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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

d promjer kivete (cm)

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

t vrijeme trajanja testa (min)

V.A.  vlumna aktivnost enzima (U dm™)

Vik ukupni volumen reakcijske smjese (mL)

Vizorak Volumen uzorka dodanog u test (mL)

KRATICE:

BSA  eng. Bovine serum albumin ili govedi serumski aloumin

DF eng. dilution faktor ili faktor razrjedenja

PB eng. phosphate buffer ili fosfatni pufer

PDA eng. Potato dextrose agar krumpirov agar

SmF  eng. Submerged fermentation Submerzna fermentacija

SSF  eng. Solid state fermentation Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima

u medunarodna jedinica enzimske aktivnosti (umol/min)

SIMBOLI:

€ molarni apsorpcijski koeficijent (mL/umol-cm)
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1. Uvod

Otpad iz prehrambene industrije najc¢esce se spaljuje i/ili se koristi za sto¢nu hranu te kao
gnojivo. Otpad industrije ulja tj. nusproizvod koji zaostaje nakon proizvodnje ulja hladnim
preSanjem naziva se pogacCa. Pogaca se najceSée koristi kao sto¢na hrana ali se mozie
iskoristiti i kao supstrat za proizvodnju enzima pa tako i lipaze koja kao biokatalizator
sudjeluje u sintezi biodizela.

Trenutna industrijska proizvodnja biodizela temelji se na kemijski kataliziranoj reakciji
transesterifikacije iz biljnih ulja, Zivotinjskih masti, otpadnog ulja ili ulja algi pri ¢emu se
generiraju velike koli¢ine otpadne vode koja se dalje mora zbrinuti. Kako bi se proizvodnju
biodizela ucinilo ekoloski prihvatljivijom, iako za sada samo na laboratorijskom nivou,
kemijski katalizatori zamjenjuju se biokatalizatorima tj. lipazama koje imaju sposobnost
katalizirati reakcije hidrolize, esterifikacije i transesterifikacije. Osim $to se lipaze mogu
koristiti u procesu proizvodnje biodizela one se ve¢ dugi niz godina koriste i u drugim
podrucjima kao Sto su medicina, biotehnologija, prehrambena i farmaceutska industrija.

Cilj ovog rada je proizvesti lipazu koristeci otpad iz industrije ulja kao supstrat za rast dva
mikroorganizma u uvjetima fermentacije na cvrstim nosafima (eng. Solid State
Fermentation; SSF). Bioloska razgradnja pogace buce i lana provedena je s Trametes
versicolor i Humicola grisea tijekom 20 dana pri ¢emu je uspjeSnost procesa procijenjena
temeljem volumne i specifiécne aktivnosti lipaze iz proizvedenog sirovog ekstrakta.
Eksperimentalni dio rada proveden je u Laboratoriju za procesno inZenjerstvo i Laboratoriju

za biokemiju na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek.
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2.1. PROIZVODNJA ULJA 1 OTPAD IZ INDUSTRIE ULJA

Ulja pripadaju grupi spojeva lipida. To su u vodi netopljive tvari tekuéeg agregatnog stanja.
Ulja pretezno sadrie estere masnih kiselina i alkohola glicerola, uz manju koliinu
negliceridnih komponenata (karotenoidi, tokoferoli, steroli, pigmenti, voskovi, ugljikovodici,
aldehidi, ketoni, fosfatidi) te se nazivaju triacilglicerolima (triglicerolima ili trigliceridima).
Uzimajuc¢i u obzir strukturu i sastav biljnih ulja, prirodni lipidi se dijele na jednostavne,
sloZzene te derivate lipida (Rac, 1964.). U industriji ulja proizvodnja sirovog ulja iz uljarica se
provodi na dva nacina (Dimi¢, 2005.):

metodom presanja - mehanicko izdvajanje ulja sa i bez primjene visokih tlakova, gdje kao
produkt nastaje sirovo ulje i pogaca, te

metodom ekstrakcije - izdvajanje ulja pomoéu organskog otapala, gdje nastaje miscela te
sa¢ma kao ostatak.

Koji postupak ¢e se primijeniti ovisi o vrsti, svojstvima i sastavu sirovine, koli€ini ulja u
sirovini, Zeljenoj kvaliteti ulja i namjeni. PreSanje se provodi na hidrauli¢énim (pod utjecajem
visokog tlaka) i puznim preSsama. Razlikuje se toplo i hladno presano ulje. Kod toplog
preSanja pripremljena sirovina se zagrijava, Sto uzrokuje razli¢ite veée ili manje nepozeljne
promjene ulja kao i gubitak tvari arome, ali je veci prinos ulja. Za razliku od toplog presanja,
kod hladnog presanja ulje je kvalitetnije, ali je prinos manji u odnosu na proces toplog
presanja. Temperature ulja kod procesa proizvodnje ulja hladnim preSanjem ne prelaze 50
°C. Hladno presana ulja su intenzivnija po okusu, mirisu i boji, te su zbog toga hladno presana
ulja skuplja od toplo presanih (Dimié, 2005.). Proizvodnja biljnog ulja postupkom hladnog
preSanja osigurava i maksimalno zadrzavanje aktivnih spojeva kao Sto su esencijalne masne
kiseline, flavonoidi i tokoferoli (Moslavac i sur., 2014.).

Najvece koli¢ine bioloskog otpada zaostaju nakon tehnoloskih procesa u prehrambenoj
industriji pri ¢emu se biljezi kontinuirani porast. Odrzivo upravljanje otpadom podrazumijeva
sprje¢avanje i minimiziranje njegovog nastanka kao i zbrinjavanje i oporabu.

Nusproizvodi su do nedavno smatrani otpadom i najéesée su se spaljivali i/ili koristili za
ishranu stoke i kao gnojivo. Neke grane prehrambene industrije, kao Sto su industrija ulja,
Secera, piva, prerade voca i povrca, su svoje nusproizvode plasirali na trziste po vrlo niskim
cijenama kao sto€nu hranu. Znanstvena istrazivanja su pokazala da u nusproizvodima

prehrambene industrije (uljare, pivovare, Seéerane, te industrije prerade voca i povréa)
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zaostaje znacajna koli¢ina nutritivno vrijednih sastojaka, kao Sto su vitamini, minerali i
vlakna, koji doprinose poboljSanju probave (Jozinovi¢ i sur., 2014.). Upravo zbog toga u
novije vrijeme raste trend iskoriStavanja nusproizvoda u razli¢ite svrhe, kao $to su upotreba
u pekarstvu, konditorskoj (Jozinovi¢, 2015.). i mlije¢noj industriji (Le i sur., 2015.) u
farmaceutskoj industriji gdje se upotrebljavaju kao zamjenska hrana i dodaci prehrani
(Suran, 2015.) zatim u proizvodnji biogoriva (Trevor M.Letcher, Elsevier, 2008.),
visokovrijednih spojeva (Hou i sur., 2010.), enzima, $to doprinosi smanjenju ukupne koli¢ine

otpada (Yagci i Goglis 2010.).

