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1. Uvod

Sintetska bojila svoju su primjenu nasla u velikom broju industrija — tekstilnoj, papirnoj,
prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj i drugim. Obojene otpadne vode koje nastaju
tijekom proizvodnog procesa navedenih industrija predstavljaju veliku opasnost za okolis,
ako se neprocis¢ene ispustaju u prirodne prijemnike (recipijente). Naime, prisutnost bojila u
vodenim ekosustavima kao posljedicu ima smanjenje koncentracije kisika te sprjecavanje
prodiranja svjetlosti u dublje slojeve, $to djeluje nepovoljno na Zivot u ekosustavu. Nadalje,
bojila djeluju toksi¢no te mutageno i kancerogeno na zdravlje ljudi (Saratale i sur., 2011).
Uklanjanje bojila iz okolisa je dugotrajan i sloZzen proces zbog njihove izrazite stabilnosti koja
je, takoder, razlogom njihova nakupljanja u okoliSu. Zbog svega navedenog, vazno je ukloniti

bojila iz otpadnih voda prije njihova ispustanja u okolis.

Metode za uklanjanje bojila ukljuCuju fizikalno-kemijske metode te bioloSke metode
uklanjanja. Od fizikalno-kemijskih metoda najc¢esée se koristi adsorpcija. Novija istraZivanja
bave se primjenom otpadnih lignoceluloznih materijala kao adsorbensa. Prednost koriStenja
ovih materijala je njihova ucinkovitost, niska cijena te Siroka dostupnost u odnosu na

konvencionalne adsorbense (Rafatullahisur., 2010).

BioloSke metode temelje se na primjeni mikroorganizama koji imaju sposobnost razgradnje
(metaboliziranja) bojila i predmet su brojnih istrazivanja (Gudelj i sur., 2010). Jedna od
skupina mikroorganizama, koja se najviSe istrazuje u te svrhe, je skupina gljiva bijeloga
truljenja. Gljive bijeloga truljenja proizvode enzime koji razgraduju celulozu, hemicelulozu i
lignin (Sigoillot i sur., 2012). Ove gljive intenzivno se istrazuju u svrhu uklanjanja/razgradnje
sintetskih bojila iz otpadnih voda, ali i u svrhu razgradnje ksenobiotika, predobrade
lignoceluloznih materijala za proizvodnju biogoriva, proizvodnje enzima, itd. (Wesenberg i sur.,

2003).

Fermentacije na c¢vrstim nosaCima (eng. solid-state fermentation) su proces pri kojima
mikroorganizmi rastu u odsutnosti slobodne vode na povrsini vlaznih nosaca, koji ujedno
mogu sluZiti i kao supstrat, odnosno izvor hranjivih tvari za rast mikroorganizama. Pri tome
se kao radni mikroorganizam najcesée koriste filamentozne gljive, buduéi da i u prirodi rastu

u slicnim uvjetima. (Durand, 2003).

U ovom radu istrazena je moguénost obezbojenja sintetskih bojila kongo crvenila i
malahitnog zelenila u uvjetima uzgoja na ¢vrstim supstratima - agarnim plo¢ama i obojenom

lignoceluloznom supstratu (pivski trop), pomocu gljive Trametes versicolor CCBAS AG613.
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2. Teorijski dio

2.1. BOIJILA

Jo$ od prapovijesnih vremena Covjek se zanimao za boje. Najstariji zapis o uporabi boja
pronaden u Kini iz vremena 2600 g. prije nove ere. Pri tome su koriStene prirodne boje
izolirane iz zZivotinja, minerala i biljaka. Odredene tvari imaju vlastitu boju ukoliko imaju
sposobnost apsorbirati dio svjetlosti koja pada na njih. Boja tvari ovisit ¢e o preostalom
dijelu svjetlosti koju tvari difuzno reflektiraju ili propustaju (Vujevi¢, 2007). Bojila su tvari
koje imaju sposobnost apsorpcije svjetlosti u vidljivom dijelu spektra, odnosno u rasponu od
380 do 760 nm. Ona se fizikalnim silama ili kemijskim vezama veZzu na materijale, poput
papira, koze, tekstilnih i polimernih vlakana, itd., te ih na taj nacin oboje (Klari¢, 2008).
Zajedni¢ko kemijsko svojstvo boja je velik broj nezasiéenih veza u molekulskoj strukturi.
Obojenost tvari ovisit ¢e o razmjestaju dvostrukih veza i o njihovom broju, te o kemijskoj
strukturi molekula odredene tvari, odnosno o kromofornim skupinama. Kromoforne skupine,
od kojih se sastoji molekula bojila, nositelji su obojenosti jer su odgovorne za selektivnu
apsorpciju svjetlosti. Najvaznije kromoforne skupine prema Wittu, koji je prvi otkrio vezu

izmedu obojenosti tvari i njene kemijske strukture prikazane su u Tablici 1 (Vujevié¢, 2007).

Tablica 1 Najvaznije kromoforne skupine (Vujevi¢, 2007)

Etilenszka —CH=CH—
Azometinzka —N=CH—
Azp —MN=MN—
Karbonilna —i|3=0
Nitrozo —MN=0
Azoksi — M=M=
Nitro —N
8]
KEinoidna
8]
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Nadalje, kromogen je spoj koji sadrzi kromofornu skupinu i najées¢e konjugiranu dvostruku
vezu. Ne koristi se kao bojilo jer ne sadrzi posebni afinitet prema nekome materijalu.
Kromogen nije bojilo u tehnickom smislu, no to moze postati ako se uvede tzv. auksokromna
skupina. Od auksokromnih skupina najvaznije su hidroksilna (-OH), amino (-NH.), sulfonska (-
SOsH) i karboksilna (-COOH) skupina. Kao takve, auksokromne skupine djeluju na dva nacina:
uzrokuju batokromni pomak u vidljivom dijelu spektra, odnosno dolazi do mijenjanja nijansi
boja od Zute do zelene, te svojstva primjene bojila vezivanja na razli¢ite materijale, kao Sto
su npr. papir, koza, vlakna. Topljivost bojila u vodi povecat ¢e prisustvo sulfonskih (-SOsH) i

karboksilnih (-COOH) skupina (Vujevi¢, 2007).

