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NAZEV

Enzymaticka degradace slozek barviv na vlasy

ANOTACE

Diplomova priace se zabyva problematikou pfitomnosti toxickych slozek z permanentnich
vlasovych barev v odpadnich vodiach a moznostmi jejich odstranéni pomoci enzymatické
degradace. Teoretickd ¢ast popisuje sloZeni a toxicitu vlasovych barviv, vCetné jejich vlivu na
Zivotni prosttedi. Ddle jsou diskutovdny konvenéni 1 moderni metody pro jejich odstranéni.
Experimentdlni ¢ast se zaméiuje na studium katalytické aktivity vybranych polyfenoloxidaz
(tyrosindzy, lakdzy a kienové peroxiddzy) pti degradaci klicovych barvivovych prekurzort.
Ziskané vysledky ukazuji na rozdilnou efektivitu jednotlivych enzymi. Jejich degradacni

potencidl v praktickém cisténi odpadnich vod lze shledat za diskutabilni.

KLICOVA SLOVA

Enzymatickd degradace; permanentni barvy na vlasy; odpadni vody; spektrometrie; Zivotni

prostiedi.



TITLE

Enzymatic degradation of hair dye ingredients

ANNOTATION

This thesis addresses the issue of toxic components from permanent hair dyes present in
wastewater and explores their removal through enzymatic degradation. The theoretical section
provides an overview of the composition and toxicity of hair dye formulations, with particular
attention to their environmental impact. Conventional and emerging methods for their
elimination are also discussed. The experimental part focuses on investigating the catalytic
activity of selected polyphenol oxidases—tyrosinase, laccase, and horseradish peroxidase—in
the degradation of key dye precursors. The results demonstrate varying levels of efficiency
among the tested enzymes. However, their potential for practical application in wastewater

treatment remains subject to critical evaluation.

KEYWORDS

Enzymatic degradation; permanent hair dyes; wastewater; spectrometry; environment.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

3,5-DTBC
3,5-DTBQ
AOP

APX

BA

BB
DAP
DAPPD
DMSO

EM
ES
FTIR

HRP
CHSK
IC
Lac
LCso

MAPPD
NMR
OAP
OPD

PHS
PPD
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UVOD

Barveni vlasi 1ze dnes povazovat za nedilnou soucast moderni kosmetiky a jeho obliba mezi
spotiebiteli kazdorocné roste. Ackoli se jednd o velmi béZnou praxi, jen mdlo uZivateli
si uvédomuje, jaké chemické latky se pfi barveni vlast pouZivaji a jaky dopad mohou mit nejen
na lidské zdravi, ale také na Zivotni prostiedi. Permanentni barvy na vlasy obsahuji fadu
chemickych sloucenin, z nichz mnohé jsou zndmé svym toxickym, alergennim nebo dokonce
karcinogennim ucinkem. Tyto latky se navic béZné dostdvaji do odpadnich vod, kde mohou
vyznamné¢ naruSovat vodni ekosystémy. Soucasné Cistirny odpadnich vod vSak nejsou schopné
tyto kontaminanty zcela u¢inné odstranit, coz zvySuje potiebu hledani novych, ekologicky
Setrnych metod jejich degradace.

Jednou z moznosti, jak sniZit pfitomnost toxickych sloZek barev na vlasy v Zivotnim
prostiedi, je vyuZiti enzymu schopnych tyto latky selektivné oxidovat. Enzymaticka degradace
se zda byt ufinnym a soucasné Setrnym ndstrojem, ktery muize doplnit klasické Cistirenské
technologie. Vyzkum v této oblasti se zdd byt stidle nedostateCny, a predevSim v kontextu
redlnych matric, jako jsou smésné odpadni vody z kosmetického priimyslu, se musi ovéfit
praktickd vyuZitelnost tohoto pristupu.

Z vySe uvedenych diivodi se tato diplomova préce v teoretické casti zaméetuje na sloZzeni
a toxicitu permanentnich barev na vlasy, ddle pak na stavajici i moderni moznosti jejich
odstranéni z odpadnich vod, pfiCemz zvlastni pozornost je vénovana enzymatické degradaci
vybranych slozek vlasovych barev. Experimentdlni ¢ast zahrnuje stanoveni katalytické aktivity
vybranych enzymt, konkrétn¢€ tyrosindzy, lakdzy a kienové peroxiddzy, pii oxidaci vybranych
polutantii Zivotniho prostiedi z permanentnich barev na vlasy. Cilem bylo zhodnotit jejich
ucinnost pomoci kinetickych parametrd, identifikovat jejich oxidacni produkty, porovnat
toxicitu vychozich latek a odpovidajicich produkt a vyhodnotit potencidl téchto enzymil pii
odstraniovani cilovych polutanti z vodniho ekosystému. Ziskané vysledky poukazuji na
skutec¢nost, Zze neni mozné studované enzymy univerzaln¢ vyuZzivat pro ¢isténi odpadnich vod
z divodu rozdilnych pozadavkil na katalytické podminky. Navic vzniklé oxidacni produkty

predstavuji v mnoha piidech vétsi zatéz pro Zivotni prostiedi nezli pivodni latky
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Barvy na vlasy

Barvami na vlasy se rozumi kosmetické piipravky pouzivané k barveni vlasti, které mohou byt
docasné nebo trvalé, a klasifikuji se podle doby trvani a typu ucinnych latek, jenZ se na barveni
podileji. Diivodem jejich obliby jsou zejména estetické diivody, zakryvani Sedin a médni trendy
[1]. Kromé¢ toho, Ze jak samotné slozky barev na vlasy, tak i findlni produkty procesu barveni
mohou pfedstavovat zdravotni riziko, se tyto latky béZn¢ dostavaji do odpadnich vod. Tam tvoii
tento koktejl chemikalii novou skupinu polutanti Zivotniho prostiedi (ZP), se kterou se bude

muset ,,zelené orientovand* evropska spole¢nost diive nebo pozdé&ji vyporadat.

1.1.1 Stru¢na historie pouzivani barev na vlasy

Lidstvo mé s barvenim vlast bohaté zkusenosti jiZ od dob starovéku. V prubéhu historie lidstva
se metody a motivace pro zménu barvy vlast riizn¢ proménovaly, a to pfedevsim pod vlivem
kulturniho, spolecenského a technologického vyvoje. Nejstarsi zndmé zdznamy o tprave vlasu
pochézeji ze starovékého Egypta. Eberstiv papyrus, povazovany za jeden z nejstarSich
medicinskych spist (~1552 pf. n. L), zminuje prostfedky, pomoci kterych se dalo zabrénit
Sedivéni a vypadavani vlasti [2—4]. Papyrus uvadi naptiklad néasledujici postup (Obr. 1), ktery
Ctendfe nabadd k nasledujicimu: ,,Chces-li Sedin se zbaviti, tuk hada cerného a cervy hnojné

v oleji svar a na hlavu svou je opakované vpravuj [4].

Sl f i awaNe 2SR,

NN NIRRT SER 2SN

mrht hft kmt wowyt ddft gmi m hs psi hr mrht wrh im 53 sp -sn

Obrazek 1. Navod na odstranéni Sedin dle Ebersova papyru [4].

Ve stfedovéku bylo barveni vlast hluboce spjato s humordlni teorii' a bylo pfedmétem
velkého zdjmu a studia. Véfilo se, Ze vlastnosti vlasi jedince souviseji s mnoZstevnim
zastoupenim jednotlivych télnich tekutin. Rtizné rady a recepty na barveni vlasu se tak Siroce
roz8itily, coz odrdzi kulturni a lékafsky vyznam péCe o vlasy v tomto obdobi [5].

K nejvyznamnéj$imu pokroku v oblasti barveni vlast vSak doslo aZ v pribchu 19. a 20. stoleti,

! Hippok[dtova hCmo(al (i tCo [l véfila, zOttmp[lam 1t ¢loveka jIddIpomé Tin t& hto 4 t&1[1rh tk[tilt salglis
(k(1¥), [holé (z1[€), m[lalTholé (¢[1T4a zI[€) a fl[gma (sliz).
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coz uzce souviselo s pokrokem v oblasti chemie a dermatologie. V tomto obdobi jiz byly
provedeny prvni transplantace vlasovych folikulti. Diky hlubSimu porozuméni struktury vlast
a vyvoji syntetickych barviv prosel tento obor lidského zdjmu zdsadni proménou, kterd vedla

k jeho Sirsi dostupnosti a rozmanitéjSim moznostem vyuziti [3, 6].

1.1.2 Struktura lidského vlasu

Pro pochopeni chemickych procest, které zodpovidaji za obarveni vlasti, je nejprve nutné
pochopit strukturu vlast. Vlasovy stonek se skldda ze tiech vrstev (Obr. 2). Vnitini vrstva
se nazyva dren, druhou vrstvu piedstavuje ktra (kortex) a svrchni vrstva se oznacuje jako
kutikula. Pigmenty zodpovédné za piirozenou barvu vlasi se nachdzeji v kiife a ve dfeni.
Z chemického hlediska obsahuji lidské vlasy ptiblizné€ 85 % bilkovin, 7 % vody, 3 % lipidi,
47 % siry vazané na bilkoviny pies cysteinové mustky a nizké koncentrace nékterych
minerdlnich latek, jako jsou zinek, méd’, Zelezo a selen [7]. Ve vlasech se nachédzeji dva druhy
pigmentu melaninu. Eumelanin, ktery zodpovidd za odstiny vlasi od cerné po hnédou,
a feomelanin, jenz piispiva k zrzavym odstinim vlast. Jejich pomérové zastoupeni ve vlasech

urcuje findlni barvu. Absence melaninu vede k Sedym nebo bilym vlasiim [7, 9].

Zdravy vlas
Kura o
Dren
Kutikula

Obrazek 2. Struktura zdravého lidského vlasu [8].

1.1.3 Klasifikace barev na vlasy

Barvy na vlasy lze dé¢lit podle raznych kritérii. Nejcastéji se vSak Ize setkat s délenim podle
schopnosti retence barvy (Obr. 3), tedy podle toho, jak dlouho barva na vlasech vydrzi.
Toto déleni rozliSuje barvy permanentni, semi-permanentni a doCasné. Do€asné barvy na vlasy
lze pak jeSt¢ délit podle pivodu barvici slozky na pifirodni a syntetické [9, 10].
Ptehled jednotlivych tfid barev na vlasy, vCetné jejich slozeni a uplatnovanych mechanismu

barveni je uveden v Tab. 1.
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Barvy na vlasy

Docasne

T

Prirodni Synteticke

Permanentni Semi-permanentni

Obrazek 3. Diagram rozdéleni barev na vlasy.

Docasné barvy na vlasy jsou neoxidacni barvy, které pokryvaji pouze povrch vlasi
nepronikaji do vlasové kuary apouzivaji se jen ke kriatkodobym zméndm barvy vlasi.
Docasné barvy mohou byt jak piirodniho (napf. henna nebo indigo), tak i syntetického pivodu.
Zpravidla se jednd o velké aromatické molekuly kyselé povahy nesouci oznaeni podle
své barvy, napt. Acid Yellow 23, Acid Red 33, Acid Blue 9 apod., pficemzZ jde o nejméné

drastickou metodu barveni vlasu [9, 10].

Tabulka 1. Soudoba klasifikace barev na vlasy a jejich slozeni [11].

Kategorie barev Oxidace  SloZeni Mechanismus barveni

Docasné Ne Ve vodé rozpustnd kyseld, nebo  Navrstveni barevnych molekul
zésadita barviva obsahujici azo na povrch vlasu.
nebo antrachinonovou skupinu.

Semi-permanentni ~ Ne Azoskupiny, antrachinony, Iontové interakce a Van der
trifenylmetany a nitroderivity Waalsovy sily drzi molekuly
jako chromofory. barviva.

Permanentni Ano Oxida¢ni ¢inidlo v alkalickém Penetrace barviva hluboko do

médiu, prekurzory a spojovaci

latky, tzv. kaplery.

vlasové kiry.

Semi-permanentni barvy na vlasy jiZ mirné pronikaji ptes kutikulu do vlasové kiry
avydrzi piiblizn¢ Sest umyti Samponem. VéEtSina barevnych molekul je vSak uchycena
na povrchu vlasového stvolu. NevyZaduji vyvijece v podob¢ oxidac¢nich ¢inidel a jsou vyrobeny
z ptedem pripravenych barevnych molekul. Rozsah poSkozeni kutikuly byva obvykle mensi

neZ u barev permanentnich, nicméné svym plsobenim pievySuje barvy docasné [9-11].
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Permanentni oxidacni barvy pronikaji hluboko pod kutikulu do vlasové kury.
Permanentni barveni vyZzaduje alkalické prostiedi a oxidac¢ni ¢inidlo. Podrobnému mechanismu
tohoto typu barveni se detailnéji vénuje néasledujici podkapitola. Jedna se o nejvice vyuZivany

zpusob barveni vlast, avSak dochdzi pti ném k nendvratnému poskozeni vlastu [9-12].

1.1.4 Princip barveni vlasii permanentnimi barvami

Permanentni oxidacni barvy na vlasy se sklddaji ze tii hlavnich sloZek: oxida¢niho ¢inidla
v alkalickém médiu, prekurzorovych sloucenin a spojovacich latek, tzv. kapleri [9, 11, 13, 14].
Alkalické médium (pH = 10) otevfe vlasovou kutikulu a umoZzni barvé proniknout hluboko
do ktrry vlasu. Oxida¢ni ¢inidlo pronikd do vlasové kiry a oxiduje zde pfitomny melanin, ¢imz
se vlasy odbarvi. Tento krok umozni findlni barvé vlast 1épe vyniknout.
Prekurzorové slouceniny se nédsledné oxiduji oxidacnim ¢inidlem, a poté se spojuji s kaplery
za vzniku velkych barevnych molekul pfimo uvnitf vlasového stvolu (tento proces se v anglické
odborné literatufe oznacuje jako ,,coupling®). Za vysledek celého permanentniho barveni
se pak povazuje trvald zména barvy vlasii, kterd odoldvd okolnim vlivim prostiedi,
tak i opakovanému umyvani Sampodny. Tato stabilita spo¢ivd v nemoznosti uvolnéni velkych
molekul barviva (polymeru) ptes kutikulu [9, 11, 13-15].

Nekteré ptipravky na barveni vlasii obsahuji rovnéz kondicionér, ktery se aplikuje
po barveni. Ten ma za tkol uzavfit kutikulu a minimalizovat tak nasledky poSkozeni vlasu,
ke kterému pfi barveni permanentnimi oxida¢nimi barvami dochédzi. Kondicionéry se skladaji
ze silikonli (dimetikon, polydimetylsiloxan aj.), povrchové aktivnich kationtovych latek
(napf. cetrimonium chlorid) a zhydrolyzovaného keratinu [7, 11, 14]. Schéma celého

mechanismu ilustruje Obr. 4.
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Obrazek 4. Ilustrace mechanismu barveni vlasového stvolu permanentnimi barvami [14].

1.1.5 SloZeni permanentnich barev na vlasy

Jak jiz bylo zminéno v ptfedchozi kapitole, permanentni oxidacni barvy na vlasy musi obsahovat
tfi zékladni slozky, a to oxidacni ¢inidlo v alkalickém médiu, molekuly prekurzori a molekuly
kapleri. Za prekurzory se nejcastéji uplatiuji p-diaminy nebo p-aminofenoly.
Mezi tyypicky zastupce p-diamint se fadi p-fenylendiamin (PPD). Z p-aminofenoll se nejvice

uplatiuje p-aminofenol [12, 16]. Strukturni vzorce obou molekul zndzornuje Obr. 5.

