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Popis kratica, oznaka i simbola

KRATICE:

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

CCBAS Mikrobioloska zbirka bazidiomiceta, Prag, Republika Ceska

df stupnjevi slobode
F faktor koji pokazuje koliko je jedna varijanca vec¢a od druge
FDA eng. Food and Drug Administration ili Agencija za hranu i lijekove

HAA 3-hidroksiantranilat
HBT 1-hidroksibenzotriazol

LiP lignin peroksidaza

MnP mangan peroksidaza

MS prosje¢no odstupanije varijanci od prosjecne vrijednosti uzoraka
NDF neutralna detergent vlakna

RSM eng. response surface methodology ili metoda odzivnih povrSina
SmF submerzna fermentacija

SSF eng. solid-state fermentation ili fermentacija na ¢vrstim nosacima
SSM eng. solid sample module ili modul za &vrste uzorke

TC ukupni ugljik

TEMPO 2, 2, 6, 6-tetrametil piperidin-1-oksid radikal

TOC eng. Total Organic Carbon ili analizator ugljika

U medunarodna jedinica enzimske aktivnosti (umol min™)
OZNAKE:

c mnozinska koncentracija tvari (mM)

d promjer kivete (cm)

n broj okretaja (okr min™)



S.A. specifiéna aktivnost enzima (U mg™)

T temeperatura (°C)

t vrijeme (dan)

V.A. volumna aktivnost enzima (U dm™)

Ve volumen dodanog uzorka koji sadrzi enzim (cm?®)
V, ukupni volumen uzorka u kiveti (m®)

Ve masena koncentracija enzima (mg cm™)

YiND,0 pocetna koncentracija induktora (g dm™)

Yx.0 pocetna koncentracija biomase (g dm™)

AA/At promjena apsorbancije u vremenu (min™)

SIMBOLI:
A promjena
A valna duljina (nm)

e ekstincijski koeficijent (dm™pmol™ cm™)
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1. Uvod

U danadnje vrijeme se u svim podrucjima, od znanosti i tehnologije pa do
gospodarstva, postavljaju zahtjevi za upotrebom ekoloski prihvatljivih materijala i sirovina.
Razlog tomu je Sto svijet u kojem Zivimo postaje sve manji i zagadeniji. Nacin zivota na koji
smo navikli Zivjeti uvjetuje Siroku potroSnju te proizvodnju svakodnevnih predmeta, a Cesto
mehanizmi proizvodnje nisu prilagodeni potrebama ocCuvanja okoliSa. Postavlja se pitanje
kako ostvariti energetski i materijalno u€inkovite procese, a istovremeno zadovoljiti potrebe
zastite okolisa? Odgovor je jednostavan, nalazi se oko nas, nalazi se u prirodi. 3,8 milijardi
godina istrazivanja i razvoja u velikom laboratoriju prirode ¢ini ju uistinu savrSenim
kandidatom za istrazivanje te preuzimanje principa koji ¢e omoguéiti i slijedeéim

generacijama normalne uvjete za zivot (Janes, 2009).

U toj viziji, vaznu ulogu imaju enzimske tehnologije jer provode kemijske procese na
prihvatljive. One se mogu provoditi u vodenim otopinama, pri sobnim temperaturama i
neutralnom pH, bez upotrebe visokih tlakova i ekstremnih uvjeta te uz minimalan utrosak
energije.. Zbog navedenih prednosti enzima, interes za enzimskim biotransformacijama je
velik, a nove biokemijske i analititke metode omogucéavaju razumijevanje mehanizma
djelovanja enzima te identificiranje novih enzima.. Primjenom genetiCkog inZenjerstva,

moguce je proizvesti tocno Zeljeni enzim posebnih znacajki (Pilas, 2009).

Jedni od najduze proucCavanih biokatalizatora su lakaze koje su do danas izolirane iz
raznih izvora. U odnosu na druge biokatalizatore, njihova najve¢a prednost je da im je za
katalitiCcku aktivnost potreban kisik, stoga se ubrajaju u ekoloski prihvatljive biokatalizatore.
Lakaze su vrlo zanimljive industrijskom sektoru jer se odlikuju specifi€nod¢u prema razlicitim
supstratima: o- i p-difenolima, aminofenolima, poliaminima, polifenolima, monofenolima.
Lakaze se primjenjuju u raznim industrijama kao $to su tekstilna industrija, industrija pulpe i
papira, zastita okoliSa, prehrambena, kozmeti¢ka te farmaceutska industrija (Xavier i sur.,
2007).

