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Sazetak:

Trametes versicolor je gljiva bijelog truljenja iz skupine Basidiomycota. Proizvodi razli¢ite izvanstani¢ne
lignoliticke enzime koji se mogu koristiti u mnogobrojne svrhe. Poznata je po proizvodnji enzima lakaze
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istovremenom redukcijom kisika u vodu. Lakaze pripadaju skupini metaloenzima i u svom katalitickom centru
sadrzZe viSe atoma bakra te djeluju na velik broj razli¢itih supstrata.

Submerzni uzgoj gljiva bijelog truljenja u obliku micelijskih peleta obuhvaca proizvodnju vecéine komercijalno
znacajnih biotehnoloskih produkata. MorfoloSke karakteristike micelijskih kultura uzgojenih u submerznim
uvjetima predstavljaju jedan od klju¢nih bioprocesnih parametara. Osim uvjeta provedbe procesa i dostupnosti
hranjivih tvari, na produktivnost enzima pri uzgoju gljiva bijelog truljenja znacajno utjecu razli¢iti induktori na
nacin da pospjesuju proizvodnju enzima.

U ovom radu koristena su dva razli¢ita soja Trametes versicolor (TV-6 i AG 613). Uzgoj je proveden submerzno u
obliku micelijskih peleta, pri cemu je istrazen utjecaj pocetne koncentracije micelijskih peleta i koncentracije
induktora (sirka) na aktivnost lakaze. U pokusima bez dodatka induktora koristeéi soj Trametes versicolor TV-6
postignuta je maksimalna aktivnost lakaze 507 U dm™, dok je sa sojem Trametes versicolor AG 613 postignuta
maksimalna aktivnost 256,04 U dm>. U pokusima sa sirkom koristeci soj Trametes versicolor AG 613, veéa
volumna aktivnost je postignuta pri visoj koncentraciji sirka (40 g dm™) i iznosila je 1096,78 U dm™ u odnosu na
nizu koncentraciju sirka (20 g dm?) gdje je postignuta aktivnost 790,83 U dm’.

Kljuéne rijefi: Trametes versicolor, lakaza, submerzna fermentacija, sirak
Rad sadrzi: Slika: 25
Stranica: 52
Tablica: 4
Literarnih referenci: 47

Jezik izvornika: Hrvatski

Sastav Povjerenstva za obranu:

1. izv. prof.dr. sc. lvica Strelec predsjednik
2. doc. dr. sc. Marina Ti§ma ¢lan-mentor
3. izv. prof. dr. sc. Ana Bucic Koji¢ ¢lan

4. izv. prof. dr. sc. Mirela Planini¢ zamjena ¢lana

Datum obrane:

19. studenog 2014.

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u Knjiznici Prehrambeno-tehnoloskog

fakulteta Osijek, Franje Kuhaca 20, Osijek.



BASIC DOCUMENTATION CARD
GRADUATE THESIS
University Josip Juraj Strossmayer in Osijek
Faculty of Food Technology Osijek
Department of process engineering
Subdepartment of thermodynamic and reaction engineering
Franje Kuhaca 20, HR-31000 Osijek, Croatia

Scientific area: Biotechnical sciences
Scientific field: Biotechnology
Course title: Chemical and biochemical reactors
Thesis subject was approved by the Faculty Council of the Faculty of Food Technology Osijek at its
session no. IX. held on June 18", 2014.
Mentor: Marina TiSma, PhD, assistant prof.

Influence of millet addition on laccase activity during submerge cultivation of Trametes versicolor

Gordana Selo, 203 — DI

Summary:
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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

c mnozinska koncentracija tvari (mM)

d promjer kivete (cm)

n broj okretaja (okr min™)

S.A.  specifi¢na aktivnost enzima (U mg™)

T temperatura (°C)

t vrijeme (dan)

V.A. volumna aktivnost enzima (U dm™)

Ve volumen dodanog uzorka koji sadrzi enzim (cm?)

Vi ukupni volumen uzorka u kiveti (cm?)

VE masena koncentracija enzima (mg dm?)

Vino,o pocetna koncentracija induktora (g dm?)

Vxo  pocCetna koncentracija biomase (g dm?)

AA/At promjena apsorbancije u vremenu (min'l)

KRATICE:

ABTS 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
BSA govedi serumski albumin

CCBAS  Mikrobiologka zbirka bazidiomiceta, Prag, Republika Ceska
EC (Enzyme Classification) klasifikacija enzima

LiP lignin peroksidaza

MnP mangan peroksidaza

MZKI Mikrobioloska zbirka Kemijskog instituta, Ljubljana, Slovenija



SmF submerzna fermentacija

SSF eng. solid-state fermentation ili fermentacija na Cvrstim nosacima
U medunarodna jedinica enzimske aktivnosti (umol min™)
SIMBOLI:

A promjena

A valna duljina (nm)

€ ekstincijski koeficijent (dm? pmol™ cm™)
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1.Uvod

nye.

U novije vrijeme sve vise tezimo ka upotrebi "Cistijih" tehnologija odnosno ka
upotrebi ekoloski prihvatljivih i u€inkovitih materijala i sirovina. Industrijski bioprocesi u
kojima se koriste filamentozni mikroorganizmi, obuhvacaju proizvodnju vecéine komercijalno
znacajnih biotehnoloskih produkata, kako u koli¢éinskom smislu, tako i u smislu raznolikosti
metabolita. To su uglavhom submerzni nacini uzgoja mikroorganizama gdje posebni uvjeti
uzgoja rezultiraju razli¢itim morfoloskim i fizikalno-kemijskim karakteristikama hifa, te se
tako mogu razlikovati rast u obliku filamenata i rast u obliku peleta. S ekonomskog gledista,
morfologija peleta u industrijskim procesima ima prednost u odnosu na filamentozni oblik

rasta.

Gljive bijelog truljenja izlucuju smjesu izvanstanicnih lignolitickih enzima koji se mogu
upotrijebiti u prehrambenoj industriji, industriji pulpe i papira te brojnim drugim
industrijama. Ucinkovito razgraduju lignin i druge aromatske spojeve u spojeve manje
molekularne mase. Njihovo djelovanje se temelji na razbijanju aromatske strukture slozenog

prirodnog polimera lignina koji okruzuje celulozu u lignoceluloznim materijalima.

Jedni od najpoznatijih i najvaZnijih biokatalizatora su lakaze, a najpoznatiji izvor
lakaza su gljive, narocito gljive bijelog truljenja, primjerice Trametes versicolor, na kojoj je
provedeno istraZzivanje u ovom radu. Lakaze su oksidaze koje kataliziraju oksidaciju supstrata
prijenosom elektrona i istovremenom redukcijom kisika u vodu. Djeluju na Sirok spektar
razli¢itih supstrata. Uz pomoé kisika kataliziraju oksidaciju o-, p- difenola, aminofenola,
polifenola, poliamina, lignina, nekih anorganskih iona, aromatskih amina i razliCitih
nefenolnih spojeva, Sto im daje veliku biotehnoloSku vaZznost. Za kataliticko djelovanje im je
potreban samo kisik iz zraka pri ¢emu kao jedini nusprodukt nastaje voda. Ekoloska
prihvatljivost i moguénost kataliziranja velikog broja kemijskih reakcija ¢ini lakaze zanimljivim

i vaznim biokatalizatorima za razli¢ita istrazivanja i industrijsku primjenu.

Osim uvjeta provedbe procesa i dostupnosti hranjivih tvari, na produktivnost enzima
pri uzgoju gljiva bijelog truljenja znacajno utjeéu razliciti induktori na nacin da pospjesuju
proizvodnju enzima. Kao induktor u ovom radu koristena je prosolika zitarica, sirak, Cije je
zrno po kemijskom sastavu sliéno kukuruzu. KoriStena su dva razli¢ita soja Trametes
versicolor (TV-6 i AG 613), a procesi uzgoja micelijskih peleta i proizvodnje enzima provedeni

su submerzno.
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2. Teorijski dio

2.1. Gljive bijelog truljenja

Mikroorganizmi (gré. mikros — malen; organismos —organizam) su organizmi
mikroskopske veli¢ine, najéedce premaleni da bi se vidjeli golim okom. Zive u svim dijelovima
biosfere gdje je prisutna tekuéa voda, ukljucujuéi vruce izvore, dna oceana, visoke dijelove
atmosfere te duboke stjenovite predjele unutar zemljine kore (Nester i sur., 2004.). Osnovna
karakteristika mikroorganizama je mala veli¢ina njihovih stanica, na osnovu cega su
podijeljeni u posebnu skupinu, odvojenu od biljaka i Zivotinja. Na Zemlji se neprestano
odvijaju procesi razgradnje i sinteze, a mikroorganizmi, kao razgradivaci, u tim procesima
imaju jako vaznu ulogu. Hranjive tvari koje se nalaze u tijelima uginulih biljaka i Zivotinja
preraduju razgradnjom sloZenih sastavnih dijelova u jednostavne kemijske spojeve koje
ponovo koriste fotosintetski organizmi. Upravo zbog toga, mikroorganizmi imaju odlucujucu
ulogu u biogeokemijskom ciklusu u koji pritje€u hranjive tvari (nutrijenti) iz prirodne mreze

hrane (Durakovi¢, 1996.).

Radi sto boljeg razumijevanja odnosa mikroorganizama, njihove funkcije i aktivnosti,
stvoren je sustav klasifikacije prema kojem se mikroorganizmi dijele u tri domene: Bacteria,
Archea i Eucarya. Domenu Bacteria i Archea Cine prokarioti, a domenu Eucarya eukarioti,
podijeljeni na carstva. Taj sustav je 1990. godine predlozZio Carl R. Woese (Nester i sur.,

2004.).

Gljive pripadaju carstvu Fungi ili Mycota, koje ¢ine jednostani¢ni i viSestanicni
eukarioti. Ukljucuju kvasce i plijesni te skupinu makroskopskih organizama cesto zvanih
mesnatim gljivama. Gljive su heterotrofni, nefotosintetski organizmi Cije su stanice obavijene
stani¢énom stijenkom sastavljenom od polisaharida hitina. Za vecinu gljiva karakteristi¢ne su
dugacke, vlaknaste stanice hife koje tvore isprepletenu masu nalik na tkivo, micelij. Mogu
rasti na svim mjestima gdje postoji iskoristiv organski materijal, a najvise im odgovara

tamnije, vlazno okruzenje (Johnson, 1990.).

Vecina gljiva su saprofiti tj. organizmi koji potrebne hranjive tvari dobivaju od
organskih ostataka mrtvih organizama. Gljive su takoder kemoorganoheterotrofi jer koriste
organski materijal kao izvor ugljika i energije. Mogu izlucivati hidroliticke enzime koji

razgraduju supstrate prisutne u okolisu, zatim otopljene hranjive tvari apsorbiraju. Primarni
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polisaharid koji pohranjuju je glikogen. Na osnovu tipa spora, morfologije hifa i spolnog
ciklusa, gljive su rasporedene u pet taksonomskih skupina: Deuteromycetes, Zygomycetes,

Ascomycetes, Basidiomycetes i Oomycetes.

Razred Basidiomycotina sadrzi gljive nazvane Basidiomycetes, poznate kao gljive
klobucarke. To su gljive koje rastu na drveéu, jestive gljive, gljive puhare, hrde, snijeti i
otrovne gljive. Veéina bazidiomiceta su saprofiti i razgraduju biljni materijal, posebno

celulozu i lignin.

