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Popis oznaka, kratica i simbola

SIMBOLI:

c mnozinska koncentracija tvari (mmol dm-3ili mol dm-3)
d promjer kivete (cm)

n broj okretaja (okr mint)

T temperatura (°C)

t vrijeme (dan)

V.A. volumna aktivnost enzima (U dm3)

Ve volumen dodanog uzorka koji sadrzi enzim (cm3)

Ve ukupni volumen uzorka u kiveti (cm3)

AA/At promjena apsorbancije u vr.emenu (min?)

KRATICE:

ABTS 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)
DMP 2,6-dimetoksifenol

EC eng. Enzyme Classification ili klasifikacija enzima

LiP lignin-peroksidaza

MnP mangan-peroksidaza

MZKI Mikrobioloska zbirka Kemijskog instituta, Ljubljana, Slovenija
SSF eng. solid-state fermentation ili fermentacija na ¢vrstim nosacima
U medunarodna jedinica enzimske aktivnosti (umol min-t)
GRCKI SIMBOLI:

A promjena

A valna duljina (nm)

3 ekstincijski koeficijent (dm3 pmol™* cm™)
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1. Uvod

Kukuruzna silaza se najceS¢e uzgaja za upotrebu kao sto¢na hrana te u novije vrijeme u
proizvodniji bioplina zajedno s gnojnicom kao ko-supstratom. Osim kukuruzne silaze i mnoge
druge kulture, ali i Zetveni ostatci tih kultura upotrebljavaju se u procesima proizvodnje
bioplina. Oni u tom procesu, zbog sloZene lignocelulozne strukture, nisu iskoristeni u
potpunosti. Da bi proces proizvodnje bioplina bio Sto ucinkovitiji u svrhu uklanjanja lignina iz
lignoceluloznih materijala koriste se razli¢ite metode (kemijske, fizikalne, fizikalno-kemijske,
termicke, bioloske). BioloSke metode, kao Sto je primjena gljiva bijelog truljenja, mogu se u tu
svrhu koristiti zasebno ili u kombinaciji s drugim metodama. BioloSke metode baziraju se na
uzgoju gljiva bijelog truljenja u uvjetima fermentacije na ¢&vrstim nosacima, a mogu se
provoditi u razli¢itim vrstama bioreaktora: bioreaktor s pliticama, bioreaktor s rotiraju¢im
bubnjem, bioreaktor s fiksnim slojem, bioreaktor s prisilnom aeracijom sloja, bioreaktor s

fluidiziranim slojem i dr. (Planini¢ i sur., 2016.).

Bioreaktor s pliticama je najjednostavniji tip ovih bioreaktora, a najceS¢e se sastoji od
termostatirane komore s ravnim perforiranim pliticama gdje vlazni zrak cirkulira unutar
komore ili se unutar reaktora rasprsuje voda kako bi atmosfera bila blizu zasi¢enja. Prednosti
ove vrste bioreaktora su u jednostavnosti izvedbe i niskim troskovima ulaganja, ali uveéanjem
mjerila na industrijsku razinu pojavljuju se razliciti problemi, kao $to su primjerice potreba za
velikim prostorom i radnom snagom (Planinic i sur., 2016.).

Osim u proizvodniji bioplina, provode se brojna istraZivanja primjene ovih gljiva za proizvodnju
visokovrijednih produkata kao Sto su primjerice enzimi. Tijekom procesa rasta na
lignoceluloznim materijalima, gljive bijelog truljena razgraduju sloZzene polimere, zahvaljujuci
ekstracelularnom enzimskom sustavu. Jedni od vaZnijih biokatalizatora su lakaze i mangan-
peroksidaze, koje zajedno s lignin-peroksidazama pripadaju skupini lignolitickih enzima koji
uspjesno razgraduju fenilpropanski polimer lignin i druge aromatske spojeve u spojeve manje

molekularne mase.

Na samu produktivnost enzima utjeCu uvjeti provedbe procesa (masa supstrata, masa
inokuluma, temperatura, pH, nac¢in mijesanja), tip uzgoja (submerzni uzgoj, uzgoj na cvrstim

nosacima), te dodatak razlicitih induktora sinteze Zeljenog enzima.
Cilj ovog rada bio je:

a) proizvesti enzime lakazu i mangan-peroksidazu uzgojem T. versicolor na kukuruznoj silazi u
uvjetima fermentacije na ¢évrstim nosa¢ima u laboratorijskim teglicama, te ispitati utjecaj
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dodatka razlicitih induktora (bakrov sulfat, ferulicna kiselina, siringi¢na kiselina, vanilinska

kiselina, veratrilni alkohol) na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze;

b) na temelju dobivenih rezultata iz pokusa u laboratorijskim teglicama, napraviti uveéanje
mjerila u bioreaktoru s pliticama (definirati pocetne reakcijske uvjete kao $to su masa
supstrata, vlaznost supstrata, masa inokuluma, vrijeme trajanja uzgoja, temperatura, odabir

induktora, koncentracija induktora).
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2. Teorijski dio

2.1. Gljive bijelog truljenja

Gljive su jedni od najrasprostranjenijih Zivih organizama na Zemlji. Gljive su heterotrofni,
nefotosintetski organizmi Cije su stanice obavijene staniénom stijenkom koja je gradena od
polisaharida hitina. Za vecinu gljiva su karakteristicne vlaknaste, cjevaste i dugacke stanice
koje se nazivaju hife, a njihovim ispreplitanjem nastaje mreza hifa koja tvori micelij. Rastu

svugdje u prirodi gdje postoji iskoristivi organski materijal (Johnson, 1990.; Durakovié, 1996.).

Najvedi broj gljiva su saprofitni organizmi koji od organskih ostataka mrtvih organizama
dobivaju potrebne hranjive tvari, te kemoorganoheterotrofi s obzirom da koriste organski
materijal kao izvor ugljika i energije. Mogu sintetizirati razli¢ite hidroliticke i lignoliticke enzime
pomocu kojih razgraduju supstrate prisutne u okolisu, nakon ¢ega otopljene hranjive tvari
apsorbiraju. Primarni polisaharid koji pohranjuju je glikogen, a za sintezu vlastitih
aminokiselina i proteina prvenstveno koriste glukozu i maltozu, te dusi¢ne spojeve (Pilas,
2009.).

Gljive se prema tipu spora, morfologiji hifa i spolnom ciklusu razvrstavaju u jednu od pet
taksonomskih skupina: Deuteromycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes i
Oomycetes (Selo, 2014.).

U razred Basidiomycotina svrstavamo gljive Basidiomycetes koje su poznate kao gljive
klobucarke, te njima pripadaju gljive koje rastu na drvecu, jestive gljive, gljive puhare, hrde,
snijeti i otrovne gljive. Vecina bazidiomiceta Zive kao saprofiti i razgraduju biljni materijal,
posebno celulozu i lignin (Selo, 2014.).

Gljive koje u prirodi rastu na drvecu poznate su pod nazivom gljive truljenja i dijele se na gljive
bijelog, smedeg i mekog truljenja. Gljive bijelog truljenja imaju sposobnost razgradnje biljnog
polimera lignina i lignoceluloznog materijala, te rastu na trulom ili Zivom drvecéu i drvenom
materijalu. lako su razvili kompletan enzimski sustav za razgradnju lignina, ne mogu ga koristiti
kao izvor ugljika za rast i razvoj, vec im je za tu svrhu potreban neki drugi izvor ugljika. Naziv
su dobile po tome Sto tijekom procesa razgradnje lignoceluloznog materijala, materijal ostaje
bijelo obojen. Gljive bijelog truljenja imaju znacajnu ulogu u bioremedijaciji, jer enzimi koji
sudjeluju u razgradnji drveta takoder mogu katalizirati razgradnju razli¢itih onecis¢ujucih
organskih tvari prisutnih u prirodi, pri ¢emu se posebno istice gljiva Phanerochaete
chrysosporium, za koju je poznato da moZze razgraditi toksi¢ne i u vodi netopljive komponente,

ucinkovitije od nekih drugih mikroorganizama (Gadd, 2001.; Singh, 2006.; Singh i sur.,2009.).
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Za razgradnju lignina i lignoceluloznih materijala vazna je kombinacija izvanstanicnih
lignolitickih enzima lakaze, lignin-peroksidaze (LiP) i mangan-peroksidaze (MnP) pa se prema
ustrojstvu i proizvodnji navedenih enzima gljive bijelog truljenja mogu podijeliti u tri skupine
(Lankinen, 2004):

» gljive koje proizvode LiP, MnP i lakazu

» gljive koje proizvode MnP i lakazu

» gljive koje proizvode LiP i lakazu
Gljive bijelog truljenja su otporni mikroorganizmi na Sirok raspon pH i temperature kao i na

prisustvo razliCitih toksi¢nih spojeva (Merwe, 2002.).

2.1.1. Trametes versicolor
Trametes versicolor je gljiva bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes poznata po tome Sto
se u prirodi pojavljuje u vise razli¢itih boja (Slika 2.1.), po ¢emu je i dobila ime (lat. trametes —

mrsav; versicolor — u vise boja).

. gy
&

UHM Department of Varga, 2009. Ridgway, 2016.
Botany, 2017. (19.8.2017.) (19.8.2017.)
(19.8.2017.)

Slika 2.1. Primjeri razlicitog izgleda gljive Trametes versicolor

Siroko je rasprostranjena, te je u prirodi mozemo naci na razli¢itim posjec¢enim hrastovim

trupcima i trupcima drugih stabala, te otpalim granama i stabljikama.

Razliciti sojevi ovog mikroorganizma proizvode razlicite izvanstanicne lignoliticke enzime kao
$to su lignin-peroksidaze, mangan-peroksidaze, celulaze, avicelulaze i ponajvise lakaze
(Tavaresisur., 2005.; Singh, 2006.; Desai i Nityanand, 2011.), koji u¢inkovito razgraduju lignin,

bifenilne smjese i brojna sintetska bojila.
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Jedna od najpoznatijih i najznacajnijih primjena Trametes versicolor je u procesima
delignifikacije i izbjeljivanja kraft pulpe, kao i obezbojenjima otpadnih tokova nastalih
izbjeljivanjem pulpe. Zbog toga je primjena Trametes versicolor prepoznata kao baza za nove,
okolisno prihvatljivije tehnologije u industriji pulpe i papira, ¢ime se izbjegava upotreba

organskih ili anorganskih kiselina i drugih kemikalija Stetnih po okoli$ (Young i Masood, 1998.).