2.1.1. Pogace lana i buce nakon proizvodnje hladno presanog ulja

Bucdina pogaca

Buca ili uljana tikva (Cucurbita pepo L.) je jednogodisnja biljka koja se uzgaja za koSticu
bogatu uljem. Razlikuju se dvije vrste kostica: sa ljuskom i bez ljuske (golica). Oba tipa kostice
su zastupljena u proizvodnji ulja, medutim, golica je pogodnija zbog veéeg prinosa ulja pri
¢emu zaostaje pogaca bolje kvalitete.

Buca ima viSestruku primjenu. Sjemenke se koriste za proizvodnju visoko kvalitetnih ulja, a
mesnati dio upotrebljava se u kulinarstvu (proizvodnja vo¢nih sokova, djecje hrane, priprema
slastica), u farmaceutskoj industriji (razlic¢iti farmakoloski pripravci) te u narodnoj medicini.
Osim za ljudsku prehranu, mesnati dio se koristi i za ishranu stoke te u poljoprivredi za
zelenu prihranu (Sito i sur., 1998.).

Nusproizvod koji zaostaje nakon proizvodnje bucinog ulja je visoko kvalitetna pogaca. Na
trziste se plasira u obliku prutiéa sjemene pogace te se koristi kao sto¢na hrana. Takoder se
preraduje u razli¢ite namaze i proteinsko brasno, koristi se u konditorskoj i tjestenicarskoj
industriji kao bojilo i aromati¢na supstanca (Leder i Molnar, 1993.).

Ovisno o proizvodnoj opremi i uvjetima proizvodnje, pogaca sadrzi oko 12 % ulja. Izuzetno je
bogata proteinima, po sastavu slicna proteinima suncokreta, zatim vitaminima i mineralima,
te se zbog toga koristi kao dodatak ljudskoj prehrani, no moguca je jos i Sira primjena (Brkan,
2013.).

Pogaca, s obzirom na sastav (Tablica 1.), moZe se koristiti i u razli¢ite biotehnoloske svrhe
kao Sto je proizvodnja enzima (lipaze, a-amilaze, proteaze, fitaze, glutaminaze) pri cemu je

pogaca supstrat za rast razli¢itih mikroorganizama, za proizvodnju vitamina, antibiotika,
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aminokiselina, organskih kiselina, bioloski aktivnih sekundarnih metabolita, itd.
(Ramachandran i sur.; 2007.).

Kemijski sastav pogace se razlikuje, ovisno o kolicini ulja i udjelu ljuske. Sorte bez ljuske, tj.
golice, imaju visi sadrzaj proteina u odnosu na kultivare s ljuskom. Golice sadrze oko 49 %
sirovih proteina te oko 7 % sirovih vlakana, uz mali udio suhe tvari (oko 10 %). Odlikuju se
ugodnim mirisom i okusom, po hranidbenoj vrijednosti slicnoj stocnoj repi. S obzirom na
aromu koristi se kao poboljSiva¢ okusa kompletnih i dopunskih krmnih smjesa (Dumovski i
Milas, 2004.). U hranidbi svinja i starije peradi koristi se krmivo proizvedeno od oljustenog
zrna, no unatoc€ velikoj koli¢ini bjelancevina, zbog manjka lizina, upotrebljava se uz ostala
bjelancevinasta krmiva. Govedo ju koristi u sirovom stanju, isjeckanu na krupne komade, dok

svinje mogu jesti dobro i sirovu i kuhanu pogacu (Zveki¢ i Popovic¢ 2005).

Tablica 1. Kemijski sastav bucine pogace — literaturne vrijednosti

Literaturne reference
Parametar Zdunczyk i Pericin i sur., Radocaj i Coezaisur., Bochkarev i sur.,
sur., 1999. 2008. sur., 2012. 2016. 2016
Suha tvar 6,99 % - 3,5% - 55-8,2%
Pepeo 9,09 %1, - 6,5 %1 - 8,1—8,7 %s.1v
Proteini 59,80 %+ 63,52 %1 50,2 %+, 29,39 %, 4 45,6 — 52,3 %,
Sirova vlakna 3,17 %1y 4,50 %4, - - 2,2-4,8 % *
Neutralna
detergent 10,51 %5 - - - -
vlakna (NDF)
ungLiJIl(c;Jr?izlrati , 1,10 % ** 4,9 %, ., 15,88 % 1, -
Masti - 8,66 %5+, - 5,92 %+, 11,7 — 19,4 %,
Ulja - - 31,3 %+, - -
Vitamini B kompleksa, E - - -
Minerali Ca, Mg, Na, Mn, Fe, Zn, Cu, P, K - -
*celuloza

**topivi eceri

Pogaca lana

Lan (Linum usitatissimum L.) je biljka koja se uzgaja zbog primjene u tekstilnoj industriji kao
tekstilni lan i sluZzi samo za izradu vlakana, u prehrambenoj industriji kao uljani lan i
upotrebljava se za ljudsku prehranu i proizvodnju ulja, te kombinirani, koji se koristi i za
sjeme i za vlakno (Stankovi¢, 1998.). Sjeme lana je bogato uljem i proteinima te je jedno od

najvaznijih izvora susivih ulja. Laneno ulje se uglavnom koristi za proizvodnju boja, lakova,
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mekih sapuna i tiskarskih boja, sluZi za izradu farmaceutskih preparata te se upotrebljava kao
laksativ (Dimi¢, 2005.).

