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STRESZCZENIE
Grzyby jadalne wedlug istniejacych hipotez dzigki procesom biochemicznym i enzymom
przyczynily si¢ do rozwoju ewolucji zywych organizméw na Ziemi. Celem pracy jest
przedstawienie roli grzybni i owocnikow grzybow jadalnych, w procesach zwiazanych z
bioremediacja srodowiska. Obecnosé ksenobiotykéw w srodowisku jest powaznym proble-
mem ze wzgledu na ich szkodliwy wplyw na organizmy zywe, a ich usuniecie uznaje sie za
istotne dla ochrony zdrowia. Grzyby wykazuja te zdolnos¢ dzieki enzymom, wystepujacym
w strzepkach oraz wydzielanym do srodowiska. Organizmy te dekontaminuja zanieczysz-
czenia na drodze biodegradacji, biosorpcji i biokonwersji. Ich duza skutecznos¢ jest rowniez
spowodowana szybkim wzrostem, produkcja duzej ilosci biomasy i powszechnym wyste-
powaniem strzepek w srodowisku. Z udzialem enzyméw, grzyby wykazuja wysoki poten-
cjal do usuwania zanieczyszczen takich jak wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne,
oraz do oczyszczania gleb skazonych metalami ciezkimi, dzieki zdolnosci do ich akumulacji.
Gléwnymi enzymami bioracymi udziat w rozkladzie ksenobiotykéw sa: peroksydaza ligni-
nowa, peroksydaza manganozalezna, enzymy wytwarzajace nadtlenek wodoru, oraz lakaza,
ktora moze rozkladaé difenole, aryloaminy, aminofenole. Obecno$é tych enzyméw w grzyb-
ni oraz ich wydzielanie moze by¢ wykorzystane do usuwania ksenobiotykow ze srodowiska.

WPROWADZENIE

Zanieczyszczenie Srodowiska nieorganicznymi i organicznymi substancjami
stalo si¢ jednym z gtéwnych probleméw na $wiecie. Substancje wprowadzane
do érodowiska nazywane sa ksenobiotykami, czyli zwiazkami niewystepuja-
cymi naturalnie w naturze oraz wiekszos¢ z nich nie jest degradowana przez
rdzenng mikroflore i faune [1-3].

Gdyby nie zdolnoé¢ grzybéw do rozkladu materii organicznej to prawdopo-
dobnie grubos¢ jej warstwy i brak obiegu pierwiastkéw pochodzacych z rozkla-
du, stataby sie przyczyna zahamowania proceséw zyciowych na Ziemi. Dzieki
obecnosci m.in. niespecyficznych enzymoéw lignolitycznych czy tez zwigzkow
bogatych w reszty sulfhydrylowe w $cianie komoérkowej, organizmy te zdolne
sa do biotransformacji ksenobiotykéw do postaci niezagrazajacej srodowisku a
w przypadku metali ciezkich, ktére nie moga by¢ roztozone do nieszkodliwych
produktéw, do akumulacji i zamkniecia w postaci specyficznych potaczen [1].

Obecnosé ksenobiotykéw w srodowisku naturalnym oraz w organizmach zy-
wych jest powaznym problemem ze wzgledu na ich szkodliwy wplyw na czlo-
wieka i sSrodowisko. Z tego powodu opracowanie skutecznych metod pozwala-
jacych na usuniecie ksenobiotykéw ze srodowiska jest szczegodlnie istotne [1-3].

Obecnie najczeéciej stosowanym sposobem remediacji jest spalanie, ale me-
toda ta posiada wady takie jak wysokie koszty i duze zuzycie energii [4,5]. W
nastepstwie tego procesu zwiazki chemiczne, ktére zostaja wprowadzone do
srodowiska stanowia zagrozenie dla zdrowia i Zycia organizméw zywych. Eli-
minacja zanieczyszczen i odpadéw ze srodowiska jest konieczna, aby utrzymy-
wac jego homeostatyczny rozwéj. Rozmiary tego problemu w obecnym czasie i
brak uniwersalnego rozwiazania, wymuszaja poszukiwanie taniej, skutecznej i
bezpiecznej metody oczyszczania srodowiska [2,3].

Bioremediacja polega na zastosowaniu zywych organizméw glebowych ta-
kich jak grzyby, bakterie i rosliny, do rozkladania zanieczyszczeri organicznych
w zanieczyszczonej glebie. Mikroorganizmy zastosowane w tym procesie mu-
szg by¢ przetestowane i mie¢ udowodniona skutecznos¢. Bakterie sg szczegdlnie
skuteczne w bioremediacji gleb takimi zwigzkami jak np. chlorowane weglowo-
dory. Innym waznym zadaniem w procesie bioremediacji jest usuwanie oleju
z wéd. Dla poprawienia rozwoju bakterii odpowiedzialnych za rozkiad oleju,
dodaje sie do srodowiska nawozy azotowe i fosforowe, a gléwnymi zanieczysz-
czeniami gleb sa: policykliczne aromatyczne weglowodory (PAH), jako pozosta-
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tosci z przerdbki ropy naftowej, smoty, wegla i podobnych
substangji, polichlorowane bifenyle (PCB), ktére stosowane
s jako $rodki chlodzenia w transformatorach, oraz dioksy-
ny jako produkty uboczne proceséw chemicznych, znajdu-
jace sie¢ w lotnych popiotach, powstatych w procesie spala-
nia [4,5].