H,N NH,  H,N OH

Obrazek 5. Molekula p-fenylendiaminu (vlevo) a p-aminofenolu (vpravo).

Jako alkalické médium se nejCastéji pouzivd amoniak nebo etanolamin, pfiCemz
amoniak se povazuje za mnohem uc¢inn¢js$i reakéni prostfedi, avSak vice poSkozuje vlasy.
Zasadité prostiedi neni zapotiebi pouze k otevieni kutikuly, ale také pro ndsledné barvotvorné

reakce. Jako oxidac¢ni ¢inidlo zodpovédné za oxidaci prekurzorii a odbarveni ptfirozené barvy
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vlast se nejCastéji vyuzivd peroxid vodiku [12, 16]. Obr. 6 prezentuje strukturni vzorce

zminovanych latek.

\ HO
Hg~ O N-H S Nk,

O

Obrazek 6. Molekula peroxidu vodiku (vlevo), amoniaku (uprostied) a etanolaminu (vpravo).

Kaplery reaguji v prosttedi oxida¢niho ¢inidla v alkalickém médiu s prekurzory uvnitt
vlasové klry za vzniku koneénych molekul barviv. Konecnd barviva predstavuji vysoce
konjugované aromatické systémy, které velmi dobte absorbuji ultrafialovou (UV) a viditelnou
(VIS) slozku elektromagnetického (EM) zafeni. Typické molekuldrni struktury barviv
demonstruje Obr. 7. Kazdy kapler poskytuje po reakci s molekulou prekurzoru jinou barvu
(Obr. 8). VétsSina permanentnich barev obsahuje vSak vice neZ jeden druh kapleru, proto

je mozné vytvofit Sirokou Skdlu barev na vlasy [12, 16].

H H
N
H,N HO o) NH,  H,N H,N (o} NH, HN H,N o

zelené barvivo hnédé barvivo purpurové barvivo

Obrazek 7. Struktury findlnich barviv po reakci prekurzoru PPD s kaplery: resorcinolem

(vlevo), m-aminofenolem (uprostied) a 2-metyl-5-aminofenolem (vpravo).

RESORCINOL m-AMINOFENOL 2,4-DIAMINOANISOL
zlutozelena svétle hnéda fialovomodra

15-DIHYDROXYNAFTALEN 4METOXY-3-AMINOFENOL 2,4 DIAMINOFENOXYETANOL m-DIETYLAMINOFENOL p-AMINO-0-KRESOL
modrofialova zelena tmavé modra olivové hnéda tmavé ¢ervena

Obrazek 8. Piehled jednotlivych molekul kaplerti a barev, jaké davaji po reakci
s prekurzorem PPD [16].
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1.1.6 Toxicita barev na vlasy

Z. duvodu rostouciho poctu uzivatelii pfedstavuje barveni vlast potencidlni problém pro zdravi
nejen samotnych uZivateld, ale také pro vefejné zdravi a Zivotni prostfedi (ZP). Pfi barveni
se totiZ béZn¢ stavd, Ze se slouceniny barev na vlasy dostdvaji do odpadnich vod. Soudobé
toxikologické studie provedené na vodnich organismech jako je Artemia salina,
Daphnia similis nebo Danio rerio prokazaly toxicitu pro ptitok odpadni vody z kosmetického
salonu, kde probihalo barveni vlasti na A. salina (LCso 3,87%), D. similis (ECso 0,54%)
a D. rerio (LCso 7,33-8,18%). Z téchto vysledkl vyplyva, Ze barvy na vlasy maji i pii nizkych
koncentracich vysokou toxicitu pro vodni biotop [17].

V odpadnich vodach piedstavuji riziko zejména rezidua samotnych barev na vlasy
ajejich vedlejsi produkty vznikajici pii barveni. Po chemické strance jsou to rizné
hydroxylované, chlorované a nitrované derivaty fenylendiamind, variabilné substituované
aminofenoly a dihydroxybenzeny. Piehled nékterych polutantli pochédzejici z procesu barveni
zobrazuje Obr. 9. Riziko mohou ptedstavovat také slouceniny vznikajici pii degradaci téchto
latek v ZP [18]. Vzhledem k Siroké §kdle a rtznorodosti téchto chemickych sloucenin
se vysledky studii zaméfenych na jejich toxicitu, ale také karcinogenitu v odborné literature
Casto 1i81 a nejsou jednoznacné [13]. Tab. 2 obsahuje vycet toxickych Gcinkil nékterych téchto
sloucenin. Tato diplomova prace mé za cil svoji experimentélni ¢asti prispét k soucasnému
vyzkumu sledovdnim moZnosti enzymatické degradace vybranych slozek permanentnich barev

na vlasy.
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Obrazek 9. Chemické struktury nékterych slozek barev na vlasy: p-fenylendiamin 1,
N-monoacetyl-p-fenylendiamin 2, N, N-diacetyl-p-fenylendiamin 3,
N-fenyl-p-fenylendiamin 4, N, N-bis(hydroxyetyl)-p-fenylendiamin 5,
hydroxypropyl bis(N-hydroxyetyl-p-fenylendiamin) 6, 2-chloro-p-fenylendiamin 7,
4-metoxy-m-fenylendiamin 8, p-metylaminofenol 9, 2-metyl-5-hydroxyetylaminofenol 10,
2,4-diaminofenol 11, hydrochinon 12, terc-butyl hydrochinon 13, toluen-2,5-diamin 14,
toluen-3,4-diamin 15, disperzni modf 7 16, disperzni violet’ 1 17, disperzni Zlut' 3 18,
kyseld violet’ 43 19, bazickd modi 99 20, HC modt 2 21, HC Zlut’ ¢. 5 22, HC Cerven 7 23,
3-nitro-p-hydroxyetylaminofenol 24, 4-amino-3-nitrofenol 25, 4-amino-2-hydroxytoluen 26,

I-naftol 27, resorcinol 28, o-fenylendiamin 29, 4-chloro-o-fenylendiamin 30,
4-aminobifenyl 31 a di-n-butyl ftalat 32 [13].
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Tabulka 2. Seznam prokédzanych toxickych t¢inkt vybranych sloucenin barev na vlasy [13].

Sloucenina Toxicky tcinek Karcinogenita

4 Pokles télesné hmotnosti, degenerace semenotvornych kanalkii, malformace kostry a podraZdéni kiiZe. Neprokazana

5 Pokles télesné hmotnosti, ztmavnuti Stitné Zlazy, snizeny obsah Zeleza v krevnim séru a pozdni ptecitlivélost Neprokazana

6 Pokles télesné hmotnosti, reprodukéni a vyvojova toxicita. Neprokazana

7 Podrazdéni kiize, pokles télesné hmotnosti a podrazdéni oci. Neprokdzana

8 Podrazdéni kiize a mutagenita. Prokazana na zvitatech
9 Zvysena produkce methemoglobinu a podrazdéni kuze. Neprokdzana

10 Podrazdéni kiiZze, mutagenita a alergickd kontaktni dermatitida. Neprokazana

11 Podrazdéni ktize, zavazné podrazdéni o¢i a mutagenita. Neprokazana

12 Nefrotoxicita, cytotoxicita, podrazdéni kiize, precitlivélost klize, depigmentace kiiZze a mutagenita. Prokdzana na zvifatech
13 Pokles télesné hmotnosti a mutagenita. Neprokdzana

14 Podrazdéni kiize, precitlivélost kiize, podrazdéni oci, reprodukéni toxicita a malformace kostry. Neprokdzana

15 Léze na dvanéctniku, genotoxicita a precitlivélost kuze. Neprokazana

16 Mutagenita. Neprokazana

17 Podrazdéni oci. Neprokazana

18 Nefrotoxicita, chromozomdlni mutace a alergicka kontaktni dermatitida. Prokazana na zvitatech
19 Nebyl prokdzan zadny vyznamny toxicky ucinek. Neprokdzana

20 Podrazdéni kize. Neprokdzana

21 Mutagenita. Neprokdzana

22 Podrazdéni kuize. Neprokazana

23 Precitlivélost kiize a mutagenita. Neprokazana

Poznamka: Strukturni vzorce a ndzvy uvedenych sloucenin koresponduji s ¢iselnym oznac¢enim na Obr. 9
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1.1.6.1 Akutni toxicita barev na vlasy
Permanentni barvy na vlasy obsahuji n€kolik chemickych sloZek, které mohou vyvolat akutn{
toxické reakce. Mezi hlavni problematické latky patii toluen-2,5-diamin, resorcinol,
hydrochinon a PPD [13, 19]. Akutn{ toxicita se spojuje zejména s PPD, ktery se vyskytuje témét
ve vSech permanentnich barvéch na vlasy jako prekurzor. Za zminku stoji, Ze PPD se vyskytuje
také v ¢erné henné. Nejvétsi riziko predstavuje pro osobu, jejiz vlasy jsou barveny, ale také pro
samotné kadefniky, nebot’ ti pfichdzeji do kontaktu s barvami na vlasy opakované a casto.
Pouzivani rukavic zna¢né limituje kontakt s agens zptisobujici akutni toxické ucinky [20, 21].

Za nejCast€jSi zdravotni problémem se povaZuje alergickd kontaktni dermatitida,
projevujici se svédénim, zarudnutim, otoky a n€kdy i puchyti. Nebezpeci PPD se skryva v jeho
schopnosti snadno pronikat kiiZ{ a sliznicemi, coZ miiZe u n€kterych jedinct vyvolat jak lokalni,
tak systémové alergické reakce. U citlivych jedinci mtze dojit k silnému podrazdéni obliceje,
ocnich vicek nebo krku [21, 22]. Fotografie ndsledkt takovych reakci jsou prezentoviny
na Obr. 10.

Dalsi vyznamné riziko ptedstavuji chemické popdleniny, které mohou vzniknout
v dasledku piisobeni amoniaku a peroxidu vodiku. Tyto latky poskozuji koZni bariéru, zejména
pii opakované expozici stejného mista [23]. Navic PPD samotné vyvolava apoptézu bun¢k tim,
Ze zvysSuje mnoZstvi reaktivnich forem kysliku pfi kontaktu s kizi [24]. Aby se témto reakcim
pfedeslo, tak se doporuCuje provést test citlivosti pfed pouZitim barvy, tzv. patch test.

Provadi se aplikaci malého mnoZzstvi barvy za ucho nebo na zdda. Nasledn¢ se monitoruje

reakce kiiZe [21], jak demonstruje fotografie v pravém hornim rohu na Obr. 10.

Obrazek 10. Alergicka reakce na PPD po barveni vlasu (fotografie A, B a D) a pozitivni
reakce na patch test (fotografie C) [21, 22].
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1.1.6.2 Chronickd toxicita barev na vlasy

Dlouhodobé pouzivani vlasovych barev piedstavuje potencidlni riziko chronické toxicity,
predevSim v souvislosti s latkami jiZz zminénymi v pfedchozi kapitole (PPD, resorcinol,
toluen-2,5-diamin a hydrochinon). Tyto latky mohou penetrovat kiiZi a jejich metabolity byly
detekovdny v moc¢i i krevnim séru uzivateld [19]. Jednim z nejdiskutovangjSich rizik
v soucastnosti je karcinogenita. Studie naznacCuji moznou souvislost mezi pravidelnym
pouzivanim permanentnich barev na vlasy a zvySenym vyskytem rakoviny moc¢ového méchyte,
non-Hodgkinova lymfomu a leukémie [19]. AvSak epidemiologické studie doposud nedokézaly
jasné prokdzat toto riziko [20].

Genotoxické ucinky se jiz testovaly v bakteridlnim Amesové testu a dalSich in vitro
metodéch, pficemZ nekteré slozky vykdzaly mutagenni potencidl. Nicméné¢, vysledky in vivo
studii na zvitatech neprokdzaly jednozan¢nou souvislost mezu uZivanim nékterych testovanych
barvicich formulaci a vznikem karcinomu [25]. Ddle stoji za zmitiku uvést, Ze nékteré slozky,
jako jsou derivéty toluenediaminu, mohou ovlivnit endokrinni systém. Vysledky laboratornich
studii na zvitatech naznaCuji mozné riziko pro reprodukcni orgdny pfi jejich dlouhodobé
expozici [13].
1.1.6.3 Environmentdlni toxicita barev na vlasy
Nejnovéisi studije poukazuji na skutecnost, Ze slozZky permanentnich barev na vlasy mohou
vyznamné kontaminovat Zivotniho prostfedi, zejména vodni ekosystémy, do kterych
se dostavaji z odpadnich vod. JelikoZ se tyto latky Spatné biologicky odbouravaji, tak s sebou
nesou jisté toxikologické riziko [17, 26], a to pfedvsim z hlediska jejich potencidlni perzistence.
Tato skutecnost rovnéz stdla za vznikem této diplomové préce, ktera se snaZzi zjistit, zda bézn¢
se vyskytujici enzymy mohou katalyzovat oxidacni pfeménu téchto latek na méné toxictejsi
produkty.

Pro vodni faunu a fléru se stdvaji toxické jiZ nizké koncentrace nékterych latek (PPD,
toluen-2,5-diaminu, resorcinolu a hydrochinonu) [13, 27]. PPD se navic ve vodnim ekosystému
autooxiduje na jesté toxictéjsi slouceniny, jako je Bandrowského baze (BB), kterd ma vyrazné
vyS$8i mutagenni a karcinogenni potencidl [27]. Chemicky se jednd o polymerni trimer PPD.
Tato sloucenina se vlivem silného oxidac¢niho prostiedi snadno tvoii také jiz béhem samotného
procesu barveni vlast. Pfi barveni dochdzi k jejimu castecnému odmyti do kanalizace, zatimco
zbyla Cast ztstava na obarvenych vlasech [27, 28].

Toxické ucinky vlasovych barev se prokdzaly u korysd, ryb a obojZivelnikii, kde

dochdzelo k naruseni vyvoje, zpomaleni riistu a zvySené mortalité¢. Experimenty na embryich
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D. rerio odhalily vyvojové vady kardiovaskularniho systému téchto ryb. Toxikologickd studie
B. Manjuhatha a jeho kolegii [29] pozorovala vyvoj embryi ryby D. rerio. Po jejich vystaveni
do roztoku piipravku na barveni vlast ,,Herbul black henna“ o koncentraci 600 umol'l’1
po dobu 48 h se zjistilo abnormdlni zvétSeni vzdalenosti mezi srde¢nimi strukturami sinus
venosus (SV) a bulbus arteriosus (BA), coZ mélo vazné dusledky pro kardiovaskuldrni funkci
a preziti organismu, oproti kontrolni skupiné v embryondlnim médiu bez ptipravku (Obr. 11).
Ptipravek mimo jiné obsahoval PPD a p-aminofenol [29].

Toxické ucinky byly zaznamendny také u korySa D. similis a A. salina. V laboratornich
testech na bakteriich Escherichia coli abunkach cibule (Allium cepa) byla prokazana
genotoxicita a cytotoxicita, coZ predstavuje potencidlni riziko pro $irSi ekosystém [30].

Dal$im problémem je nizkd efektivita pfi odstrafiovani téchto latek v Ccistirnach
odpadnich vod (COV), coz vede k jejich dlouhodobé piitomnosti ve vodnim biotopu
a k nésledné bioakumulaci v potravnich fetézcich [26]. Pfi barveni se jen nepatrné mnostvi
barvicich latek zachyti na vlasech, zatimco vétSina se vyplavuje do odpadnich vod a nédsledné

kontaminuje vodni prostiedi [17].