Cijelo zrno lana se ne daje stoci, nego se koristi laneno brasno kao koncentrirana sto¢na
hrana u krmnim smjesama, koje se dobiva od nusproizvoda koji zaostaje nakon proizvodnje
ulja, tzv. uljne pogace ili uljnog kolaca. Brasno sadrzi oko 35% proteina, od kojeg je 85%
probavljivo, $to djeluje blago i regulativno na probavni sustav (Simeti¢, 2008.). Ostatak
poslije izdvajanja lanenog ulja, pogaca koja zaostaje, koristi se kao sto¢na hrana bogata
proteinima, u medicini i farmaceutskoj industriji (Simeti¢, 2008.). U Tablici 2. dan je sastav

pogace lana na temelju pregledane literature.

Tablica 2. Kemijski sastav pogace lana — literaturne vrijednosti

Parametar Literaturne reference
Gutierrez i sur., 2010. Bochkarev i sur., 2016 Coezaisur., 2016.
Suha tvar 10,65 % 6,9-8,6% -
— 0,
Pepeo 3,40 %+, 4,8=5,0%su -
Proteini 27,78 % * 32,6 —38,1 %+, 14,40 %+,
_ 0 * %
Sirova vlakna 7,02 % 27 = 7,4 %5 -
Ukupni ugljikohidrati - - 16,26 %; 1,
—_ 0,
Masti 29,37 %4 10,9=19,0 %s 6,83 %1
Vitamini B kompleksa, E -
Minerali Ca, K, Fe, P - -

*Nx 6,25
** sirova celuloza

2.2. FERMENTACUA NA CVRSTIM NOSACIMA

Mikrobni procesi razgradnje organskih tvari odvijaju se submerzno, u tekucoj podlozi (eng.
Submerged fermentation, SmF) te na Cvrstoj podlozi (eng. Solid state fermentation, SSF).
Glavna razlika izmedu SmF i SSF ocituje se u koli¢ini slobodne vode prisutne u supstratu.
Fermentacije na ¢vrstim nosacima su Sarzni procesi pri kojima mikroorganizmi rastu u
odsutnosti slobodne vode na povrsini vlaznih nosaca, koji ujedno mogu sluziti i kao supstrat,
tj. izvor hranjivih tvari za rast mikroorganizama (Durand, 2003.). U vecini SSF procesa kao
radni mikroorganizmi koriste se filamentozne gljive, buduéi da i u prirodi rastu u sliénim
uvjetima, dok su bakterije i

kvasci nesSto rjede koristeni u ovakvim procesima.

Mikroorganizmi imaju mogucnost rasti na povrsini supstrata, izmedu dijelova supstrata te u
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samom matriksu supstrata, tj. nosaca (Mitchell i Berovi¢, 2006.). Mikroorganizmi kao Sto su
gljive rastu izmedu dijelova supstrata, Sto je prikazano na Slici 1. Koristedéi filamentozne gljive
dobiva se velik broj razli¢itih proizvoda, poput sto¢ne hrane s povecanim udjelom proteina,
razli¢itih enzima, organskih kiselina, antibiotika, pigmenata, tvari aroma i dr., a takoder se
razgraduju pojedini Stetni spojevi. Hifalni rast i fizioloSka svojstva, od kojih se isti¢u rast u
uvjetima niskog aktiviteta vode i niske pH-vrijednosti, proizvodnja brojnih hidrolitickih

enzima te produkcija spora omoguduju ovim organizmima idealnu primjenu u SSF procesima.

Kapljice vode

Voda i hranjive tvari
apsorbirane u Cestici

Slika 1. Rast filamentoznih mikroorganizama izmedu dijelova supstrata u SSF sustavu

(Mitchell i sur., 2004.)

Fermentacije se odvijaju na dvije vrste nosaca:
e inertni, koji sluze samo kao nosac (vlakna, smole);

e neinertni, koji mogu biti i nosac i supstrat (biorazgradivi, lignocelulozni materijali)

U posljednjih nekoliko godina kao nosaci koriste se otpadni produkti ili nusproizvodi iz
poljoprivrede, Sumarstva, prehrambene proizvodnje i sl., koji se prethodno minimalno
obraduju. Ovi se materijali odabiru obzirom na prikladnost za rast odabranog radnog
mikroorganizma i proizvodnju ciljanog produkta, a pripadaju im mekinje psSenice i rize, kola¢
od preSanog ulja (pogaca), komine jabuka i grozda, kore banana, citrusa, ljuske kave, melasa
Secerne repe itd. Ponekad su u upotrebi i visokovrijedni prehrambeni materijali, kao Sto su

krmna repa, riza, manioka itd. (Mitchell i sur., 2006.). KoriStenjem poljoprivrednog i
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industrijskog otpada kao susptrata/nosaca u SSF procesima istovremeno se smanjuje koli¢ina
takvog otpada i dobivaju korisni proizvodi (Pandey, 2008.).

SSF se moze provesti u razli¢itim tipovima bioreaktora kao Sto su bioreaktor s pliticama,
bioreaktor s punilima, horizontalni rotirajuci bioreaktor, bioreaktor s fluidiziraju¢im slojem i
dr.

Prednosti SSF procesa u odnosu na SmF procese su jednostavnost izvedbe reaktora, relativna
otpornost na kontaminaciju mikroorganizmima, veéa produktivnost procesa, manja
potroSnja energije za vodenje procesa, jednostavnija obrada otpada, koriStenje ostatka
nakon fermentacije kao stofne hrane ili gnojiva. Nedostatci ovih procesa su oteZano
mijeSanje ¢vrstog supstrata zbog heterogenosti, ¢ime je otezan i prijenos tvari i topline,
zatim teZa kontrola temperature, automatizacije, poteskoce pri uvecanju mijerila (scale-up
procesa) (Pejin, 2003.; Xiong, 2004, Couto i Sanroman, 2006.).

