 1-hydroxybenzotriazol (HBT)) vétSinou byva dosa-
zeno vyssi miry dekolorizace odpadni vody nez v pripadé
pouziti mediatorti ptirodnich (syringaldehyd, acetosyrin-
gon, vanilin). Opacna situace nastava v ptipad¢ testovani
toxicity. Samotna lakasa mulze mit toxicky efekt
v z4vislosti na testovaném organismu. V piipad¢ oSetfeni
odpadni vody lakasou a syntetickym mediatorem HBT
dochazi sice k odbarveni vody, ale jeji toxicita se nemusi
snizit. Pii pouziti lakasy a acetosyringonu nebyva dekolo-
rizace vody tak zna&na, za to toxicita byva nizsi®"%.

4. Zavér

Z dostupnych dat vyplyva, Ze pouziti lakas pro od-
bouravani samotnych barviv za laboratornich podminek je
velmi efektivni, a to hlavné v kombinaci s vhodnym medi-
atorem. V pripadé realné odpadni vody, kde je pfitomna
fada latek organického a anorganického ptvodu, tento
systém vSak uz neni zcela dostacujici. Obecné lze fict, ze
aplikace jen biologickych nebo jen fyzikalné-chemickych
metod nemusi vést k Gplné mineralizaci barviv nebo je
k tomu zapotiebi dalSich prostiedki, které cely proces
velmi prodrazi. Jako ucinny a ekonomicky vyhodny se zda
byt systém kombinace danych metod, napf. chemicka oxi-
dace a néaslednd biologickd degradace nebo kavitace
s naslednou chemickou nebo biologickou oxidaci. Jelikoz
mé4 kazdd odpadni voda velmi specifické sloZeni, neni
mozné vytvorit jeden model pro jeji ¢isténi. Vzdy zalezi na
samotném procesu barveni, na druhu pouZzivanych barviv
a druhu barveného materialu. Dal$i otazkou je toxicita
odpadnich vod, kterd se dlouha 1éta n¢jak zvIast’ nezkou-
mala (hlavné v rozvojovych zemich), ale ktera se ukazala
i méné toxicka. Proto se v dne$ni dob¢ klade vétsi diraz na
vybér/kombinaci metod, které minimalizuji vznik toxic-
kych produkti a jsou Setrn&jsi k zivotnimu prostredi.

Tato prace byla podporena projektem NPU LO 1302
od MSMT. Dékujeme Dr. Beierovi (UOCB AV CR) za
odbornou konzultaci.
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try and Biochemistry of the Czech Academy of Sciences,
Prague):  Biodegradation of Textile Dyes in
Wastewaters by Laccases

Environmental pollution by industrial waste is a ma-
jor problem today. Textile industry is one of the principle
sources of this pollution because it releases a large amount
of water containing residues of dyes and other additives.
Many methods are being currently used for wastewaters
treatment. Here, we describe in detail the role of laccases
in the process of dyes degradation and wastewaters treat-
ment. The toxicity of wastewater before and after treat-
ment by various methods is also discussed.