Gljive truljenja su najrasprostranjenjiji razgradivaci drveta i mogu se podijeliti na
gljive bijelog truljenja, gljive smedeg truljenja i gljive blagog truljenja. Gljive bijelog truljenja
su eukariotski mikroorganizmi koji u prirodi rastu na trulom drveéu i drvenom materijalu.
Imaju sposobnost razgradnje biljnog polimera lignina i lignoceluloznih materijala, a ukljucuju
razrede Basidiomycota i Ascomycota. Naziv gljive bijelog truljenja su dobile po tome Sto
prilikom procesa razgradnje lignoceluloznog materijala, materijal ostaje bijelo obojen. Jedini
su mikroorganizmi koji su razvili kompletan enzimatski sustav za razgradnju lignina. lako
razgraduju lignin, ne mogu ga koristiti kao izvor ugljika za njihov rast i razvoj te im je
potreban drugi izvor ugljika poput celuloze. Pridaje im se sve veéa vaznost te se velika paznja
usmjerava na njihovo istrazivanje upravo zbog njihove sposobnosti da razgraduju razlicite
organske spojeve (Revankar i Lele, 2006.; Gadd, 2001.). Znacajnu ulogu imaju u
bioremedijaciji, jer enzimi koji sudjeluju u razgradnji drveta takoder sudjeluju u razgradniji
razli¢itih organskih onecis¢ujucih tvari prisutnih u prirodi, pri ¢emu se posebno istice gljiva
bijelog truljenja Phanerochaete chrysosporium, koja moze razgraditi toksicne i netopljive
komponente ucinkovitije od nekih drugih mikroorganizama (Gadd, 2001.; Singh, 2006.; Singh
i sur.,2009.).

Lignin i celuloza su spojevi bogati ugljikom, a za ekoloski ciklus vazno je da se taj ugljik
moze iskoristiti (Johnson, 1990.). Gljive bijelog truljenja luce izvanstani¢ne lignoliticke
enzime koji mogu razoriti slozenu strukturu lignina i na taj nacin do¢i do celuloze koju ¢e
potom koristiti kao izvor ugljika i energije za njihov rast i razvoj (Gadd, 2001.). Gljive bijelog
truljenja napadaju lignin dok celulozu manje osteéuju i kao takve nazivaju se selektivni

razlagaci jer razgraduju lignin, a vrijednu celulozu ostavljaju neoste¢enom (Pilas, 2009.).



2. Teorijski dio

Za razgradnju lignoceluloznih materijala vazna je kombinacija izvanstanicnih
lignolitickih enzima lignin peroksidaze (LiP), mangan peroksidaze (MnP) i lakaze pa se prema
proizvodnji navedenih enzima gljive bijelog truljenja mogu podijeliti u tri skupine (Lankinen,

2004):
e gljive koje proizvode LiP, MnP i lakazu
e gljive koje proizvode MnP i lakazu
e gljive koje proizvode LiP i lakazu

Gljive bijelog truljenja su vrlo otporni mikroorganizmi, podnose vise temperature i Siri
raspon pH, a izvanstanicni enzimi koje izlu€uju omogucavaju im podnosSenje nepogodnih i
toksi¢nih uvijeta. Osim u bioremedijaciji, oksidativni enzimi gljiva bijelog truljenja mogu se
upotrijebiti za izbjeljivanje pulpe drveta u proizvodniji papira ili tekstilnih boja (Gadd, 2001.;
Teerapatsakul i sur., 2007.; Webster i Weber, 2007.).

2.1.1. Trametes versicolor

Trametes versicolor, poznata i pod nazivima Coriolus versicolor i Polyporus versicolor,
je gljiva bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes (Slika 2.1.). U prirodi se pojavljuje u vise
razli¢itih boja, po ¢emu je i dobila ime (lat. trametes —mrSav; versicolor—u vise boja).
Izgledom podsje¢a na puranov rep pa je u SAD-u nazivaju Turkey Tail (Webster i Weber,

2007.).

(http://www.homeopathiccareclinic.ca/apps/blog/show/41413268- (http://backtourbannature.blogspot.com/,

turkey-tail-the-cure-straight-from-the-forest-by-anna-sienicka, 11.10.2014.)

11.10.2014.)

Slika 2.1. Primjeri razliCitog izgleda gljive Trametes versicolor


http://www.homeopathiccareclinic.ca/apps/blog/show/41413268-turkey-tail-the-cure-straight-from-the-forest-by-anna-sienicka
http://www.homeopathiccareclinic.ca/apps/blog/show/41413268-turkey-tail-the-cure-straight-from-the-forest-by-anna-sienicka
http://backtourbannature.blogspot.com/
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Raste na posjeCenim trupcima hrasta i drugih stabala (Lorenzo i sur., 2001.), na
stabljikama i otpalim granama drveca. Siroko je rasprostranjena u prirodi, a razni sojevi ovog
mikroorganizma koriste se u svrhu proizvodnje izvanstanicnih lignolitickih enzima lignin
peroksidaze, mangan peroksidaze, celulaze, avicelulaze i ponajvise lakaze (Tavares i sur.,

2005.; Singh, 2006.; Desai i Nityanand, 2011.).

Lignoliticki enzimi ucinkovito razgraduju lignin, policiklicke aromatske ugljikovodike,
mjeSavinu polikloriranih bifenila i brojne sintetske boje, a proizvodnja enzima iz gljive bijelog
truljenja mozZe se stimulirati nedostatkom hranjivih tvari ili prisutnos¢u neke fenolne
komponente u hranjivom mediju. Dodatak razli¢itih induktora moze dovesti do poveéanja u
proizvodniji lignoliti¢kih enzima (Gadd, 2001.; Xavier i sur., 2007.).

Trametes versicolor ucinkovito provodi delignifikaciju, izbjeljivanje i omeksavanje
pulpe i obezbojenje izlaznih tokova nastalih izbjeljivanjem pulpe. Stoga Trametes versicolor
ima najveéu primjenu u industriji pulpe i papira, ¢ime se nastoji izbjeéi upotreba organskih ili

anorganskih kiselina i drugih kemikalija koje su Stetne za okoli$ (Young i Masood, 1998.).

2.1.2. Lakaze

Enzimi su proteini velike molekularne mase (prirodni polipeptidni lanci nastali
spajanjem velikog broja aminokiselina peptidnim vezama). Nazivaju se biokatalizatorima zato
Sto nastaju unutar Zivih stanica i kataliziraju kemijske reakcije u Zivom organizmu. Enzimi,
kao katalizatori, ubrzavaju reakciju tako Sto sniZavaju energiju aktivacije, a po zavrSetku
reakcije ostaju nepromijenjeni. Reakcije katalizirane enzimima ne zahtijevaju primjenu
visokih temperatura, tlakova i ekstremni pH, tako da se u optimalnim uvjetima mogu
katalizirati reakcije koje su najmanje 10° puta brze od reakcija koje se odvijaju bez prisustva

enzima.

Enzimi su uglavnom selektivni katalizatori te se odnos enzim — supstrat moZe opisati
mehanizmom klju¢ — brava. Aktivnost enzima ovisi o koncentraciji supstrata, pH, temperaturi
te o drugim ¢&imbenicima. Pri ekstremnim vrijednostima navedenih ¢imbenika dolazi do

denaturacije proteina i gubitka aktivnosti enzima.

Enzimi se primjenjuju u brojnim industrijskim procesima, npr. u fermentaciji vina,

proizvodnji kruha, sireva, piva, razli¢itih kemijskih spojeva itd. Primjenjuju se u analiticke
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svrhe, a u medicini su znacajni jer unistavaju mikroorganizme koji uzrokuju bolesti, ubrzavaju
zacjeljivanje  rana (trombin) i pomazu u dijagnosticiranju razli¢itih  bolesti

(http://www.britannica.com/EBchecked/topic/479680/protein/72581/0ther-functions,

11.10.2014.).

Prema tipu reakcije koju kataliziraju dijele se na oksidoreduktaze, transferaze,
hidrolaze, liaze, izomeraze i ligaze. Osnovni lignoliti¢ki izvanstani¢ni enzimi koji sudjeluju u
razgradnji lignina su peroksidaze koje sadrze Zeljezo: lignin peroksidaza (LiP) i mangan
peroksidaza (MnP) te oksidaza lakaza. Sudjeluju u oksidacijskim reakcijama u kojima se
razara sloZzena aromatska struktura lignina u spojeve manje molekulske mase koji se tada

mogu transportirati unutar stanice i dalje razgraditi (Gadd, 2001.).

Lakaze (benzendiol: kisik oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2) su izvanstani¢ni enzimi i
zahvaljujudi toj Cinjenici mogu se koristiti u industriji. Pripadaju grupi oksidoreduktaza, a s
obzirom na porijeklo mogu se podijeliti na lakaze porijeklom iz viSih biljaka i lakaze
porijeklom iz gljiva. Lakaze porijeklom iz gljiva predstavljaju znatno rasireniju i zastupljeniju
skupinu. Najveci broj ih je izoliran iz gljiva bijelog truljenja, ucinkovitih razgradivaca lignina
pa se moze reéi da su najvazniji enzimi koji sudjeluju u procesu razgradnje lignina (Riva,
2006.; Desai i Nityanand, 2011.). U novije vrijeme su izolirane i okarakterizirane lakaze iz

bakterija i kukaca (Singh i sur., 2009.; Desai i Nityanand, 2011.).

Lakaza, kao plava oksidaza, je glikoprotein gdje ugljikohidratna masa ¢ini 10 —45 %
mase enzima i ukljuCuje ugljikohidrate poput heksozamina, glukoze, manoze, galaktoze,

fruktoze i arabinoze (Yaropolov i sur., 1994.).

Poznato je da lakaze sudjeluju u procesu nastanka spora kod gljiva, u procesu
nastajanja melanina, u procesu sklerotizacije kod kukaca, oksidaciji voc¢a i povréa, zastiti
biljaka protiv kukaca i mikroorganizama te kataliziraju biorazgradnju lignina gdje uglavnom

oksidiraju fenolne podjedinice lignina, a sudjeluju i u biosintezi lignina.

Lakaze pripadaju skupini metaloenzima i u svom katalitickom centru sadrie vise
atoma bakra. Provode oksidaciju fenola i aromatskih amina pri ¢emu reduciraju molekularni
kisik u vodu. Za kataliticku aktivnost lakaze iz gljiva potrebna su minimalno Cetiri atoma
bakra po aktivnoj jedinici proteina, razmjestena na tri funkcionalna mjesta (T1, T2 i T3). T1

mjesto sadrZi jedan atom bakra, paramagnetski ,plavi“ bakar koji apsorbira pri 610 nm,


http://www.britannica.com/EBchecked/topic/479680/protein/72581/Other-functions

2. Teorijski dio

zatim paramagnetski ,ne plavi“ bakar (T2) koji ne apsorbira u vidljivom dijelu spektra i
dijamagnetski par bakar-bakar(T3) koji apsorbira pri 330 nm (Slika 2.2.). Razli¢iti centri bakra
prenose elektrone s reduciraju¢eg supstrata na molekulu kisika. Elektroni sa supstrata
prelaze na bakar T1 te na klaster kojeg Cine bakar T2 i T3, zatim slijedi redukcija kisika i
nastanak vode (Couto i Toca-Herrera, 2007.; Minussi i sur., 2007.; Kunamneni i sur., 2008.;

Singh, 2009.; Desai i Nityanand, 2011.).