Najpoznatiji i najvazniji izvor lakaza su gljive, posebno gljive bijelog truljenja, jedini do
sada poznati mikroorganizmi sa razvijenim kompleksnim enzimatskim sustavom Kkoji
omogucéava razgradnju lignina i drugih aromatskih spojeva. Primjerice Trametes versicolor,
gljiva bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes, proizvodi smjesu lignolitickih enzima od

kojih su najznacajniji lakaze, lignin peroksidaze i mangan peroksidaze.

Dostupnost hranjivih tvari i uvjeti provedbe procesa osnovni su €imbenici o kojima
treba voditi rauna pri samom uzgoju gljive, buduéi da znacajno utjeCu na produktivnost
enzima, a vaznu ulogu ima dodatak induktora, ¢ime se pospjeSuje proizvodnja enzima. U

ovom radu je pracen utjecaj razliCite poCetne koncentracije induktora odnosno kukuruzne
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silaze, glukoze, biomase te Calplexa H90 (otpad iz industrije papira) na aktivnost lakaze, a
procesi uzgoja micelijskih peleta i proizvodnje enzima su provedeni submerzno. Sastav
hranjive podloge je optimiran koriste¢i metodu odzivnih povrSina sa ciljiem postizanja
maksimalne aktivnosti lakaze.
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2. Teorijski dio

Mikrobiologija je podru€je biologije koje prou€ava organizme koji nisu vidljivi golim
okom. Jedna je od najSirih bioloskih znanosti. Bavi se razli€itim disciplinama koje proucavaju
medudjelovanje Covjeka i mikroorganizama te okolisa i mikroorganizama. Ta se
medudjelovanja ocituju kroz genetiku, infekcije, bolesti, imunologiju, industriju, genetski
inZenjering, poljoprivredu, ekologiju i kroz jo§ mnoge druge discipline. Povijest mikrobiologije
poCinje 1673. godine. Anthony van Leeuwenhoek, nizozemski trgovac, prvi puta opisuje
mikroorganizme koje je prouCavao na vlastitom mikroskopu. Medutim, sama primjena
mikroorganizama seze puno vise u pro$lost. Najranija upotreba mikroorganizama se veze uz

fermentaciju i proizvodniju piva i vina (Durakovi¢, 1996).

Razvojem mikroskopa, otvorene su mnoge moguénosti u podrucju istrazivanja koje
su svojim radom obiljezili Louis Pasteur, Robert Koch te mnogi drugi. Do naglog razvoja

mikrobiologije je doSlo pocetkom 20. stoljec¢a (Kirk, 1981).

NajceS¢i predstavnici mikroorganizama su virusi, bakterije, alge, fungi i protozoe.
Njihova rasprostranjenost je veoma Siroka, naseljavaju svaki dio biosfere gdje je prisutna
tekuc¢a voda. Mogu se naci i u naftnim buSotinama, na dnu oceana, u vrelim izvorima,
pustinjama te uz vulkanske izvore vrele vode na dnu oceana. Rastu u razliCitih
temperaturnim uvjetima, pa se prema tome mogu podijeliti na termofile, mezofile i psihrofile
(Kirk, 1981).

StaniSte mikroorganizama je usko vezano i uz Covjeka. Njihova uloga u ljudskom
tijelu je raznolika; pomazu u probavi, prekrivaju kozZu i Stite od Stetnih utjecaja, ali mogu imati

i patogena svojstva.