SSF procesi upotrebljavaju se za proizvodnju mnostva vaznih biotehnoloskih produkata,
poput goriva, krmiva, raznih kemijskih i farmaceutskih pripravaka. Ova tehnologija
istrazivana je i koriStena stolje¢ima, a do sada je najveéu primjenu nasla u proizvodnji
tradicionalnih prehrambenih proizvoda kao $to su: Tempeh i Koji, proizvodi soje, zatim Ang-
kak , tj "crvena riza" (Mitchell i sur., 2006.). Posljednjih nekoliko desetlje¢a doslo je do
poveéane primjene SSF te posljedicno do nastanka veceg broja proizvoda dobivenih ovim
nac¢inom fermentacije. Neki od tih proizvoda su: enzimi (amilaze, lipaze, proteaze, celulaze),
pigmenti, tvari arome, organske kiseline, proteinizirana krmiva, antibiotici, bioloski agensi
(Mitchell i sur., 2006.). SSF se pokazala obecéavaju¢a u razvoju viSe razli¢itih bioloskih
procesa, bioremedijacije, razgradnje razlicitih onecdiséujuéih tvari, bioloSke detoksikacije
poljoprivredno-industrijskih ostataka, biotransformacije bilja i ostataka usjeva za
obogacivanje prehrane, kompostiranje, zatim u zastiti okoliSa. Takoder, sve ve¢u ulogu ima u
podrucju proizvodnje biogoriva i smanjenja troSkova proizvodnje goriva (Pandey, 2002.,

Wang i sur., 2010.).

2.2.1. Trametes versicolor

Gljive koje imaju sposobnost razgradnje drveta nazivaju se gljive truleznice, a pripadaju
razdjelima Basidiomycota i Ascomycota. Njima pripadaju gliive mekog truljenja, gljive
smedeg truljenja i gljive bijelog truljenja, a podjela se temelji na karakteristikama drveta i

nastalim razgradnim produktima.
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Zbog sposobnosti razgradnje i mineralizacije glavnih komponenti drveta: celuloze,
hemiceluloze i lignina, gljive bijelog truljenja naj¢es¢e uzrokuju truljenje drveta . Ova skupina
obuhvaca velik broj gljiva, uglavnom Basidiomycota te Ascomycota, a neki predstavnici su
vrste Trametes versicolor i Phanerochaete chrysosporium, Ceriporiopsis subvermispora i
Dichomitus squalens. Gljive bijelog truljenja karakterizira velika otpornost na vise
temperature i Siri raspon pH. Izlu¢uju izvanstani¢ne lignoliticke enzime, lignin peroksidaze
(LiP), mangan peroksidaze (MnP) i lakaze, odgovorne su za razgradnju lignoceluloznih
materijala. Ovi enzimi omogucuju gljivama podnosenje nepogodnih i toksi¢nih uvjeta (Gadd,
2001.; Webster i Weber, 2007.).

Gljive se upotrebljavaju u razgradnji Sirokog spektra organskih zagadenja okolisa, u obradi
industrijskih otpadnih voda kao i u bioremedijaciji oneciS¢enog tla, te za povecanje hranjive
vrijednosti krmiva (Isroi i sur., 2011).

Trametes versicolor, nazvana i Coriolus versicolor i Polyporus versicolor, je gljiva bijelog
truljenja koja pripada koljenu Basidiomycota, razredu Agariomycetes, podrazredu Porinae,
redu Poriales, porodici Poriceae i rodu Trametes. Poznata je pod imenom "Sarena
tvrdokogka" i "puranov rep". Siroko je rasprostranjena u prirodi, a raste u nakupinama,
redovima ili preklapajué¢im formacijama na deblima, stabljikama i otpalim granama mrtvog i
raspadajuceg drveca, a ponekad i Zivog drveca (TiSma, 2010). Proizvodi enzime potrebne za
razgradnju lignoceluloznih sastavnica, lakazu, lignin peroksidazu i mangan peroksidazu. Gljiva
ucinkovito razgraduje lignin, policiklicke aromatske ugljikovodike, poliklorirane bifenile i
sinteticke boje (Xavier i sur., 2007.). Trametes versicolor ima veliku ulogu u medicini jer
proizvodi polisaharid koji inhibira rast stanica raka i leukemijskih stanica, replikaciju virusa
HIV-a, stimulira imunoloski sustav, pomaze oporavku jetre od gama zracenja. Takoder,
dioksina i organofosfata, a koristi se i u bioremedijaciji oneciséenja tekstilnim bojama
(Webster i Weber, 2007.). Kultura T. versicolor ili njezini lignoliticki enzimi koristeni su kao
biokatalizatori u razli¢itim industrijskim procesima, poput prociséavanja otpadnih voda,
zatim u industriji pulpe i papira gdje uspjesno provode delignifikaciju, izbjeljivanje i
omeksavanje pulpe (Xavier i sur., 2007.). Zbog svoje korisne primjene, ali i zbog mogucnosti
otkrivanja novih nacina uporabe, Trametes versicolor vrlo se Cesto pojavljuje kao predmet

znanstvenih istraZivanja, pogotovo za oksidaciju obnovljivih lignoceluloznih materijala.
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2.2.2. Humicola grisea

Termofilni organizmi rastu i prezivljavaju u temperaturnom rasponu od 30 °C do 121 °C.
Gledajuc¢i prirodna staniSta, rastu na geotermalnim i vulkanskim povrSinama te
hidrotermalnim otvorima u dubokim morima. Termofili koji rastu pri niZim temperaturama
pronadeni su u kiselim otpadnim vodama iz industrijskih postrojenja, zatim u bioloSkom
otpadu i dr. Ovoj skupini mikroorganizama pripadaju termofilne gljive, poput Humiocla
grisea, Humicola insolens, Candida peltata.

H. grisea (Slika 2.) predstavlja znacajan potencijal u procesima biokonverzije poljoprivrednog
otpada. Njezin hidroliticki sustav enzima (endoglukanaze, B-glukozidaze, glukoamilaze,
trehaloze, ksilanaze) ima sposobnost provodenja procesa saharifikacije lignoceluloze na
razli€itim supstratima, ukljucujuéi Seéernu trsku, psSeniéne mekinje, slamu. Enzimi izolirani iz
H. grisea uspjeSno su primjenjivani tijekom sulfatnog (kraft) procesa proizvodnje papira iz
eukaliptusa u fazi izbjeljivanja pulpe.

Termostabilni enzimi dobiveni iz H. grisea pokazuju sve vedi interes za njihovom primjenom

u industriji (Satyanarayana i sur., 2013.).

Slika 2. Humicola grisea (Joao, 2011.)

2.3. LIPAZE

Lipaze (triacilglicerolester hidrolaze EC 3.1.1.3.) su enzimi koji kataliziraju reakcije hidrolize

triacilglicerola na masne kiseline i glicerol, te esterifikacije i transesterifikacije (Lason,

11



2. Teorijski dio

Ogonovski, 2010.). Ovi enzimi mogu biti biljnog, Zivotinjskog i mikrobioloskog podrijetla te su
vrlo znacajni za industrijsku primjenu.