Testovana
Ini skupinz . skupina

Obrazek 11. Embrya ryby D. rerio 48 hodin po oplodnéni — zdravé embryo kontrolni skupiny
(vlevo) a embryo D. rerio vystavené roztoku pfipraveného z barvy na vlasy ,,Herbul black

henna“ o koncentraci 600 umol-I"! (vpravo) [29].

1.2 Soucasné moznosti odstranéni sloZzek barev na vlasy z odpadnich vod

Klasické COV vyuzivaji k ¢&isténi odpadnich vod kombinaci fyzikélnich, chemickych
a biologickych procest. COV odstrafiuji z odpadnich vod neZddouci kontaminanty
vyprodukované ¢innosti ¢lovéka, tak aby se mohla pieciSténd voda znovu vratit do Zivotniho
prostiedi. Cely proces zahrnuje né€kolik na sebe navazujicich operaci, z nichZ kazda m4 za cil
snizit mnoZstvi zne&istujicich litek na piijatelnou drovet. Uginnost COV pii odstrafiovéani

sloZek barev na vlasy vSak neni dostacujici [31, 32].
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1.2.1 Princip fungovani konvenénich COV

Proces ¢isténi odpadnich vod lze rozdélit na tfi zdkladni faze, a to na fazi primdrni, sekundarni
a tercidrni. Béhem primarni faze se pevné latky nechaji usadit a z odpadni vody se mechanicky
odstrani. Primarni ¢iSténi odstraiiuje z odpadni vody pfiblizn€ 60 % nerozpusténych latek.
Toto ¢iSténi zahrnuje také provzdusinovani odpadni vody. V sekundérni fazi se jiz k dal$imu
¢isténi odpadnich vod pouZzivaji biodegradéni procesy. Sekundarni ¢isténi odstraiiuje vice nez
90 % zbylych nerozpusténych litek, pficemz tercidrni faze CiSténi mé za tkol odstrannit zbylé
biologicky nerozloZitelné znecistujici latky a pfipadné dezinfekovat preciSténou vodu pied
jejim vypusténim. Béhem této posledni faze dochézi k nejefektivnéjSimu odstranovani latek
podobnych tém, které jsou v barviach na vlasy. Ne viechny COV viak tercidrni &isténi
uskutecniuji. VSechny tyto procesy zahrnuji mnoZzstvi dil¢ich krokt (Obr. 12.). N&které z nich
mohou kombinovat principy C¢iSténi vSech zminénych f4zi. Vzdy zdlezi na pfistupu

jednotlivych COV [31-34].

Obrazek 12. Modelové schéma COV [33].

Odpadni voda se do Cistirny dostdvd pfirozenym spaddem, nicméné v piipad¢ nutnosti
miZe byt prederpavéana (krok 1 na Obr. 12). Pfed samotnym ¢&idténim se musi v Seslovné?
mechanicky odstranit hrubé necistoty, zahrnujici kameny, dievo ¢i jiné pevné materidly, které
mohou poskodit zafizeni (krok 2 na Obr. 12). Nésledné voda vstupuje do sedimentacnich

nadrzi, kde se oddéluje ptirozeny kal — organickd ¢ast odpadni vody. Ten se ndsledné€ od¢erpava

2 Uslk COV, kd[Idolhazi k filt[ali v(1kyh m(Thalilky[h [1&istot pF[s tzv. &[s1[] t-dy kovové miiz[1[Tbo [odty
tvof[ 1€ sol stavolJsvisly[h kovovylh ty¢i, m(Zzi kt(Tymi jso[Iplavid(1[€ m[z[Ty.
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a dale zpracovéva ve vyhnivacich nddrzich (krok 3 na Obr. 12). Leh¢&i necistoty, jako tuky, oleje
nebo plastové ¢astice, vyplouvaji na hladinu, kde se mechanicky odstrani. T€Z${ necistoty dale
sedimentuji ke dnu, kde dochézi k jejich filtraci ptes pisek nebo aktivni uhli. Tento proces
sniZuje obsah nezddoucich bakterii, odstranuje zdkal, pachy a eliminuje zbylé nerozpusténé
¢astice (krok 4 na Obr. 12).

Poté nésleduje provzdusnovani, kdy se do vody vhani vzduch, ¢imz se z ni uvolfuji
rozpusténé plyny, piedeviim pro ZP nebezpeény sirovodik. Zaroveii se tim podporuje rozklad
organickych liatek mikroorganismy aktivovaného kalu® (krok 5 na Obr. 12). V zavéreéné
sedimentaci dochdzi k odstranéni zbyvajicich pevnych ¢éstic a separaci aktivovaného kalu
bohatého na Ziviny, ktery lze dale vyuZzit napiiklad v zemédélstvi (krok 6 na Obr. 12).
Dezinfekce vétSinou probihd ptidanim chloru, avSak pted vypusténim vody do vodnich tokt
se musi chlor neutralizovat, aby neSkodil vodnim organismim. Po dokonceni vSech téchto
kroki se voda vypusti do feky nebo mote ve stavu, ktery se povaZuje za ekologicky nezdvadny

(krok 7 na Obr. 12) [32, 33].

1.2.2 Efektivita COV v odstraiovani rezidui barev na vlasy
BohuZel konvenéni zplsoby ¢isténi odpadnich vod si neumi zcela poradit s odstranénim vSech
sloZek barev na vlasy, jenZ 1ze ozancit za toxikologicky vyznamnad rezidua. V odpadnich vodach
se bohuZel prokdzala ptitomnost PPD a jeho chinonovych forem, resorcinolu a také BB.
Napiiklad priizkum provedeny v roce 2023 ve &tyfech hongkongskych COV zjistil, Ze mnoZstvi
PPD v piitoku do &istirny se pohybovalo od 2,7 do 90 ng-1™! a v odtoku od 0,59 do 40 ng:1,
zatimco mnoZstvi chinonovych forem PPD zaujimalo 14 az 830 ngl! v pfitoku
a2,8-140 ng:I"' v odtoku. Medi4n dé¢innosti odstranéni zminénych polutantd se v jednotlivych
COV pohyboval mezi 53 a 91 %. To znamend, Ze ne viechny ¢istirny provadély tercidrni fazi
cisténi [35]. Je treba také uvazovat fakt, Ze velkd ¢ast chinonovych forem PPD
se pravdépodobné zachytila v Cistirenskych kalech, které se ndsledné¢ mohou vyuZivat napf.
jako hnojivo v zemé&délstvi, tudiZ se timto zptisobem vraci zpatky do ZP [35, 36].

Podobné studie v jinych regionech tyto vysledky potvrzuji. V Malajsii a na Sri Lance
se pfi monitorovani vytoku vody z Cistiren odpadnich vod rovnéz zjistila pfitomnost PPD a jeho
chinonovych forem. Efektivita odstranéni téchto polutanti 1lze podobné jako

v ptipad¢ hongkongského prizkumu povazovat za velmi nekonzistentni [37]. Mezi faktory,

3 Suspendovand smés vlockotvornych mikroorganismi (zejména bakterif, prvoki a hub), kter4 se tvoii samovolné
diky pfitomnosti organickych latek v aktiva¢nich nadrzich. Smyslem aktivovaného kalu je biodegradace téchto
latek.
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které ovliviiuji tuto efektivitu patii doba pisobeni aktivovaného kalu na ¢isténou vodu, teplota
vody, ale také celkové mnoZzstvi organického uhliku (TOC) obsaZeného v odpadni vodé [37].

Vyuziti adsorpénich metod, kdy se v soucasnosti nejvice pouziva aktivni uhli pro filtraci
vody v terciarni fazi CiSténi, piedstavuje pomérné efektivni feSeni. Velky povrch a struktura
pért aktivniho uhli Géinné adsorbuje slouceniny, jako jsou aromatické aminy (vcéetné¢ PPD),
fenoly a jejich oxidac¢ni produkty (resorcinol a hydrochinon), ale také zbytky motorovych paliv,
pesticidii, surfaktantli a dalSich kontaminta 7P [38]. Nicméné efektivita aktivniho uhli klesa
s rostoucim TOC ve vodé, protoze vysoké mnoZstvi organickych latek soutézi o adsorpcni
mista, coZ sniZuje kapacitu sorbentu pro cilové znecistujici latky [38, 39].

Dile se v nékterych primyslovych COV, které se zamérné vyskytuji v tésné blizkosti
nebo jsou soucdsti textilniho, chemického a nebo kosmetické primyslu, v tercidrni fazi
vyuzivaji iontoméniCové pryskyfice k odstraniovani zneliStujicich latek a barviv.
Jedna se zpravidla o anexové pryskyfice zdsadité povahy, které jsou ucinné pfi zachytdvani
aniontovych molekul barviv [34, 40]. Odpadni voda protékd kolonou pryskyfi¢nych kulicek,
které vazou cilové kontaminanty. Velkou vyhodu Ize spatfit v regeneraci téchto pryskyftic
pomoci kyselych roztokti. Ackoliv Gc¢innost odstranovani barviv z opadnich vod textilniho
primyslu dosahuje hodnot 80-99 %, musi se brit v potaz skute¢nost, Ze G¢innost anexovych
pryskyfic zavisi na chemické povaze kontaminantu. Pro aromatické aminy (PPD), predstavuje
standardni iontova vyména mén¢ univerzalni piistup, nebot’ pokud ma odpadni voda pH okolo
hodnoty 7, ma PPD slab¢ bazicky charakter. Navic, jak jiz bylo diskutovano, velky podil PPD
se beéhem svého osudu v odpadnich vodich transformuje na jiné slouceniny, jako je napt. BB,
kterd ma také v odpadnich vodéch alkalickou povahu. Odstranéni PPD a BB pomoci zminénych

anexovych pryskyfic by tedy v takovém piipad€ nebylo mozné [40].

1.3 Moderni pristupy odstranovani sloZzek barev na vlasy z odpadnich vod

Rostouci obavy z dopadii rezidui chemickych latek (vCetné slozek barev na vlasy) na lidské
zdravi a ZP, se kterymi si &istirny odpadnich vod nedokdZou téinné poradit, podndcuji nejen
evropskou spolecnost v hleddani novych metod k jejich u¢innému odstranéni co moZzna

Vv s

ekologicky nejSetrn¢jSim zptisobem.

30



1.3.1 Chemické a elektrochemické metody v degradaci sloZek barev na vlasy

Chemicky fizené oxidacni metody se povazuji v soucasnosti za slibnou alternativu
v do¢istovéni odpadnich vod od rezidui 1é¢iv a narkotik z ZP. Napiiklad pokrogilé oxida&ni
procesy (AOP — z anglického Advanced Oxidation Processes) zahrunuji v Sir§Sim slova smyslu
soubor chemickych postupt uréenych k odstraiiovani organickych i anorganickych latek
v odpadnich vodéch oxidaci prostfednictvim vysoce reaktivnich radikéli. Mezi bézné piiklady
patii ozonizace, Fentonovy reakce (H20: s Zeleznymi katalyzétory), foto-Fenton/UV-H-0:
a fotokatalyza (napt. TiO2/UV). Tyto metody dokdZi mimo jiné rozlozit sloZité aromatické
aminy ve vlasovych barvich az na CO:, vodu nebo jednodussi kyseliny, ¢imZ se vyrazné
zredukuje barva a chemicka spotieba kysliku* (CHSK) zne¢isténé vody.

Naptiklad G. G. Bessegato a kolektiv [41] odebraly splaskovou vodu z kadeinického
salonu po provedeném barveni vlasti s po¢iteéni hodnotou CHSK ~370 mg-1~!. Tento vzorek
vody oSetfili riznymi kombinacemi AOP. Zatimco samotny 0zén nebo UV zéieni oxidovaly
polutanty ve vod¢ pouze castecné, kombinované procesy dosdhly snizeni hodnoty CHSK
a7 na hodnoty <50 mg1™' a to za dobu 90 min. Zejména fotoelektrokatalyticky proces
(fotoanoda TiO2 + O3 + H20:) dokdzal zcela rozloZzit kli€ové polutanty barev na vlasy
(PPD, resorcinol a BB) za méné nez 5 min, s minimaln{ tvorbou vedlejsich produktt [41].

AOP se tadi mezi univerzdlni, mimoiddné uc¢inné a rychlé metody pfi odstranovani
slozek vlasovych barev z odpadnich vod, protoZze maji schopnost zpracovat jinak tézko
rozlozitelné chemické latky na nedetekovatelné urovné, ¢ehoZz nelze dosdhnout pouhou filtraci
nebo biologickym rozkladem [41]. V praxi se uvaZuje jejich zatazeni jako dodate¢ného kroku
po biodegradaci nebo jako samostatnou metodu pro koncentrované odpadni vody ze salona
nebo vyroben textilu. Nékteré oxida¢ni metody (napt. ozonizaci) Ize zatadit pied biodegradacni
krok, nebot’ ozonizace rozklad4 velké molekuly barviv na mens$i, jiz biologicky odbouratelné
meziprodukty [42]. Hlavni nevyhody AOP ptedstavuji vysoké poftizovaci ndklady spojené
s vysokou spotiebou elektrické energie a samoziejmé zvySovani uhliku v povrchovych vodach,
protoZe ne kazdy polutnat se vzdy rozlozi az na vodu a CO:. Existuje také riziko vzniku
vedlejsich, jeste toxictéjSich meziproduktii, pokud proces oxidace neni doveden zcela do konce
[41].

Elektrochemickou koagulaci 1ze rovnéZ zatadit mazi dalsi potencidlni strategii, pomoci
které se na protektornich elektrodach Fe/Al vytvéteji vlocky hydroxidu kovu, které adsorbuji

molekuly barviva. Metoda Gc¢inné odstraniuje barvu obvykle s G¢innosti >90 %, jelikoZ vznikly

4 Parametr, ktery udava, kolik O, je potieba pro oxidaci organickych a anorganickych latek ve vodé. Na zdkladé
tohoto udaje Ize zjistit miru znecistén{ a kvalitu vody (€istd voda ma nizkou hodnotu CHSK).
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zakal srazené ptisluSné latky prechdzi do snadno oddé€litelného kalu. Tento kal koncentrovany
chemikdliemi vSak vyzaduje fadnou likvidaci. Navic pti procesu se elektroda spotfebovéava

a proces piidava do vody ionty kov, které se musi odstranit spolu s kalem [43].

1.3.2 Rostliny a korenové systémy v degradaci slozek barev na vlasy

Myslenka pouzit vySSi rostliny k ciSténi vody se ukdzala jako nizkondkladovy, ale také
udrzitelny zptisob ¢isténi odpadni vody. Umé¢lé mokiady piedstavuji typicky piiklad této
strategie, kdy se ve specidln¢ upraveném podlozi péstuji vodni rostliny, jako jsou rdakos
(Phragmites), orobinec (Typha) nebo dosna (Canna). V téchto mokfadech dochéazi
k odstraniovani chemickych latek z vlasovych barev kombinaci nékolika procest: sorpci
na kofeny rostlin, jejich metabolizaci samotnymi rostlinami, ale i mikroby pfitomnymi
v kotfenové zoéné (rhizosféie). Vldkna koten poskytuji velkou povrchovou plochu, kterd
adsorbuje molekuly barviv a zdroven nabizi velky prostor pro vznik biofilmi bakterii, které
mohou barviva enzymaticky rozkladat [44].