Slika 2.2. Lakaza iz gljive bijelog truljenja Trametes versicolor (Piontek i sur., 2002.)

Za razliku od vecéine enzima koji posjeduju specificno svojstvo samo prema
odredenom supstratu, lakaze djeluju na veliki broj razli¢itih supstrata. Uz pomoc kisika
kataliziraju oksidaciju o-, p-difenola, aminofenola, polifenola, poliamina, nekih anorganskih
iona, arildiamina, lignina, aromatskih amina, razli¢itih nefenolnih supstrata te askorbinske
kiseline. Za razgradnju nefenolnih spojeva i velikih spojeva poput lignina, lakaze trebaju
pomo¢ nekih niskomolekularnih spojeva (medijatora) (Slika2.3.) kao Sto su 3-
hidroksiantranilat (HAA), 1-hidroksibenzotriazol (HBT) i 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina) (ABTS) (Kunamneni i sur., 2008.; Janes, 2009.; Majeau i sur., 2010.; Desai i
Nityanand, 2011.).



2. Teorijski dio

Lakaza, red. Medijator, oksid. Supstrat, red.

OH, Lakaza,oksid. Medijator, red. Supstrat, oksid.

Slika 2.3. Kataliti¢ki ciklus lakaza — medijator oksidacijskog sustava (Kunamneni i sur., 2008.;

Desai i Nityanand, 2011.; TiSma, 2008.)

Ekoloska prihvatljivost i sposobnost kataliziranja Sirokog spektra reakcija €ini lakaze
dobrim biokatalizatorima za istrazivanje, primjenu u bioremedijaciji, u prehrambenoj i
drugim industrijama. UspjeSna primjena u spomenutim procesima zahtijeva proizvodnju
velikih koli¢ina lakaze, stoga, smanjenje troSkova proizvodnje lakaze, optimizacijom uvjeta
fermentacije u industrijskoj primjeni predstavlja jedno od temeljnih istrazivanja (Couto i

Toca-Herrera, 2007.).

Znacajnu primjenu lakaze imaju u industriji pulpe i papira, u procesima izbjeljivanja
pulpe, Sto je ekoloski prihvatljivije rjeSenje u odnosu na primjenu kemikalija na bazi klora

(Gadd, 2001.).

U prehrambenoj industriji lakaze se mogu upotrebljavati za sprjeCavanje promjena
poput gubitka boje, mutnode, promjene okusa i mirisa hrane i pi¢a, odnosno u svrhu

poboljsanja kvalitete (Minussi i sur., 2002.).

Imaju veliko znacenje u farmaceutskoj industriji jer kataliziraju reakciju kojom iz 4-
metil-3-hidroksiantranilne  kiseline  nastaje  aktinocin  (4,6-dimetilfenoksazinon-1,9-
dikarboksilna kiselina) (Slika 2.4.) (Zavisek, 2005.), poznat po svojoj ucinkovitosti u borbi
protiv raka jer blokira transkripciju DNA tumorske stanice (Kunamneni i sur., 2008.; Osiadacz

i sur., 1999.).

10



2. Teorijski dio

COOH COOH COOH
NH N NH
) = | : Lakaza = | = :
S
OH = 0 0
CH, CH; CH;
4-metil-3-hidroksiantranilna altinocin
kiselina

Slika 2.4. Reakcija sinteze aktinocina, katalizirana lakazom (Zavisek, 2005.)

Poznato je da se lakaze primjenjuju u enzimskim imunotestovima (EIA) te kao
biosenzori za detekciju raznih fenolnih spojeva. Takoder mogu oksidirati katehine, molekule
koje su kondenzirane strukturne jedinice tanina i smatraju se vaznim antioksidansima te se
nalaze u biljkama, povréu i ¢ajevima. Sposobnost katehina da uklanjaju slobodne radikale €ini
ih vaznima u sprje¢avanju karcinoma, upala i kardiovaskularnih bolesti. Oksidacija katehina
katalizirana lakazom (Slika 2.5.) daje produkte (polifenole) visoke antioksidacijske
sposobnosti (Kunamneni i sur., 2008.; Desai i Nityanand, 2011.).

U kozmetickoj industriji mogu se primijeniti kao sastavni dio paste za zube, u svrhu
pospjesenja izbjeljivanja zubi i u boji za kosu gdje smanjuju iritaciju kose i prihvatljivije su u
odnosu na klasi¢ne boje koje sadrze vodikov peroksid kao oksidiraju¢e sredstvo (Desai i

Nityanand, 2011.).

0,

H,0

Slika 2.5. Produkti dobiveni reakcijom oksidacije(+)-katehina, kataliziranom lakazom uz

medijator hidrokinon (Kunamneni i sur., 2008.)
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Slika 2.6. Reakcija p-hidrokinona s primarnim aromatskim aminima pri ¢emu nastaju

monoamin i/ili diamin kinon (Kunamneni i sur., 2008.)

2.2. Uzgoj mikroorganizama u obliku peleta

Dva osnovna nacina uzgoja gljiva bijelog truljenja su:
e solid-state fermentacija (SSF)
e submerzna fermentacija (SmF)

Osnovna razlika izmedu ove dvije tehnike je u kolicini slobodne tekuéine prisutne u
sustavu. SSF podrazumijeva rast mikroorganizama na ¢évrstim materijalima bez prisustva
tekuéine ili uz vrlo malu koli¢inu tekuéine, dok u submerznim uvjetima uzgoja
mikroorganizmi rastu u tekucoj hranjivoj podlozi (Desai i Nityanand, 2011.).

Tesko je napraviti usporedbu izmedu ove dvije tehnike jer su to dva poprilicno
razliita procesa. Studije o proizvodnji fungalnih enzima pokazale su da se solid-state
fermentacijom, u usporedbi sa submerznom fermentacijom, postize vec¢a produktivnost,
manja je sklonost problemima inhibicije supstratom, daje enzime stabilnije pri viSim
temperaturama i pH. Osim toga, vrijeme fermentacije je kraée i degradacija proizvedenih
enzima nepozeljnim proteazama je minimalizirana (Desai i Nityanand, 2011.; Toca-Herrera i

sur., 2007).

UnatoC brojnim prednostima, SSF se ne smatra boljom tehnologijom u odnosu na

SmF, ponajvise zbog inZenjerskih problema povezanih s prijenosom tvari i topline kao
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posljedica heterogenosti sustava te poteSko¢ama pri uvecanju mjerila (scale-up procesa)

(Xiong, 2004).

2.2.1. Submerzni uzgoj mikroorganizama

Uzgoj mikroorganizama u submerznim uvjetima podrazumijeva rast mikroorganizama
u tekucoj hranjivoj podlozi pri ¢emu rast mikroorganizama ovisi o fizikalnim i kemijskim
uvjetima. Optimalna temperatura, pH vrijednost i koncentracija hranjivih tvari vazne su za
rast biomase. Morfoloske karakteristike micelijskih kultura uzgojenih u submerznim uvjetima
predstavljaju jedan od klju¢nih bioprocesnih parametara. Tip morfologije i odgovarajuca
fiziologija uvelike ovise o uvjetima u bioreaktoru te utje¢u na reoloska svojstva smjese i
ucinkovitost bioreaktora. Prema tome, produktivnost i potrosnja energije tijekom procesa,

funkcije su morfologije (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.; Papagianni, 2004.).

Industrijski bioprocesi u kojima se koriste filamentozne gljive, obuhvadaju
proizvodnju vecine komercijalno znacajnih produkata biotehnologije, kako u koli¢inskom
smislu, tako i u smislu raznolikosti metabolita. To su uglavhom procesi submerznog uzgoja
mikroorganizama, gdje postoji dinamiéan odnos izmedu uvjeta uzgoja i rasta pojedinih
mikroorganizama. Posebni wuvjeti uzgoja rezultiraju razli¢itim fizikalno-kemijskim i
morfoloskim karakteristikama hifa. Na mikroskopskoj razini, mogu se razlikovati vlaknasti
oblik rasta, kada su hife slobodno rasprsene u hranjivoj podlozi te oblik peleta, kada se
micelij razvija u obliku kuglastih nakupina koje se sastoje od zapletene mreze hifa. Takoder
se mogu prepoznati i prijelazni oblici poput razvoja micelija u obliku flokula i granula, dok se
pojam ,pramen” koristi za male, labave, rasprSene nakupine micelija ili za velike i teSke
nakupine micelija (Slika 2.7.). Tip morfologije vazan je za proizvodnju odredenih metabolita i
za potroSnju energije, a povezan je s adekvatnim mijeSanjem i aeracijom. lzvanredan
napredak u metodama omogudio je karakterizaciju morfologije micelija gljive, Sto
omogucéava bolje razumijevanje i kontrolu bioprocesa. Za primjenu filamentoznih gljiva u
industrijskim bioprocesima neophodno je proucavati inZenjerske aspekte poput mijesanja,
aeracije i dizajna reaktora u odnosu na rast, morfologiju i produktivnost mikroorganizma (Cui

i sur., 1997.; Znidarsic¢ i Pavko, 2001.).
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Merazgranati _— e A0pm < opsers < 600 pm
slobodni filament broj vrhova = 2
Razgranati - . L"\:Qﬁ' 40 pm < opseg = 600 pm

slobodni filament broj vrhova = 2

600 pm < opseg < 12000 pm
Pramen K PSeg "

[2apetijani filamenti) 160 pm < konweksni opseg
= 950 pm
950 pm < konveksni opseg
Pelet — = 7200 pm

Slika 2.7. Morfoloski tipovi rasta filamentozne gljive Streptomyces olindensis u submerznim

uvjetima uzgoja (Pamboukian i sur., 2002.)

2.2.2. Mehanizmi rasta filamentoznih gljiva u submerznim uvjetima

Osnovna zajednicka znacdajka filamentoznih mikroorganizama je njihov polarizirani
rast u obliku filamenata odnosno niti, zvanih hife. Hifa raste iz jedne stanice —spore.
Klijanjem glavne hife stvara se mreia hifa nazvana micelij. Zivotni ciklus filamentoznih gljiva
zapocinje i zavrSava u obliku spora. Dio spora koji ée klijati i dinamika formiranja izduzenih,
cjevastih klica u submerznoj kulturi uglavnom ovise o stanju inokuluma i sastavu hranjive
podloge. Mehanizmi koji reguliraju polarnost, smjer rasta i ucestalost grananja hifa,
odreduju morfologiju micelija. lzlaganjem stresnim uvjetima, visoke sile smicanja mogu
prevladati nad ¢vrsto¢om hifa Sto rezultira fragmentacijom hifa. Fragmentacijom i grananjem
hifa raste koncentracija biomase u submerznoj kulturi. Fragmentacija je funkcija sila smicanja
pri ¢emu veliku vaznost imaju struktura i dostupnost supstrata. Fleksibilnost hifa moze
varirati, ovisno o promjenama u sastavu stanicne stijenke, nacinu grananja i turgoru hranjive
podloge. Rezultat povecanja osmotskog tlaka u hranjivoj podlozi je maniji turgorski tlak, a
time i fleksibilnije hife te smanjena viskoznost otopine. Sporulacija, kao krajnji razvojni ciklus
gljiva, rijetko se postize submerznim uzgojem, dijelom zbog relativho dobre dostupnosti
hranjivih tvari, a dijelom i zbog fizikalne prirode stani¢ne stijenke hifa. Aseksualna sporulacija
nizih gljiva obi¢no se javlja uslijed nedostatka hranjivih tvari. IstraZivanja provedena u

kemostatu su pokazala da je glavni pokretac sporulacije limitacija dusikom i da se uglavnom
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odvija pri niskim specificnim brzinama rasta. Limitacija prijenosa supstrata u unutrasnjost
micelijskih nakupina takoder moze rezultirati aseksualnom sporulacijom (Znidarsi¢ i Pavko,

2001.).