Prema literaturi najéeSce primjenjivane lipaze za razne sinteze izolirane su iz kvasaca i
plijesni, kao Sto su Candida rugosa, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger i gljiva Thermomyces
lanuginosus te mogu biti izolirane i iz bakterija. Veliki prinos tijekom proizvodnje lipaza iz
razli¢itih mikroorganizama na jeftinim hranjivim podlogama razlog su zasto se takve lipaze
najvise koriste u razli¢itim biotehnoloskim procesima (Ognjanovic i sur., 2010.).

Lipaze karakterizira selektivnost, na kojoj se zasniva njihova prakti¢na primjena jer se pravim
izborom enzima usmjerava odvijanje reakcija i dobiva se Cisti produkt velikog prinosa, te
specifi¢nost koja moze biti u odnosu na ester, masne kiseline, polozaj, kao i stehiometrijska
specificnost. Zbog svoje aktivnosti na granici faza, lipaze imaju specifican mehanizam
djelovanja. Molekula lipaze se postavlja u polozaj otvorene konformacije pri kojoj je aktivni
centar dostupan molekulama supstrata i gdje je omoguéeno stvaranje kompleksa enzim-
supstrat (Ognjenovic i sur., 2009.).

Lipaze, kao i ostali enzimi, zbog svojih prednosti imaju Siroku primjenu. Lipaze djeluju u
blagim reakcijskim uvjetima uz manji utrosak energije pri ¢emu nastaju visokokvalitetni
proizvodi s ve¢im prinosom te su prihvatljivije za okolis. Produkti dobiveni enzimskim putem
izdvajanja produkata iz reakcijske smjese, pogotovo u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Ovi enzimi se koriste u industrijskim procesima kao biokatalizatori ili kao sastojci
dobivenih proizvoda. Znacajnu ulogu imaju u industriji masti i ulja, prehrambenoj industriji
(modificiranje arome pojedinih namirnica), mlije¢noj industriji (hidroliza mlijeéne masti),
kozarskoj industriji (odmaséivanje koze), kozmetickoj industriji, kemijskoj industriji (sinteza
biodizela), u farmaceutskoj industriji za sintezu razli¢itih kemikalija te kao dijagnosticki alat u

medicini (Ognjenovié i sur., 2009.; Iso i sur., 2001.).
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3.1. ZADATAK

Cilj diplomskog rada je istraziti moguénost proizvodnje lipaze koristeci otpad iz industrije ulja
kao supstrat pomocu dva mikroorganizma u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima. U
svrhu istrazivanja provedena je bioloSka razgradnja pogace buce i lana pomocu Trametes
versicolor i Humicola grisea.

Uspjesnost procesa proizvodnje lipaze procijenjena je temeljem volumne i specificne

aktivnosti lipaze iz proizvedenog sirovog ekstrakta.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Supstrat

Kao supstrat u proizvodnji lipaze koriStene su pogace buce i lana s "Obiteljskog
poljoprivrednog gospodarstva Lazi¢" (VraneSevci, Hrvatska), dobivene nakon proizvodnje

hladno presanog ulja.

3.2.2. Mikroorganizmi

Mikroorganizmi koriSteni za biolosku razgradnju pogaca buce i lana u svrhu proizvodnje
lipaze su gljiva bijelog truljenja Trametes versicolor TV-6 (MZKI, Ljubljana, Slovenija) i
termofilna gljiva Humicola grisea (FKIT, Zagreb, Hrvatska). Kulture su uzgajane 7 do 10 dana
na krumpirovom agaru (PDA) pri 27 °C. Micelijski diskovi promjera 6 mm koristeni su za

pripremu inokuluma u eksperimentalnom dijelu ovoga rada.

3.2.3. Kemikalije

Tijekom eksperimentalnog dijela rada su koristene slijedecée kemikalije: potato dextrose agar
(PDA; Biolife, Milano, lItalija), kalijev hidrogenfosfat (K;HPO,; GRAM-MOL d.o.o., Zagreb,
Hrvatska), kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,; Kemika, Zagreb, Hrvatska), fosfatna kiselina
(HsPOg4; T.T.T. d.o.0., Sv.Nedjelja, Hrvatska), Bradford reagens (BioRad, Njemacka), Tris baza
(ACROS ORGANICS, SAD), klorovodi¢na kiselina (HCI; CARLO ERBA Reagents, Rodano, Italija),
arapska guma (ACROS ORGANICS, SAD), p-nitrofenil palmitat (Alfa Aesar, Njemacka), 2-
propanol (ALKALOID, Skopje, Makedonija), kloroform (Carlo Erba, Francuska), izoamilni
alkohol (Kemika, Zagreb, Hrvatska).
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Priprema otopina:

Priprema otopine fosfatnog pufera - prvotno su pripremljene dvije otopine, 1 L otopine
K2HPO,, koncentracije 1 moldm™3, gdje je izvagano 174,18 g soli K;HPO,4, otopljeno u
destiliranoj vodi, preneseno u odmjernu tikvicu i nadopunjeno do oznake destiliranom
vodom, te isti postupak za 1 L otopine KH,PO,, koncentracije 1 moldm™3, gdje je izvagano
136,09 g soli KH,PO,.

1 L 1M fosfatnog pufera (PB) je pripravljena na nacin da je pomijeSano 160 mL otopine
KH,PO, i 840 mL otopine K;HPO,. pH otopine pufera iznosi 7,27.

Iz 1M PB pripremljen je 0,1M PB na nacin da je 100 mL 1M PB pomijeSano s 900 mL
destilirane vode, kojeg je potrebno podesiti na pH=7 dodatkom nekoliko kapi nerazrijedene
fosfatne kiseline. Otopine su ¢uvane u hladnjaku na +4 °C te je otopina 0,1M PB koriStena za
daljnje analize.

Priprema otopine Tris-HCl pufera — za pripremu 100 mM otopine Tris-HCl pufera
pomijesano je 10 mL 1M Tris baze i oko 70 mL destilirane vode. pH vrijednost podesena je
klorovodi¢nom kiselinom na pH 8 te je odmjerna tikvica nadopunjena destiliranom vodom
do 100 mL. Otopina je ¢uvana u hladnjaku na +4 °C.