2.2. Lakaze

Lakaze (benzendiol: kisik oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2) su izvanstanic¢ni enzimi koji pripadaju
grupi oksidoreduktaza, a prema porijeklu se mogu podijeliti u dvije skupine: lakaze porijeklom
iz visih biljaka i lakaze porijeklom iz gljiva koje predstavljaju znatno raSireniju i zastupljeniju
skupinu. Najvedi broj ih je izoliran iz gljiva bijelog truljenja (Riva, 2006.; Desai i Nityanand,
2011.), te iz bakterija i kukaca (Singh i sur., 2009.; Desai i Nityanand, 2011.).

Lakaze imaju Siroku fizioloSku funkciju, te je poznato da sudjeluju u razvoju spora kod gljiva, u
procesu nastajanja melanina, oksidaciji voda i povréa, zastiti biljaka protiv kukaca i
mikroorganizama, kao i u sintezi lignina.

Lakaze se ubrajaju u skupinu metaloenzima posto u svom katalitickom centru sadrze vise
atoma bakra, te za kataliticku aktivnost su im potrebna minimalno cetiri atoma bakra po
aktivnoj jedinici proteina koja su razmjeStena na tri funkcionalna mjesta (T1, T2 i T3). Na
mjestu T1 nalazi se paramagnetski ,plavi“ bakar koji apsorbira pri 610 nm, zatim na T2 mjestu
paramagnetski ,ne plavi“ bakar koji ne apsorbira u vidljivom dijelu spektra i na T3 mjestu je
smjesten dijamagnetski par bakar-bakar koji apsorbira pri 330 nm (Slika 2.2.). Navedeni centri
bakra prenose elektrone s reducirajuéeg supstrata na bakar T1 te na klaster sacinjen od bakra
T2 i T3, nakon cega 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.; Selo,
2014.).
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Slika 2.2. Pojednostavljeni prikaz strukture lakaze porijeklom iz Trametes versicolor (Sakurai i
Kataoka, 2007.)

Dok vedina enzima posjeduje specificno svojstvo samo prema odredenom supstratu, lakaze
pomocu kisika kataliziraju oksidaciju velikog broja razlicitih supstrata poput o -, p - difenola,
aminofenola, polifenola, poliamina, nekih anorganskih iona, lignina, arildiamina, aromatskih
amina, razli¢itih nefenolnih supstrata te askorbinske kiseline. Kako bi lakaze mogle razgraditi
nefenolne spojeva i velike molekule poput lignina, potrebna im je pomoé¢ odredenih
niskomolekularnih spojeva (medijatora) kao Sto su 3-hidroksiantranilat (HAA), 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) i 2,2'-azino—bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS)

(Kunamneni i sur., 2008.; Majeau i sur., 2010.; Desai i Nityanand, 2011.).

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

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

Slika 2.3. Pojednostavljeni prikaz katalitickog ciklusa lakaza — medijator oksidacijskog sustava
(Tisma, 2010.)

Osim u industriji pulpe i papira gdje su ekoloski prihvatljivije rjeSenje naspram standardnih
postupaka izbjeljivanja (Gadd, 2001.), mogu se koristiti u prehrambenoj industriji za
sprjeCavanje promjena poput gubitka boje, promjene okusa i mirisa hrane i piéa, tj. u svrhu
produljenja roka trajanja hrane i poboljSanja kvalitete (Minussi i sur., 2002.). Takoder je

poznato da se primjenjuju u enzimskim imunotestovima (EIA), te kao biosenzori za detekciju
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raznih fenolnih spojeva, u kozmetic¢koj industriji za izbjeljivanje zubi kao sastavni dio paste za
zube, u bojama i za kosu s obzirom da smanjuju iritaciju i ekoloski su prihvatljivije u odnosu na

klasi¢ne boje koje sadrze vodikov peroksid (Desai i Nityanand, 2011.).

2.3. Mangan - peroksidaza

Mangan-peroksidaze (MnP, EC 1.11.1.13) su, uz lakazu, vaZni lignoliti¢ki enzimi. Pronadene su
u svim gljivama bijelog truljenja koje imaju sposobnost razgradnje lignina. Pripadaju
glikoproteinima sa hem skupinom, te ova vrsta enzima ima vrlo specificno Mn?* - vezujuée
mjesto koje sadrzi tri aminokiselinske skupine, dvije glutaminske kiseline i asparaginsku
kiselinu (Jarvinen i sur., 2012.).

Mangan-peroksidaze u svom katalitickom ciklusu (Slika 2.4.) koriste Mn?* kao elektron donor
koji je sveprisutan u tlu i lignoceluloznim materijalima, a ciklus zapocinje vezivanjem vodikova
peroksida ili organskog peroksida na mangan-peroksidazu, pri ¢emu se uz prijenos dva
elektorna iz hema formira MnP Spoj |, koji je Fe**-okso-porfirin-radikalni kompleks. Zatim se
kovalentna veza dioksida heteroliticki cijepa ¢ime nastaje jedna molekula vode. Nakon toga se
nastavlja redukcija MnP Spoja Il (Fe**-okso-porfirin kompleks). Monokelirani Mn?* ion djeluje
kao elektron donor za navedeni porfirinski meduprodukt i oksidira se u Mn3*. Redukcija MnP
Spoja Il se odvija na slian nadin i drugi Mn3* nastaje od Mn?* §to dovodi do stvaranja nativhog
enzima i otpustanja druge molekule vode. Dok MnP spoj | moZe osim pomoéu Mn?* biti
reduciran i drugim elektron donorima kao Sto su ferocijanid i fenolima, MnP spoju Il je
potreban Mn?* kako bi se zavrsio kataliti¢ki ciklus. Nastali visoko reaktivni Mn3* se stabiliziraju
pomocu organskih kiselina kao $to je oksalna kiselina, te djeluju kao difuzijski redoks-
posrednik koji napada fenolne strukture lignina $to rezultira u stvaranju nestabilnih slobodnih
radikala koji se spontano raspadaju.

Mangan-peroksidaze su osjetljive na visoke koncentracije vodikova peroksida, jer visoke
koncentracije uzrokuju reverzibilnu inaktivaciju enzima formiranjem MnP spoja lll, koji se

nalazi u kataliti¢ki neaktivnom oksidacijskom stanju (Hofrichter, 2002.).
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Slika 2.4. Pojednostavljeni prikaz katalitickog ciklusa mangan-peroksidaze (Hofrichter, 2002.)

Mangan-peroksidaze sadrze pet disulfidnih mostova i dva kalcijeva iona koji odrZzavaju
strukturu aktivnog mjesta. Aktivno mjesto se sastoji od molekule histidina, vezane vodikovom
vezom na ostatak asparaginske kiseline, te na straznjoj strani posjeduje mjesto za vezanje
peroksidaze koje sadrzi ostatak histidina i arginina (Hofrichter, 2002.).

Kelirani Mn3*zajedno s karboksilnim kiselinama uzrokuju oksidaciju jednog elektrona razli¢itih
supstrata. Fenolni i amino aromatski spojevi su oksidirani pomodu vodika ¢ime nastaju fenolni
i amino radikali, a kod nefenolnih aromatskih spojeva nastaju aril kationski radikali. Kelirani
Mn?* i karboksilne kiseline mogu reagirati jedni s drugima, te time stvaraju alkil radikale koji
zatim podlijeZzu naknadnim spontanim reakcijama s dioksidom i stvaraju razli¢ite radikale za
koje se smatra da su izvor peroksida mangan-peroksidazama u odsustvu vodikova peroksida.
Mangan-peroksidaza oksidira organske sulfatne spojeve, nezasi¢ene masne kiseline i njezine
derivate, te formira reaktivne radikale koji u prisustvu dioksida napadaju strukturu lignina i
izvor su vodikova peroksida (Hofrichter, 2002.).

Mangan-peroksidaza primarno ima funkciju depolimerizacije prirodnog i sintetickog lignina,
ali takoder ima veliki potencijal u remedijaciji industrijskog otpada i obezbojenju sintetic¢kih
boja. Osim toga, koristiti se za razgradnju postojanih organskih zagadivaca kao Sto su
policiklicki aromatski ugljikovodici, nitroaromatski zagadiva¢ 2, 4, 6 — trinitrotoluen i
pentaklorfenol (Zhang i sur., 2016).

Osim kod razgradnje lignina, mangan-peroksidaza pokazuje sposobnost razgradnje humusnih

ev 7.
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Ima veliki potencijal za razgradnju Sirokog spektra onecis¢ujucdih tvari u okolisu, te za prakti¢nu

upotrebu u bioremedijaciji onecisc¢ujucih tvari u okolisu (Zhang i sur., 2016).

2.4. Vrste bioreaktora za uzgoj mikroorganizama u uvjetima fermentacije na

¢vrstim nosacima

Uzgoj mikrorganizama u uvjetima fermentacije na cvrstim nosacima (SSF) ukljuuje
kontrolirani uzgoj i rast mikroorganizama na vlaznim ¢vrstim materijalima, a prostor izmedu
navedenih Cestica je u bliskom kontaktu s plinskom fazom i minimalnom koli¢inom slobodne
vode. Ovim procesom vecéina mikroorganizama se uzgaja u aerobnim uvjetima kao $to su

filamentozne gljive, te neke bakterije i kvasci.

Najcesée koristeni supstrati u SSF-procesima su poljoprivredni, Sumski ili prehrambeni otpadni
produkti ili nusprodukti koji su odabrani kao prikladni za poticanje rasta organizama za
proizvodnju i stvaranje Zeljenog proizvoda. U skupinu otpadnih produkata i nusprodukata
ubrajamo psSeni¢ne mekinje, krute ostatke od presanja ulja, trop jabuke i grozda, koru banana
i citrusnog voca, pulpu kave, citrusa i Se¢erne repe, melasu Secerne repe, kao i brojne Zetvene

ostatke razlicitih Zitarica i uljarica.

U posljednjih nekoliko desetlje¢a sve je veci interes za SSF tehnologijom, a istraZzivanja su
usmjerena ka proizvodnji Siroke palete proizvoda kao $to su: enzimi (amilaze, proteaze, lipaze,
pektinaze, celulaze), pigmenti, spojevi mirisa i okusa, organski spojevi niske molekularne mase
(etanol, oksalna, limunska i mlijecna kiselina), proteinski obogaceni poljoprivredni ostaci za
upotrebu kao hrana za Zivotinje, stoCna hrana sa smanjenom razinom toksina ili sa
poboljSanom probavljivosti, antibiotici (penicilin i oksitetraciklin), sredstva za bioloSku
kontrolu (bioinsekticidi | bioherbicidi), te inokulum spora (kao Sto je inokulum spora

Penicillium roqueforti za proizvodnju plavog sira) (Mitchell i sur., 2006.).