2.2.3. Oblik i formiranje micelijskih peleta

Peleti se mogu klasificirati kao stabilne kuglaste ili ovalne nakupine koje se sastoje od
razgranatih i isprepletenih mreza hifa. S ekonomskog gledista, morfologija peleta u
industrijskim procesima ima prednost u odnosu na filamentozni oblik rasta. Razlog tome su
manja potrosnja energije uslijed prijenosa topline i tvari te moguénost ponovne upotrebe
biomase i kontinuirano odvijanje procesa. Osim toga, nastoje se izbjeci problemi poput
tendencije rasta gljiva u obliku filamenata po stjenkama fermentora, oko rotora i na

lopaticama mije3ala te zacepljenje raspriivaca zraka (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Micelijski peleti su vrlo neujednacene stani¢ne nakupine kod kojih limitacija prijenosa
topline i tvari uzrokuje biokemijske i strukturne promjene sto rezultira nastankom razlicitih
metabolickih oblika. Veli¢ina i oblik vanjske povrsine peleta variraju, pa tako peleti mogu biti
pahuljastog, dlakavog do glatkog oblika. Za kvantitativni opis oblika peleta, uvedeni su omjer
kruzne jezgre baziran na omjeru izmedu volumena peleta i guste jezgre peleta, Sto je 1 za
kruzne oblike, a vise od 1 za ostale oblike. Peleti mogu biti labave ili ¢vrste strukture Sto

odreduje njihovu stabilnost na sile smicanja i transport tvari (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Razlikujemo koagulativne i ne-koagulativne formacije peleta. U prvom sluc¢aju spore
koglomeriraju u ranoj fazi razvoja, dok poslije peleti mogu nastati iz same spore. pH
vrijednost hranjive podloge ima odlucujuéi utjecaj na koagulaciju spora, stoga se smatra da
povrsinska svojstva spora ovise o pH. Osim toga, utvrdeno je da je velika brzina tresnje
nepovoljna za formiranje koagulativnih peleta. Ako je inokulum u obliku rasprsenih

filamenata, tada se ne moze razviti morfologija peleta (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Veli¢ina i tip inokuluma, brzina tresnje, sastav hranjive podloge, temperatura te pH
vrijednost glavni su faktori koji utjecu na formiranje peleta, a za njihov uzgoj u submerznim
uvjetima predloZene su neke uobicajene tehnike poput niske koncentracije inokuluma, niska

temperatura i hranjiva podloga s limitiranom koncentracijom dusika. Zbog brojnih faktora
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koji utjeCu na rast i formiranje peleta, pokusaj dobivanja ujednacenih peleta, Zeljene velicine,
sastava i produktivnosti, jo§S uvijek je predmet istraZivanja za svaki pojedini soj

mikroorganizama (Znidarsi¢ i sur., 1998.; Znidarsi¢ i Pavko, 2001.; Zmak 2006.).

2.2.4. Rast peleta

Peleti rastu na nacin da im se vanjski dio (povrsinski dio) povecava, s obzirom da je u
srediStu peleta nedovoljna koncentracija nutrijenata, zbog difuzije kao mehanizma prijenosa
tvari, Sto izaziva lizu stanica. Tipi¢ni peleti sastoje se od tri regije. Rastuéa regija vanjske
ovojnice, ne-rastu¢a regija micelijske biomase i ,Suplje” srediste. Morfologija biomase
rezultat je razli¢itog biokemijskog sastava stanica gljiva i njihovih staniénih stijenki (Znidarsic i

Pavko, 2001.).

Brojni matematicki modeli koji se odnose na rast micelija u obliku peleta opisuju
sloZzene interakcije izmedu rasta hifa i potroSnje supstrata, uklju€ujuci i problem ogranicenja
difuzije na makro razini. Dobro je poznata medusobna povezanost ,treceg korijena” (eng.
cube root) izmedu ukupne biomase peleta i vremena uzgoja. Razvijen je matematicki model
za rast micelijskih peleta koji pruza nove centre rasta i predvida ucinak sila smicanja na rast
peleta te distribuciju veli¢ine. U jednostavnim morfoloski strukturiranim modelima, vrine
stanice, dovrSne stanice i stanice hifa dijelovi su razgranatih elemenata hifa. Takvi modeli u
kombinaciji s jednostavnim modelima opisuju rast mikroorganizama Geotrichum candidum,
Streptomyces hygroscopicus i Penicillium chrysogenum. Modeli su prosireni s izrazima za
klijanje spora, proSirenje vrhova, grananje i razaranje hifa. Utvrdeno je da se brzina
prosirenja vrhova i ucestalost grananja povecavaju s brzinom razrijedenja u kemostatu koji
radi u stacionarnom stanju. Navedeni modeli mogu se primijeniti u opisivanju rasta peleta na

mikro razini (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Prilikom istrazivanja mikroskopske morfologije koja obuhvaéa ukupnu duljinu hifa i
ukupan broj vrhova hifa te makroskopske morfologije koja obuhvaéa oblik i veli¢inu
micelijskih peleta tijekom uzgoja mikroorganizma Aspergillus oryzae pokazano je da je
znacajna koli¢ina biomase unutar peleta imala ograni¢en dotok kisika. Specifi¢na brzina rasta

prosjecnog elementa hife odgovara specificnoj brzini rasta mikrobne biomase u obliku

16



2. Teorijski dio

slobodnih elemenata hifa. Kako bi se opisao rast peleta, koristen je takoder zakon ,treceg

korijena“ (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.; Papagianni, 2004.).

2.2.5. Fragmentacija i raspad peleta

Intenzitet mijeSanja moZe oStetiti micelijske pelete, kao i odredene hife.
Fragmentacija dijelova hifa s vanjske povrsine peleta moZe rezultirati stvaranjem fragmenata
hifa koji sluze kao novi centri za rast biomase ili mozZe do¢i do oStecenja hifa sto je popraceno
oslobadanjem citoplazme. S druge strane, moZe dodi do potpunog raspadanja peleta u
slu¢aju nakupina koje su ,Suplje” u srediStu. Fragmentacija i raspad peleta, uzrokovane
silama smicanja, utjecu na veli¢inu peleta i kvantitativni odnos izmedu peleta i slobodnog
micelija u kulturi. Osim toga, oblik peleta da li glatke i kompaktne ili pahuljaste, slobodne
strukture, najviSe ovisi o brzini gubitka energije. Radni uvjeti znacajno utje¢u na veli¢inu
peleta i njihovu strukturu te se tako peleti mogu razlikovati po svome polumjeru. Ucinkoviti
koeficijent difuzije varira, ovisno o gustodi peleta. Prijenos tvari konvekcijom je pojacan kroz
vanjske rijetke dijelove peleta, a oteZan je prijenos tvari u unutarnjim gustim regijama

(Znidarsi¢ i Pavko, 2001.; Papagianni, 2004.).

2.2.6. Karakterizacija reoloskih svojstava smjese

Brojni procesni parametri, kao Sto su inokulum, brzina rasta, sastav hranjive podloge,
koli¢ina otopljenog kisika i intenzitet mijesanja, utjeCu na morfologiju stanica te postepeno
imaju velik utjecaj na reologiju smjese, sto je klju¢no za uspjesnost prijenosa topline i mase
tijekom procesa fermentacije u bioreaktoru. MijeSanje i aeracija, kojima se dovodi kisik
mikroorganizmima i uklanja ugljikov dioksid tehladenje, kojim se odvodi metabolicka toplina,
imaju snazan utjecaj na produktivnost i efikasnost cjelokupnog procesa fermentacije

(Znidarsi¢ i Pavko, 2001.; Papagianni, 2004.).

Otopine koje sadrze rasprSene filamente uglavnhom se ponasaju kao ne-njutnovske
tekucine, vrlo visoke viskoznosti. Porastom brzine smicanja njihova viskoznost raste. Power-
low i Bingham-ov model se najcesce koriste za opisivanje reoloskih svojstava fermentacijske

smjese. Ponekad, posebno kod niskih brzina smicanja, eksperimentalni podaci ne odgovaraju
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niti Power-low niti Bingham-ovom modelu. U ovom slucaju moZe se primijeniti Casson- ov

model (Znidarsic¢ i Pavko, 2001.).

Kada fermentacijska smjesa sadrzi polimerne supstrate poput Skroba, tijekom
fermentacije viskoznost ¢e opasti zbog enzimske razgradnje i potrosnje supstrata. Takoder
moze do¢i do promjene iz ne-njutnovskog u njutnovsko ponasanje. S druge strane, kada
polimer nastaje tijekom fermentacije, porastom njegove koncentracije povedava se
viskoznost smjese, u nekim slu¢ajevima ¢ak do 24 Pas. U raspolozivoj literaturi nije pronaden
niti jedan reoloski model koji bi opisao i objasnio ovaj kompleksni fenomen. Mijerenje
reoloskih svojstava fermentacije filamentoznih smjesa i interpretacija rezultata je stoga
vazno podruéje u biokemijskom inZenjerstvu. Postoji nekoliko poteSkoéa u mjerenju s
konvencionalnim uredajima za mjerenje reoloskih svojstava kao sto su koncentri¢ni cilindar,
stozasti, plocasti ili kapilarni viskozimetar. NepozZeljni fenomeni kao Sto su taloZenje
biomase, odvajanje faza na povrsini rotirajué¢eg cilindra, nehomogenost smjese u obliku
peleta, trenje u suZzenim dijelovima cilindra i brzina klizanja uz cjevovod viskozimetra, Cesto

su uzrok neadekvatnih rezultata (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

2.2.7. Morfologija micelija i proizvodnja metabolita

Budu¢i da tip morfologije utjee na reoloSka svojstva kultura koje su uzgojene u
submerznim uvjetima te na prijenos topline i tvari, promjene u makromorfologiji takoder
utje¢u na nacin prijenosa hranjivih tvari i metabolita unutar i izvan hifa tj. na mikroskopskoj
razini. Rezultat je diferencijacija stanica u smislu biokemijske specijalizacije i strukturnih
promjena. Rast filamentoznih mikroorganizama u obliku nakupina moZe uzrokovati
aseksualnu sporulaciju, rijetko postignutu submerznim uzgojem gljiva, pri ¢emu dolazi do
promjena u piknide ili do formiranja antrosporoidnih stanica. Ako uzmemo u obzir prijelaz iz
primarnog u sekundarni metabolizam, kao posljedicu diferencijacije stanica, tada se moze
ocekivati medusobna povezanost izmedu tipa morfologije i proizvodnje metabolita (Znidarsi¢

i Pavko, 2001.).

Za formiranje nekih, osobito sekundarnih, metabolita potrebna je specificna
morfologija. Preferira se rast u obliku peleta, a u industriji se primjenjuje za proizvodnju
itakonske kiseline pomoc¢u mikroorganizma A. terreus, limunske kiseline pomocu A. niger i za

proizvodnju nekih fungalnih enzima poput celulitickih enzima iz mikroorganizma
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Trichoderma reesei, poligalakturonidaze iz A. niger ili a — galaktozidaze iz M. vinaceae, dok je
filamentozni rast bolji za sintezu pektinskih enzima iz A. niger te za proizvodnju fumarne

kiseline iz R. arrhizus (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.; Zmak 2006.).