Mokitadni systémy zvladaji kolisajici zatiZeni odpadni vodou a Casto odstrafiuji vice
druhti znecisténi soucasné. Napftiklad slovinska studie T. G. Bulce a A. OjstrSek na umélych
sloupcovych moktadech, kde voda proudi ve vertikdlnim sméru, dosdhla ptiblizn€ 90% ucinosti
odstranéni barviv a 84% sniZeni CHSK u odpadni vody z textilntho primyslu za dobu 60 dni

[45]. Schéma takového mokiadu demonstruje Obr. 13.
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Obrazek 13. Schéma sloupcového (vertikdlniho) umélého mokiadu [46].

Za dal$i vyhodu umélych moktada lze povazovat jejich schonost snizovat mnozstvi
Zivin obsaZenych ve vodé, a to predevSim dusik a fosfor, ¢imZ vyznamné sniZuji riziko
eutrofizace. Turecky vyzkum A. Yalguk a G. Dogdu uvadi 95% odstranéni dusi¢nanti a 94%
odstranéni fosforeCnani spolu s odstranénim barviv pomoci experimentdlnich umélych

moktadut s orobincem a dosnami [47].
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Ucinnost umé&lych moktadi je viak omezena ¢asem a prostorem kviili velmi pomalému
procesu adsorpce barviv (fddové€ se jednd o dny aZ tydny). To znamend, Ze pro velké objemy
odpadni vody se musi pouzit adekvatné velka plocha mokfadu, coz nemusi byt pro méstské
COV proveditelné. Proménlivé téinost této strategie v zdvislosti na roénim obdobi rovnéz
omezuje jejich praktickou pouZitelnost. Nejvétsi ucinost se ocfekava v letnim obdobi,
kdy rostliny a mikroorganismy dosahuji svého maximalniho vegeta¢niho rtstu. Kromé& toho
i samotné podlozi mokiadu ma omezenou kapacitu a neni schopné kontinudln¢ adsorbovat
vSechny necistoty. Pii dlouhodobém provozu se mohou polutanty nebo jejich rozkladné
produkty hromadit, coz vyZaduje pravidelnou regeneraci (napf. odpocinek mokiadu nebo

vyménu substritu), tak aby se zachovala t¢innost moktadu [44, 46].

1.3.3 Vyuziti mikroorganismu a enzymiu k degradaci slozek vlasovych barev

Urc¢ité mikroby mohou utilizovat aromatické aminy a fenolické latky jako zdroj organického
dusiku a energie. Naptiklad studie S. Maity a kolektivu [48] izolovala z odpadni vody
kadetnickych salonti v Indii bakterii Enterobacter cloacae (DDB I). Tato bakterie béhem
18 hodin zcela odbarvila modelovy roztok vlasové barvy o koncentraci 1 mg-ml~!, kdy se jako
substrat pouZilo minimalni Zivné médium obsahujici 30 mg'ml™" prasku z bagasy® cukrové
titiny. Studie zdroven poukazuje na to, Ze ackoliv biodegradace probiha efektivnéji, pokud
se bakteriim poskytuje vice Zivin ve form¢ praSku z bagasy, nadbytek nerozlozenych Zivin
miZe nasledné vést k eutrofizaci® vody. Dalsi nevyhodu tohoto p¥istupu lze spatfovat v nizké
rychlosti biodegradace [48].

Misto celych bunék 1ze k rozkladu chemickych latek na barveni vlasti pouZit izolované
enzymy. Vyhodnost vyuZiti enzymu k biodegradaci slozek barev na vlasy spociva v tom,
Ze selektivné rozkladaji cilové polutanty, aniZ by ménily ostatni slozky vody, funguji rychle
a dokézi rozlozit 1 velmi komplexni chemické latky [49]. Mezi hlavni nevyhody pouZivéani
enzymi k biodegradaci sloZzek barev na vlasy zodpadnich vod patii finan¢ni nédklady
na pofizeni enzyml a jejich proménlivd stabilita v jednotlivych rocnich obdobich.
Bohuzel volné enzymy se snadno a rychle inaktivuji v disledku vykyva pH, teploty nebo
pritomnosti riznych inhibitorit v odpadni vodé. Ackoliv se vyizolovaly enzymy se zvySenou
katalytickou aktivitou, tak v redlnych odpadnich vodach Casto vykazovaly nestabilitu, jelikoz
ztracely svou aktivitu. Nékteré studie poukazuji na moZnost, jak efektivné zvysit stabilitu

enzymi, tim Ze se imobilizuji na pevnych nosic¢ich. Kromé toho se timto zpisobem zdsadné

5 Suchy vlaknity material, ktery zGstdva jako po rozdrceni a vylisovani §t4vy ze stébel cukrové titiny.
6 Proces nadbyte¢ného obohacovani vod Zivinami (hlavné fosforem a dusikem). Tento jev vede nekontrolovanému
rustu fas a sinic (tj. vodni kvét), coz zpiisobuje zhorSeni kvality vody a naruSeni rovnovahy vodniho ekosystému.
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prodluzuje doba pouZitelnosti enzymu. Imobilizované enzymy se pro praktické aplikace €iSténi
vody zdaji byt ve vSech ohledech vyhodnéjSi ve srovnani s volnou formou [49, 50].
Protoze v ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace se stanovovuje katalytickd aktivita
enzymu Lac, kienové peroxidazy (HRP), tyrosindzy (TYR) a fenoxazinon syntazy (PHS) vici
vyznamnym latkdm obsaZenym v permanentnich barvich na vlasy, pojedndvaji nésledujici

podkapitoly detailnéji o téchto kli¢ovych enzymech.

1.3.3.1 Lakadza

Oxidoreduktédzy, zejména lakazy (Lac) a peroxiddzy ziskavané z ligninovornich dievokaznych
hub’, jakymi jsou napt. hlivd dstii¢nd (Pleurotus ostreatus), hliva plicni
(Pleurotus pulmonarius) a outkovka pestrd (Trametes versicolor), nebo z mikroskopickych
vldknitych hub Aspergillus nidulans (EC 1.10.3.2), prokdzaly vysokou ucinnost pii
odbourdvani vlasovych, ale také textilnich barev [S1-53]. Béhem experimentalni dpravy vody
s vysokym obsahem barviva indigokarminu, kterou, provadél R. M. F. Bento a kolektiv [52],
bylo pomoci Lac dosazeno az 90% odstranéni tohoto barviva.

Vétsina dostupnych studii o Lac uvadi, Ze se jednd o monomerni glykoprotein, jehoz
sacharidova slozka tvofi pfiblizné 1-15 % celkové hmotnosti enzymu. Tato sloZka se sklad4
pfedev§im ze zbytkli mandzy a N-acetylglykosaminu [54]. Aktivita lakasy zdvisi na jejim
médéném kofaktoru a na piitomnosti kysliku. Molekula Lac izolovana z ligninovornich
hub obsahuje ¢tyfi atomy médi, vSechny ve dvoumocném oxida¢nim stavu (Cu?"). Tyto atomy
se vyskytuji ve tfech odlisnych vazebnych mistech (T1, T2 a T3) a zdsadnim zplsobem
se podileji na katalytickych vlastostech enzymu [55]. Proteinovou strukturu Lac vcetné
zminénych vazebnych mist ilustruje Obr. 14, vlevo. Lac vykazuji schopnost katalyzovat
Ctyfelektronovou oxidaci aromatickych aminti (véetné¢ PPD), fenylendiaminu a fenoli
za vzniku odpovidajicich radikéld, aniz by potiebovaly peroxid vodiku [51]. Jako akceptor
elektront vyuZzivaji kyslik, pfi¢emz vznikd voda (Obr. 14, vpravo).

Jelikoz vzniklé radikdly terminuji za vzniku produktl, které dale podléhaji dalsi
katalytické oxidaci, nelze vyloucit vznik polymernich sloucenin, které jsou ve vysledku
toxictéjsi nezli ptivodni polutant. Za typicky piiklad Ize povazovat pfeménu PPD pomoci Lac,
kdy vznikd BB (Obr. 15). Strucné feceno, Lac transformuje PPD a resorcinol prostfednictvim
oxida¢ni polymerace. Vznikaji vétsi, méné rozpustné molekuly o vyS$si molekulové hmotnosti,
jako je BB (z PPD) a polyresorcinol (z resorcinolu), coz mlize usnadnit jejich odstranéni

z odpadnich vod napiiklad filtraci nebo adsorpci.

7 Houby zpiisobujici tzv. bilou hnilobu, pii které se rozkldda jak celuléza, tak lignin ve dfevé. Dievo postizené
bilou hnilobou ziskdva bilou nebo svétlou barvu.
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Obrazek 14. Proteinova struktura lakazy a jejiho aktivniho centra [56] a katalyticky cyklus

pro meta substituované fenoly [57].
Lac maji razné optimalni reakéni podminky v zdvislosti zdroji, ze kterého se izoluji.
Lac ziskdvané z difevokaznych hub funguji pfi hodnoté pH 3-5, a pfti teplotach od 40 do 60 °C.

JiZ v mirn€ alkalickém pH svoji aktivitu ztraceji. Na druhé strané alkalickd Lac izolovana

z bakterie Bacillus subtilis ma optimum pti pH 8,5 a ziistdva aktivni az do 55 °C [58, 59].

5;%@5’:; ¢t @

PPD
NH, NH,
[O]
NH
NH,
PPD
NH, NH / NH
N NH HN " NH
AN 2
OO e
H,N SN »
NH,
NH, NH,
BB
NH,

Obrazek 15. Navrhovany mechanismus oxidace PPD na BB [60].
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1.3.3.2 Kienovd peroxiddza

Tradi¢ni vyroba kienové peroxidazy (HRP) (EC 1.11.1.7) spociva v jeji extrakci z kotenii kienu
selského (Armoracia rusticana). Enzym se z kienu extrahuje nejprve pomoci ultrazvuku,
aby doslo k naruSeni rostlinnych bunék. Poté se roztok srdZzi siranem amonnym, ¢imZ dojde
k izolaci proteinli z kienu. Izolované proteiny se ndsledn¢ pteciStuji chromatograficky,
aby se ziskala HRP o vysoké Ccistoté¢ [61]. HRP lze také vyrdbét pomoci geneticky
modifikovanych bakterii Escherichia coli, do jejichz DNA se zamérné vlozil gen, ktery
umoznuje této bakterii enzym produkovat. Tato metoda umozZiuje lépe kontrolovatelny
a Skalovatelny vyrobni proces, ktery poskytuje vysoce €isty a homogenni enzym [62]. Enzym
ma za kofaktor hem, ktery vyuziva peroxid vodiku k dvouelektronové oxidaci organickych
sloucenin. Pti ¢isténi odpadnich vod se peroxiddzy podileji na katalytické oxidaci toxickych
fenolli a aromatickych amind na reaktivni radikdly, které se podobn¢ jako v piipad¢ pouZiti Lac

polymeruji a srdzeji [63]. Obr. 16 zachycuje proteinovou strukturu a katalyticky cyklus enzymu.

CH, COOH

CH, ~COOH

!

iv) Coupling

N R A

Obrazek 16. Proteinova struktura kienové peroxidazy a jeji hemové aktivni misto (nahote),

vcetné katalytického cyklu (dole) [64].
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Pii reakci PPD s HRP se nejprve pomoci peroxidu vodiku oxiduje v hemu obsaZené
Fe** na Fe*. Oxidovany hem ndsledn& odebira elektrony z PPD za vzniku BB jako hlavniho
produktu reakce [65, 66]. Schéma mechanismu ukazuje Obr. 17. HRP ma schopnost
katalyzovat oxidaci resorcinolu a dalSich fenolickych latek. Enzym pfeménuje fenoly
na fenoxyradikédly, které spontanné tvoii dimery, polymery nebo chinony [67].

HRP ptfedstavuje pomérné stabilni enzym, ale i tak se musi pfizplisobit reakcni
podminky. Optimum aktivity enzymu se obvykle pohybuje kolem pH 5-7 pro fenolické
substraty, pfi¢emz katalyticka aktivita HRP klesa ptfedevsim v silné kyselych nebo zdsaditych
podminkdch. Aktivita HRP m4 optimum pfi teplotich 25—40 °C. Pfi teplotich nad 50 °C jiz
HRP podléha denaturaci. Jeden z nejvétsich problém pti primyslovém vyuZzivani HRP spoc¢iva
v inaktivaci enzymu nadbytkem peroxidu vodiku. Peroxid slouZi jako nezbytna slozka reakce
HRP, nicmén¢ jeho nadmérnd ddvka miiZze nevratné oxidovat hem, ¢imZ se enzym stane
neaktivnim. Pro zmirnéni tohoto jevu se proto v praxi €asto peroxid ddvkuje pomalu, nebo
se vyuZzivaji tzv. ,lapace radikali®, coZ jsou latky (napf. polyetylenglykol), které chrani enzym

pred inaktivaci tim, Ze pfednostn¢ reaguji se vznikajicimi radikaly [68].

NH, NH,

H,N N

3 +3H,0, —HRP_ +6 H,0
pH=7
N NH,

NH, NH,
PPD BB

@® @
-H]+H

NH,
H
H,N N
O ) \O\
N NH,
NH,

Protonovana forma BB (BBH")

Obrazek 17. Mechanismus oxidace PPD katalyzované pomoci HRP [66].

1.3.3.3 Tyrosindza

Tyrosinazy (TYR) Ize v ptirodé nalézt u tfady zivocCichu, hub, rostlin a mikroorgainismdi.
Nejcastéji se vSak izoluje z plodnic makroskopickych hub jako je napt. Zampion dvouvytrusny
(Agaricus bisporus) (EC 1.14.18.1), a to z divodu relativn¢ snadné dostupnosti a nizké ceny
téchto hub. Mikroskopické vlaknité houby se fadi mezi dal$i vhodné zdroje TYR. Tento enzym
se Casto izoluje z nekterych zastupcti rodu Aspergillus. TYR produkuje také fada bakterii, napf.

Streptomyces sp., Vibrio sp., Bacillus megaterium a Ralstonia solanacearum, které lze
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kultivovat za tcelem ziskdni enzymu. Zivogichové produkuji tyrosinizové enzymy
v melanocytech, ov§em pro svoji neprakti¢nost a etické diivody se z Zivoc€icht béZzné neizoluji
[69-71].

TYR patii mezi oxidoreduktdzy obsahujici médény kofaktor. Ve svém aktivnim misté
obsahuje dva atomy médi (Cu?*) spojené kyslikovymi miistky, které jsou zarovei koordinovany
6 az 7 histidinovymi (His) zbytky. Ke své katalytické aktivit¢ vyZaduje pouze substrat
a molekuldrni kyslik, kdy pti kazdém katalytickém cyklu se spotiebuje O: za produkce H-O,
jakoZto konecného akceptora elektront. Grafické zndzornéni struktury enzymu lze pozorovat

na Obr. 18.
A

s Tyrosinaza

"a l B i F o i

o - iii) Coupling iv) Diels-Alderova reakce
i) Michaelova reakce ii) Reakce Schiffovych bazi

Obrazek 18. Proteinova struktura TYR a jeji aktivni misto (B), véetné zjednoduseného

katalytického cyklu (A, C a D) [64].

Enzym vyuZzivé kyslik k hydroxylaci monofenold na o-difenoly (kresoldsova aktivita)

a k nasledné oxidaci vzniklych o-difenoli na o-chinony (katecholdsova aktivita). V piipadé
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vlasovych barev TYR oxiduje zejména kaplery fenolické povahy, tudiZz v odbourdvani PPD
a jinych aromatickych amint neni pfili§ efektivni [69]. Podrobny mechanismus katalytické

aktivity TYR znézortiuje Obr. 19.
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Obrazek 19. Mechanismus katalytické aktivity TYR [72].