Priprema Marmur otopine — za pripremu ove otopine pomijesani su kloroform i izoamilni
alkohol u volumnom omijeru 24:1. Otopina je ¢uvana na sobnoj temperaturi (Palacios i sur.,
2014).

Priprema otopine supstrata - 40 mL otopine supstrata pripravljeno je od 20 mL 100 mM
otopine Tris-HCl u kojoj je otopljeno 0,1 % w/v arapske gume. U pripremljeni pufer s
emulgatorom postepeno dodano 4 mL 10 mM otopine pNPP u 2-propanolu (kap po kap).
Ostatak otopine je nadopunjen destiliranom vodom, a ¢ini ju volumen od 16 mL (Palacios i

sur., 2014.).

3.2.4. Aparatura

Za potrebe izvodenja eksperimenta koristena je slijedeéa aparatura: autoklav (TIP 7510945,
Sutjeska, Beograd), pH metar (Hanna Instruments 2211 pH/ORP Meter), Vortex mijesalica
(TEHTNICA Vibromix 10), centrifuga (HERMLE Z 326 K, Njemacka), vodena kupelj (Memmert
WNB 14), tehni¢ka vaga (OHAUS, SAD), analiticka vaga (CRYSTAL 200 CE, Gibertini, Italija),
inkubator (Binder, Tuttlingen, Njemacka), spektrofotometar (ThermoSpectronic, Hel\OS v,
Njemacka).
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3.3. METODE

3.3.1. Priprema hranjive podloge za uzgoj mikroorganizama

Izvagano je 21 g krumpirovog agara i dodano je 500 mL destilirane vode, zagrijano do vrenja i
sterilizirano u autoklavu pri 121 °C kroz 20 minuta pri tlaku od 1-2 bara. Podloga je ohladena
na temperaturu od 45 °C do 50 °C. Nakon hladenja podloga je dobro promijesana te
prelivena u prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice. Na podlogu su potom, u sterilnim

uvjetima, nacijepljeni mikroorganizmi. Inkubacija je trajala sedam dana pri 27 °C.

3.3.2. Uzgoj mikroorganizama u uvjetima fermentacije na cvrstim nosacima

Dodavanje odgovarajuceg volumena vode na supstrat je potrebno za postizanje optimalne
vlaznosti supstrata za rast biomase, koja se kre¢e od 60 do 80 %. U ovom radu potreban
volumen je izraCunat iz podataka o pocetnoj vlaznosti pogace buce i lana.

U laboratorijske staklenke je izvagano 50 g uzorka supstrata (pogace buce i lana), te dodano
ukupno 63,2 mL destilirane vode za bucinu pogacu, od kojih je pocetno dodano 53,2 mL
destilirane vode, a preostali volumen, tj. 10 mL je dodan nakon sterilizacije u sastavu
inokuluma. Za pogacu lana je dodano ukupno 63,5 mL destilirane vode, na isti nacin kao i za
bucinu pogacu. Razlika u dodanom volumenu je zbog razli¢itih udjela suhe tvari u pogacama,
koji za bucu iznosi 93,07 %, dok je za lan taj udio od 92,09 %, a $to je u skladu sa literaturnim
podacima.

Prije nacjepljivanja, pogace su sterilizirane su u autoklavu na 121 °C tijekom 20 min.
Inokulacija je provedena s pet micelijskih plagova promjera 6 mm (izrezanih pomodu
sterilnog busaca ¢epova), kulture gljiva Trametes versicolor i Humicola grisea pripremljenih u
10 mL sterilizirane destilirane vode (Slika 3. i 4.). Nacjepljivanje je provedeno u prethodno

sterilizirane laboratorijske staklenke u asepti¢nim uvjetima rada.
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Slika 3. Suspendirane spore Slika 4. Suspendirani spore
Trametes versicolor Humicola grisea

Poklopac svake staklenke je zamijenjen s listom papirnatog ruénika kako bi bili omoguceni
aerobni uvjeti inkubacije. Oznadene laboratorijske staklenke s uzorcima stavljene su na
inkubaciju u inkubator na 27 °C uz brzinu strujanja zraka od 10 %. Inkubacija je trajala 20
dana. Pokusi su provedeni u tri paralele. Uzorkovanje je izvrSeno 10., 15. i 20.-ti dan uzgoja,
u sterilnim uvjetima, bez previSe manevriranja. Tijekom uzgoja u stati¢kim uvjetima pracene
su promjene koje se zbivaju u teglicama, poput rasta bijelih nitastih kolonija
mikroorganizama na povrsini, boje uzorka, konzistencije i pojave slobodne vode. Proveden je
i pokus u kojemu su teglice bile podloZne tresdnji, te su takoder pracene promjene koje se

dogadaju tijekom 20 dana inkubacije.

3.3.3. Ekstrakcija u puferu topljivih tvari iz pogaca uljarica

Za vrijeme trajanja bioloSke obrade pogace buce i lana, 10., 15. i 20.-ti dan, provedeno je
uzorkovanje u sterilnim uvjetima. U plasti¢nu epruvetu izvagan je 1 g uzorka, dodano 5 mL
hladnog (+4 °C) 0,1M fosfatnog pufera (pH=7,0), te provedena ekstrakcija. Ekstrakcija je
trajala 30 min, a mijeSanje suspenzije je provedeno na vortex mijesalici 30 sekundi svakih 5
min. Uzorci su ¢uvani u hladnjaku na +4 °C tijekom ekstrakcije. Po zavrSetku ekstrakcije,
ekstrakti su izbistreni centrifugiranjem pri 15 000 g tijekom 10 min na +4 °C. Bistri ekstrakti
odvojeni su od taloga i dodatno profiltrirani preko nabranog filter papira, nakon ¢ega im je

izmjeren volumen te su ¢uvani na +4 °C do analize.
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3.3.4. Odredivanje udjela proteina

Koncentracija proteina u filtratima nakon provedene inkubacije odredena je metodom po
Bradfordici (Bradford, 1976.). Metoda se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika
boje Coomassie Briliant Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske bo¢ne ogranke proteina, uslijed
Cega dolazi do stvaranja kompleksa protein-boja, koji u kiselom mediju pokazuje apsorpcijski
maksimum pri 595 nm (Strelec i Kovac, 2014).