Takoder se istrazuje uporaba mikroorganizama koji rastu u SSF uvjetima u procesima

obezbojenja boja, uklanjanja pulpe i bioremedijaciji.

Razliciti bioreaktori koriste se u SSF procesima. Mogu se kategorizirati na temelju razli¢itog
nacina izvedbe aeracije i mijeSanja (Slika 2.5.), ¢ime su podijeljeni u Cetiri osnovne grupe:

bioreaktori bez prisilne aeracije, bioreaktori s prisilnom aeracijom bez mijeSanja, bioreaktori s

11
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kontinuiranim mijeSanjem uz cirkulaciju zraka i bioreaktori s povremenim mijeSanjem uz

prisilnu aeraciju.
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Slika 2.5. Osnovne karakteristike dizajna razli¢itih SSF bioreaktora, razvrstanih u 4 grupe s
obzirom na nacin mijeSanja i vrstu aeracije (Mitchell i sur., 2006.)

Bioreaktori bez prisilne aeracije

Bioreaktori bez prisilne aeracije rade na principu jedne od najjednostavnijih i najstarijih
tehnologija koje su drevne civilizacije koristile za proizvodnju razli¢itih proizvoda
fermentacijom raznih poljoprivrednih sirovina, na nacin da su kulturu mikroorganizma
nacjepljivali na odredeni poljoprivredni supstrat u odredenom prostoru (Durand, 2003.).

lako je ova tehnologija napredovala, ona se i dalje temelji na istom principu, a primijenjena na
komercijalnoj razini bazira se uglavnom na procese koji se provode u bioreaktorima s pliticama
(eng. tray reactors). Kod bioreaktora s pliticama se cvrsti supstrat inokulira radnim
mikroorganizmom pri ¢emu nema mijeSanja reakcijske smjese ili je mijeSanje vrlo rijetko
(jedanput do dvaput dnevno). Aeracija se ostvaruje na nacin da se zrak ne propuhuje kroz
plitice, veé kruZzi oko njih. Ovi bioreaktori mogu biti izgradeni od razli¢itih materijala kao Sto su
drvo, metal ili plastika. Maksimalna visina plitica je 15 cm, a mogu imati perforirano dno.

Pliltice su smjestene u termostatiranom prostoru, koji zapravo predstavlja bioreaktor. Plitice

12
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su sloZzene paralelno, jedna iznad druge, s razmakom od nekoliko centimetara, a pove¢anjem
broja plitica jednostavno se moZe utjecati na povecanje produktivnosti procesa (Durand,

2003.).

Bioreaktori s prisilnom aeracijom bez mijesanja

Bioreaktori s fiksnim slojem i bioreaktori s fiksnim slojem i povremenim mijeSanjem spadaju u
zasebnu skupinu SSF bioreaktora ¢ija osnovna znacajka izvedbe je horizontalni ili vertikalni
stupac ispunjen supstratom, kroz koji se zrak propuhuje s jednog kraja na drugi. Kod
vertikalnog stupca, supstrat miruje na perforiranoj ploci kroz koju se zrak moze upuhivati s
vrha ili dna bioreaktora. Postoje i druge izvedbe gdje se zrak moZe uvoditi kroz perforiranu
cijev koja prolazi uzduz srediSnje osi stupca. Postoje dvije osnovne izvedbe fiksnog sloja:
tradicionalni i Zymotis tip. Bioreaktor s tradicionalnim fiksnim slojem moze imati vodeni plast,
ali bez dodatnih unutarnjih povrsina za prijenos topline, a kod bioreaktora s Zymotis tipom
fiksnog sloja, unutarnje ploce za prijenos topline su umetnute u sloj paralelno sa strujom zraka
(Mitchell i sur., 2002).

Sloj supstrata se moZze povremeno mijesati (svakih nekoliko sati) kod tradicionalne izvedbe
bioreaktora, dok je kod Zymotis tipa bioreaktora sloj supstrata stacionaran zbog toga Sto

unutarnje ploce ovog tipa bioreaktora sprjecavaju mijesanje krutog sadrzaja.

a) A b) A
3 Rashladna
{ y voda
‘v
Unutarnja ploéa
Ulaz Ulaz za prijenos
sraka zraka topline

Slika 2.6. Osnovne karakteristike i shema tradicionalnog bioreaktora s fiksnim slojem (a) i
Zymotis tipa bioreaktora (b) (Mitchell i sur., 2002.)

Kod bioreaktora s fiksnim slojem varijable su visina i Sirina bioreaktora, prisutnost ili odsutnost
vanjskog vodenog plasta, prisutnost ili odsutnost unutarnjih plo¢a za prijenos topline,

prisutnost ili odsutnost sustava za povremeno mijeSanje, a kod bioreaktora s ugradenim
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plo¢ama za prijenos topline razmak izmedu susjednih ploca je uvedena kao dodatna varijabla
dizajna odnosno izvedbe reaktora (Mitchell i sur., 2002).

Temperatura, vlaznost i brzina protoka ulaznog zraka, temperatura i brzina protoka rashladne
vode su operativne varijable stati¢nih bioreaktora s fiksnim slojem, a u slucaju bioreaktora s
fiksnim slojem i povremenim mijeSanjem treba pratiti i uéestalost, trajanje i intenzitet
mijeSanja te hoce li se dodati voda supstratu za vrijeme mijeSanja. NajvaZnija operativna
varijabla za tradicionalni tip bioreaktora je povrsSinska brzina strujanja zraka, a visina sloja je

kljuna varijabla dizajna (Mitchell i sur., 2002).

Bioreaktori s kontiuniranim mijesanjem uz cirkulaciju zraka

U skupinu bioreaktora s kontinuiranim mijeSanjem i cirkulacijom zraka spadaju bioreaktori s
rotirajuéim bubnjem i bioreaktori s bubnjem i mijeSanjem. Ova skupina bioreaktora sadrzi sloj
supstrata (10 - 40 % volumena bubnja) koji se mijeSa unutar vodoravnog ili blago nagnutog
cilindra uz cirkulaciju zraka iznad sloja supstrata (Mitchell i sur., 2002).

Ove dvije vrste bioreaktora se razlikuju u nacinu mijesanja sloja supstrata (Slika 2.7.), gdje se
kod rotirajuceg bubnja mijeSanje sloja provodi okretanjem bubnja i moZe se potaknuti
ugradnjom unutradnjih pregrada (podizaca), a kod druge vrste bioreaktora mijesanje sloja
supstrata se postiZze lopaticama ili strugacima koji su postavljeni na sredisSnju osovinu, a

mijeSanje se naj¢esée provodi neprekidno (Mitchell i sur., 2002).

g .1‘.1 \. \..
.ofoezot:!"

Substrat a)

Ulaz zraka
1zlaz plinova

b)

Slika 2.7. Shema bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem bez pregrada (a) i s pregradama (b)
(TiSma i sur., 2014.)

Kod bioreaktora s rotiraju¢im bubnjem uglavnom se koriste male brzine rotacije (oko 1 rpm),

te pri tim brzinama rotacije kod bioreaktora bez podizada krutine ce slijediti rezim padanja
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pomicudi se prema gore sa stijenkom rotiraju¢eg bubnja i padajuéi natrag na dno bubnja.
Ugradnjom podizaca poboljSava se mijeSanje unutar sloja i kontakt izmedu sloja i slobodnog
gornjeg prostora. Nacin na koji ¢e zrak cirkulirati u gornjem slobodnom prostoru bioreaktora
ovisi o dizajnu ulaznog i izlaznog otvora za zrak, o brzini protoka zraka i brzini rotacije bubnja
(Mitchell i sur., 2002).

U ovoj skupini bioreaktora varijable dizajna su omjer duljine i promjera, prisutnost ili
odsutnost podizaca rotirajuéeg bubnja te dizajn lopatica ili strugaca u slucaju mijeSanja, a
operativne varijable su vlaZznost, temperatura i brzina protoka zraka, koeficijent punjenja

¢vrstog materijala i brzina okretaja bubnja ili mijesala (Mitchell i sur., 2002).

Bioreaktori s povremenim mijesanjem uz prisilnu aeraciju

Pod skupinu bioreaktora s prisilnom aeracijom sloja te stalnim ili povremenim mijesanjem
spadaju bioreaktori s fiksnim slojem i mijeSanjem, vibrirajuéim bubnjem i fluidiziranim
plinovito-¢vrstim slojem. Na Slici 2.8. prikazane su razli¢ite izvedbe i osnovne znacajke

mijeSanja ovisno o vrsti bioreaktora (Mitchell i sur., 2006).

m?;u 000

< ) Zrak

(b) (c)
[ il
SN
- "'\:-
«/ v

Slika 2.8. Razlic¢ite izvedbe mijeSanja kod bioreaktora s prisilnom aeracijom sloja i
kontinuiranim ili povremenim mijesanjem (Mitchell i sur., 2006.).
(a) Mehanicko mijesanje unutarnjim mijeSalom: lijevo — okomito mijesanje sloja, desno —
bubanj sa sredisnjim mijesalom.
(b) Mijesanje nastalo pomicanjem samog bubnja.
(c) Mijesanje strujanjem zraka.
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Bioreaktori s fiksnim slojem i mijeSanjem sadrzZe sustav za aeraciju pri ¢emu se zrak upuhuje
odozdo kroz perforiranu plocu koja ujedno sluzi kao potpora za supstrat, a pomocu
mehanickog mijesala se sloj supstrata mijesa (Slika 2.8.(a)). Kod vibriraju¢eg bubnja izmedu
dva koncentri¢na perforirana horizontalna cilindra se nalazi supstrat, mijeSanje se postize
rotacijom cilindra (Slika 2.8.(b)), a zrak se uvodi u sredisnji cilindar i prolazi radijalno kroz sloj
supstrata prema van. Bioreaktori s fluidiziranim slojem plinovito-¢vrsto rade slicno kao
bioreaktori s mijeSanjem s razlikom da je brzina aeracije dovoljno visoka da fluidizira ¢estice
supstrata i dovodi do mijesanja (Slika 2.8.(c)), te je moguce ugradnjom dodatnog mijesala

razbiti aglomerate supstrata i biomase (Slika 2.9.) (Mitchell i sur., 2006).

Izlaz plinova
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—
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Ulaz zraka !
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Slika 2.9. Shema bioreaktora s fluidiziranim plinovito-¢vrstim slojem (TiSma i sur., 2014.)