Vzniklé o-chinony pak polymeruji na huminové nebo melaninové pigmenty,
coz mé za nasledek zménu barvy roztoku na tmaveé hnédou. Tohoto mechanismu se jiZ v praxi
vyuziva k ¢isténi odpadnich vod bohatych na fenoly. V primyslovych aplikacich se pouZivaji
béZné imobilizované TYR [69, 73]. S. Wada a kolektiv [73] uvadi, ze vzniklé tmaveé hnédé
produkty Ize zroztoku s vyhodou odstranit adsorpci na chitin a chitosan, které se hojné
vyskytuji jako odpad z priimyslového zpracovani mekkysi. Kromé toho se zjistilo, Ze rychlost
transformace fenolll se v pfitomnosti chitosanu zvySuje. Pfi pouziti imobilizované TYR
se ze vzorku odpadni vody po 2 h procedury odstranilo 100 % fenold, zatimco aktivita
se snizila jen velmi mdlo, a to dokonce i po 10 opakovanych procedurédch [73].

Optimdlni reak¢ni podminky TYR se lisi podle zdroje, ze kterého enzym pochézi.
TYR izolovana z houby Agaricus bisporus nejlépe katalyzuje v rozmezi hodnot pH 6-7,

pficemZ nejvhodnéjsi teplota se uvadi 27 °C [71]. TYR izolované z mikroskopickych
vlaknitych hub jako Aspergillus nidulans vykazuji optimalni aktivitu okolo hodnoty pH 5-6,
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pii teplot¢ 40 °C. Mnoho ,houbovych® TYR zacind ztricet aktivitu jiZ pii teplotach
ptevySujicich 45 °C a pfi teploté 70 °C se povazuji za inaktivni [70].

1.3.3.4 Fenoxazinon syntdza

Fenoxazinon syntdzy (PHS) (EC 1.10.3.4) znd lidstvo predev§im jako enzym vldknitych
bakterii rodu Streptomyces. Konkrétné se spojuje s bakterii Streptomyces antibioticus.
Tento zastupce produkuje antibiotickou latku aktinomycin D, pro jejiz zavéreCny biosynteticky
krok potfebuje pravé PHS. Béhem syntézy aktinomycinu se PHS vylucuje do Zivného média,
nejcastéji bujénu [74, 75]. Po fermentaci lze enzym z bujénu piecistit. VytéZnost enzymu dzce
souvisi s vytéznosti aktinomycinu, kterd bohuzel neni piili§ vysoka. Proto ptredstavuje vyroba
velkého mnozstvi PHS nativni fermentaci pomérné nakladnou zéleZitost [75]. VySsi produkce
enzymu se dosahuje pomoci geneticky upravenych bakterii, do jejichz DNA se pomoci
rekombinantnich plazmida vpravi gen pro syntézu PHS z S. antibioticus. NejCasté&ji se pro tento
ucel pouzivd bakterie Streptomyces lividans [76]. PHS se fadi rovnéZ mezi oxidoreduktdzy
obsahujici médéné kofaktory (Cu?*), kterd v ptfitomnosti molekularniho kysliku katalyzuje
spojovani o-aminofenolli za vzniku fenoxazinonovych struktur. PHS existuje ve dvou
oligomernich formach: dimerni a hexamerni. Ve starSich bakteridlnich kulturdch produkujicich

aktinomycin pfevazuje hexamerni forma, jejiz strukturu a aktivni misto demonstruje Obr. 20.

Obrazek 20. Proteinova struktura hexamerni formy PHS a jeji aktivni misto, kde zelené

kulicky predstavuji atomy Cu?* kofaktoru obklopeného molekulami histidinu [77].
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Pii bakteridlni syntéze aktinomycinu D katalyzuje PHS spojeni dvou molekul kyseliny
3-hydroxyantranilové sloZitym mechanismem Sestielektronové oxidace za vzniku tricyklického
¢ervené zbarveného produktu 2-aminofenoxazinonu [74]. Pokud si odmyslime karboxylovou
skupinu u této kyseliny, jednd se vlastné o o-aminofenol. Jedna z publikaci C. Barry a kolektivu
[74] uvadi Ctyfi moZzné mechanismy oxidace o-aminofenolu na 2-aminofenoxazinon, které
graficky znazornuji Obr. 21-24, kde o-aminofenol nese tmavé modré oznaceni Cislici 1.
Findlni produkt 2-aminofenoxazinon je oznacen vzdy cervenou ¢islici 6. Meziprodukty maji

znaceni modrymi Cislicemi.
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Obrazek 21. Mechanismus A vzniku 2-aminofenoxazinonu [74].
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Obrazek 22. Mechanismus B vzniku 2-aminofenoxazinonu [74].
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Obrazek 23. Mechanismus C vzniku 2-aminofenoxazinonu [74].
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Obrazek 24. Mechanismus D vzniku 2-aminofenoxazinonu [74].

Ackoliv neni PHS bézn¢ pouzivana pfi Cisténi odpadnich vod, tak teoreticky se pro tento
ucel hodi. Molekuly barev na vlasy a jejich vedlejsi produkty, které disponuji soucasné¢ amino
1 hydroxyskupinou (variabiln¢ substituované aminofenoly), predstavuji vhodné substrity
pro PHS. Vznikly fenoxazinonovy produkt ma nizZsi rozpustnost ve vod¢€, coZ usnadiiuje jeho
nasledné odstranéni pomoci adsorp¢nich metod. Pro dobie prostudovanou PHS bakterie
Streptomyces antibioticus se v literatute uvadi optimalni pH v kyselém rozmezi okolo hodnoty
pH 4,5 a optimélni teplota kolem 40-50 °C. Velka nevyhoda enzymu spociva v jeho stabilité.

Jiz pii teploté 50 °C enzym velmi rychle ztraci svoji aktivitu, kdy béhem pouhych ~12 min
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dochdazi k ubytku aktivity na polovinu. Imobilizaci enzymu do nanogelu se vSak dé stabilita

vyrazné zlepsit [78].

1.4 Enzymova kinetika: rychlost reakci katalyzovanych enzymy

Enzymova kinetika zkoumd rychlost enzymatickych reakci a plati pro ni obecné zdkony
chemické kinetiky. Vyjadifuje se pomoci tzv. saturacni kiivky (Obr. 25), kterd ptedstavuje
zavislost rychlosti enzymové reakce (V) na koncentraci substratu (S). Tuto zavislost 1ze popsat
matematickym modelem dle Michaelise a Mentenové, ktery vychdzi z predpokladu, Ze béhem
reakce enzymu (E) se substratem na produkt (P) vznika pouze jeden meziprodukt, a to komplex
enzym-substrat (ES). Rychlost jednotlivych reakci pak udédvaji ptislusné rychlostni konstanty
(k). Tento model vyjadiuje rovnice (1). Pro konstantni koncentraci enzymu lze potom
Michaelis-Mentenovu rovnici vyjadfit vztahem (2). Model vSak nezohlediiuje nékteré realné
mozné skuteCnosti, a to Ze reakce muZe probihat v n¢kolika stupnich s vice meziprodukty,

pricemz miiZze dochdzet i ke zpétné preméné produktu [79].

k, k,
E+S = ES —>» E+P (1
k_]
— Vmax'[s]
Vo = Ky +[S] @)

V rovnici (2) predstavuje V,[mol-171- s71] poc&dte¢ni rychlost reakce,
Vinax [mol - 171 - s71] maximélni (mezni) reakéni rychlost dosaZzenou pii tGplném nasyceni
enzymu substritem, [S][mol-1"!] rovnovdZnou koncentraci substritu a K,, [mol-171]
tzv. Michaelisovu konstantu, kterou lze definovat podle rovnice (3). Michaelisova konstanta
udava koncentraci substratu, pfi niZ se reakéni rychlost rovna poloviné maximdlni rychlosti
reakce. Zavisi na veli¢inach ovliviiujicich aktivitu enzymd, tedy na pH, teploté a potencidlni

piitomnosti inhibitord. Vyjadiuje také afinitu enzymu k substratu [79].
Ky = (k-1 +k3) [ ky (3)

Pfi dplném nasyceni enzymu substratem dosahuje reak¢ni rychlost své maximalni
hodnoty a jedinym limitujicim faktorem reakce je pravé mezni rychlost. V tomto stavu lze
zavést dalsi dilezity parametr enzymové aktivity k., [s 1] &islo premény, ktery udava podet
molekul substratu preménénych prostfednictvim jedné molekuly enzymu za sekundu.
Matematicky se tento vztah popisuje rovnici (4). Na zdklad¢ této rovnice se dd nepiimo
experimentdlnimi metodami ur¢it celkovd koncentrace enzymu [E.] [mol-171] v reakénim

systému [79, 80]. Dals$i vyznamny ukazatel enzymové aktivity charakterizuje katalytickd
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G¢innost enzymu, vyjddiend jako pomér k.q /Ky [l -s™1-mol™t]. Tento parametr
kombinuje dva dulezité aspekty enzymové aktivity do jedné hodnoty, a proto se béZné pouziva

ke srovnani katalytické efektivity riznych enzymu [80].

Vmax
kCClt - [Et] (4)

Z matematického vyjadieni Michaelis-Mentenovy rovnice a z grafické podoby saturacni
kiivky (Obr. 25) vyplyva, Ze vztah mezi rychlosti reakce a koncentraci substritu
ma hyperbolicky pribéh. Pro linearizaci Michaelis-Mentenovy rovnice se vyuZivaji dvé
zdkladni metody, konkrétn¢ metoda Lineweaver-Burkova a metoda dle Eadie-Hofstee.
Jsou oblibené zejména diky své jednoduchosti a schopnosti vizudlné interpretovat
experimentdlni data. Tyto metody umoZzinuji snadno urCit hodnoty V., a Ky [81].

Jejich matematické vyjadreni a grafickou podobu ukazuje Obr. 25.

A Satura&ni kitvkn B Mctoda Lineweaver-Burk C Mectoda Eadie-Hofstee
v 1lv v —Vinax
|/ i=ﬁ l+ L V= Viax = Ko v
vV 81 Vi, §
1 smeérnice
12Vax [~ £ Wi - K.
: Vi
; 11K, \ max
H m\/ / Kn
Kn (S] 18] vI[S)

Obrazek 25. Saturacni kfivka (vlevo), linearizace saturacni kiivky dle Lineweaver-Burkovy

metody (uprostied) a Eadie-Hofstee (vpravo) [82].

1.4.1 Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymi

Jednu z nejpouzivanéjSich instrumentdlnich metod pro stanoveni enzymové
aktivity predstavuje spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti (UV-Vis).
Roztok obsahuje enzym a substrdt jenZ je umistény v kyveté, kterd se ndsledné vystavi
zvolenému useku elektromagnetického zafeni. Toto zafeni molekuly substritu (nebo produktu)
v roztoku absorbuji. Intenzita svétla, které neni roztokem v kyveté absorbovéna, se rovnéz
zaznamenava detektorem. Mnozstvi sledované latky lze snadno zjistit pomoci
Lambert-Beerova zdkona (5), kde absorpce ¢4sti svételné energie, tzv. absorbance A [AU],
je imérna koncentraci analyzované latky v roztoku ¢ [mol-17'], pfi pouZzité délce kyvety [ [cm]

a molarnfmu absorpénimu koeficientu l4tky & [1'-mol~!-cm™"] [83, 84].

A=¢-l-c ®))
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Jak jiZ bylo vySe uvedeno, bchem enzymaticky katalyzovanych reakci dochdzi
k pteméné substritu na produkt, pficemzZ substrdt 1 produkt vykazuji specifickou A pii urcité
vinové délce A [nm]. Stanoveni aktivity enzymi sleduje, kolik substratu bylo spotfebovano
a/nebo kolik produktu se za danou dobu vytvoftilo. Z naméiené zmény absorbance (AA) v ¢ase
1ze tedy vypocitat zménu koncentraci produktu a/nebo substratu (Ac), a tim i reak¢ni rychlost.

Ptred vlastnim vySetfovdnim enzymové kinetiky se ur¢i vlnovd délka absorpéniho
maxima (Amax) substratu, tak i vzniklych produkti (Obr. 26, vlevo). Vynesenim hodnot
A na Case ¢ [s] se ziskdvaji typické, saturacni kinetické kiivky, jejichZ strmost roste v piipad¢
vzniku produktu (Obr. 26, vpravo), nebo klesd pifi spotiebovavani substrétu.
Pokud se da stanovit z hodnot absorbanci konkrétni koncetrace, lze vypocitat rychlostni

konstantu (V) pro kaZzdou koncetraci substratu ¢i produktu pii konstatni koncentraci enzymu.

0.6 1 I 1.6 q saturac¢ni kinetické kfivky
9" pokles substratu 14 ] produktu 3,5-DTBQ
0.5 - 3,5-DTBC il
1.2 4
O <
0.4 1
- ] narast produktu 3 1.0 4
< 2 -
— 03 g, SUER e gad
7™ q d
< 0.6 -
0.2 1 4
0.4 -
0.1 4 0.2
0.0 —————— — 0.0
200 300 400 500 600 700 800 0 300 600 900 1200
A/ nm t/s

Obrazek 26. Piiklad superponovanych UV-Vis absorp¢nich spekter
3,5-di-terc-butylkatecholu (3,5-DTBC) béhem jeho oxidace (vlevo) a satura¢nich kinetickych
kiivek produktu této oxidace, 3,5-di-terc-butyl-o-benzochinonu (3,5-DTBQ) (vpravo).

Reakce byla katalyzovana binukledrnim komplexem médi (Cu*) [85].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Tato kapitola uvadi seznam pouzitych chemikalii, laboratorniho vybaveni a stru¢ny popis
metodiky potifebné k dosazeni stanovenych cill, tedy urceni katalytické aktivity TYR, Lac
a HRP va¢i vybranym vyznamnym polutantim z permanentnich barev na vlasy, jmenovité
o-fenylendiaminu (OPD), p-fenylendiaminu (PPD) a o-aminofenolu (OAP). Ziskana data
prezentuji particni grafy enzymové kinetiky dle Michaelise a Mentenové. Vypoctené kinetické

parametry pro uvedené enzymy jsou prezentovany pomoci piehledovych tabulek.

2.1 Pristroje a pomucky

Analytické vahy KERN 770-12 (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko), FTIR spektrometr
iS50 Nicolet (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) (Obr. 27), KBr krystal pro
FTIR spektrometrii (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), kfemennd kyveta
High Precision Cell, 10 mm (Hellma Analytics GmbH & Co. KG, Miillheim, Némecko),
mikropipeta Biohit Proline 100-1000 pl (Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Helsinki,
Finsko), mikropipeta Biohit Proline 10—100 pl (Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Helsinki,
Finsko), mikropipeta Finnpipette F1 Thermo Scientific 1-10 pl (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA), NMR spektrometr Bruker Ascend 500 MHz (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko), pH metr WTW inoLab pH 720 s elektrodou WTW SenTix 81 (Xylem
Analytics Germany GmbH, Weilheim in Oberbayern, Némecko), pfedvazky laboratorni Kern
EMB 220-1 (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Némecko), software OMNIC 9 (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), software UVProbe 2.3 (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japonsko), ultrazvukové lazen BANDELIN Sonorex Super RK 52 H (BANDELIN
electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Némecko) a UV-VIS spektrometr Shimadzu UV-2600
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonsko) (Obr. 27) piedstavovaly potiebné piistrojové

vybaveni a pomucky.