Za odredivanje koncentracije proteina u dobivenim ekstraktima u kivete je otpipetirano 100
uL uzorka i dodano 2 cm? svjeze pripremljenog Bradfordi¢inog reagensa, razrijedenog s
destiliranom vodom u omjeru 1:4. Tako pripremljena reakcijska smjesa je ostavljena na
sobnoj temperaturi 5 minuta, nakon ¢ega je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 595
nm. Uzorci su analizirani u tri paralele, a rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti.
Koncentracija proteina u uzorcima odredena je u odnosu na kalibracijsku krivulju, a ovisno o
njoj te o koli¢ini proteina u ekstraktima, za odredene uzorke je bilo potrebno prethodno
pripremiti pripadajuca razrjedenja. Dobiveni rezultati su koristeni za izraCunavanje specifi¢ne

aktivhosti enzima.

3.3.5. Odredivanje aktivnosti enzima lipaze iz Trametes versicolor i Humicola
grisea

Aktivnost proizvedene lipaze odredena je testom fiksnog vremena (end-point testom) uz
supstrat p-nitrofenil palmitat (Palacios i sur., 2013).

Apsorbancija supernatanta mjerena je na 410 nm. Molarni apsorpcijski koeficijent odreden
je mjerenjem apsorbancije otopine p-nitrofenola pripremljenog na isti nacin kao reakcijska
smjesa za odredivanje aktivnosti, ali bez dodane lipaze. Aktivnost lipaze izrazena je u
internacionalnim jedinicama za mjerenje aktivnosti enzima (U) pri ¢emu je jedna jedinica
definirana kao ona kolicina lipaze koja razgradi 1 umol para nitrofenil palmitata za 1 minutu.
Mjerenje je provedeno u tri paralele.

Test je proveden na slijedeéi nacin: za 240 mL otopine supstrata dodano je 120 mL 100 mM
Tris-HCl-a u kojemu je otopljeno 0,1% w/v arapske gume (0,216 g). U pripremljeni pufer s
emulgatorom postepeno je dodano 10 mM pNPP (izvagano 0,096 g pNPP) otopljenog u 24
mL 2-propanola (kap po kap), i naposljetku je dodano 96 mL destilirane vode. Otopina
supstrata pripremljena je neposredno prije provodenja testa aktivnosti. Dobivena otopina
koristena je za pripremu glavnih proba i kontrola raspada supstrata. Kontrola raspada
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supstrata predstavlja slijepu probu. To je reakcijska smjesa bez dodatka ekstrakta. Kontrolu
ekstrakta Cini reakcijska smjesa sa dodanim ekstraktom bez prisutnosti supstrata, a koristi se
za korekciju apsorbancije glavne probe. 100 mL otopine za kontrolu ekstrakta je pripravljeno
na nacin da je u 50 mL 100 mM Tris-HCl-a otopljeno 0,1% w/v arapske gume (0,09 g) ,
dodano 10 mL 2-propanol te naposljetku 40 mL destilirane vode.

Za svaki ekstrakt pripremljene su tri glavne probe, kontrola supstrata i kontrola ekstrakta u
plasti¢ne epruvete. U svaku epruvetu dodano je po 3,9 mL otopine. U prethodno zagrijanu
vodenu kupelj na 40 °C stavljene su na termostatiranje (5 min) plasticne epruvete s
otopinom supstrata i otopinom za kontrolu ekstrakta. Nakon 5 min u epruvete je dodano po
100 uL ekstrakta (u glavne probe i kontrolu ekstrakta). U kontrolu supstrata dodano je 100
pL destilirane vode. Nakon dodatka ekstrakata, reakcijske smjese u epruvetama kratko su
promijeSane na vortex mijesalici i termostatirane na 40 °C u vodenoj kupelji 30 min. Nakon
30 min reakcija je prekinuta na nacin da je u epruvete dodano 1,5 mL Marmur otopine,
reakcijska smjesa kratko promijeSana na vortex mijesalici i centrifugirana na 15 000 g u
trajanju od 5 min. Nakon centrifugiranja, u PMMA kivete volumena 1 cm?® je otpipetiran
gornji sloj otopine te je izmjerena apsorbancija fenola na 410 nm na spektrofotometru.

Volumna aktivnost enzima izraCunate je prema jednadzbi (1):

V.A. (U/mL)= (Ace, 410 nm - Akrs, 410 nmA ) -Dr - Vu "

t- Vuzorak'd" €

gdje su:
V.A. volumna aktivnost lipaze (U/mL)
Acp, 410 nm— @apsorbancija glavne probe izmjerene na valnoj duljini od 410 nm
Akrs, a10nm — apsorbancija kontrole raspada supstrata izmjerene na valnoj
duljini od 410 nm
Axe - apsorbancija kontrole ekstrakta izmjerene na valnoj duljini pri 410 nm
Ds— faktor razrjedenja
V. — ukupni volumen reakcijske smjese (mL)
t — vrijeme trajanja testa (min)
Vuzorak — VOlumen uzorka dodanog u test (mL)

d — promijer kivete (cm)—1 cm
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€ - molarni apsorpcijski koeficijent p-nitrofenola (0,29866 ml/umol-cm)

Specifi¢na aktivnost izraCunata je prema jednadzbi (2):

V.A.
m (proteina)

S.A.(U/mg) = (2)
gdje su:

S.A. specificna aktivnost enzima (U/mg)

V.A. volumna aktivnost enzima (U/mL)

m - masa proteina (mg)

20



4. REZULTATI | RASPRAVA



4. Rezultati i rasprava

4.1. BIOLOSKA OBRADA POGACA U STATICKIM UVJETIMA | UVJETIMA SA
TRESNJOM

Tijekom uzgoja u statickim uvjetima pracene su promjene koje se zbivaju u laboratorijskim
teglicama, poput rasta bijelih nitastih micelija mikroorganizama na povrsini, boje uzorka,
konzistencije i pojave slobodne vode. Proveden je i pokus u kojemu su teglice bile podloZne
tresnji, te su takoder praédene promjene koje se dogadaju tijekom 20-to dnevne inkubacije.
Za vrijeme uzgoja u statickim uvjetima primijecen je znacajniji rast bijelih nitastih micelija
gljiva na povrsini supstrata (Slika 5. i 6.), u usporedbi s uzgojem u kojemu je provodena

tresnja (Slika 7.) gdje je pojava bijelih nitastih micelija neznatna.