Kod navedenih vrsta bioreaktora mijeSanje se ostvaruje na razli¢ite nacine i sam dizajn
mijesala je kljucan, jer se supstrat ne smije zdrobiti i ne smije do¢i do smicanja uz stijenku
bioreaktora. Neki tipovi bioreaktora sadrze ucvrséena spiralna ili planetarna mijesala (Slika
2.10.), kojima se postize kontinuirano mijeSanje, a drugo rjesSenje ukljucuje vertikalne vijke na
pokretnim kolicima koja se kreéu unatrag i naprijed duZ osi bioreaktora, te unato¢ tome sto
mijeSalo radi bez prekida, postize se da je svaki pojedini dio sloja mijeSan povremeno (jednom

ili dvaput na sat) (Mitchell i sur., 2006).
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Slika 2.10. Shema bioreaktora s planetarnim mijeSalom (a) i bioreaktora sa spiralnom
ostricom mijesala (b) (Mitchell i sur., 2006.)

2.4.1. Bioreaktor s pliticama

Ova vrsta bioreaktora sastoji se od zatvorenog prostora u kojem je stacioniran odredeni broj
pojedinacnih plitica (Slika 2.11.). Obi¢no imaju mogucnost regulacije temperature i vlage, a
uvodenje svjezeg zraka moZe se poticati ventilatorima. Ucinkovitost cirkulacije zraka u
bioreaktoru ovisi o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su veli¢ina i geometrija bioreaktora, smjestaj

ulaznih i izlaznih otvora, smjestaj ventilatora, te razmaci izmedu plitica (Mitchell i sur., 2002).

zraka
I1zlaz plinova

Ulaz sterilnog

Plitica

Substrat

Slika 2.11. Osnovna izvedba dizajna bioreaktora s pliticama (TiSma i sur., 2014.)

Ovi reaktori se ¢esto primjenjuju u industriji, unato¢ nedostatcima. Naime, zahtijevaju veliki
prostor, te postoji velika potreba za radnom snagom. Takoder je tesko osigurati sterilne
uvjete, te se zbog toga moraju graditi sterilne prostorije i osigurati postupci i oprema, a

alternativa bi mogla biti koriStenje polipropilenskih polupropusnih vreéica koje se mogu
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sterilizirati. Neke vrecice imaju i mikroporoznu zonu koja omogucava pasivni protok zraka
(Durand, 2003.).

Plitice mogu biti izgradene od razli¢itih materijala kao Sto su bambus, drvo, plastika ili zicana
mreZa, a obi¢no su otvorene s gornje strane, dok bo¢ne strane i dno mogu biti perforirani kako
bi se potaknula izmjena plinova. Takoder, uzgoj u mikroporoznim plasti¢nim vrecicama
omogucava izmjenu plinova izmedu plitica i praznog prostora bioreaktora bez kontaminacije,
$to je vaino jer zrak u gornjem slobodnom prostoru bioreaktora ovakvog tipa obi¢no nije
sterilan. Sloj supstrata smjeSten u pliticama moZe mirovati tijekom cijelog procesa uzgoja ili ga
se moze ruc¢no okretati jednom do dva puta dnevno (Mitchell i sur., 2002).

Kod ove vrste bioreaktora toplina se prenosi kondukcijom, a prijenos tvari se odvija difuzijom
zbog toga Sto se zrak ne propuhuje prisilno kroz sloj supstrata, vec¢ zrak cirkulira oko povrsine
plitica, te zbog toga na nekim mjestima moze doci do velikih gradijenata temperature (oko 3
°Ccm?).

Radne varijable pomocu kojih se moze utjecati na proces u bioreaktoru s pliticama su
temperatura, vlaznost zraka i brzina protoka zraka u slobodnom dijelu bioreaktora, a visina
sloja supstrata u plitici se smatra glavnom varijablom dizajna. Poveéanjem visine sloja
supstrata u pliticama povecava se i vjerojatnost razvijanja nepoZeljnih visokih temperatura u
sredini sloja, te kako ne bi doslo do razvijanja nepozeljnih visokih temperature preporucena
maksimalna dubina sloja je obi¢no izmedu 2 - 10 cm. S obzirom na navedeno ogranicenje,
povecanjem dubine sloja ne moze se uvecati mjerilo procesa, veé samo povecanjem broja i
Sirine plitica. Zbog toga, nedostatak poveéanja mjerila procesa je potreba za intenzivnijim
radom kod ru¢nog punjenja, sterilizacije, mijeSanja i praznjenja velikog broja plitica (Mitchell i

sur., 2002).
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3.1. Zadatak

Cilj ovog rada bio je:

a) proizvesti enzime lakazu i mangan-peroksidazu uzgojem T. versicolor na kukuruznoj silazi u
uvjetima fermentacije na cvrstim nosa¢ima u laboratorijskim teglicama, te ispitati utjecaj
dodatka razli¢itih induktora (bakrov sulfat, ferulicna kiselina, siringicna kiselina, vanilinska

kiselina, veratrilni alkohol) na aktivnost lakaze i mangan peroksidaze;

b) na temelju dobivenih rezultata iz pokusa u laboratorijskim teglicama, napraviti uveéanje
mjerila u bioreaktoru s pliticama (definirati pocetne reakcijske uvjete kao $to su masa
supstrata, vlaznost supstrata, masa inokuluma, vrijeme trajanja uzgoja, temperatura, odabir

induktora, koncentracija induktora).

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Mikroorganizam

U ovom radu koristena je gljiva bijelog truljenja Trametes versicolor TV-6 (MZKI, Ljubljana,

Slovenija).

3.2.2. Supstrat

Kukuruzna silaza (Zetva 2015., Istocna Hrvatska) je nakon Zetve i usitnjavanja dostavljena u

laboratorij, te pohranjena na -20 °C prije uporabe u pokusima bioloske obrade.

3.2.3. Popis kemikalija

Koristene su slijedeée kemikalije: krumpirov agar (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan,
Italija), 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), trans-4-hidroksi-3-metoksi
cimetna kiselina, 4-hidroksi-3,4-dimetoksi benzojeva kiselina, Na;HPOs (Sigma Aldrich,
Steinheim, Njemacka), limunska kiselina monohidrat (E330) (AGZ d.o.0.), glicin, 3,4-dimetoksi
benzojev alkohol, 4-hidroksi-3-metoksi benzojeva kiselina, 2,6-dimetoksifenol, CuSOa,
C3H2Naz04 - H20 (Acros Organics, New Yersey, USA), MnSOs - H,0 (Alfa Aesar, Massachusetts,
SAD), H,0; (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), HCI (Fischer Scientific, Loughborough, UK).
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3.2.4. Aparatura

Autoklav

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

minuta.

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.

Tresilica

U svrhu pripreme ekstrakta enzima, koriStena je vodena kupelj s tresilicom (Julabo SW22).

Centrifuga s hladenjem
Nakon ekstrakcije uzoraka, prije mjerenje aktivnosti enzima na spektrofotometru, uzorci su

centrifugirani na Multifuge 3 L-R centrifugi (Heareus).

Spektrofotometar
Aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze odredivane su na spektrofotometru (Shimadzu, UV-

1700 PharmaSpec).

pH-metar
Priprema razlic¢itih otopina odredene pH vrijednosti koje sluze u svrhu istraZivanja ovisnosti
aktivnosti enzima o pH provodeno je pomoc¢u pH-metra (Hanna Instruments 2211 pH/ORP

Meter).
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3. Eksperimentalni dio

Inkubator

Uzgoj T. versicolor u laboratorijskim teglicama proveden je u inkubatoru (KB 115, BINDER
GmbH, Njemacka) (Slika 3.1.), kao i priprema inokuluma za provedbu procesa uzgoja T.

versicolor u bioreaktoru s pliticama.

Slika 3.1. Inkubator (KB 115, BINDER GmbH, Njemacka)

Bioreaktor s pliticama

Proces proizvodnje enzima u uveéanom mjerilu proveden je u bioreaktor s pliticama (Slika
3.2.). Ovaj biorekator (dimenzija 75 x 154 x 70 cm) je izgraden je od nehrdajuceg celika, a
sastoji se od Sest plitica (50 x 5 x 40 cm) ugradenih u termostatsku komoru s moguénoséu
regulacije temperature u rasponu od 25 do 65 °C. Temperatura se mjeri on-line na razlicitim
mjestima u bioreaktoru (slobodni prostor bioreaktora i fermentacijski sloj svake plitice)
pomocu termo sondi (jedna po svakoj plitici i jedna za mjerenje temperature zraka u
slobodnom prostoru bioreaktora kao referentna temperatura) povezanih s programibilnim
logi¢kim kontroler (PLC) sustavom. Komprimirani sterilni zrak ubrizgava se izravno na
ventilator koji se nalazi unutar reaktora, $sto omogucuje ravnomjernu raspodjelu zraka
regulacijom protoka zraka (0,5 - 3 dm3 min1), a za vlaZenje zraka koristi se dodatni spremnik

sa sterilnom destiliranom vodom.
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Slika 3.2. Bioreaktor s pliticama

3.2.5. Istrazivanje utjecaja dodataka razliCitih induktora na aktivnost lakaze i
mangan-peroksidaze tijekom uzgoja Trametes versicolor u laboratorijskim

teglicama

U laboratorijske teglice izvagano je 50 g kukuruzne silaze (odmrznute i susene na sobnoj
temperaturi 24 h, te usitnjene na veli¢inu ¢estica 1 — 2 cm) i 110 cm?® destilirane vode,
sterilizirano 20 min pri T= 120 °C te ostavljeno da se hladi na sobnoj temperaturi. Pripremljene
su otopine bakrovog sulfata razli¢itih koncentracija (0,05 mol dm3, 0,1 mol dm=3i 0,15 mol
dm3), te otopine vanilinske kiseline, feruli¢ne kiseline, siringi¢ne kiseline i veratrilnog alkohola
razli¢itih koncetracija (0,5 mmol dm3, 1 mmol dm3 i 1,5 mmol dm=3) koje su takoder
sterilizirane. Postupak nacjepljivanja kukuruzne silaze u laboratorijskim teglicama proveden je
u sterilnim uvjetima u horizontalnom laminarnom kabinetu, na nacin da je u staklene
epruvete, u 10 cm? sterilizirane vode dodano 5 micelijskih diskova Trametes versicolor TV-6 sa
Petrijeve zdjelice, promjera 10 mm, promijeSano na vortexu kako bi se resuspendirale spore.
U laboratorijske teglice bez induktora je dodano 10 cm? suspenzije spora, a u ostale
laboratorijske teglice dodano je po 10 cm? otopine bakrovog sulfata (0,05 mol dm=, 0,1 mol
dm=3i0,15 mol dm3 u dvije paralelne serije), vanilinske kiseline, feruli¢ne kiseline, siringi¢ne
kiseline te veratrilnog alkohola (0,5 mmol dm3, 1 mmol dm3i1,5 mmol dm u dvije paralelne
serije) i 10 cm? suspenzije spora. Teglice su ru¢no protresene te poklopljene papirnatim
ubrusima i stavljene u inkubator na 27 °C. Uzgoj je trajao 7 dana pri ¢éemu je svakodnevno
uziman uzorak iz teglica (oko 1 g). U svrhu pripreme ekstrakta enzima za mjerenje aktivnosti

enzima, u 1 g uzroka dodano je 10 mL destilirane H;0, termostatirano u vodenoj tresilici pri
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27 °Ci 150 okr/min, 30 min. Nakon ekstrakcije uzorci su centrifugirani (10 min, 10 000 x g) te
je iz supernatanta mjerena aktivnost lakaze s ABTS-om kao supstratom i aktivhost MnP s 2,6-

dimetoksifenolom (DMP) kao supstratom prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.1.