Osnovno obiljezje mikroorganizama je mala veli€ina njihovih stanica. Buduci da su
mali organizmi, odnos izmedu same povrSine i volumena stanice je vrlo velik, a posljedica
toga je velika i naizmjeni€na reakcija s okoliSem, upravo to predstavlja osnovu za veliku
brzinu izmjene tvari u mikroorganizama. Moze se reci, da Sto je stanica manja, njezina
povrSina je veca u usporedbi s masom, a samim time je brza apsorpcija hrane te tijek
ukupnih biokemijskih reakcija. Kod viSih biljaka i Zivotinja koliCina enzima u stanicama je
nepromjenjiva pa su fizioloSki ograni€eni, a mikroorganizmi pokazuju puno vecu fiziolosku

prilagodljivost, Sto je posljedica njihove male dimenzije (Durakovi¢, 1996).

Mikrobiologija i njezine grane se danas razvijaju brzim tempom. Povezanost razvoja
informacijskih i raCunalnih tehnologija te biotehnoloskih znanosti omogucuju Siroku primjenu
mikroorganizama u ljudskim djelatnostima. Snazan razvoj zahvaljuju¢i modernoj tehnoloskoj
revoluciji su doziviele medicina i biokemijsko inzenjerstvo, genetika, virologija, ekologija,

ekoinzenjerstvo, prehrambena, farmaceutska, tekstilna te papirna industrija.
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2.1. GLJIVE

2.1.1.Morfologija gljiva

Proucavanjem gljiva bavi se mikologija, jedna od prvih mikrobioloSkih znanosti. Gljive

ili fungi ukljuCuju kvasce, plijesni te mesnate gljive (skupina makroskopskih organizama).

Buduci da su biokemijski aktivne, mnoge gljive imaju i iznimnu komercijalnu ulogu u
proizvodniji piva, vina, antibiotika te fermentiranih mlije¢nih proizvoda. Medutim, neke gljive

izazivaju infektivne bolesti sintetiziraju¢i snazne toksine (Durakovi¢, 1996).

Tablica 1 Osnovne karakteristike gljiva

Tip stanice eukarioti s jasno odredenom jezgrinom membranom
Stani¢na stjenka gradena od glukana, manana, hitina

Spore proizvode velik broj spolnih i nespolnih spora
Metabolizam heterotrofi (aeroban i fakultativno anaeroban)

2.1.2.Ishrana gljiva

Gljive dobro rastu u vlaznom i tamnom okoliSu, ali i na svim mjestima gdje je
dostupan organski materijal. Najveci broj gljiva su saprofiti, organizmi koji sve potrebne
hranjive tvari dobivaju iz mrtve organske tvari. Mogu izlu€ivati hidroliticke enzime koji
razgraduju supstrate prisutne u okoliSu. Zatim otopljene hranjive tvari apsorbiraju. Gljive su i
kemoorganoheterotrofi koji upotrebljavaju organski materijal kao izvor ugljika, elektrona i
energije.

Vedéina gljiva iskoriStava ugljikohidrate (najviSe glukozu i maltozu) i duSiCne spojeve
za sintezu njihovih vlastitih aminokiselina i proteina. Primarni polisaharid koji gljive pohranjuju

je glikogen.

Gljive su u pravilu aerobni organizmi, ali neki kvasci mogu biti i fakultativni anaerobi te

mogu proizvoditi energiju fermentacijom (Durakovi¢, 1996).
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2.1.3.Klasifikacija gljiva

Postoje pet taksonomskih skupina gljiva koje se medusobno razlikuju prema tipu

spora, morfologiji hifa i spolnom ciklusu. Te skupine su:

e basidiomicete
e Oomicete

e deuteromicete
e zigomicete

e askomicete

Gljive Basidiomycetes, koje su opéenito poznate kao gljive klobuCarke pripadaju
razredu Basidiomycotina. Njima pripadaju sve gljive koje rastu na drvecéu, gljive puhare,
jestive gljive, snijeti, hrde i otrovne gljive. Ime su dobile po karakteristi¢noj strukturi njihove
stanice, bazidiuma (gré. basidion — mala baza). Bazidium je uklju¢en u spolni nacin
razmnozavanja, a proizvodi se na tipicnoj hifi i najéeSce je oblika klobuka. Bazidiospore se
proizvode u bazidiumu, a bazidiji mogu biti zatvoreni unutar plodonosnih tijela koje se
nazivaju bazidiokarpi. Ustanovljeno je da najveéi broj bazidiomiceta zive kao saprofiti te

razgraduju biljni materijal, najviSe celulozu i lignin (Durakovi¢, 1996).