Gléwnym celem bioremediacji jest stymulowanie natu-
ralnej biodegradacji poprzez organizmy wystepujace na-
turalnie w $srodowisku; moze by¢ ona wykonana in-situ i/
lub ex-situ. Ta pierwsza dotyczy traktowania zanieczyszczo-
nych materialéw na miejscu, a ta druga polega na usunieciu
zanieczyszczonego materiatu i poddaniu go procesom bio-
remediacji w innym miejscu. W piSmiennictwie naukowym
dotyczacym tych metod, mozna znaleZ¢ liczne informacje
na temat wykorzystania bakterii. Grzyby sa rzadziej badane
w tym kierunku mimo tego, Ze obecnie znana jest ich istot-
na rola w degradacji materialéw organicznych w ekosyste-
mach oraz, Ze posiadaja duzy potencjat do remediacji zanie-
czyszczonej gleby i wody. [6]. Metody biologiczne oparte
na biotechnologii przemystowej i srodowiskowej skupiaja
sie na rozwoju ,,czystych technologii”, ktére ktadg nacisk na
maksymalng produkcje, zmniejszenie wytwarzania odpa-
déw, obrobke i konwersje odpadéw w uzytecznej formie.
Technologie te koncentruja si¢ na wykorzystaniu biologicz-
nych metod w rekultywacji odpadéw. Jedna z takich biolo-
gicznych metod jest wiasnie mykoremediacja, ktéra opiera
sie na wykorzystaniu grzybéw do usuwania odpadow ze
srodowiska [1]. Grzyby dekontaminuja zanieczyszczenia
na drodze biodegradacji, biosorpgji i biokonwersji. Kazdy z
tych proceséw ma swoje zalety i ograniczenia w stosowaniu
[1,2]. Zdolnosé¢ grzybéw do neutralizowania wielu toksycz-
nych substancji spowodowala, Ze zwrécono na nie uwage w
wykorzystaniu w bioremediacji. Organizmy te maja zdolno-
Sci bioremediacyjne dzieki enzymom, wystepujacym w ich
strzepkach; ich duza skutecznos¢ w procesach oczyszczania
srodowiska jest réowniez spowodowana szybkim wzrostem,
produkcja duzej ilodci biomasy i powszechnym wystepowa-
niem strzepek w srodowisku [4,5].

Grzyby do prawidlowego wzrostu grzybni potrzebuja
substratow takich jak np. celuloza (zrédio wegla i energii)
i z tego wlasnie powodu kolby kukurydzy, stoma czy tez
trociny moga by¢ uzywane jako sktadniki pozywki, co moze
tez przyczyniac sie do zwiekszenia szybkosci degradacji za-
nieczyszczen. Ponadto, wytwarzanie strzepek pod ziemig,
pozwala na bardziej efektywna kolonizacje i eksploracje
zanieczyszczonej gleby [6,7]. Sposréd wszystkich innych
organizmoéw, grzyby sa unikatowe z tego powodu, ze wy-
dzielaja wiele enzyméw pozakomoérkowo, a te moga uczest-
niczy¢ w degradacji zanieczyszczen [7]. Najlatwiejsza meto-
da oczyszczania gleby jest dodanie glebowej materii orga-
nicznej, sktadajacej sie z resztek zwierzecych i rodlinnych (w
réznych stadiach rozktadu), co umozliwia tworzenie zwigz-
kow pomiedzy toksycznymi ksenobiotykami a czgsteczka-
mi organicznymi znajdujacymi sie w komposcie. Koncepcja
kompostowania stosowana do przeksztalcania odpadéw w
Sciotke i pozywke glebowa jest obecnie wykorzystywana
do unieszkodliwiania odpadéw niebezpiecznych. Istnieje
duzo informacji na temat procesu bioremediacji pestycy-
déw przez grzyby [8]. Ciekawe podejécie do oczyszczania
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srodowiska przez grzyby wywodzi si¢ z badari degradacji
weglowodoréw ropopochodnych [9].

Okreslenie ,biodegradacja” uzywane jest do opisania
calkowitej degradacji i recyklingu czasteczki zlozonej ze
sktadnikéw mineralnych. Proces ten polega na mineralizacji
zwigzku wyjéciowego do prostszych zwiazkow, takich jak:
CO,, H,0, NO, i innych zwigzkéw nieorganicznych, przez
organizmy zywe. Opublikowanych zostalo wiele raportéw
na temat zwigzkéw wytwarzanych przez degradacje odpa-
doéw i czynnikéw wplywajacych na ten proces. Grzyby syn-
tetyzuja zewnatrzkomérkowe peroksydazy, celulazy, ligni-
nazy, pektynazy, ksylanazy i oksydazy, jednakze mecha-
nizm biodegradacji jest bardzo skomplikowany. Powodem
jest wplyw na ten proces innych systeméw biochemicznych
i interakcje enzymow lignolitycznych z systemem innych
enzyméw (np. monooksygenazy cytochromu P450) oraz
z nieenzymatycznym ukladem zwigzkéw niskoczastecz-
kowych takich jak rodnik hydroksylowy, anionorodnik
ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, ktére sa wytwarzane
przez grzyby [1-3].

Drugim waznym sposobem usuwania zanieczyszczen
ze $rodowiska przez grzyby jest biosorpcja. Sposéb ten
stosowany jest do oczyszczania Sciekéw przemystowych.
Biosorpcja to proces, w ktérym mikroorganizmy sa stoso-
wane do usuwania i odzyskiwania substancji toksycznych
(w tym metali) z roztworéw wodnych. Metoda ta znana
jest od kilku lat, ale w ostatnim czasie stala si¢ obiecujaca
technologia ze wzgledu na jej niskie koszty. W procesie tym,
pobieranie metali ciezkich jak i zwigzkéw radioaktywnych,
nastepuje w wyniku oddziatywar fizyko-chemicznych po-
miedzy jonami metali a zwigzkami organicznymi obecnymi
w strzepkach grzybéw. Biosorpcja jest skuteczna metoda
odzyskiwania metali ze wzgledu na wysoka zdolnos¢ ab-
sorpcji zanieczyszczen przez strzepki grzybéw; technika ta
staje sie coraz bardziej popularna do usuwania zanieczysz-
czeni zawierajacych metale [1,2].