2.1.1. Podjela bojila

Prema podrijetlu bojila se mogu podijeliti na sintetska i prirodna (Vujevi¢, 2007). Ova podjela
temelji se na podrucju i metodama primjene, te na kemijskoj strukturi. Prirodna bojila se
dalje dijele na Zivotinjska, mineralna i biljna. Ucinkovitost prirodnih bojila i njihova
zastupljenost na trziStu je puno manja od sintetskih bojila (Gudelj i sur., 2011). Sintetska
bojila dobivaju se kemijskom sintezom. |z toga razloga, cijena im je znatno manja u odnosu
na prirodna bojila. Sintetska bojila se odlikuju kemijskom stabilnoS¢u te visokom
ucinkovitosti bojanja. Postoji velik broj razli¢itih nacina podjele sintetskih bojila, od kojih se
najceSce koriste podjele prema nacinu primjene i prema kemijskim svojstvima (Pavicic,
2015). Smatra se da je danas trziSno dostupno vise od 100 000 umjetnih bojila (Gudelj i sur.,

2011).
Na osnovu kemijskih svojstava, sintetska bojila mogu se podijeliti u sljedece skupine:
e azo (monoazo, diazo, poliazo),
e trifenilmetanska,
e nitro,
e nitrozo,

e tiazolna,
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e ksantenska,

e pirazolonska,

e kinoniminska,

e antrakinonska,

e ketonimidna,

e kinolinska,

e indigoidnai

e sumporna (https://www.ktf.unist.hr, 20.07.2016.)
Nadalje, bojila se prema nacinu primjene dijele na:

e bojila koja se ne mogu otopiti u vodi, odnosno disperzna, redukcijska, pigmentna

bojila, obojeni lakovi, bojila topljiva u mastima i ulju,

e bojila koja se mogu otapati u vodi, odnosno kisela, bazi¢na, kiselomocilska, reaktivna,

leuko — esterska, metalokompleksna, direktna bojila i

e bojila koja se grade na vlaknu, odnosno bojila za fotografije i boje, oksidacijska bojila,

bojila tipa naftola AS (Venkataraman, 1970).

Sintetska bojila pripadaju skupini ksenobiotickih spojeva koji se teSko razgraduju u okoliSu
(Yu i Wen, 2005), odnosno aromatske su strukture te organske prirode (Gudelj i sur., 2011).
Vazna odlika bojila je da moraju biti otporna na mikrobioloSko i kemijsko djelovanje, te na
djelovanje svjetlosti Sto dovodi do teske razgradljivosti i dugog zadrZavanja u okoliSu. Osim

toga, bojila trebaju biti postojana tijekom pranja (Adedayo i sur., 2004).

70% ukupnih bojila koja se koriste u razli¢itim industrijskim procesima ¢ine azo bojila, te tako
¢ine skupinu najzastupljenijih komercijalnih bojila (Zollinger, 1961). Ova skupina ukljucuje
strukturno razlicite spojeve Cija je zajednicka karakteristika prisutnost jedne ili vise azo
skupina (-N=N-) (Vujevié, 2007). Ovisno o broju azo veza u molekulskoj strukturi, azo bojila se

dijele na: monoazo, diazo, triazo, tetraazo i poliazo (Gudelj i sur., 2011).
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2.1.1.1. Kongo crvenilo

Najznacajniji primjer diazo bojila je kongo crvenilo kemijske formule C32H2206N6S2Na> (Slika
1) (http://enciklopedija.lzmk.hr, 21.07.2016.) Kongo crvenilo prvi je sintetizirao Botiger 1883.
godine, no tvrtka za koju je radio nije priznala boju zbog jakog crvenila. Ipak, 1885. godine
naziv ,,Congo”“ crveno uveden je u Berlinu kao prvi od ekonomskih unosnih tekstilnih bojila

(Steensma, 2001).

Slika 1 Strukturna formula kongo crvenilo (https://commons.wikimedia.org, 21.07.2016.)

Kongo crvenilo je crvenosmedi prah (Slika 2), bez mirisa, te se dobiva iz benzidina i

naftionske kiseline (http://enciklopedija.lzmk.hr, 21.07.2016.).
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Slika 2 Prikaz kongo crvenila u prahu (http://www.fibre2fashion.com, 21.07.2016.)

Naj¢eS¢e se primjenjuje za bojanje celuloznih vlakana, odnosno pamuka, regeneriranih
vlakana, medicinskih preparata, te se koristi kao indikatorsko bojilo za podruéje pH
vrijednosti od 3,0 do 5,2 u kojem se dogada promjena boje (http://enciklopedija.lzmk.hr,
21.07.2016.). Pri velikim koncentracijama kongo crvenilo ima sklonost agregaciji u vodenim i
organskim otopinama. Pokazuje fluorescentna svojstva kada se veze na amiloidna vlakna.
Cesto se koristi u mikrobioloskim ispitivanjima prisutnosti bakterije Shigella flexneri

(Steensma, 2001).

2.1.1.2. Malahitno zelenilo

Malahitno zelenilo pripada trifenilmetanskoj skupini bojila, koje odlikuju tri arilne skupine
koje su wujedno i supstituirane amino, sulfonskim ili hidroksilnim skupinama
(https://www.ktf.unist.hr, 21.07.2016.). Trifenilmetanska bojila smatraju se kancerogenim i
toksi¢nim jer produkti njihove razgradnje imaju mutageno djelovanje, te imaju negativan

utjecaj na okolis$ (Azimi i sur., 1998; Cheriaa i sur., 2012).
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Malahitno zelenilo je kristalno-zeleni prah kemijske formule [C¢HsC(CsHaN(CHs)2)2]Cl (Slika 3)
(Cheriaaisur., 2012).

CHs, CHj

CHj;

SN
ci® ‘

Slika 3 Prikaz kemijske strukture malahitno zelenilo (Petrinovi¢, 2014)

Dobiva se iz dimetilanilina i benzaldehida. Pojavljuje se kao sjajni kristali (Slika 4), koji se
otapaju u vodi i alkoholu (http://www.britannica.com, 21.07.2016.). Malahitno zelenilo
pripada skupini bazi¢nih bojila. Najveca primjena malahitnog zelenila je u tekstilnoj industriji
za bojanje vune, jute, svile, pamuka te se koristi u industriji koZe i papira. Osim toga, ima
znacajnu primjenu u kozmetickoj industriji, mikrobiologiji kao fungicid i baktericid te u
prehrambenoj industriji kao prehrambeni aditivi (Ogugbue i Savidis, 2011; Azimi i sur., 1998;
Cheriaa i sur., 2012). Otkriveno je kako Stetno utjeCe na crijeva, jetru, bubrege i spolne
Zlijezde vodenih organizama (Srivastava, 2004). Nadalje, opasan je za zdravlje ljudi ukoliko se

udahne ili proguta, jer moZe dodi do iritacije gastrointestinalnog traka (Garg i sur., 2004).
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Slika 4 Prikaz kristala malahitno zelenilo (Antunovi¢, 2011)

2.1.2. Utjecaj bojila na zdravlje ljudi i okolis

Industrija proizvodnje sintetskih bojila u stalnom je porastu, pri ¢emu je kontrola uporabe
Cesto teska i povecava se opasnost od njihova negativnog utjecaja na ljude i okolis u cjelini
(Gredelj, 2013). Svako novo proizvedeno bojilo je novi kemijski spoj koji mora proci
odgovarajucu evaluaciju, kako bi se definirao njegov utjecaj na okoli§ i ljudsko zdravlje. Cesto
je za ocitovanje njihova negativhog utjecaja potrebno dugo vremena
(http://greencotton.wordpress.com, 22.07.2016.). Veliki broj bojila posjeduje aromatsku
strukturu naftalenskog i/ili benzenskog tipa, te su takvi spojevi kancerogeni (Gudelj i
sur.,2011), mutageni i izazivaju alergijske reakcije kod ljudi (Cristévao i sur., 2008).
Toksi¢nost spoja raste povecanjem broja benzenskih prstenova u molekuli (Gudelj i sur.,
2011). Sintetska bojila se ubrajaju u ksenobiotike sloZenih struktura te trebaju biti stabilna
kako bi ispunjavala svoju funkciju. Kao posljedica kemijske i fizikalne stabilnost bojila, ona se
teSko razgraduju, te dolazi do njihova nakupljanja (bioakumulativnost) i zadrZavanja
(perzistentnost) u okoliSu. Odredena bojila u svojoj strukturi sadrze teSke metale koji se
mogu akumulirati u organizmima vodenih ekosustava. Osim toga, bojila utje¢u na
fotosintezu i prijenos svijetla, Sto izaziva promjene na pocetku hranidbenog lanca (Slokar i Le

Marechal, 1998). Dokazano je da i male koli¢ine bojila, manje od 1 mg L%, koje se ispustaju u
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prirodne izvore mogu Stetno djelovati na okolis (Singh, 2006). Zbog svega navedenoga

potrebno ih je ukloniti prije ispustanja u okolis.