3.2.6. Proizvodnja lakaze i mangan-peroksidaze tijekom uzgoja Trametes

versicolor na kukuruznoj silazi u bioreaktoru s pliticama

U bioreaktor s pliticama dodano je 600 g kukuruzne silaze i 500 cm? destilirane vode po plitici
s ciljem postizanja vlaZznosti materijala od 82,30 + 0,26 %. Bioreaktor s ovako pripremljenim
supstratom je steriliziran 20 min pri T= 120 °Ci ohladen prije inokuliranja. Pripremljena je 0,1
mol dm™ otopina bakrovog sulfata koja je takoder sterilizirana. Postupak nacjepljivanja
kukuruzne silaze u bioreaktoru s pliticama proveden je na nacin da je po plitici dodano 200 g
inokuluma. Inokulum je bio micelij gljive narastao na kukuruznoj silazi tijekom 7 dana uzgoja

u laboratorijskim teglicama.

Provedena su dva pokusa, jedan pokus u kojem nije dodavan induktor sinteze lakaze, te drugi
u kojem je dodavan bakrov sulfat kao induktor. U bioreaktor s pliticama bez induktora je
dodano 200 g inokuluma, a kod drugoga uzgoja je dodano 40 cm? 0,1 mol dm™ otopine
bakrovog sulfata zajedno s 200 g inokuluma. Nacjepljeni sadrZaj na plitici je termostatiran na
27 °C uz protok sterilnog zraka 2,5 dm® min™l. Uzgoj je trajao 7 dana pri éemu je 0., 5., 6. 7.
dan uzorkovano oko 1 g sa tri mjesta sa tri plitice (broj 4, 5 i 6). Uzorci su ekstrahirani i
centrifugirani po istom principu opisanom u Poglavlju 3.2.5. Iz dobivenih supernatanata
mjerena je aktivnost lakaze s ABTS-om kao supstratom i aktivnost MnP s DMP-om kao

supstratom prema metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.1.

3.3. Analiticke metode

3.3.1. Mjerenje aktivnosti lakaze i mangan-peroksidaze
Mjerenje aktivnosti lakaze
Aktivnost lakaze mjerena je spektrofotometrijski pri A = 420 nm i temperaturi 25 °C u kvarcnoj

kiveti volumena 1 cm? koristeéi ABTS kao supstrat.
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3. Eksperimentalni dio

Otopina ABTS-a (c = 3 mmol dm™3) je pripremana otapanjem u glicin-HCl puferu (pH = 3,5) i
¢uvana je u tikvici obloZzenoj aluminijskom folijom, u hladnjaku na temperaturi od 4 °C.

Otopina ABTS-a je termostatirana 10 minuta prije pocetka mjerenja pri 25 °C. Mjerenja su
provedena u kvarcnoj kiveti volumena 1 cm3, gdje je u 500 pL otopine ABTS-a dodavano 100
puL uzorka. Prije samog mjerenja sadrzaj kivete je ruéno promijeSan i stavljen u
spektrofotometar. Tijekom 100 s, pri A = 420 nm, mjerena je promjena apsorbancije u
vremenu (AA/At) te je iz dobivenih promjena apsorbancije izracunata volumna aktivnost

enzima lakaze prema jednadzbi:

Vr AA
ed-Vg At

V.A.=

(1)

gdje su V; ukupni volumen uzorka u kiveti (cm3), Ve volumen dodanog uzorka koji sadrzi enzim
(cm3), € ekstincijski koeficijent (€120 = 0,036 dm? pmol™* cm™), d promjer kivete (d = 1 cm),
AA/At promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca) (mint), V.A. volumna aktivhost
enzima (U dm3), pri éemu 1 U 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.).

Mjerenje aktivnosti mangan-peroksidaze

Aktivnost mangan-peroksidaze mjerena je spektrofotometrijski pri A = 469 nm i temperaturi
25 °C u kvarcnoj kiveti volumena 1,4 cm? koriste¢i DMP kao supstrat.

Reakcijska smjesa sadrZavala je 0,05 mol dm3 natrij-malonat pufera (pH = 4,5), 1 mmol dm3
MnSQ3, 0,5 mmol dm3 DMP i 100 mm?3 uzorka pri éemu reakcija zapo¢inje dodatkom 0,1 mmol

dm3 vodikovog peroksida.

Mjerenja su provedena u kvarcnoj kiveti volumena 1,4 cm3, gdje je u 900 pL reakcijske smjese
(0,05 mol dm™ natrij-malonat pufera (pH = 4,5), 1 mmol dm= MnSQOs, 0,5 mmol dm3 DMP)
dodavano 100 pL uzorka te 100 pL 0,1 mmol dm vodikovog peroksida. Prije samog mjerenja
sadrzaj kivete je ru¢no promijesan i stavljen u spektrofotometar. Tijekom 100 s, pri A = 469
nm, mjerena je promjena apsorbancije u vremenu (AA/At) te je iz dobivenih promjena

apsorbancije izracunata volumna aktivnost enzima mangan-peroksidaze prema jednadzbi 1.
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3.3.2. Istrazivanje ovisnosti aktivnosti lakaze i mangan-peroksidaze o pH

Ispitivanje utjecaja pH na aktivnost enzima lakaze i mangan-peroksidaze provedeno je u
kvarcnim kivetama volumena 1 cm3. Mjerenja su provedena u 0,2 mol dm glicin-HCl puferu
u rasponu pH od 2,4 do 3,6 i u 0,05 mol dm citrat-fosfatnom puferu u rasponu pH od 3,0 do
5,4 pri temperaturi 25 °C za lakazu, a za mangan-peroksidazu su provedena u 0,05 mol dm3
natrij-malonat puferu u rasponu pH od 2 do 7 pri temperaturi 25 °C. Iz dobivenih rezultata

promjene apsorbancije s viemenom je izraCunata volumna aktivnost enzima.

3.3.3. Istrazivanje ovisnosti aktivnosti lakaze i mangan-peroksidaze o

temperaturi

U vodenoj kupelji je za ispitivanje ovisnosti aktivnosti lakaze o temperaturi termostatiran 0,2
mol dm3 glicin-HCI pufer (pH 3,5) 10 minuta u temperaturnom rasponu 25 — 70 °C, a za
mangan-peroksidazu 0,05 mol dm3 natrij-malonat pufer (pH 4,5) u istom temperaturnom
rasponu. Puferi su termostatirani sa razlikom od 5 °C u intervalu od 25 do 70 °C i dodani u
kvarcnu kivetu zajedno sa supstratom i uzorkom, te je iz tako pripremljene reakcijske smjese
mjerena aktivnost enzima lakaze i mangan-peroksidaze prema metodi opisanoj u Poglavlju

3.3.1.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Istrazivanje utjecaja dodataka razlicitih induktora na aktivnost lakaze i

mangan-peroksidaze tijekom uzgoja T. versicolor u laboratorijskim teglicama
Proizvodnja enzima lakaze i mangan-peroksidaze iz gljive bijelog truljenja Trametes versicolor
TV-6 provedena je $arZno u uvjetima uzgoja SSF fermentacije u laboratorijskim teglicama.
Provedeno je Sest pokusa, od kojih je prvi proveden bez dodatka induktora, a narednih pet s
dodatkom razlicitih koncentracija induktora s ciljem istraZivanja njihovog utjecaja na aktivnost
lakaze i mangan-peroksidaze i s ciljem postizanja veée aktivnosti navedenih enzima.

Kod svih pokusa, uzgoj je trajao 7 dana pri ¢emu su svakodnevno uzimani uzorci iz teglica, koji
su ekstrahirani i centrifugirani, a zatim je iz tekuéinskog ostatka prema metodama opisanima
u Poglavlju 3.3.1. mjerena aktivnost enzima. Pokusi su provedeni u dvije paralelne serije, a
graficki su prikazani rezultati srednjih vrijednosti.

U svim pokusima uvjeti uzgoja (masa supstrata, vlaznost supstrata, koncentracija inokuluma,
temperatura, vrijeme) su bili jednaki, jedino su razli¢iti induktori dodavani u tri razlicite

koncentracije.

Prvi pokus je proveden bez dodatka induktora, a rezultati volumnih aktivnosti lakaze i mangan-

peroksidaze tijekom 7 dana provedbe pokusa, prikazani su na Slici 4.1.
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Slika 4.1. Volumna aktivnost enzima lakaza i mangan-peroksidaza bez dodatka induktora
(laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)
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Iz rezultata je vidljivo da je najveda aktivnost lakaze (180,2 U dm3) postignuta ¢etvrtog dana
pokusa, dok je najveca aktivnost mangan-peroksidaze (30,1 U dm3) postignuta treéeg dana
izvodenja pokusa. Takoder je vidljivo da je volumna aktivnost lakaze pet do Sest puta veca u
odnosu na aktivnost mangan-peroksidaze. Nakon Cetvrtog dana (za lakazu) odnosno treceg

dana (za mangan-peroksidazu) aktivnosti enzima se ne mijenjaju ili neznatno smanjuju.

U narednim pokusima uzgoja T. versicolor u laboratorijskim teglicama dodavani su razliciti
induktori u odredenim koncentracijama kako bi se istrazio njihov utjecaj na aktivnost lakaze i
mangan-peroksidaze, te kako bi se odabrao najbolji induktor sinteze ovih enzima za potrebe

provedbe pokusa u bioreaktoru s pliticama.