Biokonwersja (inaczej biotransformacja) polega na prze-
twarzaniu réznych substancji chemicznych za posrednic-
twem enzyméw organizméw zywych. Proces ten moze
zachodzi¢ przy udziale enzyméw wyizolowanych z mikro-
organizmoéw lub przy udziale catych strzepek, komoérek czy
tkanek, syntetyzujacych okreslone enzymy. Enzymy w ta-
kich reakcjach pelnia role biokatalizatora i moga selektyw-
nie wybiera¢ dany substrat do reakcji biokonwersji. Wszel-
kie odpady lignocelulozowe, generowane przez przemyst,
moga by¢ uzywane do hodowli grzybow, ktére w dalszym
etapie beda stosowane jako produkt komercyjny. Wyboér
podioza pod uprawe grzybow jest zwykle zalezny od ro-
dzaju materii organicznej w danym podtozu oraz od wyma-
gan grzyba uprawianego na danym podfozu [4].

ENZYMY GRZYBOW BASIDIOMYCOTA
W BIOREMEDIAC]I

Grzyby biatej zgnilizny drewna (WREF, ang. white rot fun-
g7) sa nazywane tak, poniewaz katalizujg procesy degradacji
prowadzace do wybielenia drewna [10,11]. Enzymatyczny
proces trawienia ligniny w drewnie powoduje jej rozklad
i pozostawienie biomasy drewna o biatym kolorze. Proces
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bioremediacji w wyniku dziatania grzybow wykorzystu-
je inne mechanizmy niz te, ktére wystepuja u bakterii [7].
Gléwna przewagg jaka majg grzyby nad bakteriami w pro-
cesie rozkltadu materii jest to, Ze nie wymagaja one wstep-
nego przygotowania pod konkretne zanieczyszczenie. Za-
zwyczaj bakterie musza by¢ poczatkowo prezentowane na
dzialanie zanieczyszczenia, aby zapoczatkowaé synteze
enzyméw degradujacych badz transformujacych dane za-
nieczyszczenie. W tym przypadku rodzaj skazenia musi
znajdowac sie w znacznym stezeniu, w innym wypadku
nie nastapi indukcja syntezy enzymoéw bakteryjnych. Z tego
powodu bakterie moga degradowaé zanieczyszczenia tyl-
ko od pewnego stezenia [7]. Lang (1995) opisuje, Ze grzyby
bialej zgnilizny drewna wykazuja niezwykle zdolnosci do
przeksztalcania opornych zanieczyszczen takich jak wielo-
pierécieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) [12]. We-
dtug tych autoréw, zdolnosci te moga by¢ zastosowane do
odkazania gleb zanieczyszczonych ropa naftowa, jednakze
gleby te musza zosta¢ wzbogacone o lignocelulozowe tak
aby mogt by¢ mozliwy wzrost okreslonych gatunkéw grzy-
béw. Grzyby biatej zgnilizny drewna sa rowniez stosowane
w bioremediacji gleb skazonych metalami ciezkimi, dzieki
zdolnosci do ich akumulagji [12].

MECHANIZM DEGRADACJI KSENOBIOTYKOW
PRZEZ GRZYBY BIALE] ZGNILIZNY DREWNA

Gloéwny mechanizm degradacji katalizowany przez grzy-
by bialej zgnilizny drewna dotyczy rozkladu polimeru li-
gniny w srodowisku naturalnym. Pozakomoérkowe enzymy
modyfikujace lignine maja matla specyficznos¢ substratowa,
wiec sa zdolne do mineralizowania duzej ilosci réznych
wysoce opornych zanieczyszczen organicznych podobnych
strukturalnie do ligniny [13]. Gléwnymi enzymami systemu
degradagji ligniny sa: peroksydaza ligninowa, peroksydaza
manganozalezna, lakaza oraz enzymy wytwarzajace H,O,,
chociaz nie wszystkie grzyby lignolityczne syntetyzuja je w
jednakowym stopniu [10].

Lignina, jako jeden z gltéwnych sktadnikow drewna ra-
zem z celuloza i hemiceluloza, jest najbardziej trwalym
zwiazkiem drewna i jednym z najbardziej trwatych surow-
cow naturalnych. Zawdziecza te ceche skomplikowanej
strukturze, w sktad ktérej wchodza monolignole (pochod-
ne fenylopropanu) i trzy alkohole (p-kumarylowy, konife-
rylowy, synapinowy) [14]. Grzyby bialej zgnilizny drewna
nalezg w wiekszosci do gromady podstawczakéw (Basidio-
mycota), a tylko niektére do workowcéw (Ascomycota). Sg
one waznymi organizmami z tego powodu, ze jako jedyne
wykazuja zdolnoé¢ do mineralizacji ligniny i w efekcie do
syntezy CO, i H,O. Termin ,biata zgnilizna” byl uzywany
do opisu form préchnienia drewna gdzie degradowana
jest lignina, hemiceluloza i celuloza, zostawiajac jasne, bia-
te, wldkniste pozostalosci catkowicie ré6zne od brazowego
proszku, bedacego pozostatoscia rozkladu drewna powo-
dowanego przez grzyby brazowej zgnilizny drewna [15].
Lignina nie jest jedynym Zrédla wegla dla grzybéw bialej
zgnilizny drewna, ale rozktadaja ja, aby uzyskaé dostep do
celulozy i hemicelulozy.