Alkaloidna sinteza je povezana s pojedinim fazama u Zivotnom ciklusu gljiva: u prirodi,
alkaloidi su sintetizirani u tijeku razvoja sklerocija, dok kod submerzno uzgojenih kultura,
alkaloidna sinteza se nastavlja u morfoloski i biokemijski slicnim stanicama u obliku
sklerocija. Na diferencijaciju i alkaloidnu sintezu snazino utjeCu brzina prozracivanja i
mijesanja, definiraju¢i meduodnos zrak / voda, koji definira unos kisika iz plinovite ili tekuce
faze. Diferencijacija u produktivni rast u obliku sklerocija stimulirana je promjenom
respiracije iz otopljenog kisika u plinoviti oblik, postignut poveéanjem unosa zraka i
primjenom vece koncentracije biomase u produkcijskoj fazi (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Osim odnosa izmedu tipa morfologije i proizvodnje metabolita, istrazivan je odnos
izmedu strukture i veli¢ine peleta i njihove aktivnosti. Na osnovu toga zaklju¢eno je da na
proizvodnju izvanstani¢nih enzima iz mikroorganizma Trichoderma reesei snaino utjece
intenzitet mijesanja, Sto rezultira razli¢itim karakteristikama peleta. IstraZivanja provedena
na proizvodnji aflatoksina, sekundarnog metabolita A. flavus i A. parasiticus, uz opciju
treSenja, pokazala su najvecu proizvodnju toksina pri upotrebi cvrstih, glatkih peleta
promjera 0,6 mm, zbog dodavanja nekih polimera ili koristenjem odgovarajucih
koncentracija inokuluma (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Proizvodnjom f-fruktofuranozidaze pomoc¢u mikroorganizma A. japonicus, u obliku
peleta, najbolji rezultati postignuti su s pahuljastim, slobodnim peletima promjera manjeg od
3 mm, uz dodatak nekih polimera ili surfaktanata. Varijacije u proizvodnji enzima takoder
mogu biti rezultat promjena fiziologije stanice i transporta tvari prilikom uzgoja uz prisutnost
polimera ili surfaktanata. Dodavanjem razlic¢itih anorganskih soli, prijelaz filamentozne u
peletnu morfologiju rezultira proizvodnjom razlicitih enzima, primjerice proizvodnja mangan
peroksidaze iz mikroorganizma Phanerochaete chrysosporium, na koju utjece veli¢ina peleta,
uvjeti mijeSanja te koncentracija inokuluma pri ¢emu je najbolje koristiti pelete srednje
veli¢ine, odnosno promjera 2 — 3 mm (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

U studiji o uklanjanju teskih metala iz vodenih otopina koristeni su peleti Rhizopus
oryzae, razlicite veliCine, pri éemu je optimalan promjer peleta bio vazan za ucinkovit proces

biosorpcije. Proizvodnja fumarne kiseline pomocéu istog mikroorganizma povezana je s
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morfoloskim promjenama na koje su utjecale razli¢ite pH vrijednosti hranjive podloge te
koncentracija elemanata u tragovima. Najveéa koncentracija fumarne kiseline postignuta je
primjenom peleta promjera 1 — 1,5 mm (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

U studiji o istrazivanju morfologije i proizvodnje enzima ksilanaze iz mikroorganizma
Aspergillus awamori, u pilot postrojenju u reaktoru s mijeSalom te u air-lift bioreaktoru
najveca produktivnost ksilanaze postignuta je u reaktoru s mijeSalom pri srednjoj brzini

mije$anja koja je iznosila 400 okr min* (Siedenberg i sur., 1997.; Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

2.2.8. Dizajn bioprocesa s obzirom na morfoloske karakteristike

Siroki spektar bioprocesa ovisi o optimizaciji abiotskih faza i genetske strukture
mikroorganizama te o njihovoj morfologiji i diferencijaciji. Shva¢anje kompleksnog odnosa
izmedu morfologije i svojstava bioreaktora osnova je za uspjeSan dizajn bioprocesa. S
inZenjerskog pogleda, najvazniji je utjecaj morfologije gljiva na reologiju kulture. Utjecaj
uvjeta okoline na rast gljiva i morfologiju moraju se uzeti u obzir kod dizajniranja bioprocesa,
npr. uvjeti mijesanja i aeracije, na¢in uzgoja i kinetika rasta, utjecaj temperature, brzina
razrijedenja te sastav hranjive podloge. Odabir odgovarajuceg tipa bioreaktora i dobar

scale — up trebali bi osigurati rast odgovaraju¢e morfologije (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

2.3. Reoloska svojstva fermentacijske smjese

Reologija fermentacijske smjese, koja se obi¢no mijenja tijekom uzgoja, rezultat je
vrlo kompleksnih interakcija izmedu nekoliko parametara. Cesto je vrlo tesko
eksperimentalno proucavati utjecaj samo jednog od parametara, kao primjerice
koncentraciju biomase, morfologiju stanice (ukljucujuéi veli¢inu, oblik i masu), povrsinsku
strukturu stanice, fleksibilnost stanice i deformabilnost, brzinu mijesSanja, koncentraciju
supstrata i koncentraciju polimernog produkta. Istrazivanja utjecaja samo koncentracije
biomase na reologiju smjese je zastarjelo i zbog gore navedene moguénosti se ne
primjenjuje. Predlaze se korelacija pri kojoj je viskoznost odredene suspenzije

proporcionalna udjelu suhe tvari biomase (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).
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2.3.1. MijeSanje i aeracija

MijeSanje je jedna od najvaznijih i neophodnih operacija koja se koristi u
bioprocesima kako bi se postigla ujednacena koncentracija, temperatura i ostala svojstva
sredine u kojoj se odvija fermentacija. Razdvajanje temeljne smjese u manje tekuce vrtloge u
turbulentnim uvjetima obi¢no se provodi pomoéu mijeSala u bioreaktoru, s recirkulacijskom
pumpom ili jednostavnije uvodedi zrak u reaktor pomocu razlicitih uredaja za prozracivanje.
MijeSanje ukljucuje mijeSanje hranjive podloge, rasprSivanje zraka, odrZavanje suspenzije
stanica, rasprsivanje tekuéine koja se ne moze mijeSati te omoguéavanje prijenosa topline.
Interakcije izmedu vrtloga tekuéine i mikrobnih stanica mogu utjecati na morfologiju stanica
ili ¢ak uzrokovati mehanicka ostec¢enja i fragmentaciju stanica te na reologiju smjese i
formiranje produkta (Cui i sur., 1997.; Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Van Sujidim i Metz razvili su model kojim opisuju utjecaj brzine smicanja na
mikromorfologiju gljiva. Otkriveno je da duZina glavne hife slobodnih filamentoznih micelija
opada s porastom gubitka energije prilikom mijeSanja. Utjecaj mijeSanja i prozracivanja na
makromorfologiju peleta je takoder intenzivno proucavan. Uvjeti mijeSanja i podvrgavanje
stresu u bioreaktorima povezani su s tipom mijesala i jako utje€u na morfologiju
mikroorganizama te kontroliraju reoloska svojstva fermentacijske smjese. Utjecaj mijesSanja
na morfologiju Penicillium chrysogenum (slobodnog, rasprsenog oblika te u obliku ¢vrstih
nakupina) ispitivan je koristeci radijalna, aksijalna te protustrujna mijesala u laboratoriju,
pilot postrojenju i u reaktorima razlicitih veli¢ina (Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).

Koncentracija kisika, kontrolirana mijeSanjem i uvjetima aeracije u razli¢itim tipovima
bioreaktora, utjeée na tip morfologije. Specificna brzina rasta mikroorganizama ovisi o
koncentraciji kisika i mozZe utjecati na svojstva stani¢nog zida, duljinu hifa, hrapavost peleta
te stoga i na viskoznost smjese. Niska brzina smicanja rezultira formiranjem rasprsenih
peleta veéeg promjera, dok veca brzina smicanja dovodi do formiranja ¢vrstih, kuglastih

peleta (Cui i sur., 1997.; Znidarsi¢ i Pavko, 2001.).
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2.3.2. Utjecaj induktora na proizvodnju lakaze

Sastavni dio kompleksnih hranjivih podloga u submerznom uzgoju cesto su razliiti
induktori koji u velikoj mjeri pridonose produktivnosti enzima. Induktori mogu biti
poljoprivrednog porijekla, primjerice kukuruzovina, sirak i slicne Zitarice, mekinje, piljevina,
sjemenke i stabljike grozda, kora banane te drugog voca i povréa. Primjena nekih od
navedenih induktora je prikladna upravo zbog niskih troskova jer su nusproizvodi iz razlicitih
industrija. Kao induktor ¢esto se upotrebljava otpad iz industrije pulpe i papira. Induktori
mogu biti takoder sintetskog porijekla poput ferulicne kiseline, pirogalola, veratrilnog
alkohola, ksilidina, etanola, brojnih aromatskih spojeva, bakra te razli¢itih smjesa fenolnih

spojeva (Xavier i sur., 2007.; Nityanand, 2011.).

Sirak (Sorghum vulgare) je prosolika Zitarica rasprostranjena Sirom svijeta. Zrno sirka
sluzi kao sto€na hrana, drvena drska i sirkova metlica za izradu metli, ¢etki i slicnih proizvoda.
Zrno sirka je po sastavu sli¢no kukuruzu. Sadrzi nesto viSe proteina (8 — 12%), a manje ulja te
72 —76% Skroba. Ukupno sadrzi 24,77% Secera. Kemijski sastav sirka razlicit je u pojedinim

fazama razvoja (Tablica 1) i razli¢it je za svaku sortu (Malinar i sur., 1973.).

Tablica 1 Kemijski sastav sirka u pojedinim fazama razvoja

Vi 0
SADRZAJ HRANJIVIH TVARI (%) EKSTRAKTIVNE PEPEO
FAZA TVARI BEZ
SORTA - (%)
RAZVOJA DUSIKA
PROTEINI ULJE VLAKNA
(%)
Pocetak
7,81 2,81 27,50 53,30 8,48
metlanja
D . Zavrsetak 7,93 2,36 25,41 56,38 7,92
omaci
secernt Mlijecna
sirak 6,25 1,60 22,91 64,10 5,14
zrelost
Vostana
6,56 2,01 19,47 64,83 6,13
zrelost
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je usporediti proizvodnju enzima lakaze iz dva razliCita
soja gljive bijelog truljenja Trametes versicolor u uvjetima submerznog uzgoja te istraZiti

utjecaj pocCetne koncentracije biomase i dodatka sirka na aktivnost lakaze.

3.2. MATERUALI | METODE
3.2.1. Mikroorganizam

U ovom radu koristena su dva soja mikroorganizma Trametes versicolor. Trametes
versicolor TV-6 (MZKI, Ljubljana, Slovenija) i Trametes versicolor AG 613 (CCBAS, Prag, Ceska
Republika) (Slika 3.1.).