Obrazek 27. Mé&rici piistroj Shimadzu UV-2450 UV-Vis Spektrofotometr (vlevo)
a FTIR spektrometr iS50 Nicolet (vpravo).
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2.2 Pouzité chemikalie

2,3-diaminofenazin (DAP), 90% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
2-aminofenoxazin-3-on (APX), > 99,0% (Ustav organické chemie a technologie Univerzity
Pardubice, Pardubice, Ceska republika), destilovand voda (Univerzita Pardubice, Pardubice,
Ceska republika), diethylether, p.a., (Lach-Ner s.r.o., Neratovice, Ceska republika),
dihydrogenfosfore¢nan sodny, p.a., monohydrét, > 99,0% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA), dichlormetan, > 99,8% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), dimetylsulfoxid
(DMSO), 99,8% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), etanol, > 99,0% (Honeywell
International Inc., Charlotte, NC, USA), ethylacetét, > 99,8% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), hydrogenfosforecnan sodny, p.a., bezvody, >99,0% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA), hydroxid sodny, p.a. (J. T. Baker, Deventer, Nizozemsko), kifenovd peroxiddza
(HRP) izolovand z Armoracia rusticana (EC 1.11.1.7), lyofilizovany prasek, 150 U-mg™!
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), kyselina octova ledov4, p.a., 99,8% (PENTA s.r.o.,
Praha, Ceska republika), lakdza (Lac) izolovand z Aspergillus sp. (EC 1.10.3.2), 50 mg-ml™!
roztok, 2500 U-ml™! (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), metanol, > 99,0% (Honeywell
International Inc., Charlotte, NC, USA), o-aminofenol (OAP), 99% (Lachema a.s., Brno, Ceska
republika), octan draselny, BioXtra, > 99,0% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA),
o-fenylendiamin (OPD), 98% (VWR International LL.C, Radnor, PA, USA), p-benzochinon,
99,8% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), peroxid vodiku, p.a., 30% (PENTA s.r.0.,
Praha, Ceskd republika), p-fenylendiamin (PPD), 99% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA), silikagel ,60 extra pure pro sloupcovou chromatografii, (Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko), tyrosindza (TYR) izolovana z Agaricus bisporus (EC 1.14.18.1) a lyofilizovany
prasek, 1000 U-mg‘1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) zahrnuji veSkeré pouZité

chemikalie.

2.3 Syntéza standardu 2-aminofenoxazin-3-onu

Pro syntézu 2-aminofenoxazin-3-onu (APX) se do baiikky o objemu 250 ml opatiené zpétnym
chladi¢em a magnetickym michadlem piidal roztok o-aminofenolu (0,5 mol1™) v 50 ml
ethanolu. Nasledné se ke smési pfidalo 50 ml etanolického roztoku p-benzochinonu
(0,5 mol'1I™!). Vznikly etanolicky roztok se promichival pod refluxem po dobu 20 min.
Poté se pfeslo  k zakoncetrovani na vakuové rotaéni odparce na poloviéni objem.
Ochlazenim se vyloucil pevny podil, ktery se odsdl a promyl etanolem. Surovy produkt
se musel precistit sloupcovou chromatografii (silikagel/DCM-EtOAc 4:1 v/W), pficemz

se ziskélo 440 mg (4,5 %) temné fialového produktu (Rr 0,53). Zjednodusené schéma syntézy
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ukazuje Obr. 28. To, zda se opravdu jedna o APX se ovéiilo pomoci 'H NMR analyzy. Ziskané

spektrum ndzorn¢ demonstruje Obr. 29 a jeho zdznam koresponduje se spektrem, které ziskal
J. Zhou a kolektiv [86].
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Obriazek 29. 'H NMR spektrum APX, kde (DMSO-d6): § = 7,71 (dd; J = 1,4 Hz,
7,8 Hz; 1H); 7,51 (dd; J = 1,4 Hz, 8,2 Hz; 1H); 7,47 (td; J = 1,5 Hz, 7,2 Hz; 1H);
7,40 (m; 1H); 6,83 (brs, 2H); 6,37 (s, 1H); 6,36 (s, 1H) ppm.

2.4 Priprava pracovnich roztoki

Pro kalibra¢ni méfeni se roztoky produktit DAP a APX pfipravily v Cistém metanolu z davodu
nizké rozpustnosti téchto latek ve vodé. Pro kazdy produkt tak vznikl zdsobni roztok v 10ml
odmérné bance s vyslednou koncentraci 0,002 mol-1"!. Vzhledem k velmi nizké teoretické

Vv s

navazce se nejprve pripravil koncentrovan&jsi roztok o koncentraci 0,01 mol1™!, a to navdZenim
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0,0234 g pevného standardu DAP o Cistoté¢ 90 % do 10ml odmérné baiky. Banka se nasledné
doplnila po rysku metanolem. Z takto pfipravené¢ho roztoku se potom odpipetovaly 2 ml
do dalsi 10ml odmérné banky, ¢imz vznikl roztok o pozadované koncentraci 0,002 mol-17".
Analogicky postup se aplikoval také pti pfipravé zdsobniho roztoku APX, avSak pocatecni
navazka Cinila 0,0212 g. Také zde se z koncentrovanéjSiho roztoku odpipetovaly 2 ml do nové
10ml odmérné baiiky pro dosaZzeni koncentrace 0,002 moll1"!. Piipravené zédsobni roztoky
produktii se uchovavaly v chladnicce pfi teploté 4 °C.

Roztoky substratii OPD, PPD a OAP se pfipravovaly do odmérnych ban¢k o objemu
10 ml a nasledné se pfevedly do svétlu neptistupnych plastovych zkumavek. VSechny roztoky
substratll se musely pfipravovit pfed analyzou vZzdy &erstvé o koncentraci 0,01 mol-17!,
a to v piislusnych pufrech. Ke kazdému substratu vznikly vZzdy dva zdsobni roztoky, jeden
s draselno-octanovym pufrem (AcKB, pH 4,5) a druhy s fosfatovym pufrem (PB, pH 6,5).
Oba pufry byly voleny vzhledem k optimdlni aktivit¢ a stabilit¢ pouzivanych enzymu
na zdklad¢ odborné literatury a predchozich experimetnii. Namisto sodného acetatového pufru
byl zvolen draselny acetatovy pufr, z divodu mirného inhibi¢niho ucinku sodné soli na enzym
Lac [87-89]. Navazka OPD i PPD ¢inila 0,0108 g, zatimco pro OAP se navazilo 0,0109 g.

Ptiprava PB o objemu 600 ml a koncentraci 0,1 mol1™! s vyslednym pH 6,5 probihala
smisenim 0,5 mol-1™" roztokti hydrogenfosfore¢nanu sodného a dihydrogenfosfore¢nanu
sodného. Draselno-acetdtovy pufr o koncentraci 0,1 mol-1™! a pH 4,5 smichdnim z4sobnich
roztokil kyseliny octové a octanu draselného o koncentraci 0,5 mol-1=!. Objem piipraveného
acetdtového pufru €inil rovnéZz 600 ml. Pozadované hodnoty pH obou pufri se ovétovaly
pomoci pH metru WTW inoLab pH 720 vybaveného elektrodou WTW SenTix 81.
Ptipravené pufry se uchovavaly pii laboratornich podminkach.

Vychozi roztoky enzymit TYR a HRP se pfipravily zvlast, zatimco vychozi roztok
enzymu Lac se pfipravovat nemusel, nebot’ Lac (2500 U-ml™") dorazila jiZz v podobé roztoku
o koncentraci 50 mg'ml~! pfimo od dodavatele. Zasobni roztok enzymu TYR se zhotovil
navazenim 0,7 mg lyofilizovaného prasku (1000 U-mg™') do tmavé vialky, kam se pfidalo
350 ul PB. Vysledna koncentrace zdsobniho roztoku TYR tak méla hodnotu 2 mg-ml~.
Podobny postup se pouZil pro piipravu zasobniho roztoku enzymu HRP. Do vialky z tmavého
skla se navazily 2 mg HRP (150 U-mg™') a nésledné se pipetou piidal objem 1 ml PB.
Pro spravnou funkci enzymu HRP se pfipravil také 0,3% roztok peroxidu vodiku. Tento roztok
vznikl odpipetovanim 1 ml 30% peroxidu vodiku do 10ml odmérné bailkky a doplnénim
destilovanou vodou po rysku. Pfipravené zdsobni roztoky enzymu se uchovavaly v mraznicce

pfi teploté —18 °C.
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2.5 Pracovni podminky a parametry

Veskera méteni probihala pfi laboratornich podminkéach. VSechny roztoky analyzované pomoci
UV-VIS spektrometru se snimaly v kifemenné kyveté s délkou optické dridhy 1 cm.
Sitka $térbiny spektrometru se nastavila na 1 nm. UV-VIS spektra pro kalibra&ni fadu a méteni
stability substratli na vzdusném kysliku se snimala v rozsahu vinovych délek od 200 do 800 nm
pfi rychlosti 0,5 nm za sekundu. Pro ziskani kinetickych kfivek nardstu produktu se v softwaru
UVProbe zvolil reZzim ,kinetics*, kde se nastavil celkovy ¢as snimadni enzymové kinetiky na
1800 s a hodnoty absorbance se zaznamendvaly kazdych 10 s. Pro méfeni s enzymy TYR
a HRP byl pouzit pufr PB (pH 6,5), zatimco pro méteni s Lac se pouZzival pufr AcKB (pH 4,5).
Ptislu$né pufry byly také vzdy vyuzity jako blank.

Pro sniméni spekter polymerniho produktu vzniklého oxidaci PPD (Bandrowského
baze) se na FTIR spektrometru pouzila metoda ,,Transmission Lab.“. Oblast snimani spektra
pokryvala interval v rozmezi 4000—400 cm™! pii rozliseni 4 cm™ a's celkovym poétem 25 skenti
na jednu analyzu. Zkoumany roztok se aplikoval na krystal z bromidu draselného (KBr).
"HNMR spektrum pro ovéfeni struktury vysyntetizovaného APX bylo méfeno na pfistroji
Bruker Ascend pfi frekvenci 500,13 MHz. Spektrum bylo méfeno v DMSO-d6 a kalibrovéano
na stied multipletu rozpoustédla (6 = 2,50 ppm).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole se diskutuje stabilita a chovani zkoumanych substrati, jak v pfitomnosti
testovanych enzymil, tak i bez nich (snaha zjistit, zda substraty samotné podléhaji oxidaci
vlivem kysliku obsaZenému ve vzduchu). Déle kapitola uvadi kalibracni zdvislosti nutné pro
nasledny vypocet nartistu koncentrace produkta, véetné jejich UV-VIS spekter. Detailné je také
diskutovéna katalyticky fizend oxida¢ni pfeména PPD na BB. V zdvéru kapitoly se popisuje
katalyticka aktivita testovanych enzymu vi¢i zkoumanym substatim vcéetn€ vypoctu vybranych
parametr enzymové kinetiky. Pfehledové tabulky na konci kapitoly tyto parametry pro

jednotlivé enzymy srovnévaji.

3.1 Stabilita substrati

Jelikoz jsou vSechny zminéné polutanty z permanentnich vlasovych barev v odpadnich vodach
pfirozené vystaveny vzdusnému kysliku, je duleZité experimentdlné ovéfit, zda se samovolné
vzduSnym kyslik neoxiduji. Pokud by vzdu$ny kyslik tyto latky vyznamné oxidoval, musela
by se tato skutecnost brat v potaz pfi studiu enzymové kinetiky. Pro ucel méfeni stability
substrati OPD a OAP na vzdusném kysliku se do kyvety napipetovaly 3 ml roztoku daného
substratu o koncentraci 500 umoll!. Stabilita se proméfovala jak v AcKB pufru,
tak v PB pufru. Spektra byla snimédna kazdych 5 min po celkovou dobu 100 min, bylo tak
obdrzeno celkem 20 spekter pro kazdy substrat a pufr. Obdrzend UV-VIS spektra se nasledné
superponovala a jsou ilusrovana na Obr. 30 (OPD), Obr. 31 (PPD) a Obr. 32 (OAP).
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Obrazek 30. UV-VIS absorpéni spektra 500 umol-1"! OPD v AcKB (pH 4,5; vlevo)
a v prostfedi pufru PB (pH 6,5; vpravo) béhem analyzy stability OPD.
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Obrazek 31. UV-VIS absorpéni spektra 500 umol-1"! PPD v AcKB (pH 4,5; vlevo)

a v prostiedi PB (6,5; vpravo) pro analyzu stability PPD.
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Obrazek 32. UV-VIS absorpéni spektra 500 umol-1"! OAP v AcKB (pH 4,5; vlevo)

a v prostfedi PB (pH 6,5; vpravo) pro analyzu stability OAP.

Z naméfenych spekter stability zkoumanych latek lze usoudit, ze OPD vykazuje

nejvyssi stabilitu, a to vobou pufracnich prostfedich. TudiZ nepodléhd autooxidaci

rozpuSténym vzdusnym kyslikem. PPD je zcela stabilni v prostfedi AcKB, zatimco v prostiedi

PB jiZ dochdzi k mirné samovolné oxidaci, jenZ se projevila Sirokym pdsem vzniklého

polymerniho produktu PPD, zejména pak tzv. Bandrowského baze [27]. Pro odhad, kolik

procent ptivodniho PPD podlehlo pifeméné na produkty oxidace byla vyuzita zména absorbance
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mezi prvnim a poslednim zaznamenanym spektrem (Casovy rozestup 100 min), kterd byla
odectena pro A poklesu substratu pii 270 nm. Absorbance PPD pii 270 nm pro prvni méfeni
¢inila 0,816, zatimco absorbance posledniho méieni 0,913. Tento rozdil odpovida 10,6 %,
coz ukazuje na vyznamnou nestabilitu PPD v neutrdlnim prostiedi.

Pro substrat OAP Ize konstatovat podobny zavér jako v piipadé PPD.
Tedy, Ze v prostiedi kyselejStho AcKB je OAP na vzduchu stabilni, ale v prostfedi PB pufru
se jiz autooxiduje. Produktem této oxidace je svysokou pravdépodobnosti
2-aminofenoxazin-3-on (APX), jehoZ Amax odpovidala 421 nm. Vypoctem procentudlniho
rozdilu mezi absorbanci prvniho méteni (A = 0,021) a posledniho méteni (A =0,119) se odhadla

mira pfemény OAP na APX za 100 min na vzdu$ném kysliku na 17,6 %.

3.2 Katalyticka aktivita enzymu tyrosinazy

Pufrované roztoky vSech tfi vybranych zéastupcii polutantt (OPD, PPD a OAP)
se spektrofotometricky proméfili v piitomnosti enzymu tyrosindzy (TYR), aby se zjistilo, ktery
ze substrati podléhd oxida¢ni katalyze timto enzymem. Do kyvety se napipetovaly 3 ml
500 umol-1™! piislusného substratu a 0,0067 mg-ml™! enzymu TYR, coZ odpovidd aktivité
enzymu v kyveté¢ 20 U. Z divodu idedlnich katalytickych podminek se UV-VIS spektra
promé&iovala pouze v PB o pH 6,5. Jednotlivd absorp¢ni spektra se snimala kazdé 2 min
po celkovou dobu 40 min, coZ vedlo k obdrzeni celkem 20 spekter pro kazdy substrat.
Obr. 33 demonstruje ziskana spektra, ze kterych je ztejmé Ze, TYR vyrazné katalyzuje oxidaci

pouze OAP na vysledny produkt 2-aminofenoxazin-3-on (APX) s Amax = 434 nm.
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Obrazek 33. UV-VIS absorpéni spektra pro 500 umol I OPD, PPD a OAP v PB
(pH 6,5) v ptitomnosti 0,0067 mg:ml~' TYR (20 U).