Rozklad ligniny bazuje na zdolnosci WRF do syntezy jed-
nego lub wiecej pozakomérkowych enzymoéw modyfikuja-
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cych lignine, ktére dzieki braku specyficznosci substratowej
sa takze zdolne do degradacji duzej ilodci ksenobiotykéw,
nawet, jesli wystepuja one w niskich stezeniach [16]. Dzieki
tej zdolnosci mozna mozliwe jest zastosowanie kultur grzy-
bowych do usuwania zanieczyszczen organicznych ze éro-
dowiska.

Enzymy modyfikujace lignine (LMEs, ang. Lignin mo-
difying enzymes) to przede wszystkim oksydoreduktazy
katalizujgce przeplyw elektronéw z jednego substratu na
inny. LMEs dzialaja poprzez generowanie wolnych rodni-
kéw, ktére losowo reaguja z polimerem ligniny, rozrywa-
jac wigzania kowalencyjne i uwalniajac zwigzki fenolowe.
Wyréznia sie dwa gtéwne typy enzyméw modyfikujacych
lignine: peroksydazy i lakazy (fenolowe oksydazy). Jak juz
wczesniej wspominano gtéwnymi LMEs sa peroksydaza
ligninowa (LiP, ang. lignin peroxidase), peroksydaza man-
ganozalezna (MnP, ang. manganese peroxidase), uniwersalna
peroksydaza (VP, ang. versatile peroxidase) ilakazy (Lac, ang.
laccase). LMEs moga by¢ traktowane jako metabolity wtérne
WREF, bo utlenianie ligniny nie dostarcza energii grzybom
[17]. Enzymy te sa odpowiedzialne za generowanie wysoce
reaktywnych i niespecyficznych wolnych rodnikéw, dzieki
czemu zachodzg zaawansowane reakcje utleniania, podczas
ktérych enzymy te moga utlenia¢ trwale i szkodliwe zwigz-
ki [18].

LAKAZA

Lakaza jest oksydaza z czterema kationami miedzi w
centrum aktywnym. Katalizuje reakcje utleniania poprzez
przeniesienie czterech elektronéw z czterech czasteczek
substratu na jedna czasteczke tlenu, ktéra nastepnie jest re-
dukowana do dwéch czasteczek wody (Ryc. 1) [17]. Lakaza
wykazuje niska specyficznos¢ substratowa i moze reagowac
z difenolami, aryloaminami i aminofenolami. Potencjat re-
doks wiekszosci lakaz grzybowych wynosi pomiedzy 780-
800 mV (vs. NHE). W obecnoéci specyficznych zwigzkéw
niskoczgsteczkowych, zwanych mediatorami, lakaza moze
utlenia¢ takze substraty niefenolowe [17,19]. Enzym ten po-
siada ciekawe wlasciwosci w zaleznosci od gatunku grzy-

4 AH 4N
4 Cul* 4 Cu?t
2H,0 0,

Rycina 1. Schemat dziatania lakazy; AH - substrat reakcji; A** - substrat utle-
niony.
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utleniania zwigzkéw fenolowych
oraz wielu zwigzkéw aromatycz-
nych, niefenolowych o budo-
wie zblizonej do ligniny a takze

N Enzym natywny
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Rycina 2. Schemat dziatania peroksydazy ligninowej (szczegbtowy opis w tekscie); LiP - peroksydaza ligninowa, AH -
substrat aromatyczny niefenolowy; A** - substrat aromatyczny niefenolowy utleniony; VA** - kationorodnik alkoholu

weratrylowego; VA - alkohol weratrylowy.

zwigzkow organicznych, ktérych
potencjat redoks przekracza 1,4 V
(vs. NHE) [18].

Cykl Kkatalityczny peroksyda-
AH zy ligninowej sktada sie z jednego
etapu utleniania i dwéch etapow
redukcji (Ryc. 2). W pierwszym
etapie dochodzi do utlenienia
jonu zelaza Fe**do Fe** za pomo-
ca nadtlenku wodoru. W drugim
etapie dochodzi do jednoelektro-
nowej redukcji czasteczki LiP I do
LiP II z réwnoczesnym utlenie-
niem czasteczki substratu. Cykl
katalityczny konczy sie¢ w mo-
mencie ponownej jednoelektro-
nowej redukcji czasteczki LiP II
do formy natywnej. W przypad-
ku, gdy wartos¢ pH wynosi 3,0
w obecnos$ci nadmiaru nadtlenku
wodoru i braku reduktora moze
dojé¢ do powstania nieaktywnej
formy enzymu - LiP III, ktéra
moze przejs¢ w forme natywna
w przypadku autooksydacji lub
w wyniku dziatania kationorod-
nika alkoholu weratrylowego.
Enzym ten wykazuje wzgledna
specyficznos$é do swoich substra-
tow, a jednym z nich jest alkohol

ba, ktéry ja syntetyzuje i od miejsca lokalizacji w strzepce.
Uwaza sie, Ze uczestniczy miedzy innymi w procesach wi-
rulencji (drozdze, bakterie, grzyby chorobotwoércze), wspot-
uczestniczy z innymi peroksydazami w degradacji ligniny
(grzyby bialej zgnilizny drewna), w syntezie ligniny i rege-
neracji uszkodzonych tkanek (roéliny), w syntezie barwni-
kow (grzyby, bakterie) a takze w linieniu owadéw [20].

W analizie farmaceutycznej lakaza znalazla zastosowa-
nie w jednoczesnym rozréznianiu morfiny i kodeiny dzieki
specjalnie przygotowanemu sensorowi zawierajagcemu im-
mobilizowana lakaze oraz dehydrogenaze glukozy. Mor-
fina jest utleniana przez lakaze a nastepnie regenerowana
przez dehydrogenaze glukozy natomiast kodeina nie jest
utleniania przez lakaze. Jest to metoda selektywna, szybka
i tania dla rozréznienia morfiny i kodeiny w jednym roz-
tworze [21].