Proces uklanjanja bojila iz otpadnih voda, koje su najveéi izvor bojila u okolisu, ¢esto je
slozen, dugotrajan i skup, te se u podrucjima koja nemaju stalnu kontrolu otpadnih struja iz
industrija, obojene otpadne vode neprociséene ispustaju izravno u prirodne recipijente
bojilima je zasigurno tekstilna industrija. Tijekom procesa bojenja koristi velike koli¢ine bojila
i vode pri ¢emu oko 10 do 15 % ukupne koli¢ine bojila uporabljene u procesu zavrsi u
otpadnoj vodi (Yesilada i sur., 2003). Odlike ovih otpadnih voda su velike vrijednosti BPK
(bioloska potrosnja kisika), KPK (kemijska potrosSnja kisika) i koncentracije suspendiranih
tvari, Sto dodatno otezava njihovo procis¢avanje (George i sur., 2004). Otpadne vode
pokazuju obojenost i pri vrlo malim koncentracijama bojila, te se ona moraju ukloniti do
prihvatljive razine, odnosno koncentracija bojila ne bi trebala biti ve¢a od 1 mg L*
(http://www.mzt.hr, 23.07.2016.). Osim tekstilne industrije, bojila se u velikoj koli¢ini koriste
i u industriji papira, farmaceutskoj industriji, kozmetickoj industriji, itd. Otpadna voda iz
kucanstava takoder sadrzi bojila, koja potjecu iz brojnih proizvoda u svakodnevnoj uporabi
(kozmetika, lijekovi, sredstva za CiS¢enje, hrana). lako je njihova koncentracija mala, ne treba

zanemariti njihov doprinos onecis¢enju vodenih ekosustava bojilima (Gredelj, 2013).

2.1.3. Uklanjanje bojila iz obojenih otpadnih voda

Metode koje se mogu primijeniti u obradi obojenih otpadnih voda, opcenito, se dijele na:

fizikalno — kemijske i bioloSke metode.

Fizikalno - kemijske metode temelje se na koncentriranju boje u talog i uguséivanju, odnosno
na apsolutnom razaranju molekulske strukture boje. U ovu skupinu procesa ubrajaju se:
adsorpcija, koagulacija, flokulacija, membranski procesi, precipitacija, zraéenje, ionska
izmjena, kemijska oksidacija i Fentonov proces (Gudelj i sur., 2011). Fizikalno-kemijske

metode ¢esto nisu dovoljno ucinkovite ili je njihova primjena sloZena i skupa (Pearce i sur.,
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2003). Adsorpcija je naj¢esce koristena metoda uklanjanja bojila na realnim sustavima. To je
pojava nakupljanja neke tvari (adsorbat) na povrsini krute tvari ili tekuéine (adsorbens).
Odvija se na granici faza izmedu krutine i tekuéine ili krutine i plina (Gupta i Suhas, 2009).
Adsorbensi koji se najc¢esce koriste u obradi obojenih otpadnih voda su aktivni ugljen, silika
gel, glina, te razliciti prirodni materijali. Konvencionalni adsorbensi su ucinkoviti, ali ¢esto
skupi. Cijena adsorbensa vazan je ¢imbenik za odabir adsorbensa i poZeljno je da bude Sto
niza uz istu ucinkovitost. Jeftinim adsorbensom moZemo nazvati tvar koja zahtjeva malu ili
neznatnu obradu i moZe se naci u prirodi u velikim koli¢inama (Baileyi sur., 1999). Otpadni

lignocelulozni materijali zadovoljavaju sve navedene kriterije(Reife i Freeman, 1996).

Lignocelulozni materijal se ubraja u primarne obnovljive organske tvari (Alonso i sur., 2005)
koje nastaju u velikim kolicinama tijekom cijele godine. To su materijali poput trave, slame,
pivskog tropa, lis¢a, ljusaka voca i povréa, otpadnog papira, piljevine drva, i sl. Lignocelulozni
materijal, u najveéoj mjeri, ¢ine tri skupine polimera — celuloza, hemiceluloza i lignin.
Navedeni polimeri zajedno tvore slozenu strukturu koja Stiti materijal od mikrobioloske
razgradnje. Udjel polimera u materijalu ovisi o vrsti biljke (Janusi¢ i sur., 2008). Osim
polimera sadrze jos i male koli¢ine vode, ciklickih ugljikovodika, pepela te anorganskih i
organskih tvari prisutnih kao ekstraktivne tvari (Cagnon i sur., 2009). Razliciti lignocelulozni
materijali koristeni su za uklanjanje bojila iz vodenih otopina, sintetskih otpadnih voda i
realnih industrijskih efluenata, pri ¢emu je potvrdeno da takvi materijali imaju potencijal
zamijeniti komercijalne adsorbense. Nakon adsorpcije bojila na lignocelulozne materijale
bojilo, jos uvijek, nije u potpunosti uklonjeno iz okolisa - zaostaje obojeni materijal kojeg je
potrebno prikladno zbrinuti. Moguce rjeSenje je bioloska obrada obojenog otpadnog
materijala (adsorbensa), odnosno njegovo koristenje kao supstrata za uzgoj
mikroorganizama koji imaju sposobnost razgradnje bojila. U tu svrhu, do sada, su koriStene
gljive bijelog truljenja, koje se uzgajaju na obojenim adsorbensima u uvjetima fermentacije
na ¢vrstim nosacima (Nigam i sur., 2000; Li i sur., 2014). Pri tome, istovremeno, dolazi do

razgradnje bojila i razgradnje, odnosno smanjenja mase lignoceluloznog materijala.