Slika 3.1. Trametes versicolor AG 613 i TV-6

3.2.2. Kemikalije

Koristene su slijedeée kemikalije: krumpirov agar (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza,
Milan, Italija), 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), KH,PO4;, NH;NOs,
NaHPO, (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka), MgSO, 7 H,0, CaCl, H,0 (Merck,
Darmstadt, Njemacka), kvasc¢ev ekstrakt (Torlak, Institut za imunobiologiju i virusologiju,
Beograd), pepton (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italija), limunska kiselina

monohidrat (E330) (AGZ d.o.o.), Calplex H90, elementi u tragovima (0,035 gdm'3
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FeSO, " 7 H,0, 0,007 g dm™ MnSO, * H,0, 0,011 g dm™ ZnSO, * 7 H,0, 0,002 g dm™ H3BOs,
0,001 g dm CuSO, " 5 H,0, 0,00035 g dm? KlI), K;HPO,, glukoza (Kemika Standard, Zagreb,

Hrvatska), glicin (Acros Organics, New Yersey, USA), BSA otopina — govedi serumski albumin.

3.2.3. Aparatura

Spektrofotometar

Koncentracija proteina odredivana je na spektrofotometru (Shimadzu, UV-1700

PharmaSpec) pri valnoj duljini 595 nm, a aktivnost lakaze pri valnoj duljini 420 nm.

Slika 3.2. Spektrofotometar

Tresilica
Submerzni uzgoj gljive Trametes versicolor i proizvodnja enzima provodeni su u

Erlenmayerovim tikvicama pri temperaturi 27 °C na tresilici (Julabo SW22) pri 120 okr min™.

Slika 3.3. Tresilica
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Vertikalni laminarni kabinet
Vertikalni laminarni kabinet (Telstar AV100-CV100) je kabinet s vertikalnim
laminarnim protokom gdje je provoden rad s mikroorganizmom i uzorcima kada je za to bilo

potrebno sterilno okruzenje u samom radnom prostoru.

Slika 3.4. Vertikalni laminarni kabinet

Autoklav
Sterilizacija koristenog laboratorijskog posuda, pribora i potrebnih otopina
provodena je u autoklavu (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd) pri temperaturi 121 °C tijekom

dvadeset minuta.

Slika 3.5. Autoklav
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Centrifuga s hladenjem
Nakon uzimanja uzoraka, prije daljnjeg analiziranja na spektrofotometru, uzorci su na

Multifuge 3 L-R centrifugi (Heareus) centrifugirani pet minuta pri 13 000 okr min™.

Slika 3.6. Multifuge 3 L-R centrifuga s hladenjem

pH-metar
Priprema otopina odredenih pH vrijednosti u svrhu istrazivanja ovisnosti aktivnosti

enzima o pH provodeno je pomocu pH-metra (Hanna Instruments 2211 pH/ORP Meter).

Slika 3.7.pH - metar

3.2.4. Uzgoj i Cuvanje kulture

Izvagano je 42 g krumpirovog agara (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italija) i
dodano je 1000 mL destilirane vode, zagrijano do vrenja i sterilizirano u autoklavu pri 121 °C
tijekom 15 minuta. Podloga je ohladena na temperaturu od 45 °C do 50 °C. Nakon hladenja

podloga je dobro promijesana te prelivena u prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice. Na
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skrutnutu podlogu su potom nacijepljeni mikroorganizmi u potezu. Inkubacija je trajala

sedam dana pri 27 °C.

3.2.5. Priprema tekuce hranjive podloge za uzgoj inokuluma

Za pripremu hranjive podloge za uzgoj inokuluma pripremljena je otopina A koja je
sadrzavala 10 g dm? glukoze, 0,8 g dm™ KH,PO,, 2 g dm™ NH4NOs, 0,4 g dm™ Na,HPO,, 0,5
gdm™ MgSO, 7 H,0 i 2 gdm™ kvastevog ekstrakta. Otopina je sterilizirana u autoklavu
dvadeset minuta pri 121 °C. U svaku od Sest Erlenmeyerovih tikvica volumena 300 mL
dodano je 40 mL pripremljene i sterilizirane otopine A i 10 mL suspenzije spora,
koncentracije 0,45 - 10° spora/mL. Suspenzija spora pripremljena je homogeniziranjem pluga
promjera 6 mm s krute hranjive podloge u 40 mL sterilizirane vode. Tikvice su zatvorene
vatenim ¢epovima i ostavljene na tresilici pet dana, pri 27 °Ci 120 okr min™. Nakon pet dana

uzgojena kultura (Slika 3.8.) je profiltrirana na filtar papiru i koristena u daljnjem radu.

Slika 3.8. Micelijski peleti Trametes versicolor

3.2.6. Priprema hranjive podloge za proizvodnju enzima

Za pripremu hranjive podloge za proizvodnju enzima (Slika 3.9.) pripremljena je
otopina B koja je sadrzavala 10 g dm’? glukoze, 0,3 gdm'3 peptona, 0,5 g dm’ kvaséevog
ekstrakta, 0,8 gdm'3 KH,PO,4, 0,2 gdm'3 Na,HPO,4, 0,05 gdm'3 CaCl, - H,0, 0,5 gdm'3
MgS0O, * 7 H,0, 0,25 gdm'3 limunske kiseline, 10 g dm Calplex H90 i 10 mL elemenata u
tragovima (0,035 gdm™ FeSO,°7H,0, 0,007 gdm™ MnSO; H,0, 0,011 gdm
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ZnS0, * 7 H,0, 0,002 g dm™ H3BO3, 0,00035 g dm™ KI, 0,001 g dm™ CuSO, * 5 H,0). Otopina je
sterilizirana u autoklavu dvadeset minuta pri temperaturi od 121 °C. U Erlenmeyerove tikvice
volumena 300 mL dodano je 100 mL pripremljene i sterilizirane otopine B, odvagana je i
dodana zadana koli¢ina inokuluma (4 gdm™, 5 gdm™ i 25 gdm™), tikvice su zatvorene

vatenim ¢epovima te stavljene u tresilicu pri 27 °Ci 120 okr min™.

Slika 3.9. Hranjiva podloga za proizvodnju enzima

3.3. ANALITICKE METODE
3.3.1. Mjerenje aktivnosti enzima lakaze

Aktivnost lakaze mjerena je spektrofotometrijski pri A =420 nm i temperaturi 25 °C u
kvarcnoj kiveti volumena 1 cm? koriste¢i ABTS kao supstrat.

Otopina ABTS-a (c =3 mM) je pripremana otapanjem u glicin-HCI puferu (pH = 3,5) i ¢uvana
je u tikvici obloZenoj aluminijskom folijom, u hladnjaku pri 4 °C.

Za analizu na spektrofotometru koristen je tekuéinski ostatak nakon centrifugiranja. Uzorci

su uzimani svaka 24 sata, nakon ¢ega su centrifugirani 5 minuta pri 13 000 okr min™.
Postupak mjerenja aktivnosti lakaze

Otopina ABTS-a je termostatirana minimalno pet minuta prije pocetka mjerenja pri 25 °C.
Mjerenja su provedena u kvarcnoj kiveti volumena 1 cm?, gdje je 100 plL uzorka dodavano u
500 uL otopine ABTS-a. Prije samog mjerenja sadrZaj kivete je brzo ru¢no promijesan i

stavljen u spektrofotometar. Tijekom 100 s, pri A=420 nm, mjerena je promjena
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3.Eksperimentalni dio

apsorbancije u vremenu (AA/At) te je iz dobivenih promjena apsorbancije izracunata
volumna aktivnost enzima lakaze prema jednadzbi:

V. AA

VA=——"—
g'd'VE At

gdje su V, ukupni volumen uzorka u kiveti (cm?), V& volumen dodanog uzorka koji sadri
enzim (cm?), € ekstincijski koeficijent (€420 = 0,036 dm® pmol™ cm™), d promijer kivete (d = 1
cm), AA/At promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca) (min™), V.A. volumna aktivnost
enzima (Udm™), pri ¢emu 1U predstavlja jedinicu volumne aktivnosti, odnosno onu
aktivnost enzima koja je potrebna da se oksidira 1 umol supstrata u minuti (TiSma i sur.,

2008.; TiSma, 2010.).

Specifitna aktivnost enzima izracunata je prema jednadzbi:

B V.A.
YE

S.A.

gdje su S.A. specifi¢na aktivnost enzima (U mg), V.A. volumna aktivnost enzima (U dm?) i ye

masena koncentracija enzima (mg dm™).

Slika 3.10.0bojenje nastalo oksidacijom ABTS-a lakazom

3.3.2. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordi¢inom metodom

Metoda se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje Coomassie Briliant Blue

G-250 za baziéne i aromatske bocne ogranke proteina, uslijed ¢ega dolazi do stvaranja
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kompleksa protein-boja, koji u kiselom mediju pokazuje apsorpcijski maksimum pri 595 nm

(Strelec i Kovac, 2013).
Izrada kalibracijske krivulje za odredivanje koncentracije proteina

Iz otopine BSA (govedeg serumskog albumina) masene kocentracije 1 mg cm™ pripremljene
su otopine standardnog niza (niz otopina poznate koncentracije) volumena 100 pL s
koncentracijama od 0,1 do 0,6 mg cm™, na nacin da je u kivete otpipetirano po 10 pL; 20 uL;

30 pL; 40 pL; 50 uL; 60 uL otopine BSA te nadopunjeno destiliranom vodom do 100 pL.

U kivete sa 100 plL standardnog niza dodano je 2 cm?® Bradfordicinog reagensa i pripremljena
reakcijska smjesa je ostavljena na sobnoj temperaturi 5 minuta, nakon c¢ega je o itana
apsorbancija pri valnoj duljini 595 nm. Na osnovi dobivenih rezultata izradena je krivulja

ovisnosti vrijednosti apsorbancije o koncentraciji BSA, tj. kalibracijska krivulja.
Postupak odredivanja koncentracije proteina u uzorcima

U kivete je otpipetirano 100 pL uzorka i dodano 2 cm® Bradfordiinog reagensa, svjeze
pripremljenog (razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1 : 4). Tako pripremljena reakcijska
smjesa je ostavljena na sobnoj temperaturi 5 minuta, nakon ¢ega je ocitana apsorbancija pri
valnoj duljini 595 nm. Uzorci su analizirani u tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti. Koncentracija proteina u uzorcima odredena je u odnosu na kalibracijsku

krivulju. Dobiveni rezultati su koristeni za izracunavanje specifi¢ne aktivnosti enzima.

3.3.3. Ispitivanje ovisnosti aktivnosti enzima o pH

Aktivnost enzima ovisna je o pH otopine u kojem se odvija enzimska reakcija. Svaki
enzim posjeduje optimalni pH pri kojem je najaktivniji, odnosno pri kojem postiZze najvisu
aktivnost, koja se smanjenjem ili poviSenjem pH vrijednosti znacajno smanjuje. Ispitivanje
utjecaja pH na aktvnost enzima lakaze provedeno je u kvarcnim kivetama volumena 1 cm?.
Mjerenja su provedena u 0,2 M glicin-HCI puferu u rasponu pH od 2,4 do 3,6 te u 0,05 M
citrat-fosfatnom puferu u rasponu pH od 3,0 do 5,4 pri temperaturi 25 °C. Iz dobivenih
rezultata promjene apsorbancije s vremenom, izradunata je volumna aktivnost (U dm?) te je

izrazena kao relativna aktivnost (%).
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4.Rezultati i rasprava

4.1.PROIZVODNIJA ENZIMA

Proizvodnja enzima lakaze iz dva razli¢ita soja gljive bijelog truljenja Trametes
versicolor (AG 613 i TV-6) provedena je $arZno u uvjetima submerznog uzgoja. Provedena su
po tri pokusa s razli¢éitom pocetnom koncentracijom biomase za svaki soj gljive te dva pokusa
sa sojem AG 613, s jednakom koncentracijom biomase i dodatkom razli¢ite koncentracije

induktora s ciljem postizanja vece aktivnosti lakaze.