Obr. 34 zachycuje barevnou zménu jednotlivych substrati pfed naddvkovanim enzymu

a po 40 min probihajici enzymatické reakce. Ze zabarveni pracovnivch roztoku v kiemenych
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kyvetach 1ze jednoznacné konstatovat, Ze oxidace OPD a PPD vzduSnym kyslikem neni

tyrosindzou katalyzovana.

Obrazek 34. Barevna zména roztokl substratti pred a po katalyzované oxidaci tyrosinazou.

3.3 Katalyticka aktivita enzymu lakazy

Ve srovnéni s pfedchozim enzymem vykazuje 1dkdza (Lac) mnohem vysSi enzymatickou
aktivitu, coZz dokazuji obdrzena UV-VIS spektra na Obr. 35. Postup méfeni byl totozny jako
v ptedchozim ptipadé, jen srozdilem, Ze v kyvet¢ byla pfitomna Lac o koncetraci
0,1333 mg'ml™! (odpovid4 aktivité 20 U v kyvet&) pfi¢emZ se katalytickd aktivita proméfovala
pouze v AcKB (pH 4,5), nebot’ tento pufr pfedstavuje pro aktivitu Lac optimdlni prostfedi

z hlediska pH a pfitomnsoti draselnych kationtd namisto inhibujici sodné soli.
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Obrazek 35. Ziznam UV-VIS spekter obdrZenych pro 500 pmol-1"' OPD, PPD a OAP
v AcKB (pH 4,5) v pfitomnosti 0,1333 mg-ml™! Lac (20 U).

V ptipad€ OPD doslo k tvorbé intenzivniho pasu produktu 2,3-diaminofenazinu (DAP)
pfi Amax =446 nm. Pro PPD lze pozorovat Siroky pds s nékolika maximy. Substrdit OAP
se enzymaticky  oxidoval primdrn¢ na  produkt 2-aminofenoxazin-3-on (APX),
pfi Amax =440 nm. Obr. 36 zachycuje barevnou zménu jednotlivych substritii pired
naddvkovanim enzymu a po 40 min probihajici katalyzy. Vyraznd barevnd zména vSech
roztoki substratl je v souladu s vyraznymi absorpénimi pasy, a dokazuje vSestrané pouZiti Lac

v oxidativni pfemén¢ studovanych polutanta.
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Obrazek 36. Barevna zména roztokl substratti pred a po katalyzované oxidaci lakdzou.

3.4 Katalyticka aktivita enzymu ki‘enové peroxidazy

Postup méfeni katalytické aktivity kienové peroxidazy (HRP) vic¢i vybranym polutantim
z permanentnich barev na vlasy byl podobny jako v pfedchozich dvou piipadech, kdy konctrace
piitomné HRP byla 0,0013 mg-ml™! (odpovid4 aktivité 0,6 U na objem kyvety). PB (pH 6,5)
se vyuzil jako vhodné pufracni prostfedi. Aby pouzity enzym oxidaci substrati katalyzoval,
bylo nezbytné ptidat do kyvety 2 pl 0,3% peroxidu vodiku. Obr. 37 ukazuje obdrzend UV-VIS

spektra, na zdkladé kterych lze konstatovat, Ze HRP katalyzuje oxidaci vSech tii substratu.
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Obrazek 37. Zaznam UV-VIS absorpénich spekter pro 500 umol 1! OPD, PPD a OAP v PB
(pH 6,5) v ptitomnosti 0,0013 mg-ml~! enzymu HRP (0,6 U).
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Katalyzovana oxidace OPD dala vzniknout absorpénimu péds produktu DAP
pfi Amax = 421 nm. Pro PPD lze pozorovat vznik Sirokého pasu od 450 do 700 nm. Substrat OAP
se oxidoval na jasn¢ definovany pas produktu APX pozorovatelny pii Amax = 434 nm. Obr. 38
zachycuje barevnou zménu jednotlivych substratti pfed naddvkovanim enzymu a po 40 min
probihajici enzymatické reakce s HRP. Fotografie kyvet ndzorné zachycuje skute¢nost, Ze HRP
katalyzuje oxidaci vSech testovanych substritii obdobné jako pfedchozi Lac, coZ kopiruje
podobu ziskanych absorp¢nich past substratti. OvSem na rozdil od Lac je pro funk¢nost HRP
vyzadovédna piitomnost peroxidu vodiku. Tato skute¢nost vyrazné¢ omezuje moznosti

praktického nasazeni daného enzymu pti degradaci sledovanych polutantii v odpadnich vodach.

o= L

-
Obrazek 38. Barevna zména roztoku substrati pred a po katalyzované oxidaci kienovou

peroxidazou.

3.5 Kalibraéni zavislosti vzniklych produkti

Jednim z cilt této diplomové prace bylo kriticky zhodnotit G¢innost enzymatické degradace
zminénych polutantl z barev na vlasy. Ztohoto divodu se musel zaznamenat ndrist
koncentrace vznikajicich produktti nebo pokles koncentrace vychozich substratii. Pro ucely této
védecké prace se zvolila prvni zminénd moznost. Ze substritu OPD vznikd oxidativni
transformaci 2,3-diaminofenazin (DAP), z PPD polymerni Bandrowského baze (BB) a z OAP
vznikd 2-aminofenoxazin-3-on (APX). BohuZel pro BB se nepodatilo potidit chemicky ¢istou
zékladni latku, tudiZ v préci neni hodnocena enzymova kinetika pro substrat PPD. Tab. 3 uvadi

analytické parametry kalibracnich zavislosti.

Tabulka 3. Validace kalibra¢nich zavislosti pro vzniklé produkty.

Produkt Jmax / nNm c¢/pmol'l™'  k/AU R?

APX v AcKB 440 10-160 0,0246 R?=0,9989
APX v PB 434 10-160 0,0234 R?=0,9978
DAP v AcKB 446 10-200 0,0227 R?=0,9982
DAP v PB 421 10-200 0,0182 R?=0,9981
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Na Obr. 39 a 40 jsou graficky zndzornény kalibra¢ni pfimky pro produkt APX a DAP
v obou pouzivanych pufrech. Na nésledujicich obrdzcich jsou vedle kalibracnich kitivek
demonstrovana také UV-VIS absorpéni spektra téchto ,kalibra¢nich® koncentraci pro obé¢
kalibrované latky. Cervend odpovidd koncentraci méfené litky v kyveté 10 pmol-1”!, modra
20 umol 17!, fialova 40 pmol-17!, olivové zelend 50 umol-1~!, purpurova 60 umol-1~!, azurova

100 pmol 17!, oranZova 120 pmol-17!, tmavé zelena 160 pmol-1"! a hn&d4 200 umol-1~'.
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Obrazek 39. UV-VIS absorp¢ni spektra kalibracnich koncentraci APX v AcKB
(pH 4,5; vlevo) a PB (pH 6,5; vpravo) a odpovidajici kalibracni piimKky.
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Obrazek 40. UV-VIS absorpéni spektra kalibracnich koncentraci DAP v pufru AcKB

(pH 4,5; vlevo) a v pufru PB (pH 6,5; vpravo) a odpovidajici kalibracni pifimky.
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3.6 Katalyticky Fizena oxidac¢ni preména p-fenylendiaminu

Ackoliv nebyl pro ucely diplomové prace k dispozici Cisty standard Bandrowského baze (BB),
jakozto produktu oxidace PPD, byla alespoil pfitomnost tohoto produktu ovéfena kvalitativné,
a to pomoci infraervené spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR). Obr. 41 zobrazuje
naméfené infradervené (IC) spektrum pro nezreagovany substrit PPD a spektrum pro
extrahovanou BB. Ten se ptipravil z vychoziho zasobniho roztoku PPD, ktery m¢l koncentraci
0,01 mol-1"!, tak Ze 10 ml se nechalo reagovat s 25 ul vychoziho roztoku lakdzy o koncentraci
50 mg-mlI~! (2500 U-ml™") po 30 min.

Zreagovany roztok se prevedl do dé€lici ndlevky a pridaly se k nému 2 ml diethyletheru.
Protoze je BB nejstabilnéjsi v zdsaditém prostredi [90], upravilo se pH roztoku na hodnotu
9 pomoci pevného hydroxidu sodného, pficemzZ doslo ke zmén¢ barvy roztoku z hnédofialové
na Cerveny odstin. Néaslednym vytfepdvanim doslo k zabarveni organické faze intenzivné
¢ervenou barvou, zatimco vodna faze ziskala svétlej$i odstin v diisledku zakoncentrovani
BB v organické fazi. Tato organickd vrstva se ndsledné prevedla do malé sklenéné vialky
apouzila se pro vlastni spektroskopickou analyzu v infraervené oblasti. Vnéj$i podoba
upravovaného roztoku v riznych fazich ptipravy je na Obr. 42. Vzhledem k charakteristickému
chovani BB pii rtiznych hodnotich pH a typickému IC spektru [66, 91], lze bezpeéné

konstatovat, Ze hlavni produkt oxidace PPD predstavuje BB.
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Obrazek 41. Naméfené IC transmitanéni spektrum pro PPD (Sernd) a BB (zelend).
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Obrazek 42. Zreagovany roztok PPD pied vytiepanim do diethyletheru a dpravou pH (vlevo),

po vytfepdni a dpraveé pH (uprostfed) a izolovana organickd faze pro analyzu (vpravo).

3.7 Porovnani katalytické aktivity vybranych enzymu

JelikoZ Bandrowského baze vznikd polymeraci tfi molekul PPD, pfi¢emZ nelze vyloucit,
Ze obdrzené UV-VIS spektrum neodrdZi reak¢éni smés, ve které je ptitomen jak ptivodni PPD,
vznikajici meziprodukt (dimer), tak i findlni produkt BB, nebylo moZné porovnat aktivitu vSech
tii polyfenoloxiddzovych enzymu vici PPD. Z rychlosti barevné pfemény vychoziho roztoku
PPD bylo pouze mozné usoudit, ktery z nich je nejefektivnéjsi, a to HRP. TudiZ nasledujici
kapitola se vénuje pouze hodnoceni katalytické aktivity studovanych enzymt viici substratim

OPD a OAP.

3.7.1 Kinetika katalytické oxidace o-aminofenolu prostirednictvim tyrosinazy

Substrat OAP se oxidoval na produkt APX s absorpénim maximem pii Amax = 434 nm.
Tato hodnota vlnové délky se pouZila pro stanoveni kinetiky odpovidajici katalytické reakce.
Z hlediska stability a optimdln{ aktivity TYR, se veskera kinetickd méteni provadé€la v prostiedi
PB (pH 6,5). Celkem se proméfilo osm riznych koncentraci OAP s konstantnim mnoZstvim
enzymu 0,0067 mg-ml ' TYR, coZ odpovid4 aktivité 20 U v kyveté. Kinetika oxida¢ni pfemény
OAP se vZdy méfila po celkovou dobu 30 min. Ziskané hodnoty absorbanci na Case se ndsledné
pfepocetly na hodnoty koncentraci narlstajictho mnoZstvi produktu APX na case.

Namétené kinetické kiivky graficky znazoriiuje Obr. 43.

59



0 300 600 900 1200 1500 1800
t/s

Obrazek 43. Kinetické kiivky oxidace 16,67 (oranZova), 50 (fialovd), 100 (hnédd),
200 (svétle modr4), 300 (purpurov4), 500 (ervend), 1000 (tmavé modrd) a 1500 pmol-17!
OAP (zelend) v PB (pH 6,5) katalyzované pomoci 0,0067 mg-ml~! TYR (20 U) snimané pfi
Amax (APX) = 434 nm po dobu 30 min.

3.7.2 Kinetika oxidace o-fenylendiaminu a o-aminofenolu katalyzovana lakazou

Substrdt OPD se oxidoval na produkt DAP s absorpénim maximem pii Amax = 446 nm.
Oproti tomu  substrit OAP se oxiduje na  produkt APX s absorpénim
maximem pfi Amax = 440 nm. Uvedené hodnoty vinovych délek se pouzily pro stanoveni
kinetiky odpovidajicich katalytickych reakci. Z hlediska stability a optimdlni aktivity Lac,
se veSkerd kinetickd mcfeni provadéla v prostiedi AcKB (pH 4,5). Pro kazdy substrét
se proméfilo celkem osm riznych koncentraci, vZdy s konstantnim mnozZstvim enzymu
0,1333 mg'ml !, coZ odpovid4 aktivité enzymu 20 U v objemu kyvety. Kinetika oxidacni
pfemény se vzdy méfila po celkovou dobu 30 min. Ziskané hodnoty absorbanci na Case
se néasledn¢ prepocetly na hodnoty koncentraci nartistajictho mnozstvi odpovidajiciho produktu
na Case. Namétené kinetické kiivky pro substrat OPD graficky znazornuje Obr. 43, zatimco

Obr. 44 zachycuje naméiené kinetické kiivky pro substrat OAP.
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Obrazek 44. Kinetické kiivky oxidace 16,67 (oranZova), 50 (fialovad), 100 (hnédd),
200 (svétle modr4), 300 (purpurova), 500 (¢ervend), 1000 (tmavé modr4) a 1500 pmol-1™!
OPD (zelend) v AcKB (pH 4,5) katalyzované pomoci 0,1333 mg-ml™' Lac (20 U) snimané pfi
Amax (DAP) = 446 nm po dobu 30 min.
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Obrazek 45. Kinetické kiivky oxidace 16,67 (oranZova), 50 (fialovad), 100 (hnédd),
200 (svétle modr4), 300 (purpurovd), 500 (ervend), 1000 (tmavé modrd) a 1500 pmol-1~!
OAP (zelend) v AcKB (pH 4,5) katalyzované pomoci 0,1333 mg-ml™' Lac (20 U) snimané pfi
Amax (APX) =440 nm po dobu 30 min.
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3.7.3 Kinetika oxidace o-fenylendiaminu a o-aminofenolu katalyzovana kienovou
peroxidazou

Substrat OPD se oxidoval na produkt DAP s absorpénim maximem Amax (DAP) =421 nm,
zatimco substrdt OAP se oxidoval na produkt APX sabsorpénim maximem
Amax (APX) =434 nm. Uvedené hodnoty vinovych délek se pouZily pro stanoveni kinetiky
odpovidajicich katalytickych reakci. Z hlediska stability a optimdlni aktivity HRP se veskera
kinetickd méfeni provadéla v prostiedi PB (pH 6,5). Pro kazdy substrat se proméfilo celkem
osm rtiznych koncentraci, vZdy s konstantnim mnoZstvim enzymu 0,0013 mg-ml~' HRP, coZ
odpovida aktivité¢ 0,6 U v objemu kyvety. Kinetika oxida¢ni pfemény se méfila po celkovou
dobu 30 min. Ziskané hodnoty absorbanci na case se ndsledn¢ piepocetly na hodnoty
koncentraci nardstajictho mnozstvi odpovidajictho produktu na case. Namétené kinetické
kiivky pro substrat OPD graficky zndzoriiuje Obr. 46, zatimco Obr. 47 zachycuje naméfené

kinetické kiivky pro substrat OAP.
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Obrazek 46. Kinetické kiivky oxidace 16,67 (oranzova), 50 (fialovd), 100 (hnéda),
200 (svétle modr4), 300 (purpurov4), 500 (ervend), 1000 (tmavé modrd) a 1500 pmol-1™!
OPD (zelen4) v PB (pH 6,5) katalyzované pomoci 0,0013 mg-ml~! HRP (0,6 U) snimané pfi
Amax (DAP) =421 nm po dobu 30 min.
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Obrazek 47. Kinetické kiivky oxidace 16,67 (oranzova), 50 (fialovd), 100 (hnéda),
200 (svétle modr4), 300 (purpurovd), 500 (ervend), 1000 (tmavé modrd) a 1500 pmol-1~!
OAP (zelend) v PB (pH 6,5) katalyzované pomoci 0,0013 mg-ml~! HRP (0,6 U) snimané pfi
Amax (APX) =434 nm po dobu 30 min.