Bioloske metode obrade obojenih otpadnih voda temelje se na biosorpciji, odnosno
adsorpciji bojila na inaktivnu ili Zivu biomasu mikroorganizama, bioakumulaciji,
biotransformaciji i biorazgradnji. Mikroorganizmi koji se koriste u bioloSkoj obradi otpadnih

voda uklju€uju aerobne i anaerobne vrste bakterija, razli¢ite vrste gljiva i neke alge (Pavici¢,
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2015). Istrazivanja su pokazala kako je posebno ucinkovita skupina lignolitickih gljiva bijelog
truljenja (Gupta i Suhas, 2009). Kako bi se povecala ucinkovitost mikrobne razgradnje
razli¢itih bojila, provode se istrazivanja kojima je cilj dobiti geneti¢ki preinacene
(modificirane) mikroorganizme (GMO) boljih bioremedijacijskih karakteristika (Dafale i sur.,
2008). Visoka ucinkovitost, nastajanje produkata koji su manje toksi¢ni od polaznog spoja,
potpuna biorazgradnja bojila i niska cijena neke su od osnovnih prednosti bioloskih metoda
obrade obojenih otpadnih voda, dok su nedostaci dugotrajnost procesa, manja moguénost
kontrole, veéa osjetljivost na promjene okoliSnih uvjeta, veéa povrsina za opremu, manja

fleksibilnost dizajniranja i vodenja procesa (Gupta i Suhas, 2009).

2.2. GLIIVE

Mikologija je jedna od najstarijih mikrobioloskih znanost, a bavi se proucavanjem gljiva.
Pretpostavlja se kako postoji preko 1,5 milijuna vrsta gljiva (Webster i Weber, 2007). Gljive ili
fungi su heterotrofni eukariotski mikroorganizmi koji ukljucuju plijesni, kvasce i skupinu
makroskopskih organizama (mesnate gljive). Mogu biti jednostanicne ili viSestanicne, te
mogu Zivjeti kao saprofiti, simbionti i paraziti. Za svoj rast zahtijevaju blago kisele supstrate
te vlaina i tamna mjesta. Karakterizira ih filamentozni rast u obliku hifa. Velik broj hifa Cini
vegetativne tubularne strukture nazvane micelij (Durakovi¢ i Durakovi¢, 2003). Gljive se
razmnozavaju spolno i nespolno te tvore spore (nespolne i spolne). Prema vrsti spora,
morfologiji hifa i spolnom ciklusu gljive se svrstavaju u pet taksonomskih skupina (razreda):

Deuteromycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes i Oomycetes.
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2.2.1. Gljive bijelog truljenja

Mali broj mikroorganizama ima sposobnost razgradnje drveta, odnosno lignina. Skupina
gljiva nazvanih gljive truleznice imaju tu sposobnost i dijele se u tri podskupine: gljive bijelog

truljenja, gljive mekog truljenja i gljive smedeg truljenja (Sigoillot i sur., 2012).

Gljive bijelog truljenja imaju sposobnost mineralizacije i degradacije glavnih komponenti
drveta: lignina, celuloze i hemiceluloze, te su naj¢eséi uzrocnici truljenja drveta. Definira ih
opsezna razgradnja lignina, pri ¢emu drvo postaje izbijeljeno, mekano (spuzvasto) i vlazno.
Postoje dva nacina bijeloga truljenja, a to su: selektivna i simultana razgradnja. Kod
simultane (istovremene) razgradnje, razgraduju se svi gore navedeni polimeri te ju provode
primjerice vrste Phanerochaete chrysosporium i Trametes versicolor. Prilikom selektivne
razgradnje celuloza ostaje nerazgradena, dok se lignin i hemiceluloza razgraduje. Selektivnu
razgradnju provodi primjerice Dichomitus squalens i Ceriporiopsis subvermispora (Sigoillot i
sur., 2012). U razgradnju lignina, hemiceluloze i celuloze ukljuceni su razli¢iti oksidativni i
hidroliticki enzimi, od kojih su najvazniji ekstracelularni enzimi odgovorni za razgradnju
lignina: mangan peroksidaza (MnP), ligninperoksidaza (LiP) i lakaza (Elisashvili i sur., 2009).
Navedeni enzimi su u znacajnoj mjeri odgovorni i za sposobnost gljiva bijelog truljenja za
razgradnju strukturno razlicitih, tesko biorazgradljivih spojeva, poput bojila (Forgacs i sur.,

2004).

Osim u industriji papira za bioloSko izbjeljivanje pulpe drva te za proizvodnju enzima, gljive
bijelog truljenja upotrebljavaju se uklanjanja bojila iz otpadnih voda, odnosno i za
uklanjanje/razgradnju ksenobiotika (Wesenberg i sur., 2003; Couto i Sanroman, 2006; Boer i
sur., 2004). NajceSée koriStene gliive u navedenu svrhu su Trametes versicolor i
Phanerochaete chrysosporium (Forgacs i sur., 2004). Tablica 2 prikazuje rezultate istrazivanja
koje je ukljucivalo probir (eng.screening) na agarnim plo€ama onih vrsta gljiva koje imaju
sposobnost najucinkovitijeg i najbrieg obezbojenja agarnih plo¢a s dodatkom bojila

(Eichlerovaiisur., 2006).
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Tablica 2 Prikaz probira gljiva koje imaju sposobnost razgradnje bojila (Eichlerova i sur.,

2006).

Vrsta

Bojilo

Dichomitus squalens
Ischnoderma resinosum

Pleurotus cylyptratus

Remazol brilijant plavo R(RBBR)

Orange G

Dichomitus squalens

Orange G
Amarant
Orange |
RBBR
Kristal violet
Poly R-478

Malahitno zelenilo

Ischnoderma resinosum

Orange G
Amarant
RBBR
Cu-ftalocijan
Poly R
Malahitno zelenilo

Kristal violet
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Pleurotus calyptratus CCBAS 461

Pleurotus cornucopiae CCBAS 464

Pleurotus citrinopileatus CCBAS 691

Pleurotus ostreatus CCBAS 473

Pleurotus cystidiosus CCBAS 466 Orange G
Pleurotus dryinus CCBAS 468 (RBBR)
Pleurotus eryngii CCBAS 471

Pleurotus ostreatus CCBAS 473
Pleurotus pulmonarius CCBAS 479
Orange G
Bjerkandera adusta CCBAS 232 Amarant
Phanerochaete chrysosporium CCBAS 571 RBBR

Cu-ftalocijanin

Poly R-478

Trametes hirusta
Trametes gibbosa

Trametes biforme

Metilensko modrilo
Malahitno zelenilo

Remazol crno 5 (RB5)

2.2.1.1.Trametes versicolor

Trametes versicolor je gljiva bijeloga truljenja koja se jo$ naziva ,puranov rep” zbog svog

specificnog plodnog izgleda koji podsje¢a na puranov rep (Slika 5). Ubraja se u razred

Basidiomycetes (Webster i Weber, 2007).
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Slika 5 Prikaz gljive bijelog truljenja Trametes versicolor (http://curbstonevalley.com,

24.07.2016.)

T. versicolor raste na stabljikama, deblima te otpalim granama raspadajuceg drveca. Ponekad
se nalazi na ranama Zivog drveta, na nacin da stvara redove, nakupine ili se preklapaju
(TiSma i sur., 2013). Otporna je na visoke temperature te raste pri niskoj relativnoj vlaznosti
(Webster i Weber, 2007). Rast na agarnim plo¢ama prepoznatljiv je po ¢upavom, bijelom
miceliju. Proizvodi sve enzime koji su potrebni za ucinkovitu razgradnju lignina, polikloriranih
bifenila, policiklickih aromatskih ugljikovodika i sinteti¢kih bojila. Osim toga, koristi se u
antikancerogenoj terapiji jer proizvodi glikopeptide (TiSma i sur., 2013). T. versicolor najéesce
se koristi u industriji papira za proizvodnju pulpe, za proizvodnju enzima i za bioremedijaciju

(Xavierisur., 2007).