PEROKSYDAZA LIGNINOWA

Peroksydaza ligninowa (LiP) byla pierwszym enzymem
wyizolowanym z grzyba Phanerochaete chrysosporium, w la-
tach osiemdziesigtych XX wieku, dla ktérego wykazano,
ze rozklada lignine [10]. Enzym ten to glikoproteina o ma-
sie czasteczkowej 38-47 kDa, ktoéra jest aktywna w niskich
wartoéciach pH, wynoszacych okolo 3. Specyficznos¢ en-
zymatyczna tego zwigzku jest niska, wykazuje zdolnosé do
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weratrylowy (VA, ang. veratryl
alcohol), ktory jest naturalnym metabolitem wtérnym WRE,
zwigkszajacym aktywnos¢ peroksydazy ligninowej oraz
szybkos¢ degradaciji ligniny [19].

PEROKSYDAZA MANGANOZALEZNA

Peroksydaza manganozalezna (MnP) jest pozakomor-
kowym enzymem odkrytym w Phanerochaete chrysosporium
przez Kuwahara (1984) i uwaza sie ja za najbardziej roz-
powszechniong peroksydaze lignolityczna, wytwarzang
przez prawie wszystkie grzyby bialej zgnilizny drewna z
taksonu Basidiomycota [17,21]. Peroksydaza manganoza-
lezna jest glikoproteing o masie czasteczkowej pomiedzy 32
a 62,5 kDa. Enzym ten posiada podobny cykl katalityczny
do innych peroksydaz z udzialem dwuelektronowego utle-
niania, jednakze MnP jest zdolna do utleniania jonéw Mn*
powodujac powstawanie dyfuzyjnych utleniaczy (Mn®*)
zdolnych do penetracji sciany komoérkowej i utleniania sub-
stratow fenolowych [19].

Cykl katalityczny MnP rozpoczyna sie poprzez zwiaza-
nie czgsteczki H,O, z natywnym (zawierajagcym jony Fe®*)
enzymem i utworzenie kompleksu Zelazo - H,O, (Ryc. 3).
Pézniejsze rozerwanie wigzania pomiedzy atomami tlenu
w czasteczce H,O, wymaga przeniesienia dwéch elektro-
néw z hemu w centrum aktywnym enzymu, co powoduje
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Rycina 3. Schemat mechanizmu dziatania peroksydazy manganozaleznej (szczegélowy opis w tekécie); MnP - perok-
sydaza manganozalezna; AH - substrat aromatyczny; A** - substrat aromatyczny utleniony.
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UNIWERSALNA PEROKSYDAZA

Uniwersalna peroksydaza
(VP) faczy w sobie specyficznosé
substratowa dwoch wczeéniej
omawianych peroksydaz grzybo-
wych: peroksydazy manganoza-
leznej oraz peroksydazy lignino-
wej. Dzigki temu, jest zdolna do
utleniania substratéw o niskim
i wysokim potencjale redoks, w
tym jonéw Mn?*, fenolowych i
niefenolowych dimeréw ligniny,
AH podstawionych zwigzkéw feno-
lowych, alkoholu weratrylowego
oraz réznych typéw barwnikéw
(Reactive Black 5, zieleri malachi-
towa) [23]. Peroksydaza VP jest
syntetyzowana przez grzyby z
rodzaju Pleurotus, Bjerkanderai Le-
pista. Wykazuje ona rézne opty-
malne wartosci pH utleniania w
zaleznosci od utlenianego sub-
stratu, np. dla Mn?* jest to war-
tos¢ pH 5, a dla zwigzkéw aroma-
tycznych wartosé pH 3. Wartosci
te sa podobne do tych wykazy-
wanych przez LiP oraz MnP. W
cyklu Kkatalitycznym VP zacho-
dzi dwuelektronowe utlenianie
nieaktywnej formy peroksydazy
(zwierajacej Fe**) przez nadtlenek
wodoru (Ryc. 4). Powstaje forma
VP-I, ktérego jednoelektronowa
redukcja bedzie prowadzi¢ do