Slika 5. Rast T. versicolor na bucinoj pogaci Slika 6. Rast H. grisea na pogaci lana
u statickim uvjetima u statickim uvjetima
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Slika 7. Rast T. versicolor na bucinoj pogaci
u uvjetima tresnje

4.2. PROMJENA KOLICINE EKSTRAKTIBILNIH PROTEINA U POGACAMA

TIJEKOM BIOLOSKE OBRADE S TRAMETES VERSICOLOR | HUMICOLA
GRISEA

Udio proteina u ekstraktima nakon 10., 15. i 20. dan bioloSke obrade pogaca buceilana s T.
versicolor i H. grisea odreden je metodom po Bradfordici. Rezultati su prikazani na Slikama

8.i9.
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Slika 8. Udio ekstraktibilnih proteina u ovisnosti o vremenu inkubacije kod pogaca

nacijepljenih s gljivom bijelog truljenja Trametes versicolor

Iz Slike 8. vidljivo je kako je udio proteina na bucinoj pogaci u porastu do 15. dana inkubacije
(0,39+0,04 % s.tv.), a nakon toga opada (0,25+0,02 % s.tv.), dok je na pogaci lana vidljiv
porast proteina tijekom 20 dana inkubacije (0,35+0,05 % s.tv.). Najvisi udio ekstraktibilnih
proteina odreden je na bucinoj pogaci nakon 15.-tog dana biorazgradnje pomodu gljive

bijelog truljenja.
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Slika 9. Udio ekstraktibilnih proteina u ovisnosti o vremenu inkubacije kod pogaca

nacijepljenih gljivom Humicola grisea

Udio ekstraktibilnih proteina pri biorazgradnji pogaca buce i lana pomodu gljive H. grisea je
najve¢i nakon 10.-tog dana inkubacije nakon cega je vidljiv pad udjela ekstraktibilnih
proteina na obje pogace. Iz dijagrama je vidljivo da je ukupni udio ekstraktibilnih proteina
odreden tijekom biorazgradnje pogace lana veéi u odnosu na udio ekstraktibilnih proteina

tijekom biorazgradnje pogace buce.

4.3. ODREDIVANIJE AKTIVNOSTI LIPAZE END-POINT TESTOM

Proizvodnja enzima lipaze kao produkta metabolizma gljive bijelog truljenja Trametes
versicolor i gljive Humicola grisea provedena je u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima,
pogacama buce i lana. Uzorci za analizu uzimani su tijekom bioloSke obrade u laboratorijskim
teglicama 10., 15. i 20-ti dan. U ekstraktima je odredena aktivnost enzima prema prije
opisanoj metodi, end-point testom. Lipaza razgraduje p-nitrofenil palmitat u p-nitrofenol, sto
se oCituje po Zutoj boji reakcijske smjese, ¢ija je apsorbancija izmjerena na 410 nm i pomocu
koje je izraCunata aktivnost proizvedene lipaze prema jednadzbama (1) i (2).

Rezultati su prikazani u Tablicama 3. i 4.
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Tablica 3. Aktivnost lipaze u ekstraktima ispitivanih pogaca tijekom bioloske obrade s T.

versicolor

Vrijeme

inkubacije (dani)

Volumna aktivnost (V.A., U/mL)

Specifi¢na aktivnost (S.A., U/mg)

Pogaca buce

Pogaca lana

Pogaca buce

Pogaca lana

10.

1,30+1,13

1,07+0,93

15.

20.

0,352+0,935

0,15+0,41

- nije detektirana aktivnost

Tablica 4. Aktivnost lipaze u ekstraktima ispitivanih pogaca tijekom bioloSke obrade s H.

grisea

Vrijeme

inkubacije (dani)

Volumna aktivnost (V.A., U/mL)

Specifi¢na aktivnost (S.A., U/mg)

Pogaca buce

Pogaca lana

Pogaca buce

Pogaca lana

10.

1,791+1,93

0,57+0,62

15.

2,622+2,198

1,16+0,97

20.

Rezultati odredivanja aktivnosti lipaze u ekstraktima dobivenim tijekom biorazgradnje

pogaca buce i lana pomocu T. versicolor i H. grisea pokazuju izrazito malu aktivnost. U

ekstraktima nakon bioloske obrade pogace buce (10. i 15.-ti dan) kao i nakon bioloske

obrade pogace lana (15. i 20.-ti dan) pomocu T. versicolor te nakon bioloSke obrade pogace

buce (15. i 20.-ti dan) kao i nakon bioloSke obrade pogace lana (10. i 20.-ti dan) pomodu H.

grisea navedenim testom nije bilo moguce odrediti aktivhost proizvedene lipaze. Najveéa

odredena aktivnost proizvedene lipaze iznosi 2,622+2,198 U/mL u ekstraktu nakon 15.-tog

dana bioloske obrade pogacde lana pomoéu H. grisea. S obzirom na nisku aktivnost lipaze

moze se pretpostaviti da mikroorganizmi uzgojeni na navedenim pogacama nisu producirali

znacajnije koli¢ine lipaze.
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5. Zakljucci

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

1. Rast gljiva Trametes versicolor i Humicola grisea na poga¢ama buce i lana bolje uspijeva u
statickim uvjetima, odnosno uz minimalno manevriranje neposredno nakon

nacjepljivanja.

2. Najvisi udio ekstraktibilnih proteina (0,39+0,04 % s.tv.) na bucinoj pogaci odreden je

nakon 15.-tog dana biorazgradnje pomocu gljive bijelog truljenja, Trametes versicolor.

3. Najvisi udio ekstraktibilnih proteina(0,45+0,02 % s.tv.) na pogaci lana odreden je nakon

10.-tog dana biorazgradnje pomocu gljive Humicola grisea.

4. Naijvisi udio ekstraktibilnih proteina odreden tijekom biorazgradnje s Trametes versicolor
i Humicola grisea na poga¢ama buce i lana zabiljezen je 10. dan na pogaci lana nakon

bioloske obrade s Humicola grisea i iznosi 0,45+0,02 % s.tv.

5. Najveca odredena aktivnost proizvedene lipaze iznosi 2,622+2,198 U/mL u ekstraktu
nakon 15.-tog dana bioloSke obrade pogace lana s H. grisea. S obzirom na nisku aktivnost
lipaze mozZe se pretpostaviti da mikroorganizmi uzgojeni na navedenim pogacama nisu

producirali znacdajnije koli¢ine lipaze.
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