U ovom radu, gljiva T.versicolor uzgajana je u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima na

obojenom pivskom tropu kao lignoceluloznom nosacu i supstratu.
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2.3. FERMENTACIJE NA CVRSTIM NOSACIMA

Fermentacije na ¢vrstim nosacima (eng. solid-state fermentation) su procesi pri kojima se
mikroorganizmi uzgajaju na povrsini ¢vrstih materijala, u odsutnosti slobodne vode. Cvrsti
materijali, osim kao nosaci, mogu sluziti i kao supstrati (izvor hranjivih tvari) te tada
govorimo o neinertnim nosacima (npr. lignocelulozni materijali). Kada sluze samo kao nosaci
(npr. smola, vlakna, staklo), govorimo o inertnim nosaCima (Pandey, 2003). Obje vrste
nosaca definira velika povrsina po jedinici volumena. Ukoliko se odvija lagano mijeSanje i

kompresija, zadrzat ée svoju strukturu (Mitchell i sur., 2006).

Fermentacije na ¢vrstim nosacima najcesée se primjenjuju u proizvodnji hidrolitickih enzima,
hrane, biopesticida i organskih kiselina (Raimault, 1998). U prirodi se fermentacije na ¢vrstim
nosacima neprestano odvijaju i osiguravaju stalnu ,reciklaciju” organskih spojeva (Rahardjo,
2005). Posljednjih godina povecan je interes za provodenje fermentacija na cvrstim
nosa¢ima s ciliem obrade cvrstoga otpada, proizvodnje sekundarnih metabolita te
proizvodnje funkcionalne hrane (Zweistra-Hoogschagen, 2007). Kao radni mikroorganizam

najcesce se koriste filamentozne gljive, nesto rjede bakterije i kvasci (Mitchell i sur., 2006).

U odnosu na submerzne fermentacije koje jos uvijek prevladavaju u biotehnoloskoj industriji,
fermentacije na c¢vrstim nosacima imaju mnogobrojne prednosti: veéi prinos proizvoda,
jednostavnost izvedbe bioreaktora i procesa, ekonomicnija i bolja aeracija, ve¢a otpornost na
kontaminaciju, mala potroSnja energije, uvjeti uzgoja priblizno jednaki uvjetima prirodnih
staniSta mikroorganizama, jednostavno izdvajanje proizvoda, olakSana inokulacija sporama
rasprSivanjem inokuluma unutar supstrata, jednostavna obrada ili mogucnost koristenja
ostatka zaostalog nakon fermentacije. No, postoje i odredeni nedostaci fermentacije na
¢vrstim nosacima, a to su: kao posljedica disanja i metabolizma mikroorganizama stvaraju se
vruée tocke, heterogenost sustava kao posljedica oteZzanog mijeSanja, ¢esto neophodan
predtretman supstrata, upotreba mikroorganizama koji rastu pri niskom aktivitetu vode, veci
zahtijevani volumen inokuluma i dugotrajnost procesa (Ali i Zulkali, 2011; Couto i Sanroman,

2006; Mussatto i sur., 2012; Pejin, 2003).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je istraziti moguénost obezbojenja sintetskih bojila kongo crvenila i
mlahitnog zelenila u uvjetima uzgoja na ¢vrstim supstratima - agarnim plo¢ama i obojenom

lignoceluloznom supstratu, pomodu gljive T. versicolor CCBAS AG613.

3.1.1. Bojila

U istrazivanju su koristena sintetska bojila kongo crvenilo i malahitno zelenilo (Kemika d.d.,

Zagreb, Hrvatska).

3.1.2. Mikroorganizmi

Kao radni mikroorganizam koristena je gljiva bijeloga truljenja T. versicolor CCBAS AG613
(Culture Collection of Basidiomycetes, Prag, Ce$ka). Gljiva je uzgajana na krumpirovom agaru
(Biolife Italiana, Milano, Italija ) pri 27°C tijekom sedam dana (Slika 6). U daljnjem

istrazivanju su kao inokulum koristeni micelijski diskovi promjera 6 mm.

Slika 6 Prikaz radnog mikroorganizma T. versicolor
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3.1.3. Supstrat

Za potrebe istrazivanja bioloSke obrade obojenog lignoceluloznog materijala, koristen je

osuseni pivski trop (Slika 7) kao supstrat, odnosno neinertni nosac.

Slika 7 Prikaz osusSenog pivskog tropa

3.1.4. Kemikalije

Etilni alkohol za sterilizaciju pribora i radnog prostora.

3.1.5. Aparaturai pribor

U radu su koristene sljedece aparature i pribor:

za vaganje su koriStene tehnic¢ka vaga (RADWAG, Tehnicaunitronik, tip: WPS 1200,
Njemacka) i analiticka vaga (EXPLORER, Ohaus, Svicarska),

za sterilizaciju laboratorijskog posuda i pribora, hranjivih podloga i vode koristen je
autoklav (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd i Varioklav® Dampfsterillisatoren Typ 500,
HP Medizintechnik GmbH, OberschleiRheim, Njemacka),

za homogenizaciju otopina i podloga koristen je vibrirajué¢i mjesac¢ (Vibromix 10,

Tehtnica, Zelezniki, Slovenija),

za osiguravanje sterilnosti pri radu koristen je laminarij AV100-CV100 — mikrobioloski

zastitni kabinet (TELSTAR, Spanjolska),

uzgoj mikroorganizama na agarnim plo¢ama proveden je u inkubator (Termo

medicinski aparat, BTEST, Bodalec Havoi¢, Zagreb, Hrvatska),
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e za mjerenje promjera kolonija i obezbojenja koristeno je digitalno pomic¢no mjerilo,

e za istraZzivanje bioloSke obrade obojenog lignoceluloznog materijala koriSten je

laboratorijski horizontalno — cilindri¢ni bioreaktor,

e za mjerenje temperature i relativne vlaznosti tijekom fermentacije na cvrstim
supstratima koristeni su uredaji Testo 635 i Testo 350 (Testo Inc., Sparta, New

Jersey, USA ) (Slika 8),

Slika 8 Prikaz uredaja Testo 350 i Testo 635 za mjerenje temperature i relativne vlaznosti

e za odredivanje udjela suhe tvari koristen je halogen analizator vlage Halogen

Moisture Analyzer HR 73 (Mettler Toledo, Svicarska)

e zasusenje pribora koristen je susionik ST-01/02 (Instrumentaria, tvornica medicinskih

instrumenata, Zagreb) i

e za odredivanja boje koristen je kromametar Konica Minolta CR 400 (Konica Minolta,

Osaka, Japan) (Slika 9)
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Slika 9 Prikaz kromametra Konica Minolta CR 400

3.2. METODE

3.2.1. Priprema podloge i uzgoj radnog mikroorganizma

Hranjiva podloga za uzgoj gljive bijeloga truljenja T. versicolor pripremljena je tako Sto je
izvagano je 42 g krumpirovog agara, te je dodano 1000 mL destilirane vode. Potom je
otopina zagrijana do vrenja, te sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121 °C kroz 15
minuta. Poslije sterilizacije, podloga je ohladena na temperaturu od 45 °C. Po zavrSetku
hladenja, podloga je razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Na pripremljene
hranjive podloge nacijepljen je radni mikroorganizam, tako Sto je micelijski disk promjera 6

mm (kulture stare 7 dana) postavljen u sredinu zdjelice. Inkubacija je trajala 7 dana na 27 °C.