2.2. GLJIVE BIJELOG TRULJENJA

Jo$ od davnina drvo se koristi kao gradevni i uporabni materijal, a tome je svakako
pridonijela njegova laka obrada, dug vijek trajanja te Siroka rasprostranjenost. U starim
povijesnim zapisima je objadnjeno kako su Egipc¢ani $&titili drvo premazujuci ga prirodnim
uljima. Mnogi narodi, narocito Kinezi i Asirci, razvili su metode ¢uvanja drvenog materijala

koje se koriste i danas (Janes, 2009).

Gljive bijelog truljenja su jedini dosada poznati organizmi koji imaju sposobnost
razgradnje lignina i nastanjuju se na mrtvom ili zivom drvetu. Opcenito, gljive koje razgraduju

drvo dijele se na gljive smedeg, bijelog i blagog truljenja (Merwe, 2002).

Gljive bijelog truljenja ukljuCuju razrede Basydiomyceta i Ascomyceta. Razgraduju
lignocelulozne supstrate tako Sto luCe ucinkovitu ekstracelularnu kombinaciju enzima Cija
mogucnost razgradnja prirodnog polimera lignina u molekule manje molekularne mase.
Tijekom delignifikacije, supstrat se obezboji, upravo su po tome te gljive dobile naziv. Nalaze

se svuda oko nas, a zbog svoje Siroke rasprostranjenosti u prirodi, vrlo su dostupne.
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Kako bi se provela uspjeSna razgradnja lignina, neophodna je kombinacija
izvanstaniénih lignolitickih enzima kao to su lignin peroksidaze (LiP), mangan peroksidaze
(MnP) i lakaze. S obzirom na proizvodnju lignolitickih enzima, gljive bijelog truljenja se dijele

u tri skupine:

1. gljive koje proizvode LiP, MnP i lakazu
2. gljive koje proizvode MnP i lakazu

3. (gljive koje proizvode LiP i lakazu

Najzastupljenije su gljive bijelog truljenja koje proizvode MnP i lakazu (Lankinen, 2004).
Kada su uzgojene submerzno ili na drvetu, gljive bijelog truljenja proizvode lakaze niskih
koncentracija. ViSe koncentracije se postizu dodatkom razliCitih aromatskih spojeva,
induktora (Merwe, 2002).

Mnoga su istraZivanja provedena u posljednje vrijeme u cilju proizvodnje lignolitickih
enzima. Naime, ti enzimi nisu specificni i prema tome imaju Siroku primjenu. Posebnu
primjenu nalaze i u industriji za proizvodnju tekstilnih boja. Upravo njihova upotreba polako
zamjenjuje sintetske boje prisutne na trziStu (Wesenberg i sur., 2003.). Nakon §to je svijet
postao upoznat sa funkcijom lignolitickih enzima, neki drugi znanstvenici su im pronasli
primjenu i u bioremedijaciji. Njihova funkcija nije samo razgradnja lignina ve¢ i drugih

onecidc¢ujucih supstanci iz tla (Mester i Tien, 2000).

UnatoC brojnim istraZivanjima o oksidativnom mehanizmu lignolitickih enzima te o
delignifikaciji, moZze se zakljuciti da jo$ uvijek nije potpuno jasan mehanizam razgradnje

lignina, prema tome jo$ uvijek ima mjesta napretku (Mester i Tien, 2000).

2.2.1.Trametes versicolor

Trametes versicolor je gljiva bijelog truljenja iz razreda Basidiomycetes, koja proizvodi
tri lignoliticka enzima te ucinkovito razgraduje lignin, policiklicke aromatske ugljikovodike,
poliklorirane bifenilne smjese i brojna sintetska bojila. Buduci da proizvodi nize koncentracije
lignolitickih enzima, dokazano je da prisutnost induktora kao $to su ksilidin, veratrilni alkohol i

fenolne smjese povecavaju aktivnost.