3.8 Stanoveni Kkinetickych parametra studovanych enzymu

Niésledujici strany detailné popisuji postup stanoveni parametri reak¢ni kinetiky Km, Vimax a keat
jednotlivych enzymt pro dané substraty, vCetné¢ grafického zobrazeni saturac¢nich kiivek
ajejich linearizaci, ze kterych se tyto parametry vypocitaly. Ziskané parametry se me¢ly
ndsledné porovnat s parametry reakéni kinetiky v databdzi enzymtt BRENDA nebo s parametry
v odborné literatufe, nicméné ani zminénd databdze, ani odbornd literatura pro testované
kombinace enzym a substratil tyto hodnoty neuvadi, tudiz lze predpokladat, Ze dosud nebyly
stanoveny. Tato diplomovd prace pokusila tyto parametry experimentdlné stanovit, ¢imz
roz§ifuje dosavadni poznatky v této oblasti a miZe poslouZit jako zdklad pro dalsi vyzkum nebo

praktické aplikace.
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3.8.1 Stanoveni Kkinetickych parametru tyrosinazy pro preménu o-aminofenolu
Naméiené hodnoty absorbanci vznikajictho produktu APX se piepocitaly na hodnoty
koncentraci. Vzniklé kinetické kiivky se poté proloZily pro interval 0—600 s linearni funkci,
pficem? se dbalo na to, aby hodnota spolehlivosti R?> prevySovala hodnotu 0,99.
Pocatecni rychlost reakce Vo se pro kazdou koncentraci zjistila z hodnoty smérnice piimky k.
Ziskané hodnoty Vo se nésledné vynesly vii¢i hodnotdm piisluSnych koncentraci substratu
c (OAP), ¢imzZ se ziskala typickd saturacni kiivka (Obr. 49). Poté se hodnoty Vi a ¢ (OAP)
transformovaly na jejich reciproké hodnoty, aby se vyuZzila linearizace podle
Lineweaver-Burkovy metody. V tomto linearizovaném grafu se hodnoty, které mély vhodnou
piimou zavislost, prolozily linedrni funkci. Déle se ptidala hodnota majici soufadnice y = 0; x
= —qlk, kterd slouzi pro urceni Km. Obr. 49 zndzoriiuje vySe popsanou linearizaci, ze které
se vypocitaly kinetické parametry Km, Vmax akear enzymu TYR pro substrdt OAP.
Vypocet zachycuji rovnice (6), (7), (8), (9) a (10).
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Obrazek 48. Saturacni kiivka TYR pro OAP a jeji linearizace dle Lineweaver-Burkovy
metody.
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3.8.2 Stanoveni Kinetickych parametra lakazy pro oxidaci o-fenylendiaminu

Naméiené hodnoty absorbanci vznikajictho produktu DAP se piepocitaly na hodnoty
koncentraci. Vzniklé kinetické kiivky se poté proloZily pro interval 0-300 s linearni funkci,
pficem? se dbalo na to, aby hodnota spolehlivosti R?> prevySovala hodnotu 0,99.
Pocatecni rychlost reakce Vo se pro kazdou koncentraci urcila z hodnoty smérnice ptimky k.
Ziskané hodnoty Vo se nésledné vynesly vii¢i hodnotdm piisluSnych koncentraci substratu
c (OPD), ¢imz se ziskala saturacni kiivka (Obr. 50). Poté se hodnoty Vo a ¢ (OPD)
transformovaly na jejich reciproké hodnoty, aby se dala vyuZit linearizace podle
Lineweaver-Burkovy metody. V tomto linearizovaném grafu se hodnoty, které mély vhodnou
piimou zavislost, prolozily linedrni funkci. Déle se ptidala hodnota majici soufadnice y = 0; x
= —ql/k, ktera slouzi pro ureni Km. Obr. 50 znazoriiuje vyse popsanou linearizaci, ze které
se vypocitaly kinetické parametry Km, Vimax @ kcar enzymu Lac pro substrat OPD. Postup vypoctu

zminénych parametrt je analogicky s postupem v podkapitole 3.8.1.

0,50 - 40 -
0,40 4
T T 30 A
» ©
v IS
L 0,30 - =3
© N
e = 20 A
- v
;o 0,20 S
10 -
0,10 1 V,1=1504,1-c" + 1,2801
R2=0,9977
0,00 . r ' ’ . . . . — r . . . .
0 400 800 1200 1600 -0,005 0,005 0,015 0,025
¢ (OPD) / pmol-I- ¢ ' (OPD)/ I‘umol™"

Obrazek 49. Saturacni kiivka Lac pro OPD a jeji linearizace dle Lineweaver-Burkovy

metody.

3.8.3 Stanoveni Kkinetickych parametra lakazy pro oxidaci o-aminofenolu

Naméfené hodnoty absorbanci vznikajictho produktu APX se pifepocitaly na hodnoty
koncentraci. Vzniklé kinetické kiivky se poté proloZily pro interval 0-250 s polynomem
2. stupné, pficemZ se dbalo na to, aby hodnota spolehlivosti R? byla vy$&i nez 0,99.
Hodnota Vy se pro kazdou koncentraci urcila z hodnoty linedrniho koeficientu ptedpisu
polynomu 2. stupné. Ziskané hodnoty Vi se ndsledné vynesly vic¢i hodnotdm piislusnych

koncentraci substratu ¢ (OAP), ¢imZ se ziskala saturacni kiivka (Obr. 51). Poté se hodnoty
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Vo a ¢ (OAP) transformovaly na jejich reciproké hodnoty, aby mohla byt pouZita linearizace
podle Lineweaver-Burkovy metody. V tomto linearizovaném grafu se hodnoty, které mély
vhodnou piimou zavislost, proloZily linedrni funkci. Déle se piidala hodnota majici soutadnice
y = 0; x = —qg/k, kterd slouzi pro ureni Km. Obr. 51 znédzoriiuje vySe popsanou linearizaci,
ze které se vypocitaly kinetické parametry Km, Vmax a kcar €nzymu Lac pro substrdt OAP.

Postup vypoctu zminénych parametrt se shoduje s postupem v podkapitole 3.8.1.
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Obrazek 50. Saturac¢ni kiivka Lac pro OAP a jeji linearizace dle Lineweaver-Burkovy

metody.

3.8.4 Stanoveni Kinetickych parametra ki‘enové peroxidazy pro o-fenylendiamin

Naméiené hodnoty absorbanci vznikajictho produktu DAP se piepocitaly na hodnoty
koncentraci. Vzniklé kinetické kiivky se poté proloZily pro interval 0-200 s polynomem
4. stupné, pficem? se dbalo na to, aby hodnota spolehlivosti R?> byla vys§i nez 0,99.
Hodnota Vyp se pro kazdou koncentraci urcila z hodnoty linedrniho koeficientu ptedpisu
polynomu 4. stupné. Ziskané hodnoty Vo se ndsledné vynesly vici hodnotdm piisluSnych
koncentraci substritu ¢ (OPD), ¢imZz se ziskala saturaéni kiivka (Obr. 52).
Poté se hodnoty Vo a ¢ (OPD) transformovaly na jejich reciproké hodnoty, aby se vyuZila
linearizace podle Lineweaver-Burkovy metody. V tomto linearizovaném grafu se hodnoty,
které mély vhodnou piimou zdvislost, prolozily linedrni funkci. Déle se pfidala hodnota majici

soutfadnice y = 0; x = —qg/k, kterd slouzi pro ureni Km. Obr. 52 zndzornuje vyse popsanou
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linearizaci, ze které se vypocitaly kinetické parametry Km, Vimax a kcar enzymu HRP pro substrat

OPD. Postup vypoctu zminénych parametrti se shoduje s postupem v podkapitole 3.8.1.
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Obrazek 51. Saturacni kiivka HRP pro OPD a jeji linearizace dle Lineweaver Burkovy

metody.

3.8.5 Stanoveni kinetickych parametri kirenové peroxidazy pro o-aminofenol

Naméfené hodnoty absorbanci vznikajictho produktu APX se pifepocitaly na hodnoty
koncentraci. Vzniklé kinetické kiivky se poté prolozily pro interval 0—100 s polynomem
4. stupng, pficemz se dbalo na to, aby hodnota spolehlivosti R? pfevySovala alespoii 0,99.
Hodnota Vp se urcila zhodnoty linedarniho koeficientu piedpisu polynomu 4. stupné.
ObdrzZené hodnoty Vj se ndsledné¢ vynesly vic¢i hodnotdm piisluSnych koncentraci substratu
c (OAP), ¢imz se ziskala saturacni kiivka (Obr. 53). Poté se hodnoty Vo a ¢ (OAP)
transformovaly na jejich reciproké hodnoty, aby bylo mozné vyuZit linearizaci podle
Lineweaver-Burkovy metody. V tomto linearizovaném grafu se hodnoty, které mély vhodnou
piimou zévislost, proloZily linedrni funkci. Déle se pfidala hodnota majici soutfadnice y = 0; x
= —qlk, kterd slouzi pro urCeni Km. Obr. 53 zndzorfiuje vySe popsanou linearizaci, ze ktera
se vypocitaly kinetické parametry Kwm, Vmax akca enzymu HRP pro substrdat OAP.

Postup vypoctu zminénych parametra se shoduje s postupem v podkapitole 3.8.1.
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Obrazek 52. Saturacni kiivka HRP pro OAP a jeji linearizace dle Lineweaver Burkovy

metody.

3.8.6 Porovnani ziskanych parametri enzymové Kinetiky

Experimentdln¢ ziskané kinetické parametry, jejichz postup ziskdvani se diskutoval
na predeSlych strandch prezentuji nésledujici Tab. 4, 5 a 6. Pokud se porovnd parametr kcac
jednotlivych enzymt, 1ze konstatovat, Ze katalyticky nejucinnéjsi je kfenova peroxiddza (HRP),
a to pro oba testované substraty. Hlavni nevyhoda HRP oproti ostatnim studovanym enzymitim
vSak spocivd vtom, Ze pro funkci enzymu se vyZaduje pfitomnost peroxidu vodiku,
coz praktické vyuZiti tohoto enzymu v odbourdvani studovanych polutanti z odpadnich vod
znacn¢ komplikuje. Naopak velkou vyhodou HRP je jeji relativné nizka trzni cena, na kterou
ma vliv pfedevsim velka dostupnost HRP (ziskdva se z kotfent kienu selského). Lakaza (Lac)
katalyzovala oxidaci vSech studovanych substratli, nicmén¢ rychlost pfemény OAP na produkt
APX byla v porovnéani s HRP pfiblizn€ 15x pomalejsi, a v pfipadé premény OPD na produkt
DAP dokonce 17x pomalejsi. Ze vSech testovanych enzymi se ukdzala jako nejméné
univerzdlni tyrosindza (TYR), nebot katalyzovala reakci pouze pro substrit OAP.
Rychlost pfemény na produkt byla pfiblizné o 60 % vyssi ve srovnani s lakdzou (Lac), avSak
pfiblizn€ 9x niZsi nez v piipad¢ peroxiddzy HRP.

Tabulka 4. Stanovené parametry enzymové kinetiky TYR pro substrat OAP.

Substrat Ky / pmol-I! Vinax | pmol-l1-s7! keat / s7!

OAP 791 0,0984 1,95
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Tabulka 5. Stanovené parametry enzymové kinetiky Lac pro substraty OPD a OAP.

Substrat Ky / pmol-l! Vinax | pmol-l-s7! keat/ s7!
OPD 1175 0,7812 0,39
OAP 6254 2,3166 1,16

Tabulka 6. Stanovené parametry enzymové kinetiky HRP pro substraty OPD a OAP.

Substrat Ky / pmol-1! Vinax | pmol-l-s7! keat/ s7!
OPD 70 0,2241 6,73
OAP 46 0,5671 17,02
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4 ZAVER

Cilem této diplomové priace bylo posoudit moznosti vyuziti vybranych polyfenoloxidaz,
jmenovité tyrosindzy (TYR), lakazy (Lac) a kfenové peroxiddzy (HRP), pfi enzymatické
degradaci vybranych polutantii ZP z permanentnich vlasovych barev. V ramci této price byla
provedena experimentdlni srovnani jejich katalytické Gcinnosti na modelovych substriatech
o-aminofenolu  (OAP), o-fenylendiaminu (OPD) a p-fenylendiaminu (PPD).
Stanovily se hodnoty zdkladnich kinetickych parametri Km, Vmax a keca, které dosud pro
jmenované kombinace enzymu a substratil nelze dohledat, diky ¢emuz tato diplomova préace
rozsifuje dosavadni poznatky v této oblasti a 1ze ji vyuzit jako zdklad pro dalsi vyzkum nebo
praktické aplikace, ¢imz spliiuje podminky zakladniho vyzkumu.

Parametr k¢, umoZznil kvantitativni porovnani rychlosti premény studovanych substratii
na produkty. Z tohoto hlediska se nejvyssi katalytickd aktivita pozorovala u HRP. Tento enzym
vSak vyzaduje ke své funkci pfitomnost peroxidu vodiku, coZ vyrazn€ komplikuje jeho redlné
pouziti pro ¢isténi odpadnich vod. Lac se ukdzala jako nejuniverzalnéjsi biokatalyzator, nebot’
umoznila oxidaci vSech sledovanych substratii bez nutnosti pfidani externiho Cinidla, avSak
s niz8i rychlosti reakce. Tyrosindza vykazovala nejniz$i univerzalnost, protoze katalyzovala
pouze preménu OAP, nicméné s vyssi rychlosti nez Lac.

Vysledky naznacuji potencidl enzymt pii degradaci toxickych sloZek vlasovych barev,
nicméné zaroven poukazuji na nékterd omezeni. Krom¢ technickych vyzev, jako je nizka
stabilita enzyml nebo potieba piesného fizeni reakénich podminek, je zdsadnim problémem
skutecnost, Ze nckteré produkty vznikajici enzymatickou oxidaci maji vyS$$i toxicitu nez
puvodni latky. Typickym ptikladem je vznik Bandrowského baze z PPD, kterd ma vyrazny
mutagenni a karcinogenni potencial.

Z tohoto diivodu nelze bez dalSitho vyzkumu a optimalizace takovéto postupy
jednoznac¢né oznacovat za zcela ,,zelené®, a tudiZ ekologicky Setrné. Piinos této védecké prace
spoc¢iva v detailnim porovnéni kinetickych parametri jednotlivych enzymi a v upozornéni na
potencidlni rizika spojend s tvorbou vedlejSich produkti. Do budoucna by bylo Zadouci zaméfit
se na kombinaci enzymatickych a adsorp¢nich metod, které by umoznily nejen degradaci, ale

i eliminaci vzniklych toxickych produkti z ZP.
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