MnP1

Mn2+

>y

powstawanie formy MnP-I (Fe*"). Nastepnie wigzanie O-O
ulega heterologicznemu rozerwaniu i uwalnia sie czastecz-
ka H,O. Pézniejsza redukcja przebiega przez forme MnP-II
(Fe**). Jon Mn** dziala jako jednoelektronowy donor dla po-
srednika porfirynowego i jest utleniany do Mn®**. Redukcja
MnP-II przebiega w podobny sposéb i powstaje kolejny jon
Mn®* z Mn*, prowadzac do powstania natywnego enzymu
i uwolnienia drugiej czasteczki wody. MnP jest wrazliwa na
wysokie stezenia H O,, ktére powodujg odwracalng inakty-
wacje enzymu poprzez utworzenie formy MnP-III, znajdu-
jacej sie w katalitycznie nieaktywnym stanie utlenienia, ale
moze on by¢ odwrécony dzieki jonom Mn** [22], jednak w
przeciwienstwie do LiP, obecno$¢ jonéw Mn?** powoduje po-
nowne powstawanie formy MnP-II - enzymu katalitycznie
aktywnego. Jony Mn®* sa niestabilne w $rodowisku wod-
nym. Aby przezwyciezy¢ te wade, formuja one kompleksy
z kwasami organicznymi, takimi jak kwas malonowy lub
szczawiowy. Kompleksy te powoduja jednoelektronowe re-
akcje utleniania réznych substratéw takich jak fenole, ami-
ny aromatyczne, kwasy karboksylowe, tiole czy nienasyco-
ne kwasy ttuszczowe. Ponadto, moga spelnia¢ inne funkcje
fizjologiczne takie jak: przyspieszanie dysocjacji Mn?* z en-
zymu i zwiekszanie jego aktywnosci, kontrolowanie warto-
sci pH, sekwestracje jonéw Ca** w celu zwiekszenia poréw
w $cianach komérkowych komérek roslinnych i ulatwienia
penetracji enzymu oraz reagowanie z O, (w wyniku tej reak-
qji powstaje H,O, wazny dla aktywno$ci enzymu) [19].
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powstania formy VP-II i nastep-
nie w procesie redukcji do natywnej formy enzymu. Warto
zwroéci¢ uwage, ze redukcja formy VP-I oraz formy VP-II
moze zachodzi¢ zaréwno przy udziale jonéw Mn?* (tak jak
w przypadku MnP) lub przy udziale zwiazkéw arylowych
(tak jak w przypadku LiP) [25]. Podobnie jak w przypadku
peroksydaz MnP i LiP, w warunkach nadmiaru nadtlenku
wodoru i braku reduktora moze doj$¢ do powstania nie-
aktywnej formy peroksydazy VP, proces ten jest jednak w
przypadku tej peroksydazy nieodwracalny [26]. Przyklady
najczesciej stosowanych w procesie mykoremediacji grzy-
béw Basidiomycota przedstawiono w tabeli 1.

AKUMULACJA METALI CIEZKICH PRZEZ
WYBRANE GATUNKI GRZYBOW

Ze wzgledu na coraz wiekszy rozwo6j przemystu uwal-
nianie metali ciezkich do srodowiska stale wzrasta, przez
co roénie skazenie srodowiska, a tym samym wzrasta ich
akumulacja w kolejnych poziomach taficuchéw pokarmo-
wych, co z kolei powoduje zagrozenie dla zdrowia czto-
wieka. Sposrod wszystkich elementéw $rodowiskowych
gleba najsilniej jest narazona na ekspozycje zanieczysz-
czeniami w tym zwlaszcza metalami ciezkimi. W przeci-
wienstwie do wielu odpadéw organicznych, pierwiastki te
nie moga by¢ przeksztalcane do produktéw biologicznie
nieszkodliwych.
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Tabela 1. Najczesciej wykorzystywane gatunki grzybéw Basidiomycota w mykoremediacji.

Lp  Gatunek grzyba

Rodzaj odpadu

Zachodzacy proces Pi§miennictwo

2. Lentinula edodes

2,4-Dichlorofenol

Lentinula squarrosulus Olej

Degradacja zwigzku przy uzyciu
waniliny jako aktywatora

(6]

Bioremediacja gleby z ropopochodnych  [9]

6. Trametes versicolor

weglowodory aromatyczne

Syntetyczne barwniki, wielopierscieniowe

Degradacja produktu w podtozu [11]

8. Pleurotus pulmonarius Ropa naftowa

Degradacja ropy naftowej [23]

Stosuje sie kilka sposobéw usuwania metali z odpadow:
stracanie chemiczne, koagulacja z alunem lub solami Zelaza,
filtracja membranowa, odwrécona osmoza, osmoza jono-
wymienna oraz adsorpcja. W rekultywacji metali ciezkich
coraz czesciej wykorzystuje sie tzw. czyste technologie, czyli
metody, ktére polegaja na zmniejszeniu wytwarzania odpa-
doéw oraz obrébke i konwersje odpadéw w uzytecznej formie
[26]. Jedna z takich metod jest mykoremediacja, biologiczne
narzedzie wykorzystujace interakcje grzybéw i toksycznych
metali ciezkich obecnych w $rodowisku. Mykoremediacja

stosowana jest przede wszystkim w oczyszczaniu grun-
tow skazonych metalami ciezkimi, a takze radioaktywnymi
zwigzkami organicznymi. Jest to zlozony proces a na jego
wydajnos¢ wplywaja przede wszystkim typ i rodzaj biomasy
grzybowej, stezenie poczatkowe jonéw metalu oraz fizyko-
chemiczne czynniki, takie jak: wartos¢ pH, temperatura, czas
procesu, sila jonowa [27-29]. Grzyby (w tym gatunki jadalne),
wykazujac zdolno$¢ do akumulacji pierwiastkéw z otacza-
jacego srodowiska, jednoczesnie adoptuja sie do wysokich,
czesto toksycznych stezeni metali ciezkich [30]. Ma to znacze-
nie zaréwno ze wzgled6éw toksykologicznych jak i z powodu

H,0, H,0

<

Fel*
/ \N Enzym natywny

N—
-
A
M 3+

" AH
4
A

Mn2+ 0
N

AH
/ N/ vea
N——N

nadmiar H,0,

VP-III

Rycina 4. Schemat dzialania uniwersalnej peroksydazy (opis szczegélowy w tekscie); AH - substrat aromatyczny; A*

- substrat aromatyczny utleniony.
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LK

i
Mn3* At
N N
N
Fe4+

o] mozliwosci wykorzystania tych
N gatunkow do remediacji podtozy
stosowanych przez cztowieka pod
np. uprawy. Prowadzone sa bada-
nia nad zaleznoscig zdolnosci do
bioakumulacji metali ciezkich od
gatunku grzyba i tak np. wykaza-
no, ze owocniki Pleurotus ostreatus
Mn2* akumulowaly 20 pg/g kadmu z
plynnej pozywki zawierajacej 150
pg/g tego pierwiastka, co stano-
wilo ok. 20% jonéw kadmu zde-
ponowanych wewnatrzkomorko-
wo [30].