IstraZivanje utjecaja dodatka bakrovog sulfata na aktivnost enzima lakaza i mangan-

peroksidaza

U drugom pokusu istraZivan je utjecaj dodatka bakrovog sulfata u tri razlicite koncentracije
(0,05 mol dm3, 0,1 mol dm3 i 0,15 mol dm3) na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze.
Ukupno je nacijepljeno 6 teglica, za svaku ispitanu koncentraciju induktora po 2 teglice, a
prikazane su srednje vrijednosti rezultata postignutih iz dviju teglica, za svaku koncentraciju
induktora posebno. Rezultati volumnih aktivnosti enzima prikazani su na Slici 4.2. (lakaza) i

Slici 4.3. (mangan-peroksidaza).
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Slika 4.2. Volumna aktivnost enzima lakaza uz dodatak otopine bakrova sulfata razliitih
koncentracija (¢ = 0,05 mol dm3, ¢ =0,1 mol dm3, ¢ = 0,15 mol dm3; laboratorijske teglice, T
=27°C, t=7dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.2., vidljivo je da je Sestog dana pokusa uz dodatak 0,05 mol
dm= otopine bakrova sulfata postignuta najveca aktivnost lakaze (1204,8 U dm3), a pri
upotrebi veéih koncentracija induktora (0,1 mol dm3i 0,15 mol dm3) najveca aktivnost lakaze
postignuta je sedmog dana i iznosila je 1389,1 U dm3, odnosno 1287,4 U dm™. 1z dobivenih
rezultata moZe se zakljuciti da se primjenom 0,1 mol dm3 otopine bakrovog sulfata postize
najveca aktivnost lakaze (1389,1 U dm3) te da je ona 8 puta veéa u odnosu na pokus u kojem

nije koriSten induktor.
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Slika 4.3. Volumna aktivnost enzima mangan-peroksidaza uz dodatak otopine bakrova
sulfata razli¢itih koncentracija (¢ = 0,05 mol dm=3, ¢ = 0,1 mol dm=3, ¢ = 0,15 mol dm3;
laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.3., vidljivo je da se najveée aktivnosti mangan-peroksidaze u
rasponu od 176,0 do 209,1 U dm™ postizu zadnjeg dana provedbe pokusa, pri ¢emu je, kao i
kod proizvodnje lakaze, i u ovom pokusu najveca aktivnost postignuta kada je koriStena 0,1

mol dm otopina bakrova sulfata (209,1 U dm3).

Dodatkom 0,1 mol dm otopine bakrova sulfata postignuta je 7 puta veca aktivnost mangan-
peroksidaze (209,1 U dm3) u odnosu na pokus bez dodatka induktora (30,1 U dm3). Levin i
sur. (2002.) su ispitivali utjecaj dodataka razlicitih koncentracija otopine bakrovog sulfata (1
mmol dm3; 0,0016 mmol dm3) na aktivnost mangan-peroksidaze uzgojem Trametes trogii, pri
¢emu su dodatkom 1 mmol dm3 otopine bakrovog sulfata postigli 13 puta veéu aktivnost
mangan-peroksidaze (1280 U dm3) u usporedbi s pokusom uz dodatak 0,0016 mmol dm

otopine bakrovog sulfata kojom su postigli 100 U dm3, 27. dana trajanja pokusa.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je otopina bakrova sulfata dobar induktor sinteze
lakaze i mangan-peroksidaze, te se od svih ispitivanih koncentracija, najve¢a volumna

aktivnost oba ispitivana enzima postiZe primjenom 0,1 mol dm3 otopine bakrova sulfata.
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Istrazivanje utjecaja dodatka vanilinske kiseline na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze

U tre¢em pokusu istrazivan je utjecaj dodatka vanilinske kiseline u tri razlicite koncentracije (¢
= 0,5 mmol dm3, ¢ =1 mmol dm3 i ¢ = 1,5 mmol dm=3) na aktivnost lakaze i mangan-
peroksidaze. Ukupno je nacijepljeno 6 teglica, za svaku ispitanu koncentraciju induktora po 2
teglice, a prikazane su srednje vrijednosti rezultata postignutih iz dviju teglica, za svaku
koncentraciju induktora posebno. Rezultati volumnih aktivnosti enzima prikazani su na Slici

4.4. (lakaza) i Slici 4.5. (mangan-peroksidaza).
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Slika 4.4. Volumna aktivnost enzima lakaza uz dodatak otopine vanilinske kiseline razli¢itih
koncentracija (¢ = 0,5 mmol dm3, ¢ =1 mmol dm3, ¢ = 1,5 mmol dm3; laboratorijske teglice,
T=27°C, t=7dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.4., vidljivo je da je sedmog dana pokusa uz dodatak 0,5 mmol
dm=3, 1 mmol dm3i 1,5 mmol dm otopine vanilinske kiseline postignuta najveéa aktivnost
lakaze (100,9 U dm3; 140,9 U dm3; 196,1 U dm3). Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuéiti da
se primjenom 1,5 mmol dm otopine vanilinske kiseline postize najveca aktivnost lakaze

(196,1 U dm™3) te da je ona 1,09 puta veéa u odnosu na pokus u kojem nije koristen induktor.
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Elisashvili V. i Kachlishvili E. (2009.) su objavili da se submerznim uzgojem gljive bijelog
truljenja Cerrene unicolor uz dodatak 0,5 mmol dm= otopine vanilinske kiseline postize

priblizno 1,42 puta veca aktivnost lakaze.
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Slika 4.5. Volumna aktivnost enzima mangan-peroksidaza uz dodatak otopine vanilinske
kiseline razli¢itih koncentracija (c =5 mmol dm=, ¢ =1 mmol dm3, ¢ = 1,5 mmol dm3;
laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.5., vidljivo je da je Sestog dana pokusa uz dodatak 1,5 mmol
dm3 otopine vanilinske kiseline postignuta najveca aktivnost mangan-peroksidaze (43,4 U dm-
3), a pri upotrebi manjih koncentracija induktora (0,5 mmol dm3 i 1 mmol dm3) najveéa
aktivnost mangan-peroksidaze postignuta je sedmog dana i iznosila je 21,5 U dm3, odnosno
23,4 U dm3. Takoder, kao i kod lakaze, i u ovom pokusu najveéa aktivnost je postignuta kada

je koridtena 1,5 mmol dm otopina vanilinske kiseline (43,4 U dm™).

Dodatkom 1,5 mmol dm otopine vanilinske kiseline postignuta je 1,44 puta veca aktivnost
mangan-peroksidaze (43,4 U dm3) u odnosu na pokus bez dodatka induktora (30,1 U dm3).
Elisashvili V. i Kachlishvili E. (2009.) su dobili sliéne rezultate submerznim uzgojem gljive bijelog
truljenja Cerrene unicolor uz dodatak 0,5 mmol dm otopine vanilinske kiseline pri ¢emu je

postignuta 2 puta veca aktivnost mangan-peroksidaze.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da otopina vanilinske kiseline slabo utje€e na sintezu
lakaze, dok umjereno inducira sintezu mangan-peroksidaze, te se od svih ispitivanih
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4. Rezultati i rasprava

koncentracija, najve¢a volumna aktivnost oba ispitivana enzima postize primjenom 1,5 mmol

dm=3otopine vanilinske kiseline.

Istrazivanje utjecaja dodatka ferulicne kiseline na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze

U cetvrtom pokusu istrazivan je utjecaj dodatka feruli¢ne kiseline u tri razli¢ite koncentracije
(0,5 mmol dm=3, 1 mmol dm3i 1,5 mmol dm=3) na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze.
Ukupno je nacijepljeno 6 teglica, za svaku ispitanu koncentraciju induktora po 2 teglice, a
prikazane su srednje vrijednosti rezultata postignutih iz dviju teglica, za svaku koncentraciju
induktora posebno. Rezultati volumnih aktivnosti enzima prikazani su na Slici 4.6. (lakaza) i

Slici 4.7. (mangan-peroksidaza).
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Slika 4.6. Volumna aktivnost enzima lakaza uz dodatak otopine feruli¢ne kiseline razli¢itih
koncentracija (¢ = 0,5 mmol dm3, ¢ =1 mmol dm3, ¢ = 1,5 mmol dm3; laboratorijske teglice,
T=27°C, t=7dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.6., vidljivo je da je Cetvrtog dana pokusa uz dodatak 0,5 mmol
dm=3i1 mmol dm3 otopine feruli¢ne kiseline postignuta najveéa aktivnost lakaze (197,2 U dm"
3,283,5 U dm3), a pri upotrebi veée koncentracije induktora (1,5 mmol dm3) najveéa aktivnost
lakaze postignuta je petog dana i iznosila je 226,6 U dm™. Iz dobivenih rezultata moZe se

zakljuéiti da se primjenom 1 mmol dm3 otopine feruli¢ne kiseline postiZze najveéa aktivnost
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4. Rezultati i rasprava

lakaze (283,5 U dm) te da je ona 1,57 puta veéa u odnosu na pokus u kojem nije koristen

induktor.

Elisashvili V. i Kachlishvili E. (2009.) su objavili da se submerznim uzgojem gljive bijelog
truljenja Cerrene unicolor uz dodatak 0,5 mmol dm=3 otopine ferulicne kiseline postize
priblizno 1,09 puta veda aktivnost lakaze, a Fonseca i sur. (2014.) su objavili da se submerznim
uzgojem gljive bijelog truljenja Phlebia brevispora BAFC 633 uz dodatak 0,3 mmol dm3

feruli¢ne kiseline postize priblizno 2 puta veca aktivnost lakaze.
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Slika 4.7. Volumna aktivnost enzima mangan-peroksidaza uz dodatak otopine ferulicne
kiseline razli¢itih koncentracija (c = 0,5 mmol dm3, ¢ = 1 mmol dm™3, ¢ = 1,5 mmol dm3;
laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.7., vidljivo je da je ¢etvrtog dana pokusa uz dodatak 0,5 mmol
dm3 i 1,5 mmol dm= otopine feruli¢éne kiseline postignuta najveéa aktivnost mangan-
peroksidaze (46,8 U dm3; 38,4 U dm3), a pri upotrebi 1 mmol dm3 otopine feruli¢ne kiseline
najveéa aktivnost mangan-peroksidaze je postignuta petog dana i iznosila je 53,1 U dm™.
Takoder, kao i kod lakaze, i u ovom pokusu najveca aktivnost je postignuta kada je koristena

1 mmol dm3 otopina feruli¢ne kiseline (53,1 U dm3).