Ova gljiva, kao Sto je vec i prethodno re€eno, provodi delignifikaciju i izbjeljivanje kraft
pulpe, u€inkovito obezbojuje izljeve nastale izbjeljivanjem pulpe. Primjena gljive Trametesa
versicolar u razli¢itim podrucjima izvrstan je temelj za razvoj brojnih tehnologija koje ¢e biti

ekoloski prihvatljive (Xavier i sur., 2007).
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o

Slika 1 Trametes versicolor

2.3.1.Lakaze

Lakaza, enzim koji dolazi iz skupine okisdoreduktaze, s obzirom na porijeklo moze
se podijeliti u dvije skupine: lakaza koja je porijeklom iz viSih biljaka te na one koje su
porijeklom iz gljiva. Medutim, istraZivanja su pokazala da se ovaj enzim moZe izolirati i iz
bakterija te kukaca (Lankinen, 2004).

Lakaze su vec¢inom ekstracelularni glikoproteini sa molekularnom masom izmedu 60 i
80 kDa (Merwe, 2002.). Pripadaju skupini metaloenzima, a sastoje se od Cetiri atoma bakra
smjestenih u aktivnom mjestu svake enzimske molekule, prema tome odgovorni su za
katalitiCku aktivnost lakazeOksidacijom supstrata nastaju reaktivni radikali nakon ¢ega moze
doéi do jedne od tri reakcije: neenzimsko povezivanje monomera, razgradnja polimera ili
cijepanje aromatskog prstena. U prisutnosti posrednika, lakaze mogu katalizirati reakcije
oksidacije kod bilo kojih komponenta koje posjeduju visoki redoks potencijal (0,5 — 0,8 mV)
stoga, kataliziraju oksidaciju o-, p- difenola, aromatskih alkohola, polifenola, poliamina,
aromatskih amina i razli¢itih nefenolnih supstrata (Burton, 2003). Uloga posrednika u
reakcijama oksidacije kataliziranih lakazom je prou€avana u mnogim istrazivanjima. Postoje
razliiti tipovi posrednika. Najucinkovitiji posrednik je TEMPO (2,2,6,6 tetrametil piperidin-1-
oksid radikal) (Kulyis, Vidziuniate, 2005.). Za lakaze koje su izolirane iz gljiva bijelog truljenja,
opcenito se smatra da funkcioniraju u prirodi razgradujuci lignin te pri samom procesu

delignifikacije osloboda se ugljik (Burton, 2003).

Lakaza mozZe razgraditi fenolne podjedinice lignina koje €ine 10 — 15 % lignina,
medutim za nefenolne podjedinice, lakaza djeluje pomoc¢u posrednika 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6  sulfonska kiselina) (ABTS), 1-hidroksibenzotriazol (HBT) i 3-
hidroksiantranilat (HAA) (Radecic, 2009).
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2.3.2.Utjecaj pH na proizvodnju i aktivhost lakaze

Optimalni pH lakaze u visokoj mjeri ovisi o supstratu. Koriste¢i ABTS kao supstrat,
optimalna pH vrijednost pri kojoj, lakaza nastala iz gljiva bijelog truljenja, postize najvecéu
aktivnost je u kiselom podrucju, izmedu pH 3 i pH 5 (Merwe, 2002; Madhavi i Lele, 2009). Na
aktivnost lakaze moZe utjecati koncentracija supstrata, kisika i samog enzima. Najveéu

aktivnost lakaza iz Trametes versicolor postiZze pri pH 2 do pH 6 (Madhavi i Lele, 2009).

2.3.3.Utjecaj temperature na proizvodnju i aktivnost lakaze

Brojna istrazivanja su pokazala da se za optimalnu proizvodnju lakaze, gljive uzgajaju
na temperaturi izmedu 25 °C i 30 °C (Merwe, 2002). Ukoliko se uzgoj gljiva obavlja pri

temperaturi viSoj od 30 °C, moze doc¢i do smanjenja aktivnosti lakaze (Merwe, 2002).

Temperatura pri kojoj lakaza postiZze najvecu aktivnost ovisi o izvoru iz kojega je
izolirana te se razlikuje za svaki pojedini soj mikroorganizama. Primjerice, lakaza izolirana iz
Marasimius quercophilus je stabilna oko jedan sat pri temperaturi 60 °C. IstraZivanja su
pokazala da preinkubacijom enzima iz Marasimius quercophilus pri 40 °C i 50 °C moze doci

do povecanja aktivnosti lakaze (Merwe, 2002).