3.2.2. Priprema obojenih hranjivih podloga

Otopine bojila za istraZzivanje pripremljene su odvagom 0,1 g bojila i dodatkom 3 mL sterilne
demineralizirane vode u sterilnu epruvetu. Otopina je intenzivho homogenizirana na
vibrirajuéem mjesSacu te je, nakon otapanja, prenesen odgovarajuc¢i volumen u tikvice sa
sterilnim krumpirovim agarom (kako bi se postigla konacna koncentracija bojila u hranjivim
podlogama od 50 mg L, 100 mg L%, 150 mg L%, 200 mg L, 250 mg L'* i 300 mg L. Nakon
homogenizacije, po 20 mL ovako pripremljenih podloga razli¢itih koncentracija razliveno je u
Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Nakon skrutnjavanja, podloge su nacijepljene micelijskim

diskovima gljive T. versicolor kako je veé prethodno opisano (Slika 10). Kao bioticka kontrola,
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3. Eksperimentalni dio

pripremljene su hranjive podloge bez dodatka bojila koje su nacijepljene na isti nacin. Kao
abioticka kontrola posluzile su Petrijeve zdjelice s obojenim agarom, koje nisu nacijepljene
gljivom. Inkubacija pri temperaturi od 27 °C je trajala od 16 (kongo crvenilo) do 38 dana
(malahitno zelenilo), pri ¢emu je pracen rast radnog mikroorganizma i promjena boje
hranjive podloge svaka dva dana, mjerenjem promjera kolonije radnog mikroorganizma i

obezbojenja (promjene intenziteta boje) podrucja pomodu digitalnog pomi¢nog mjeraca.

Slika 10 Prikaz nacijepljenih hranjivih podloga s dodatkom razlic¢itih koncentracija bojila

kongo crvenila i malahitnog zelenila.

3.2.3. Uzgoj gljive T. versicolor u uvjetima fermentacije na cvrstim nosaCima
u laboratorijskom horizontalno — cilindricnom staklenom bioreaktoru

Uzgoj T. versicolor na obojenom pivskom tropu kao cvrstom nosacu proveden je u
laboratorijskom horizontalno—cilindricnom staklenom bioreaktoru volumena 4,25 L,
opremljenom potrebnim osjetilima (ubodne temperaturne sonde Tip K, uredaji Testo 350 i
Testo 635). Bioreaktor je napunjen s 250 g pivskoga tropa i 350 mL otopine bojila
koncentracije 150 mg L, te je steriliziran u autoklavu jedan sat na temperaturi od 121°C.
Nacjepljivanje je provedeno dodatkom 25 micelijskih diskova (promjera 6 mm) kulture T.
versicolor stare 7 dana. Uzgoj je proveden pri sobnoj temperaturi tijekom 21 dana uz
aeraciju sterilnim zrakom, koja je provodena kontinuirano pri protoku od 30 L h™l. Sadriaj
bioreaktora ru¢no je mijeSan svakih 24 sata kroz pet minuta. Za vrijeme istraZivanja pracene
su promjene procesnih parametara: relativna vlaznost zraka u bioreaktoru, temperatura u
bioreaktoru, temperatura sloja supstrata, okolna temperatura, promjene mase supstrata,

promjene boje supstrata. Na Slici 11 prikazan je bioreaktor s pripadajuéom potrebnom
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opremom. Laboratorijska staklenka volumena 1 L, napunjena obojenim pivskim tropom

sluzila je kao abiotic¢ka kontrola pri mjerenju razlike u boji na pocetku i na kraju uzgoja.

B

Slika 11 Prikaz laboratorijskog horizontalno — cilindri¢no staklenog bioreaktora s

pripadaju¢om opremom

3.2.4. Odredivanje udjela vlage

Po 3 g uzorka postavljeno je u aluminijsku posudicu analizatora vlage te je odredivan udjel
vlage. Analizator vlage sadrzZi vagu i halogene grijace koji generiraju infracrveno zracenje.
Odredivanje vlage temelji se na termogravimetrijskom principu. Proces se prekida kada se

uslijed zagrijavanja i isparavanja vode smanjuje masa uzorka do konstantne mase.

3.2.5. Odredivanje boje uzorka

U istrazivanju su pracene a*, b*, L* vrijednosti uzoraka nakon 7, 14 i 21 dan fermentacije i
njihovih kontrola. Kromametar je uredaj za mjerenje boje uzorka. Radi na principu da mjeri
reflektiranu svjetlost s povrSine predmeta. Predmet koji Zelimo izmjeriti se postavlja na otvor
mjerne glave 8 mm. U otvoru se nalazi ksenonska lu¢na svjetiljka koja na povrsinu predmeta
svjetlost baca pulsiranjem. Sest osjetljivih silikonskih fotoéelija mjeri reflektiranu svjetlost.
Racunalo zapisuje dobivene podatke i izrazava ih u pet sustava. Za potrebe istraZivanja

koristen je Lab sustav. To je sustav koji daje sliéne vrijednosti kao i ljudsko oko.

25



3. Eksperimentalni dio

Jednadzba za izraunavanje ukupne promjene boje (AE):
AE = [(AL*) 2 + (Aa*) 2 + (Ab *) 2]Y/2,
odnosno kao promjena boje (C*ab):

Cab * = [(Aa *) 2 + (Ab *) 2] /2

L* - vrijednosti daju ocjenu je li neSto tamno ili svijetlo; predmet je crn ukoliko je L*=0, a bijel

ukoliko je L*=100

a* - vrijednost koja moze biti pozitivna ili negativna, ako je pozitivna tada je rezultat crvene

boje, ako je negativna tada je rezultat zelene boje

b* - vrijednost koja moze biti pozitivna ili negativna, ukoliko je pozitivna tada je rezultat Zuta

boja, a ukoliko je negativna tada je rezultat plave boje.

3.2.6. Statisticka obrada

Za statisticku obradu rezultata koriSteni su programi Microsoft Excel 2013 (Microsoft Excel
2013, Redmond, Washington, SAD) te GraphPad Prism ver. 6 za racunalni sustav Windows
(GraphPad Software, La Jolla, SAD).
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4. Rezultati i rasprava

4.1.1. IstraZivanje sposobnosti obezbojenja bojila pomocu T. versicolor na
agarnim plo¢ama

U ovom dijelu rada ispitana je sposobnost obezbojenja strukturno razliCitih sintetskih bojila,
azo bojila kongo crvenila i trifenilmetanskog bojila malahitnog zelenila, na agarnim plo¢ama
pomocu gljive bijelog truljenja T. versicolor CCBAS AG613. Rast gljive i sposobnost

obezbojenja bojila prikazani su na slikama 12-17.