Dodatkom 1 mmol dm™ otopine feruli¢ne kiseline postignuta je 1,76 puta veca aktivnost

mangan-peroksidaze (53,1 U dm3) u odnosu na pokus bez dodatka induktora (30,1 U dm3).
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4. Rezultati i rasprava

Ovi rezultati u skladu su s podatcima iz literature. Elisashvili V. i Kachlishvili E. (2009.) su objavili
da se submerznim uzgojem gljive bijelog truljenja Cerrene unicolor uz dodatak 0,5 mmol dm-3

koncentracije otopine feruli¢ne kiseline postize 1,78 puta veca aktivnost mangan-peroksidaze.

Iz dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da otopina ferulicne kiseline umjereno inducira
sintezu lakaze i mangan-peroksidaze, te se od svih ispitivanih koncentracija, najve¢a volumna

aktivnost oba ispitivana enzima postiZe primjenom 1 mmol dm=3otopine feruli¢ne kiseline.

Istrazivanje utjecaja dodatka siringicne kiseline na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze

U petom pokusu istrazivan je utjecaj dodatka siringi¢ne kiseline u tri razli¢ite koncentracije
(0,5 mmol dm3, 1 mmol dm3i 1,5 mmol dm=3) na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze.
Ukupno je nacijepljeno 6 teglica, za svaku ispitanu koncentraciju induktora po 2 teglice, a
prikazane su srednje vrijednosti rezultata postignutih iz dviju teglica, za svaku koncentraciju
induktora posebno. Rezultati volumnih aktivnosti enzima prikazani su na Slici 4.8. (lakaza) i

Slici 4.9. (mangan-peroksidaza).
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Slika 4.8. Volumna aktivnost enzima lakaza uz dodatak otopine siringi¢ne kiseline razlicitih
koncentracija (¢ = 0,5 mmol dm3, ¢ = 1 mmol dm3, ¢ = 1,5 mmol dm3; laboratorijske teglice,
T=27°C, t=7dana)
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4. Rezultati i rasprava

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.8., vidljivo je da se najvece aktivnsoti lakaze postizu
primjenom najnize koncentracije siringicne kiseline, a najveca izmjerena vrijednost postignuta
je esti dan provedbe pokusa (223,1 U dm™) . U usporedbi s pokusom bez dodatka induktora,
moze se izraCunati da je ova aktivnost za 1,24 puta veca. Fonseca i sur. (2014.) su objavili da
se submerznim uzgojem gljive bijelog truljenja Phlebia brevispora BAFC 633 uz dodatak 0,3

mmol dm3 siringi¢ne kiseline postiZe priblizno 2,2 puta vedéa aktivnost lakaze.

220

. 0,5 mmol dm siringicna
200 e e
kiselina
180 a 1 mmol dm™ siringi¢na
kiselina
160 a 1,5 mmol dm? siringi¢na
kiselina
140
— 120
9
'g 100
2
. 80
N
60
‘ *
40
* * ﬁ
20 s a o
0
2 3 4 5 6 7 8

t [dani]

Slika 4.9. Volumna aktivnost enzima mangan-peroksidaza uz dodatak otopine siringi¢ne
kiseline razli¢itih koncentracija (c = 0,5 mmol dm3, ¢ =1 mmol dm3, ¢ = 1,5 mmol dm3;
laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.9., vidljivo je da je Sestog dana pokusa uz dodatak 1 mmol dm-
371,5 mmol dm™ otopine siringi¢ne kiseline postignuta najveéa aktivnost mangan-peroksidaze
(46,4 U dm3; 50,7 U dm™), a pri upotrebi 0,5 mmol dm3 otopine siringi¢ne kiseline najveca
aktivnost mangan-peroksidaze je postignuta sedmog dana i iznosila je 53,9 U dm3. Takoder,
kao i kod lakaze, i u ovom pokusu najveca aktivnost je postignuta kada je koriStena 0,5 mmol

dm3 otopina siringi¢ne kiseline (53,9 U dm3).

Dodatkom 0,5 mmol dm™ otopine siringi¢ne kiseline postignuta je 1,79 puta veéa aktivnost

mangan-peroksidaze (53,9 U dm3) u odnosu na pokus bez dodatka induktora (30,1 U dm3).
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4. Rezultati i rasprava

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da otopina siringicne kiseline umjereno inducira
sintezu lakaze i mangan-peroksidaze, te se od svih ispitivanih koncentracija, najve¢a volumna

aktivnost oba ispitivana enzima postiZe primjenom 0,5 mmol dm3 otopine siringi¢ne kiseline.

Istrazivanje utjecaja dodatka veratrilnog alkohola na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze

U Sestom pokusu istraZivan je utjecaj dodatka veratrilnog alkohola u tri razli¢ite koncentracije
(0,5 mmol dm3, 1 mmol dm3i 1,5 mmol dm=3) na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze.
Ukupno je nacijepljeno 6 teglica, za svaku ispitanu koncentraciju induktora po 2 teglice, a
prikazane su srednje vrijednosti rezultata postignutih iz dviju teglica, za svaku koncentraciju
induktora posebno. Rezultati volumnih aktivnosti enzima prikazani su na Slici 4.10. (lakaza) i

Slici 4.11. (mangan-peroksidaza).
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Slika 4.10. Volumna aktivnost enzima lakaza uz dodatak otopine veratrilnog alkohola
razli¢itih koncentracija (¢ = 0,5 mmol dm3, ¢ = 1 mmol dm=3, ¢ = 1,5 mmol dm3;
laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.10., vidljivo je da je najveca aktivnost lakaze postinuta Sesti
dan primjenom 1,5 mmol dm™3 otopine veratrilnog alkohola (486,6 U dm3) i u odnosu na pokus

bez dodatka induktora ona je 2,7 puta veda.
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4. Rezultati i rasprava

S druge strane, Dominguez i sur. (2007.) su objavili da se uzgojem T. versicolor u ,airlift”
bioreaktoru uz dodatak 20 mmol dm3 otopine veratrilnog alkohola postize priblizno 6 puta

veca aktivnost lakaze.
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Slika 4.11. Volumna aktivnost enzima mangan-peroksidaza uz dodatak otopine veratrilnog
alkohola razli¢itih koncentracija (¢ = 0,5 mmol dm=3, ¢ =1 mmol dm3, ¢ = 1,5 mmol dm3;
laboratorijske teglice, T=27 °C, t = 7 dana)

Iz rezultata prikazanih na Slici 4.11., vidljivo je da je ¢etvrtog dana pokusa uz dodatak 1,5 mmol
dm3 otopine veratrilnog alkohola postignuta najveéa aktivnost mangan-peroksidaze (47,2 U
dm3), petog dana pokusa uz dodatak 1 mmol dm3 otopine veratrilnog alkohola je postignuta
najveéa aktivnost mangan-peroksidaze (64,3 U dm), a pri upotrebi 0,5 mmol dm3 otopine
veratrilnog alkohola najveéa aktivnhost mangan-peroksidaze je postignuta sedmog dana i
iznosila je 56,9 U dm3. 1z dobivenih rezultata moZe se zakljuéiti da se primjenom 1 mmol dm"
3 otopine veratrilnog alkohola postiZe najveca aktivnhost mangan-peroksidaze (64,3 U dm3) te

da je ona 2,1 puta veca u odnosu na pokus u kojem nije koristen induktor.

Hakala i sur. (2006.) su objavili da se submerznim uzgojem gljive bijelog truljenja Physisporinus
rivulosus T241i uz dodatak 0,5 mmol dm veratrilnog alkohola postize 15 - 20 puta veda

aktivnost mangan-peroksidaze.
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4. Rezultati i rasprava

Iz dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da je otopina veratrilnog alkohola dobar induktor
sinteze lakaze i mangan-peroksidaze, te se od svih ispitivanih koncentracija, najveéa volumna
aktivnost lakaze postize primjenom 1,5 mol dm3 otopine veratrilnog alkohola, a mangan-

peroksidaze primjenom 1 mmol dm™ otopine veratrilnog alkohola.

4.2. Proizvodnja lakaze i mangan-peroksidaze tijekom uzgoja Trametes

versicolor na kukuruznoj silazi u bioreaktoru s pliticama

Proizvodnja enzima lakaze i mangan-peroksidaze iz soja TV-6 gljive bijelog truljenja Trametes
versicolor provedena je Sarzno u uvjetima uzgoja SSF fermentacija u bioreaktoru s pliticama.
Izvedeno je dva pokusa s ciljem istrazivanja utjecaja na aktivnost lakaze i mangan-peroksidaze
i postizanjem vece aktivnosti navedenih enzima. Prvi pokus je proveden bez dodatka
induktora, a drugi pokus uz dodatak 0,1 mol dm otopine bakrova sulfata jer se navedena
otopina pokazala kao najbolji induktor u procesu proizvodnje enzima u laboratorijskim
teglicama.

Kod oba pokusa, uzgoj je trajao 7 dana pri ¢emu su nulti, peti, Sesti i sedmi dan uzimani uzorci
iz bioreaktora, koji su ekstrahirani i centrifugirani, a zatim je iz tekucinskog ostatka prema
metodi opisanoj u Poglavlju 3.3.1. mjerena aktivnost enzima. Pokusi su provedeni u tri
paralelne serije.

Prvi pokus je proveden bez dodatka induktora gdje je ispitivana volumna aktivnost lakaze i

mangan-peroksidaze, te rezultati su prikazani u Tablici 1 i Tablici 2.

Tablica 1 Aktivnost enzima lakaza bez dodatka induktora tijekom uzgoja Trametes versicolor
na kukuruznoj silazi u bioreaktoru s pliticama (T =27 °C, t = 7 dana)

t [dani] V.A. [U dm3]
0. 35,5+18,7
5. 124,8 £ 38,4
6. 226,51 37,0
7 209,9+81,1

Iz rezultata prikazanih u Tablici 1, vidljivo je da volumna aktivnost lakaze raste do Sestog dana

pokusa kada je najveéa (226,5 U dm™3), te nakon toga pada. U odnosu na pokus proveden u
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4. Rezultati i rasprava

laboratorijskim teglicama kada je aktivnost lakaze iznosila 180,2 U dm3, moZe se izraunati

da je u pokusu u bioreaktoru aktivnost lakaze 1,26 puta veca.

Tablica 2 Aktivnost enzima MnP bez dodatka induktora tijekom uzgoja Trametes versicolor
na kukuruznoj silazi u bioreaktoru s pliticama (T =27 °C, t = 7 dana)

t [dani] V.A. [Udm3]
0. 7,4+£40
5. 28,0+5,7
6. 53,9+11,1
7 56,9 +22,3

Iz rezultata prikazanih u Tablici 2, vidljivo je da volumna aktivnost mangan-peroksidaze raste

do sedmog dana kada je najveca (56,9 U dm3). U odnosu na pokus proveden u laboratorijskim

teglicama kada je aktivnost mangan-peroksidaze iznosila 30,1 U dm3, moZe se izraunati da je

u pokusu u bioreaktoru aktivnost mangan-peroksidaze 1,89 puta veca.