4.1.1. Utjecaj pocetne koncentracije biomase na proizvodnju lakaze iz

Trametes versicolor TV-6

Provedena su tri SarZna pokusa proizvodnje lakaze iz spomenute gljive u uvjetima
submerznog uzgoja, u kojima je ispitan utjecaj razli¢ite poCetne koncentracije biomase. U
svim pokusima, micelijski peleti su nakon proizvodnje profiltrirani i izvagani te je pocetna
koncentracija biomase u pokusima proizvodnje enzima izraZzena kao masena koncentracija,
Vx,0 (9 mokre biomase/ Vhranjive podioge)- POKUSi su provedeni u dvije paralelne serije pri ¢emu je kod

prvog pokusa u jednoj seriji doslo do kontaminacije pa je pokus zaustavljen.

U svim pokusima sastojci hranjive podloge i svi procesni parametri su bili jednaki
(T=27 °C, n=120 okrmin), osim poletnih koncentracija biomase. U prvom pokusu
pocetna koncentracija biomase bila je yxo =4 gdm'3, u drugom pokusu yxo=5§g dm3 au

tre¢em pokusu yxo=25¢g dm™. Volumne aktivnosti lakaze prikazane su na Slici 4.1.
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Slika 4.1. Volumna aktivnost lakaze u pokusima s razli¢itim pocetnim koncentracijama

biomase (T=27 °C, n =120 okr min'l, Vaxo=48 dm'3, Vix0=58 dm'3, Viexo=258 dm'3)

Pokusi su trajali osam dana tijekom kojih su uzorci iz tikvica analizirani svaka 24 sata.
Uzorci su centrifugirani, a iz tekuéinskog ostatka mjerena je aktivnost enzima prema metodi

opisanoj u Poglavlju 3.3.1.

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.1., vidljivo je da su najveée aktivnosti lakaze (507
Udm?™ i 433,67 Udm?) postignute u pokusima s najveéom pocetnom koncentracijom
biomase (yx0=25 g dm™) i to ve¢ nakon prvog dana trajanja pokusa, nakon ¢ega aktivnost
pada. Takoder je vidljivo da je u paralelnim pokusima doslo do odredenog odstupanja u
proizvodnji enzima. Tijekom Sest dana trajanja pokusa s manjom pocetnom koncentracijom
biomase vidljiv je porast aktivnosti lakaze nakon ¢ega je aktivnost pala te su pokusi
zaustavljeni. Sudar (2010.) je u pokusima proizvodnje lakaze iz mikroorganizma Trametes
versicolor TV G-99, u uvjetima submerznog uzgoja, koristila pocetnu koncentraciju biomase
Yxo0 = 30 g dm™, pri &emu je postignuta volumna aktivnost iznosila 617, 15 U dm™ (Sudar,
2010.). Tako veca aktivnost lakaze najvjerojatnije je odraz povecane pocetne koncentracije
biomase. U pokusu s poCetnom koncentracijom biomase yxo=4 gdm'3 najveéa volumna

aktivnost postignuta je 3esti dan uzgoja i iznosila je 101,42 U dm>, dok je u pokusu s
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4.Rezultati i rasprava

pocetnom koncentracijom biomase yxo=5 g dm™ najveca volumna aktivnost postignuta
sedmi dan uzgoja i iznosila je 95,28 U dm>. Na temelju navedenih rezultata i na Slici 4.1.
vidljivo je da je kod veéih pocetnih koncentracija biomase volumna aktivnost lakaze

peterostruko veéa od aktivnosti lakaze kod niskih pocetnih koncentracija biomase.

Koncentracija proteina u uzorcima proizvodnje lakaze iz Trametes versicolor TV-6
odredivana je prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.2. Dobiveni rezultati prikazani su u
Tablici 2 kao srednja vrijednost odredivanja + standardna devijacija te su koriSteni za

izraCunavanje specificne aktivnosti enzima prema ve¢ spomenutoj formuli (Poglavlje 3.3.1.).

Tablica 2 Koncentracija proteina u pokusima proizvodnje lakaze iz Trametes versicolor TV-6

POKUS t [dani] y [mg cm™]

0,431 +0,0556
0,331 £0,0356
0,265+ 10,0149
0,288 +0,0344
0,221 £0,0439
0,209 + 0,0454
0,660 + 0,6255
0,142 +0,0263
0,093 +£0,0111
0,141 £ 0,0554
0,135+ 0,0108
0,500 = 0,0340
0,491 £ 0,0094
0,362 £+ 0,0491
0,280 +0,1094
0,417 +£0,1050
0,315+ 0,1288
0,595 + 0,0208
0,641 +£0,1475
0,329 +0,0253

[EN

1 (yxo=4gdm?)

2a (yx0=59 dm”)

2b (yx0=5gdm?)

3a (yx0=25 g dm?)

P AP0 N OB RO N OO N O

3b (x0= 25 g dm?)

Slika 4.2. graficki prikazuje specificne aktivnosti lakaze. Kao i volumna aktivnost, najveca
specifi¢na aktivnost lakaze dobivena je u pokusima s vecom pocetnom koncentracijom

biomase (y = 25 g dm™), a iznosila je 1,55 U mg™.
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Slika 4.2. Specifi¢na aktivnost lakaze u pokusima s razli¢itim pocetnim koncentracijama

biomase (T=27 °C, n =120 okr min'l, Vixo=48 dm'3, Viexo=58 dm'3, Viaixo=258 dm'3)

4.1.2. Utjecaj pocetne koncentracije biomase na proizvodnju lakaze iz
Trametes versicolor AG 613
Provedena su tri SarZzna pokusa proizvodnje lakaze, u dvije paralelne serije, u uvjetima
submerznog uzgoja gljive Trametes versicolor AG 613, kojima je ispitan utjecaj razli¢ite

pocetne koncentracije biomase. U svim pokusima svi procesni parametri su bili jednaki kao

kod proizvodnje lakaze iz gljive Trametes versicolor TV-6. Volumne aktivnosti lakaze

prikazane su na Slici 4.3.
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Slika 4.3. Volumna aktivnost lakaze u pokusima s razli¢itim pocetnim koncentracijama

biomase (T=27 °C, n =120 okr min'l, Vixo=48 dm'3, Viexo=58 dm'3, Viaixo=258 dm'3)

Pokusi su trajali osam dana tijekom kojih su uzorci analizirani svaka 24 sata. Uzorci su
centrifugirani, a iz tekucinskog ostatka mjerena je aktivnost enzima prema metodi opisanoj u

Poglavlju 3.3.1.

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.3., vidljivo je da je najveca aktivnost lakaze dobivena
u pokusu s najvecom pocetnom koncentracijom biomase (yxo= 25 g dm™) pri ¢emu je u
paralelnim pokusima doslo do odstupanja tijekom proizvodnje enzima. U prvoj seriji pokusa
maksimalna aktivnost lakaze postignuta je nakon prvog dana uzgoja (V.A. = 109,64 U dm>),
zatim je pocela padati dok je u drugoj seriji pokusa s po¢etnom koncentracijom biomase
Vxo=25 g dm™ aktivnost enzima postepeno rasla, a Cetvrti dan uzgoja dosegnula je
maksimalnu vrijednost od 256,04 U dm?, $to je manje u odnosu na proizvodnju lakaze iz
Trametes versicolor TV-6. U pokusima s manjom pocetnom koncentracijom biomase
(Vxo= 4 g dm™), najveca aktivnost lakaze postignuta je $esti dan uzgoja i iznosila je 138,68
Udm?, dok je u pokusima s pocetnom koncentracijom biomase yxo = 5 gdm'3 najveda

aktivnost lakaze (200 U dm™) postignuta treé¢i dan uzgoja.
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4.Rezultati i rasprava

Tablica 3 Koncentracija proteina u pokusima proizvodnje lakaze iz Trametes versicolor

AG 613

POKUS t [dani] y [mg cm™]

0,009 + 0,0016
0,010 + 0,0021
0,010 + 0,0044
0,009 + 0,0002
0,010 + 0,0005
0,006 + 0,0021
0,028 + 0,0051
0,024 + 0,0039
0,026 + 0,0016
0,026 + 0,0009
0,024 + 0,0015
0,019 + 0,0035
0,008 + 0,0007
0,010 + 0,0014
0,009 + 0,0011
0,012 + 0,0008
0,010 + 0,0002
0,008 + 0,0005
0,012 + 0,0017
0,011 + 0,0005
0,011 + 0,0009
0,010 + 0,0022
0,012 + 0,0012
0,015 + 0,0016
0,024 + 0,0005
0,008 + 0,0003
0,008 + 0,0006
0,008 + 0,0004
0,019 + 0,0015
0,017 + 0,0025
0,021 +0,0016
0,021 + 0,0015

[

1a (yxo=4 g dm?)

1b (yx0=4 g dm”)

2a (yx0=59dm?)

2b (yx0="5gdm®)

3a (yxo= 25 g dm?)

3b (yx0= 25 g dm?)

AW DN PR WODNRPRPOO NP WODNDPREP ONRRWODNDP O NPRWDND PN WD

Tablica 3 prikazuje rezultate dobivene odredivanjem koncentracije proteina u
uzorcima proizvodnje lakaze iz Trametes versicolor AG 613, prema metodi opisanoj u
Poglavlju 3.3.2. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost odredivanja + standardna
devijacija te su koristeni za izracunavanje specificne aktivnosti lakaze. U ovom slucaju

koncentracije proteina su bile niZe (Vproteina = 0,008 — 0,028 mg cm’3) nego u eksperimentima
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4.Rezultati i rasprava

provedenim sa sojem Trametes versicolor TV-6 (Vproteina = 0,093 — 0,660 mg cm's). Tijekom
trajanja procesa proizvodnje lakaze, s obzirom na izracunate koncentracije proteina, vidljivo
je da nema linearnog porasta koncentracije proteina s porastom aktivnosti lakaze, Sto je
rezultat Cinjenice da tijekom procesa dolazi do sinteze i drugih proteina, a ne samo lakaze.
Slika 4.4. graficki prikazuje specificne aktivnosti lakaze gdje je najveéa specificna
aktivnost lakaze dobivena u drugom pokusu s pocetnom koncentracijom biomase

(v =5gdm™), aiznosila je 23,06 U mg™.
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Slika 4.4. Specifi¢na aktivnost lakaze u pokusima s razli¢itim pocetnim koncentracijama

biomase (T=27 °C, n =120 okr min'l, Viaxo=48 dm'3, Viexo=58 dm'3, Viaixo=258 dm'3)

4.1.3. Utjecaj dodatka sirka na proizvodnju lakaze iz gljive Trametes

versicolor AG 613

Provedena su dva Sarzna pokusa proizvodnje lakaze iz gljive Trametes versicolor AG
613 u uvjetima submerznog uzgoja, kojima je ispitan utjecaj pocetne koncentracije dodanog

induktora (sirka) u hranjivu podlogu na proizvodnju lakaze.