VP-1

Jony metali ciezkich, takie jak
Cd?*, Cr**, Cu* i Pb* tatwo wcho-
dza w reakcje z czasteczkami
organicznymi i nieorganicznymi.
Wiele z tych jonéw posiada wy-
sokie powinowactwo do biatek
a zwlaszcza do ich grup sulfhy-
drylowych a najwazniejszymi
biatkami odpowiedzialnymi za
wigzanie metali przez grzyby
sq metalotioneiny. Pomimo, ze
metale ciezkie sa niezbedne w
sladowych stezeniach do pra-
widlowego funkcjonowania, ich
wyzsze stezenia sg zabdjcze dla
wiekszosci form zycia [28]. Kadm
i oléw sg uwalniane do $rodowi-
ska gléwnie w wyniku emisji za-

>y
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nieczyszczen przez przemysl. Pierwiastki te kumuluja sie w
organizmie czlowieka, dlatego tez kliniczne objawy choro-
bowe nie wystepuja od razu przy niskich poziomach nara-
zenia. Kadm jest szczegolnie toksyczny dla organizmu czto-
wieka, poniewaz jego zwigzki maja dzialanie rakotworcze,
ponadto powoduja uszkodzenie nerek, zapalenie oskrzeli,
niezyty przewodu pokarmowego, zaburzenie czynnosci
szpiku kostnego [31-33]. WHO podaje maksymalna dozwo-
long zawartos¢ kadmu i ofowiu w surowcach roslinnych na
poziomie odpowiednio 0,30 mg/kg i 10,0 mg/kg [31-34].

Stezenie metali ciezkich w owocnikach grzyboéw jest ma-
tryca skladu pierwiastkowego $rodowiska, w ktérym roést
dany gatunek grzyba, sposobu pobierania tych pierwiast-
kow oraz procesu rozkladu materii [26]. Poréwnujac steze-
nia ofowiu(ll) i kadmu(Il) w badanych gatunkach grzybow
pochodzacych ze stanowisk naturalnych, mozna zauwazy¢,
Ze jest ono znaczgco nizsze od stezeri oznaczanych w kultu-
rach in vitro wzbogaconych o te pierwiastki. Isildak (2004)
oznaczyt stezenie metali ciezkich w owocnikach jadalnych
gatunkow grzybow rosnacych na terenie Turcjii dla Agaricus
bisporus oznaczone stezenia kadmu(ll) i olowiu(ll) wynosi-
ty odpowiednio 1,7 pg/g s.m. (suchej masy) oraz 2,1 pg/g
s.m., w owocnikach Imleria badia stezenia te wynosily dla
kadmu(II) 0,5 pg/g s.m., natomiast dla otlowiu(Il) 2,1 pg/g
s.m. Zakresy stezeni dla jonéw kadmu i olowiu w owocni-
kach grzybéw jadalnych rosnacych w Chinach wynosity

odpowiednio 0,06-0,58 mg/kg s.m.i0,67-12,90 mg/kg s.m.
[35]. W badaniach prezentowanych przez Muszynska steze-
nie jonéw otowiu(Il) w owocnikach A. bisporus, I. badia oraz
Leatiphorus sulphureus bylo nizsze od granicy oznaczalnosci
zastosowanej metody, natomiast stezenie jonéw kadmu(II)
wynosito 0,59 pg/g s.m. i 0,07 pg/g s.m. odpowiednio dla
I. badia oraz L. sulphureus. W przypadku owocnikéw A. bi-
sporus komercyjnego pochodzenia, stezenie kadmu(Il) byto
nizsze od limitu oznaczalno$ci. Obecnoé¢ jonow kadmu(II)
lub otowiu(ll) w pozywce w stezeniu 5 10° M wplywa wiec
W sposob znaczacy na stezenie tych pierwiastkow w bioma-
sie badanych gatunkéw: A. bisporus, 1. badia oraz L. sulphu-
reus, co potwierdza duza zdolnoé¢ do bioakumulacji tych
jonéw przez badane gatunki grzybow.

Miarg skutecznosci bioakumulacji jest stosunek steze-
nia metalu w mycelium do stezenia metalu w podtozu,
czyli tzw. wspélczynnik bioakumulacji [35,36]. W bada-
niach stwierdzono, ze warto$¢ wspoélczynnika bioakumu-
lacji wykazuje znaczng zmienno$é wéréd badanych gatun-
koéw grzyboéw. Dla wszystkich grzybéw byla ona znacznie
wieksza od jednosci, co $wiadczy o wysokim potencjale
bioakumulacji przez mycelium badanych gatunkéw grzy-
bow. Ustalono, ze zawarto$¢ metali ciezkich w biomasie
badanych gatunkoéw: A. bisporus, 1. badia oraz L. sulphureus
uzyskanych z kultur in vitro, ktérych pozywki wzbogacono
o jony kadmu(Il) lub ofowiu(Il) w stezeniu 510 M, byta

Tabela 2. Stezenie metali ciezkich w owocnikach wybranych gatunkéw grzybéw jadalnych.