2.4. PROIZVODNJA LAKAZE

Bioprocesi u kojima se uzgajaju mikroorganizmi se nazivaju mikrobni procesi. Tijekom

mikrobnog procesa dolazi do rasta biomase koji se izrazava:

e nastalom masom mikroorganizama,
o moguc¢im formiranjem produkata metabolizma mikroorganizama,

¢ transformacijom otapala pomoc¢u mikroorganizama (Mlinarek, 2009).

Gljive bijelog truljenja proizvode nize koncentracije lakaze tijekom submerznog uzgoja
i tijekom uzgoja na €vrstim nosacima, a viSe koncentracije se mogu posti¢i dodatkom raznih

induktora o Eemu ¢&e viSe govora biti u Poglavlju 2.4.4. (Merwe, 2002).

10



2. Teorijski dio

2.4.1. Utjecaj induktora na proizvodnju lakaze

Induktori su €esto sastavni dio slozenih hranjivih podloga u submerznom uzgoju jer u
velikoj mjeri pridonose produktivnosti enzima. Oni mogu biti poljoprivrednog porijekla poput
kukuruzovine, sirka te sli¢nih zitarica, zatim mekinje, piljevina, stabljike grozda, kora voca i
povréa i slicno. NajviSe se upravo ovi induktori koriste prije svega zbog ekoloske
prihvatljivosti, ali i zbog niskih troSkova jer su Cesto nusproizvodi iz razli€itih industrija.
Induktori takoder mogu biti sintetskog porijekla, kao sto su ferulicna kiselina, ksilidin, etanol,
brojni aromatski spojevi, razliCite smjese fenolnih spojeva (Xavier i sur., 2007; Nityanand,
2011).

2.4.1.1. Kukuruzna silaza i mogucénosti njene uporabe kao

induktora

Kukuruzna silaza je mjeSavina stabljike, listova i klipa (zrna) koja zaostaje nakon
Zetve kukuruza na oranicama. Kukuruzna silaza je glavno voluminozno krmivo obroka
muznih krava i junadi u SAD-u i Europi. U odnosu na silaze drugih voluminoznih krmiva,
kukuruznu silazu odlikuje laka i fleksibilna proizvodnja i spremanje te udio suhe tvari. Dobro
pripremliena silaza moze se uspje$no Cuvati duZi niz godina, Sto je od velike vaznosti za
sigurnu i kontinuiranu hranidbu. Kukuruzna silaza ima svojstva voluminoznog krmiva zbog

vlakana, a koncentrathog krmiva zbog Skroba (Grbesa, 2008).

Na kvalitetu i sastav kukuruzne silaze (Tablica 2) utje€u brojni faktori poput vremena
siliranja, visine reza, suhe tvari, u¢es¢a zrna, li8¢a i stabljike u ukupnoj silaznoj masi (Nestor,
2010). Osim Sto se koristi u ishrani stoke zbog dobrih nutritivnih vrijednosti, u posljednje
vrijeme primjenu pronalazi i u bioplinskim postrojenjima za proizvodnju bioplina procesom
anaerobne digestije. Energetska vrijednost i sadrzaj hranjivih tvari su bioloSki odredeni
omjerom stabljike, lista i klipa zrna u suhoj tvari hibrida. Odredena je razinom gnojidbe,
klimatskim uvjetima tijekom godine proizvodnje, stadijem zrelosti te tehnologijom siliranja,

sadrzajem i probavljivo$c¢u Skroba i vlakana (Vrani¢ i sur., 2004).