Slika 12 prikazuje promjer kolonije i zonu obezbojenja kongo crvenila za koncentracije od 50
do 150 mg L. Iz krivulja je vidljivo kako rast gljive T. versicolor nije snhazno inhibiran
dodatkom bojila u podlogu. Pri dodatku bojila u podlogu u koncentraciji od 50 mg L2, krivulja
se preklapa s krivuljom kontrole, sto ukazuje na jednaku brzinu rasta gljive na podlozi s
dodatkom i bez dodatka bojila. Nadalje, krivulje promjera obezbojenja bojila pokazuju kako
do prve vidljive promjene intenziteta boje dolazi tek od 6. dana uzgoja, pri ¢emu se promjer

obezbojenja ne razlikuje znacajno od promjera porasta kolonije.

Promjer kolonije

fee) ©
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1 1
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—&— 50 mg/L

(o2}
o
1

=— 100 mg/L

=8— 150 mg/L
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o
[
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== 50 mg/L

N
o
1

=&— 100 mg/L

Promjer kolonije i obezbojenja/mm

1 == 150 mg/L
10 12

o
o
N3
Do
[o) I
0 =

t/dani

Slika 12 Promijer kolonije T. versicolor CCBAS AG613 i zona obezbojenja agarnih plotama s

dodatkom kongo crvenila (koncentracije 50 — 150 mg L%)
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Dodatak kongo crvenila u podlogu za uzgoj u koncentracijama od 200 do 300 mg L snaZnije
inhibira rast gljive u odnosu na nize primijenjene koncentracije bojila, sto je vidljivo iz krivulja
prikazanih na slici 13 koje se samo u prvim danima uzgoja ne razlikuju znacajno od kontrole.
Kao i kod nizih koncentracija, krivulje promjera obezbojenja preklapaju se pri svim

koncentracijama s krivuljama promjera kolonije.

lako je pri svim istrazivanim koncentracijama kongo crvenila u podlozi tijekom uzgoja doslo
do promjene intenziteta boje agarne podloge u odnosu na pripadajuéu abioticku kontrolu,
niti pri jednoj koncentraciji nije doslo do potpunog obezbojenja (slika 14). Ovo ne iznenaduje
s obzirom na ¢injenicu kako se radi o aromatskom spoju koji pripada skupini azo bojila, vrlo
tesko biorazgradljivih spojeva koji time imaju tendenciju bioakumulacije u okolisu (Gudelj i

sur., 2011; Jayasinghe i sur., 2008)

Promjer kolonije

Kontrola
== 200 mg/L
=—8— 250 mg/L

=8— 300 mg/L

Promjer obezbojenja

—— 200 mg/L

== 250 mg/L

Promjer kolonije i obezbojenja/mm

0 T T T T T T T 1 A= 300 mg/L
0 2 4 6 8 10 12 14 16

t/dani

Slika 13 Promijer kolonije T. versicolor CCBAS AG613 i zona obezbojenja agarnih plotama s

dodatkom kongo crvenila (koncentracije 200 — 300 mg L?)
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200 mg L?

250 mg L?

300mg L*

Slika 14 Obezbojenje kongo crvenila na agarnim plo¢ama s razli¢itim koncentracijama bojila

pomocu T. versicolor CCBAS AG613

Na slici 15 prikazani su promjer kolonije i zona obezbojenja malahitnog zelenila za

koncentracije 50, 100 i 150 mg L. 1z grafa je vidljivo da je porast kolonije praéen

odgovarajué¢im porastom zone obezbojenja, odnosno promjene boje. Pri tome je promjer

obezbojenja veci od promjera rasta kolonije te do promjene boje (smanjenje intenziteta)

cijele povrsine agarne ploce (90 mm) za sve navedene koncentracije dolazi nakon 22 dana.

Potpuno obezbojenje agarnih plo¢a primije¢eno je samo za koncentraciju 50 mg L* (slika

16).



4. Rezultati i rasprava
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Slika 15 Promjer kolonije T. versicolor CCBAS AG613 i zona obezbojenja agarnih plo¢ama s

dodatkom malahitnog zelenila (koncentracije 50 — 150 mg L?)

Slika 16 Potpuno obezbojenje agarne ploce s dodatkom malahitnog zelenila u koncentraciji

50 mg L't pomodu T. versicolor CCBAS AG613 nakon 22 dana

Na slici 17 prikazani su promjer kolonije i zona obezbojenja malahitnog zelenila za
koncentracije 200, 250 i 300 mg L. Iz grafa se moZe zamijetiti kako je pri navedenim
koncentracijama promjer kolonija u odnosu na promjer zone obezbojenja manji, odnosno
rast gljive snaznije je inhibiran dodatkom bojila u podlogu, Sto se ocituje kroz sporiji rast.
Promjer zona obezbojenja, pri tome, ostaje na razini onih zabiljeZzenih pri nizim

koncentracijama bojila u podlozi, Sto ukazuje na dobru sposobnost obezbojenja koristenog
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soja gljive T. versicolor. Ovi rezultati u skladu su s rezultatima drugih istrazivaca koji takoder
navode snazan inhibitorni uc¢inak malahitnog zelenila na rast gljiva bijelog truljenja (2008;
Eichlerovad i sur., 2006; Eichlerova i sur., 2006a), uz dobru sposobnost obezbojenja agarnih

ploca (Jayasinghe i sur., 2008).

90 - Promjer kolonije
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60 =
250 mg/L

bttt

300 mg/L
40 =
Promjer obezbojenja
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0 =+ T T T T T T T T T i 300 mg/L
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

t/dani

Slika 17 Promjer kolonije T. versicolor CCBAS AG613 i zona obezbojenja agarnih plocama s

dodatkom malahitnog zelenila (koncentracije 200 — 300 mg L)

Promjer kolonije kontrolnih uzoraka (bez dodatka bojila u podlogu) veéi je od promjera
kolonija koje su rasle na podlogama s dodatkom oba bojila, $to je potvrdeno statistickim
testom analize varijance ANOVA uz post-hock Bonterroni-ijev test utvrdivanja razlike izmedu
podataka. U prvim danima uzgoja utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu svih
primijenjenih koncentracija na rast gljive (promjer rasta) za oba koristena bojila (osim za
malahitno zelenilo u koncentraciji 50 mg L), no u kasnijim danima uzgoja razlika je vidljiva
samo izmedu skupine manjih primijenjenih koncentracija (50-150 mg L) u odnosu na
skupinu veéih koncentracija (200-300 mg L?). S druge strane, nije utvrdena statisticki

znacajna razlika u utjecaju razli¢itih koncentracije bojila na promjer obezbojenja bojila.
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2.1.2. Istrazivanje sposobnosti obezbojenja obojenog pivskog tropa pomocu
T. versicolor u uvjetima uzgoja na cvrstim supstratima

U ovom dijelu rada je istrazivana sposobnost obezbojenja pivskog tropa obojenog sintetskim
bojilima kongo crvenilom i malahitnim zelenilom (koncentracija 150 mg L) pomodu gljive T.
versicolor CCBAS AG613 u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima. Obojeni pivski trop pri tome
je sluzio kao neinertni nosa¢ radnog mikroorganizma, odnosno i kao nosac i kao supstrat.