Gatunek grzyba jadalnego

Stezenie metali ciezkich w owocnikach

PiSmiennictwo

Armillaria mellea

Pb (1,28), Cd (2,48), Hg (0,91), Cu (21,1), Mn (26,8), Zn (76,8)* [40]

Pb (1,6), Cd (11,0), Hg (0,3), Cu (31,0)* [41]

Calvatia excipuliformis

Hg (4,4)* Pb (1,5), Cd (1,1), Cu
(25), Min (28), Zn (58), Fe (924)*

Cu (68,4), Cd (2,9), Pb (3,5), Zn (47,6), Mn (49,3), Fe (321), Cr (10,4), Ni (4,2)* [35]
Lepista nuda Fe (568), Cu (20), Mn (16), Zn (45), Pb (1,4), Cd (1,1)* [42]
Hg (84,7), Cu (231), Cd (3,26), Pb (15,3)* [32]

[41]
[42])

Psalliota campestris Pb (1,85), Cd (5,55)* [43]
P

Pb (3,24), Cd (1,18), Hg (0,42), Cu (13,6), Mn (6,27), Zn (29,8), Fe (86,1)* [37]
Pleurotus ostreatus Pb (0,11), Cd (0,55), Hg (0,31), Fe (48,6), Cu (5,0), Mn (10,3), Zn (19,3)* [39]
Cd (11,2), Hg (1,2), Zn (0,8)* [44]

Cu (25), Zn (179), Mn (19), Fe (744), Co (2,6), Cd (0,56), Ni (5,6), Pb (4,4)* [35]
Tricholoma terreum Pb (2,4), Cd (1,6), Hg (0,06), Cu (35,8), Mn (24,8), Zn (48), Fe (169,0)* [37]
Pb (0,69), Cd (0,78), Hg (0,21), Fe (37,0), Cu (51,0), Mn (10,8), Zn (16,8)* [39]

*mg/kg suchej masy, **ug/g suchej masy
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kilkaset razy wyzsza dla wszystkich badanych gatunkéw
w poréwnaniu do stezen tych pierwiastkéw znajdujacych
sie w owocnikach, pochodzacych ze stanowisk naturalnych.
Myecelialne kultury in vitro, pozwalaja dzieki zastosowa-
niu powtarzalnych warunkéw hodowli na monitorowanie
pobierania metali z pozywek oraz okreslenie stopnia bio-
akumulagji, a tym samym doboru gatunku do oczyszczania
srodowiska z konkretnego pierwiastka. Uzyskane wyniki
badan potwierdzaja mozliwos$¢ zastosowania badanych
gatunkéw grzybéw, a szczeg6lnie L. sulphureus w procesie
remediacji metali ciezkich [37-47].

Grzyby wychwytuja metale ciezkie z podioza poprzez
bardzo rozbudowana grzybnie. Wiek i wielko$¢é owocnika
nie odgrywa wiekszego znaczenia w kumulacji metali, na-
tomiast proporcja zawartosci metali pochodzacych z depo-
zycji atmosferycznych wydaje sie mie¢ mniejsze znaczenie
ze wzgledu na kroétki czas istnienia owocnika, ktéry zazwy-
czaj wynosi 10-14 dni. Na zawarto$¢ metali w owocnikach
w znacznym stopniu wplywa wiek grzybni i odstep w cza-
sie miedzy tworzeniem owocnikéw [46-47]. Metale sg nie-
réwnomiernie rozmieszczane w owocnikach. Najwyzszy
ich poziom obserwuje sie w czesci, gdzie znajduja sie formy
przetrwalnikowe (hymenium), ale nie w zarodnikach, niz-
sza zawarto$¢ w pozostalej czesci kapelusza, a najnizsza w
trzonie. Mechanizm transportu metali z grzybni poziemnej
do owocnika nie jest do korica poznany. Naukowcy opisali
nastepujace grzyby, jako potencjalne bioadsorbenty metali
ciezkich: Agaricus bisporus Armillaria mellea, Boletus edulis,
Calvatia excipuliformis, Lepiota rhacodes, Lepista nuda, Russula
delica, Tricholoma terreum (Tab. 2).

PODSUMOWANIE

Znaczenie grzyboéw w remediacji srodowiska wynika za-
réwno z ich zdolnosci do biotransformacji ksenobiotykéw
jaki i akumulacji metali ciezkich. Procesy te zaleza przede
wszystkim od gatunku, podczas gdy rola rodzaju lub przy-
naleznosc¢ systematyczna ma mniejsze znaczenie, podobnie
jak strategia symbiozy, tzn.: mykoryza, pasozytnictwo czy
saprofityzm. Gléwnymi czynnikami regulujacymi wchia-
nianie metali przez grzyby sa biodostepnos¢ i rodzaj gleby
natomiast ksenobiotykéw zalezy od czynnikéw glebowych,
takich jak zdolno$¢ wymiany kationéw, wartosé pH, czy tez
zawartosci materii organicznej. Sklad podloza jest waznym
czynnikiem, poniewaz istnieja duze réznice w pobieraniu
poszczegdlnych substancji. Kompozycja, ilos¢ obecnych w
nim zanieczyszczen, ale réwniez rézny wiek grzybni, ktéra
moze wystepowac w przyrodzie wiele lat lub (w poréwna-
niu) tylko kilka miesiecy w warunkach hodowlanych. Zna-
nym faktem jest to, ze zawartoé¢ w owocnikach grzybéw
jest skorelowana z emisjg zanieczyszczen.
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ABSTRACT

The importance of fungi in environmental remediation is due both to their ability to biotransformation of xenobiotics and to accumulate
heavy metals. These processes depend primarily on the species, while the role of the species or systematic affiliation is less important, as
is the strategy of symbiosis, for example: mycorrhiza, parasitism or saprophytism. The main factors controlling the absorption of metals by
mushrooms are bioavailability and soil type, while xenobiotics are dependent on soil factors such as cation exchange capacity, pH, or organic
matter content. The composition of the substrate is an important factor as there are large differences in the intake of individual substances.
The composition, the amount of impurities present, but also the age of the mycelium that may be present in nature for many years or (compa-
red) only for several months under culture conditions. It is a well-known fact that the content of mushroom fruiting bodies is correlated with

the emission of pollutants.
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