Tablica 2 ProsjeCni kemijski sastav kukuruzne silaze (Agiuar i sur., 2014; Makela,

2015)
Sastojci kukukuruzne silaze Vrijednosti
Suha tvar [g/kg] 292,7
Organske tvari [g/kg] 962,3
Proteini [g/kg] 72,7
NDF (neutralna detergent vlakna) [g/kg] 606,7
ADF (kisela detergent viakna) [g/kg] 337,1
TC (ukupni ugljikohidrati) [g/kg] 856,2
Celuloza [%] 40 - 50
Hemiceluloza [%0] 20 — 40
Lignin [%0] 15-30

11
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Pozeljan udio suhe tvari kukuruza za siliranje je oko 35%, jer se tada postize
optimalan omjer izmedu sadrzaja Skroba koji ima ulogu nositelja energetske vrijednosti i
topljivih SecCera koji su neophodni za proizvodnju potrebne koliCine mlijeCne kiseline, a pH
kukuruzne silaZze treba biti 3,65 (Grbesa, 2008).

U ovom radu kukuruzna silaZa je koriStena kao induktor u svrhu povec¢anja aktivnosti
enzima lakaze proizvedene iz Trametes versicolor AG 613. Kukuruzna silaza u svom
sastavu sadrzi dosta Skroba, &ijom razgradnjom mikroorganizmi dobivaju energiju koju

iskoriStavaju za svoj rast i razvoj te za sintezu enzima.

Kukukruzna silaza se moze Kkoristiti kao stoéna hrana za muzne krave, bez
negativnih posljedica za zdravlje zivotinja, ali s dodacima mora osigurati potrebnu koli€inu

proteina, fosfora i minerala u obroku (Vrani¢ i sur., 2004).

Bududéi da je lignin sastavni dio kukuruzne silaZze, za njegovu razgradnju koriste se
razliCite metode s ciliem njezine daljnje upotrebe uproizvodniji bioplina. Razgradnjom lignina
nastaju i polifenolni spojevi koji se u proizvodnji bioplina mogu pona$ati kao inhibitori te

smanjuju prinos procesa (Kuzmanovic i sur., 2015).

2.4.2.Primjena lakaze

Ekoloska prihvatljivost te sposobnost kataliziranja velikog broja kemijskih reakcija
¢ine lakazu vrlo primamljivom za istrazivanje i za industrijsku primjenu. Svoje mjesto je
dosada pronasla u analitici, dijagnostici, medicini, zastiti okoliSa te u prehrambenoj i
tekstilnoj, ali i brojnim drugim industrijama. Kataliziraju¢i oksidaciju polifenolnih spojeva,
lakaza je pronasla mjesto i u bioremedijaciji gdje se koristi za dekonatminaciju industrijskih
otpadnih voda. Tijekom procesa dekontaminacije nastaju topljivi produkti koji se lako
uklanjaju procesom filtracije ili sedimentacije. Selektivno uklanjanje polifenolnih derivata je
pozeljno i u prehrambenoj industriji pri stabilizaciji bezalkoholnih napitaka te vina. Vazno je
naglasiti da pri ovakvom nacinu koridtenja lakaze, ona mora biti u imobiliziranom stanju jer

od strane FDA-a nije odobrena kao prehrambeni aditiv.

Ocigledno je da lakaza pokazuje veliki potencijal u proizvodnim industrijama.
Trenutno, najveéu primjenu pronalazi za bioloSko izbjeljivanje u tekstilnoj industriji i
proizvodnji boja. Medutim, interes za ovaj enzim pokazuju i organski kemicari, kojima je cilj

proizvesti ,idealni” medijator (posrednik) koji ¢e povecati aktivnost lakaze (Riva, 2006).

U kozmetickoj industriji se mogu primijeniti kao sastavni dio paste za zube radi boljeg

izbjeljivanja zubi i u boji za kosu pri €emu se smanjuje iritacija kose. U odnosu na klasicne

12
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boje za kosu su prihvatljivije jer ne sadrze vodikov peroksid kao oksidiraju¢e sredstvo
(Nityanand, 2011).

Lakaze se primjenjuju u enzimskim imuno testovima te se koriste kao biosenzori za
detekciju raznih fenolnih spojeva. Mogu oksidirati katehine, to su molekule koje su
kondenzirane strukturne jedinice tanina. Smatraju se vaznim antioksidansima, a nalaze se u
biljkama, povrcéu i Cajevima. Katehini imaju sposobnost uklanjanja slobodnih radikala i upravo

ih to €ini vaznima u sprje€avanju karcinoma, upala i kardiovaskularnih bolesti.
2.5. NACINI UZGOJA GLJIVA BIJELOG TRULJENJA
Postoje dva nacina uzgoja gljiva bijelog truljenja:

o fermentacija na ¢vrstim nosacima ( eng. solid-state fermentation, SSF),

e submerzna fermentacija (eng. submerged fermentation, SmF).