Tablica 3 Aktivnost enzima lakaza uz dodatak 0,1 mol dm= otopine bakrova sulfata tijekom
uzgoja T. versicolor na kukuruznoj silazi u bioreaktoru s pliticama (T =27 °C, t = 7 dana)

t [dani] V.A. [U dm3]
0. 35,8+ 14,3
5. 556,5 + 36,5
6. 685,1 + 166,3
7 722,1 +145,5

Iz rezultata prikazanih u Tablici 3, vidljivo je da volumna aktivnost lakaze raste do sedmog dana

pokusa kada je najveda (722,1 U dm3). U odnosu na pokus proveden bez dodatka induktora u

bioreaktoru s pliticama kada je aktivnost lakaze bila 226,5 U dm3, moZe se izraunati da se

primjenom 0,1 mol dm™3 otopine bakrovog sulfata postize 3,19 puta veda aktivnost lakaze.

Tablica 4 Aktivnost enzima MnP uz dodatak 0,1 mol dm otopine bakrova sulfata tijekom
uzgoja T. versicolor na kukuruznoj silazi u bioreaktoru s pliticama (T =27 °C, t = 7 dana)

t [dani] V.A. [Udm3]
0. 83134
3 77,3 +22,1
6. 111,2 + 19,0
7 140,1+ 31,8
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4. Rezultati i rasprava

Iz rezultata prikazanih u Tablici 4, vidljivo je da volumna aktivnost mangan-peroksidaze raste
do sedmog dana pokusa kada je najveca (140,1 U dm3). U odnosu na pokus proveden bez
dodatka induktora u bioreaktoru s pliticama kada je aktivnost mangan-peroksidaze bila 56,9
U dm3, moZe se izraunati da se primjenom 0,1 mol dm3 otopine bakrovog sulfata postize

2,46 puta veca aktivnost mangan-peroksidaze.

4.3. Istrazivanje ovisnosti aktivnosti lakaze i mangan-peroksidaze o pH

Za potrebe provedbe istrazivanja ovisnosti enzima lakaza o pH, koristeni su ekstrakti enzima
proizvedeni u pokusu provedenom u bioreaktoru s pliticama s dodatkom induktora 0,1 mol
dm3 CuSOq &ija je izmjerena volumna aktivnost bila 872,2 U dm.

Aktivnost lakaze mjerena je koristeéi ABTS (c = 3,0 mmol dm™3) kao supstrat otopljen u 0,05
mol dm3 citrat-fosfatnom puferu (pH = 3,0 — 5,4) i 0,2 mol dm glicin-HCI puferu (pH = 2,4 —
3,6) pri temperaturi 25 °C. Rezultati ovisnosti relativne vrijednosti volumne aktivnosti lakaze
o pH prikazani su na Slici 4.12. 1z dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da se maksimalna

aktivnost lakaze postize pri pH 3,5.
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Slika 4.12. Ovisnost relativne aktivnosti lakaze (proizvedena u bioreaktoru s pliticama uz
dodatak 0,1 mol dm3 CuSO4) o pH (T = 25 °C)
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4. Rezultati i rasprava

Za potrebe provedbe istrazivanja ovisnosti enzima mangan-peroksidaza o pH, koristeni su
ekstrakti enzima proizvedeni u pokusu provedenom u bioreaktoru s pliticama s dodatkom
induktora 0,1 mol dm™ CuSO; &ija je izmjerena volumna aktivnost bila 177,175 U dm3.

Aktivnost mangan-peroksidaze mjerena je koriste¢i DMP (¢ = 0,5 mmol dm=3) kao supstrat
otopljen u 0,05 mol dm™ natrij-malonat puferu (pH: 2,0 — 7,0) pri temperaturi 25 °C. Rezultati
ovisnosti relativne vrijednosti volumne aktivnosti mangan-peroksidaze o pH prikazani su na
Slici 4.13. Maksimalna aktivnhost mangan-peroksidaze postignuta pri pH 4,5. Takoder,
navedeni rezultati pokazuju visoku aktivnost mangan-peroksidaze u rasponu pH 4 — 5 nakon

¢ega povisenjem pH aktivnost enzima naglo pada.
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Slika 4.13. Ovisnost relativne aktivnosti mangan-peroksidaze (proizvedena u bioreaktoru
s pliticama uz dodatak 0,1 mol dm CuSO4) o pH (T = 25 °C)

4.4. Istrazivanje ovisnosti aktivnosti lakaze i mangan-peroksidaze o

temperaturi

Za potrebe provedbe istraZivanja ovisnosti enzima lakaza o temperaturi, koristeni su ekstrakti
enzima proizvedeni u pokusu provedenom u bioreaktoru s pliticama bez dodatka induktora

Cija je izmjerena volumna aktivnost bila 123,6 U dm.
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4. Rezultati i rasprava

Aktivnost lakaze iz Trametes versicolor TV-6 proizvedene u bioreaktoru s pliticama mjerena je
koriste¢i ABTS otopljen u 0,2 mol dm™ glicin-HCI puferu (pH 3,5). Prije mjerenja aktivnosti
enzima, otopina ABTS-a je termostatirana u rasponu od 25 — 70 °C tijekom 10 minuta.

Rezultati ovisnosti relativne aktivnosti lakaze o temperaturnim vrijednostima u otopini glicin-

HCI pufera prikazani su na Slici 4.14.
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Slika 4.14. Ovisnost relativne aktivnosti lakaze (proizvedena u bioreaktoru s pliticama bez
dodatka induktora) o temperaturi (pH = 3,5)

Iz dobivenih rezultata pokazano je da je maksimalna aktivnost lakaze postignuta pri
temperaturi od 50 °C. Takoder, navedeni rezultati pokazuju dosta veliku aktivnost lakaze u

rasponu temperature 45 — 50 °C nakon ¢ega povisenjem temperature aktivnost enzima pada.

Za potrebe provedbe istrazivanja ovisnosti enzima mangan-peroksidaze o temperaturi,
koristeni su ekstrakti enzima proizvedeni u pokusu provedenom u bioreaktoru s pliticama bez
dodatka induktora ¢ija je izmjerena volumna aktivnost bila 81,9 U dm3.

Aktivnost mangan-peroksidaze iz Trametes versicolor TV-6 proizvedene u bioreaktoru s
pliticama mjerena je koriste¢i DMP otopljen u 0,05 mol dm3 natrij-malonat puferu (pH 4,5).
Prije mjerenja aktivnosti enzima, otopina DMP-a je termostatirana u rasponu od 25 — 70 °C

tijekom 10 minuta.
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4. Rezultati i rasprava

Rezultati ovisnosti relativne aktivnosti mangan-peroksidaze o temperaturnim vrijednostima u

otopini natrij-malonat pufera prikazani su na Slici 4.15.
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Slika 4.15. Ovisnost relativne aktivnosti mangan-peroksidaze (proizvedena u bioreaktoru s
pliticama bez dodatka induktora) o temperaturi (pH = 4,5)

Iz dobivenih rezultata pokazano je da je maksimalna aktivnost mangan-peroksidaze postignuta

u temperaturnom rasponu od 45 do 70 °C.
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenih pokusa i dobivenih rezultata doneseni su sljedeci zakljucci:

U ovom radu provedeni su pokusi uzgoja gljive bijelog truljenja Trametes versicolor TV-6 uz
dodatak razli¢itih induktora (bakrov sulfat, vanilinska kiselina, feruli¢na kiselina, siringi¢na
kiselina i veratrilni alkohol) u razli¢itim koncentracijama s ciljem proizvodnje enzima lakaza i
mangan-peroksidaza, u uvjetima fermentacija na d¢vrstim nosacima, u laboratorijskim

teglicama te u uve¢anom mjerilu u bioreaktoru s pliticama.
Dokazano je da izbor i koncentracija induktora utjecu na aktivnost enzima.

U pokusima bez dodatka induktora uzgojem gljive bijelog truljenja Trametes versicolor TV-6 u
laboratorijskim teglicama maksimalna volumna aktivnost lakaze iznosila je 180,2 U dm3, a

mangan-peroksidaze 30,1 U dm3.

Od svih testiranih induktora (bakrov sulfat, feruliéna kiselina, siringicna kiselina, vanilinska
kiselina i veratrilni alkohol), 0,1 mol dm™ otopina bakrovog sulfata se pokazala najboljim
induktorom za proizvodnju lakaze i mangan-peroksidaze. Maksimalna volumna aktivnost

lakaze iznosila je 1389,1 U dm, a mangan-peroksidaze 209,1 U dm.

Uvecanjem mijerila proizvodnje enzima lakaze i mangan-peroksidaze uzgojem gljive bijelog
truljenja T. versicolor TV-6 u bioreaktoru s pliticama, bez dodatka induktora dobivene su 1,26
puta vece volumne aktivnosti lakaze (226,5 U dm3) i 1,89 puta vece volumne aktivnosti
mangan-peroksidaze (56,9 U dm3) u odnosu na pokuse provedene u laboratorijskim teglicama
bez dodatka induktora kada su one iznosile 180,2 U dm3 (za lakazu) i 30,1 U dm (za mangan-

peroksidazu).

Induktor (0,1 mol dm™ otopina bakrovog sulfata) kojim su se postigle najvide volumne
aktivnosti enzima lakaze i mangan-peroksidaze uzgojem T. versicolor TV-6 u laboratorijskim
teglicama, koristen je u uve¢anom mjerilu u bioreaktoru s pliticama, pri ¢emu je postignuta
3,19 puta veda volumna aktivnosti lakaze (722,1 U dm3) i 2,46 puta veéa volumna aktivnost
mangan-peroksidaze (140,1 U dm3) u usporedbi s volumnim aktivnostima lakaze i mangan-
peroksidaze dobivenim proizvodnjom u bioreaktoru s pliticama bez dodatka induktora.
Medutim, u usporedbi s pokusom u malom mijerilu, ove aktivnosti su nize, i to 1,92 puta su

nize volumne aktivnosti lakaze, te 1,49 puta niZe volumne aktivnosti mangan-peroksidaze.

Istrazivanjem ovisnosti aktivnosti enzima o pH i temperaturi, utvrdeno je da lakaza pokazuje

optimalnu aktivnost pri T=50 °Ci pH = 3,5, a mangan-peroksidaza pri T=45-70 °Ci pH =4,5.
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