Svi procesni parametri bili su jednaki u oba pokusa (yxo=25g dm3 T=27°C,n=120

okr min), osim poéetnih koncentracija sirka. Prvi pokus je proveden u dvije paralelne serije,
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s pocetnom koncentracijom sirka yinpo = 20 g dm>, dok je poletna koncentracija sirka u

drugom pokusu bila yinpo =40 g dm™. Volumne aktivnosti lakaze u oba pokusa prikazane su

na Slici 4.5.
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Slika 4.5. Volumna aktivnost lakaze u pokusima s razli¢itim pocetnim koncentracijama
induktora (T=27 °C, n =120 okr min'l, Vaxo=48 dm'3, Viz)xo0=58 dm'3, Viaixo=258 dm'3,
Viyno,0=208 dm'3, Viznoo=40 g dm'3)

Pokusi su trajali osam dana tijekom kojih su uzorci iz tikvica analizirani svaka 24 sata na nacin

kao u prethodnim eksperimentima.

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.5. vidljivo je da je aktivnost lakaze nakon drugog dana
uzgoja porasla, ali je tre¢i dan pala, nakon cCega je opet pocela rasti. Najveéa volumna
aktivnost postignuta je u pokusu s vedom pocéetnom koncentracijom induktora
(vinp,0o=40g dm™), nakon sedam dana uzgoja, i iznosila je 1096,78 U dm™. U dva paralelna
pokusa s manjom pocetnom koncentracijom induktora (yinpo=20 g dm?) najveéa volumna
aktivnost postignuta je nakon drugog dana uzgoja te je u jednom pokusu iznosila 790,83

U dm'3, a udrugom 744,78 U dm,

Ovim istraZivanjem proizvodnje enzima iz mikroorganizma Trametes versicolor

AG 613, uz dodatak sirka, postignuta volumna aktivnost bila je Cetiri puta veca od postignute
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4.Rezultati i rasprava

volumne aktivnosti u pokusima bez dodatka sirka. Jedan od sastojaka hranjive podloge za
proizvodnju enzima (Poglavlje 3.2.6.) bio je i Calplex H90 (otpad iz industrije papira), koji
pospjesuje proizvodnju lakaze. Dropulja (2010.) je u istrazivanjima proizvodnje lakaze iz gljive
bijelog truljenja Trametes versicolor G-99 kao induktor koristila dehidrirani otpad industrije
papira poletne koncentracije 20 gdm™ i 3 gdm™ inokuluma, pri ¢emu je maksimalna
volumna aktivnost postignuta osmi dan uzgoja i iznosila je 2 378 U dm?. Sudar (2010.) jeu
proizvodnji lakaze iz Trametes versicolor G-99 kao induktor takoder koristila otpad industrije
papira pocetne koncentracije 60 g dm?i 30 gdm'3 inokuluma, ali u hranjivu podlogu nije
dodavala pepton, pri ¢emu je maksimalna volumna aktivnost postignuta Sesti dan uzgoja i

iznosila je 1195,42 U dm>.

Kako u navedenim istraZzivanjima, tako i u istraZzivanjima u ovom diplomskom radu,
veca pocetna koncentracija biomase te veca pocetna koncentracija induktora kao hranjivog

supstrata pozitivno su utjecale na proizvodnju lakaze.

Rezultati dobiveni odredivanjem koncentracije proteina u uzorcima proizvodnje
lakaze iz Trametes versicolor AG 613 uz dodatak sirka prikazani su u Tablici 4. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost odredivanja * standardna devijacija te su koristeni za

izracunavanje specificne aktivnosti enzima.
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Tablica 4 Koncentracija proteina u pokusima proizvodnje lakaze iz Trametes versicolor

AG 613 s dodakom induktora

POKUS t [dani] y [mg cm™]

0,044 + 0,0002
0,021 + 0,0002
0,020 + 0,0015
0,026 + 0,0029
0,027 +0,0016
0,024 + 0,0006
0,042 +0,0011
0,032 + 0,0026
0,023 +£0,0016
0,050 + 0,0063
0,051 + 0,0035
0,056 + 0,0006
0,072 +0,0012
0,075 + 0,0047
0,050 +0,0011
0,079 + 0,0022
0,084 + 0,0025
0,082 +0,0037

-

1a (yx0= 25 g dm?,
7inp0 =209 dm_3)

1b (yx0=25 g dm?,
7inpo =200 dm_3)

2 (yxo=25gdm?
7inD0 =400 dm_g)

O N O W NP 0O NO WN P O N O WN

Slika 4.6. graficki prikazuje specificne aktivnosti lakaze gdje je najveca specificna aktivnost
lakaze dobivena u prvom pokusu, s pocetnom koncentracijom induktora yinp,o = 20 g dm?3 a

iznosila je 36,96 U mg™.
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Slika 4.6. Specifi¢na aktivnost lakaze u pokusima s razli¢itim pocetnim koncentracijama
induktora (T=27 °C, n =120 okr min'l, Vaxo=48 dm'3, Viz)xo=58 dm'3, Viaixo=258 dm'3,
Vinoo=20g8 dm?, Vizynoo=40 g dm'3)

U literaturi postoje brojna istrazivanja koja se bave proizvodnjom lakaze iz razli¢itih
mikroorganizama, pri ¢emu su dodavani razliciti induktori kako bi se postigla veéa aktivnost
lakaze. Lignocelulozni materijali uklju€uju Sirok raspon otpada iz poljoprivredne i drvne
industrije, koji se uglavnom sastoji od polisaharida (celuloze i hemiceluloze) i lignina.
Primjerice, Lorenzo i sur. (2001.) su kao induktore upotrebljavali sjemenke grozda, stabljike
grozda i mekinje je€ma koriste¢i Trametes versicolor (CBS100.29). Dodatkom mekinja
postignuta je najvisa aktivnost lakaze u rasponu od 500 do 600 U dm?, od 24. do 37. dana
trajanja eksperimenta. U pokusu gdje su dodane stabljike grozda postignuta je aktivnost od
300 do 400 U dm>, au pokusu sa sjemenkama grozda od 200 do 250 U dm>.

Na temelju rezultata istraZzivanja Tavares i sur. (2005.) dodatkom bakra kao induktora
postignuta je aktivnost lakaze od 66 — 190 U dm™. Znacajniji porast aktivnosti lakaze (do
5500 U dm) postignut je pak kombinacijom bakra, ksilidina i mjeSavine fenolnih tvari.

Optimizacija uvjeta uzgoja i sastava hranjive podloge vaZzna je za proizvodnju lakaze,
posebno za proizvodnju u velikom mijerilu. Primjenom Box-Behnken dizajna u proizvodnji

lakaze iz gljive bijelog truljenja Ganoderma KU-Alk4, najbolji rezultati su postignuti koristeci
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veratrilni alkohol kao induktor, pri ¢emu je aktivnost lakaze iznosila 240 U mL™, $to je 12
puta veéa vrijednost od postignute u eksperimentu provedenom u ne-optimiziranim
uvjetima (20 U cm™) (Teerapatsakul i sur., 2007.).

Prema literaturnim podacima, osim spomenutih induktora, u proizvodnji lakaze iz razli¢itih
mikroorganizama koriSteni su brojni drugi induktori poput piljevine bukve, otpada iz
industrije piva, otpadne vode destilerija, kore banane, kore mandarine i dr. (Strong, 2011.;

Ciber, 2013.).

4.1.4. Ovisnost aktivnosti lakaze o pH

Pripremljene su otopine 0,1 M fosfatnog pufera (pH: 6,0-8,0), 0,05 M citrat-
fosfatnog pufera (pH: 3,0—7,0) te 0,2 M glicin-HCI pufera (pH: 2,4 —3,6). Mjerena je
aktivnost lakaze iz Trametes versicolor TV-6 i AG 613 koristeéi ABTS otopljen u navedenim
puferima, pri temperaturi 25 °C. U otopini fosfatnog pufera ABTS nije topljiv, a rezultati
ovisnosti aktivnosti lakaze o pH vrijednosti u otopinama citrat-fosfatnog pufera i glicin-HCl

pufera prikazani su na Slikama 4.7. i 4.8.

120
@ Citrat-fosfatni pufer
O  Glicin-HCl pufer
100 o P
g o
@ 80
2
= O
% O [
« 60 -
S °
3 O
O i
& 40
o °
20 - ®
0 T T T
2 3 4 5 6

pH

Slika 4.7. Ovisnost aktivnosti lakaze o pH,Trametes versicolor TV-6 (T = 25 °C, yx0=25 g dm™)
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Maksimalna volumna aktivnost je izrazena kao 100%-tna aktivnost te su u odnosu na
nju izracunate ostale volumne aktivnosti i izrazene kao relativne vrijednosti (%). Slika 4.7.
graficki prikazuje ovisnost relativne aktivnosti lakaze iz Trametes versicolor TV-6
(V.A. =263 U dm™) o pH u razli¢itim puferima pri ¢emu je maksimalna aktivnost lakaze

postignuta u citrat-fosfatnom puferu pri pH = 3,0, a u glicin-HCI puferu pri pH = 3,6.

120
@ Citrat-fosfatni pufer
O  Glicin-HCI pufer
100 A [ J
[ ]
'O\i' 80 ©
7 (]
e o)
3 °
< 60 -
©
c
=
©
< 40 o
[0 (]
20 A ©]
O T T T ‘
2 3 4 5 6

pH
Slika 4.8. Ovisnost aktivnosti lakaze o pH, Trametes versicolor AG 613 (T = 25 °C,

Vx0=258 dm'3)
Slika 4.8. graficki prikazuje ovisnost relativne aktivnosti lakaze iz Trametes versicolor AG 613

(V.A. = 256 Udm™) o pH u razli¢itim puferima pri ¢emu je maksimalna aktivnost lakaze

takoder postignuta u citrat-fosfatnom puferu pri pH = 3,0, a u glicin-HCI puferu pri pH = 3,6.
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5.Zakljucci

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka doneseni su sljededi zakljucci:

U ovom radu provedeni su pokusi uzgoja dva razli¢ita soja gljive bijelog truljenja
Trametes versicolor (TV-6 i AG 613), u submerznim uvjetima, na tresilici te je dokazano da su

oba soja proizvodaci lakaze.

Dokazano je da na aktivnost lakaze utjecu pocetna koncentracija micelijskih peleta i

dodatak sirka.

U pokusima bez dodatka induktora koristeéi soj Trametes versicolor TV-6 postignuta
je maksimalna aktivnost lakaze 507 U dm™, dok je sa sojem Trametes versicolor AG 613
postignuta maksimalna aktivnost 256,04 U dm?3. Maksimalne volumne aktivnosti su
postignute kod oba soja Trametes versicolor (TV-6 i AG 613) u pokusima s pocetnom
koncentracijom peleta 25 g dm?, $to je bila maksimalna istraZzivana pocetna koncentracija

peleta.

Istrazivanjem utjecaja koncentracije sirka kao induktora na aktivnost lakaze u pokusu
s Trametes versicolor AG 613, vec¢a volumna aktivnost je postignuta pri viSoj koncentraciji
sirka (40 g dm™) i iznosila je 1096,78 U dm™ u odnosu na nizu koncentraciju sirka (20 g dm™)

gdje je postignuta aktivnost 790,83 U dm™.

Dodatkom induktora u hranjivu podlogu za proizvodnju enzima aktivnost lakaze

povedana je Cetiri puta.

Istrazivanjem ovisnosti aktivnosti lakaze iz Trametes versicolor (TV-6 i AG 613) o pH u
razli¢itim puferima, maksimalna aktivnost lakaze postignuta je u citrat-fosfatnom puferu pri

pH = 3,0.
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