Rezultati ovog dijela istrazivanja prikazani su na slikama 18 — 24.

Gljiva T. versicolor CCBAS AG613 dobro je rasla na pivskom tropu obojenom kongo crvenilom
i malahitnim zelenilom. Osim vizualne potvrde rasta gljive u vidu pojave bijelog micelija (slika
18), porast temperature u sloju obojenog supstrata u odnosu na okolnu temperaturu
takoder ukazuje na intenzivan rast gljive. Povecanje temperature tijekom fermentacije na
¢vrstim nosacima, ukoliko nema dobrog mijeSanja, posljedica je metabolicke aktivnosti u

sloju supstrata (Kaminski i sur., 2000 ).

Slika 18 Izgled micelija gljive T. versicolor CCBAS AG613 pri rastu na pivskom tropu obojenom

kongo crvenilom
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Najvecéa temperatura u sloju obojenog supstrata izmjerena je 9. dan za kongo crvenilo (slika
19), odnosno 8. dan za malahitno zelenilo (slika 20), pri cemu je za malahitno zelenilo razlika
u odnosu na ambijentalnu temperaturu bila nesto veca nego u slucaju kada je kao supstrat
koriSten pivski trop obojen kongo crvenilom. Iz grafova je takoder vidljivo kako je relativna

vlaznost u laboratorijskom bioreaktoru u oba eksperimenta bila uravnotezena.
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Slika 19 Promjene temperature u sloju supstrata (tsup.) i okolne temperature (tamb.) te
relativne vlaznosti (%RH) u laboratorijskom bioreaktoru tijekom fermentacije na pivskom

tropu obojenom kongo crvenilom
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Slika 20 Promjene temperature u sloju supstrata (tsup.) i okolne temperature (tamb.) te
relativne vlaznosti (%RH) u laboratorijskom bioreaktoru tijekom fermentacije na pivskom

tropu obojenom malahitnim zelenilom

Slike 21 i 22 prikazuju promjenu mase supstrata, odnosno pivskog tropa obojenog kongo
crvenilom i malahitnim zelenilom, tijekom fermentacije. Iz grafova je vidljivo kontinuirano
smanjenje mase tijekom fermentacije, koja je na kraju eksperimenta iznosila 32,20 % kada je
kao supstrat koriSten pivski trop obojen kongo crvenilom, odnosno 37,49 % kada je kao
supstrat koriSten pivski trop obojen malahitnim zelenilom. Ovo takoder ukazuje na
metabolicku aktivnost gljive, koja ima sposobnost razgradnje lignoceluloznih sastavnica

supstrata, Sto se ocituje kao gubitak na masi (Valdskova i Baldrian, 2006 ).

35



4. Rezultati i rasprava

650

600

550

m/g

500

450

400

y =-9,8573x+ 616,88
R? = 0,9883

O N Y M K 9 6 A D 9O DD D NN DO D D

vrijeme fermentacije/dan

Slika 21 Promjena mase pivskog tropa obojenog kongo crvenilom tijekom fermentacije u

laboratorijskom bioreaktoru
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Slika 22 Promjena mase pivskog tropa obojenog malahitnim zelenilom tijekom fermentacije

u laboratorijskom bioreaktoru
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Slike 23 i 24 prikazuju promjenu boje supstrata (obojenog pivskog tropa) tijekom
fermentacije. Boja je izrazena kao ukupna promjena boje te promjena intenziteta boje u
odnosu na abioticke kontrole nakon 7, 14 i 21 dan fermentacije. lako u oba eksperimenta
nije doSlo do potpunog obezbojenja pivskog tropa, iz grafova je vidljiv kontinuirani porast
ukupne promjene boje i promjene intenziteta boje, odnosno doslo je do djelomicnog
obezbojenja supstrata. Ovo je vjerojatno posljedica produkcije ekstracelularnih enzima
odgovornih za razgradnju lignoceluloznih sastavnica, poglavito lignina, jer su isti enzimi

ukljuceni i u razgradnju ksenobiotika poput sintetskih bojila (Boer i sur., 2004).
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Slika 23 Ukupna promjena boje (AE) i promjena intenziteta boje (C*ab) uzoraka pivskog
tropa obojenog kongo crvenilom u usporedbi s abiotickom kontrolom nakon 7, 14 i 21 dan

fermentacije.
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Promjena boje
[¥5]
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Slika 24 Ukupna promjena boje (AE) i promjena intenziteta boje (C*ab) uzoraka pivskog

tropa obojenog malahitnim zelenilom u usporedbi s abiotickom kontrolom nakon 7, 14i 21

dan fermentacije.

38



5. ZAKLJUCCI




5. Zakljuéci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Tijekom rasta na agarnim plo¢ama s dodatkom sintetskih bojila kongo crvenila i
malahitnog zelenila dodanih u koncentracijama od 50 do 300 mg L* , gljiva bijelog

truljenja T. versicolor CCBAS AG613 pokazala je sposobnost obezbojenja bojila.

2. Do potpunog obezbojenja agarnih ploc¢a nacijepljenih radnim mikroorganizmom doslo je
samo u sluéaju kada je u podlogu dodano malahitno zelenilo u koncentraciji 50 mg L*
nakon 22 dana uzgoja. Pri svim ostalim primijenjenim koncentracijama doslo je samo do

djelomi¢nog obezbojenja, odnosno smanjenja intenziteta boje agarnih ploca.

3. Primijenjene koncentracije bojila statisticki su znac¢ajno utjecale na rast gljive, posebno u
prvim danima uzgoja. S druge strane, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u utjecaju

Sest razlicitih koncentracija istrazenih bojila na promjer obezbojenja bojila.

4. Gljiva T. versicolor CCBAS AG613 dobro je rasla na pivskom tropu obojenom kongo
crvenilom i malahitnim zelenilom kao supstratu u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima,
Sto se ocitovalo u povecanju temperature u sloju supstrata te gubitkom na masi

supstrata u iznosu od 32,20 % za kongo crvenilo, odnosno 37,49 % za malahitno zelenilo.

5. Tijekom fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima doslo je do vizualnog djelomi¢nog obezbojenja
obojenog pivskog tropa te je izmjeren kontinuirani porast ukupne promjene boje i
promjene intenziteta boje obojenih fermentiranih uzoraka u odnosu na pripadajuée

abioticke kontrole nakon 7, 14 i 21 dan fermentacije.

6. Dobiveni rezultati upucuju na biotehnoloski potencijal gljive T. versicolor CCBAS AG613
kao radnog mikroorganizma u procesima biorazgradnje i uklanjanja kongo crvenila i

malahitnog zelenila iz okolisa.
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