2.5.1.Submerzni uzgoj mikoorganizama

Submerzni uzgoj mikoorganizama podrazumijeva rast mikroorganizama u tekucoj
hranjivoj podlozi pri €emu sam rast i razvoj ovise o fizikalnim i kemijskim uvjetima. Za rast
biomase su od posebne vaznosti su temperatura, pH te koncentracija hranjivih tvari. Ipak,
jedan od kljuénih bioprocesnih parametara je morfologija micelijskih peleta uzgojenih u
submerznim uvjetima. Odgovarajuéa fiziologija i tip morfologije ovisi 0 uvjetima u bioreaktoru
pa samim time utjedu na reolo$koa svojstva smjese te udinkovitost bioreaktora (Znidarsi¢ i
Pavko, 2001; Papagianni, 2004).

Industrijski procesi koji koriste filamentozne gljive, obuhvacaju proizvodnju vecine
komercijalno znacajnih produkata biotehnologije. Radi se uglavhom o procesima
submerznog nacina uzgoja mikroorganizama, gdje je prisutan dinamic¢an odnos izmedu
uvjeta uzgoja i rasta pojedinih mikroorganizama. Posebni uvjeti uzgoja utjeCu na razliCite
fizikalno-kemijske i morfoloSke karakteristike hifa. Na mikroskopskoj razini se razlikuju
vlaknasti oblik rasta, oblik peleta te kada su hife rasprSene po hranjivoj podlozi. Tip
morfologije je vrlo bitan za proizvodnju odredenih metabolita te za potroSnju energije, a
povezan je s odgovaraju¢éim mijeSanjem i aeracijom. Bolje razumijevanje i kontrola
bioprocesa omogucili su napredak u razumijevanju morfologije micelija gljive. Kako bi se
u€inkovito primijenile filamentozne gljive u industriji, neophodno je dobro poznavati dizajn
reaktora u odnosu na rast, morfologiju i produktivnost mikroorganizama (Cui i sur., 1997;
Znidarsié¢ i Pavko, 2001).

13
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2.5.2.0blik i formiranje peleta

Peleti su stabilne kuglaste ili ovalne nakupine koje se sastoje od razgranatih i
isprepletenih mreza hifa. Zbog manje potroSnje energije uslijed prijenosa topline i tvari te
ponovne upotrebe biomase i kontinuiranog odvijanja procesa, morfologija peleta u odnosu na
rast u obliku filamenata ima prednost u industrijskim procesima. Primjenom peleta, sprijeeni
su problemi poput mogucnosti rasta gljiive po stjenkama fermentora, oko rotora, na

lopaticama mijeSala te zadepljenja rasprsivaca zraka (Znidarsi¢ i Pavko, 2001).

Micelijski peleti su neujednacene stani¢ne nakupine kod kojih ograni¢en prijenos tvari
i topline dovodi do biokemijskih i strukturnih promjena zbog ¢ega dolazi do nastanka razli¢itin
metaboli¢kih oblika. Postoje koagulativne i nekoagulativhe formacije peleta. Koagulativne se
formiraju u ranoj fazi, dok poslije peleti mogu nastati iz same spore. Na koagulaciju spora
veliki utjecaj ima pH vrijednost hranjive podloge. MoZe se reci da pH hranjive podloge utjee
na povrSinska svojstva spora. Za formiranje koagulativnih peleta potrebno je osigurati
optimalnu trednju jer ukoliko je prevelika ili premala brzina trednje peleti se nece uspjeti

formirati.

Budu¢i da na formiranje peleta zZeljene i ujednacene veli€ine utjeCe veliki broj
Cimbenika poput veliCine i tipa inokuluma, brzine treSnje, sastava hranjive podloge,
temperature i pH, predlozene su neke tehnike poput niske koncentracije inokuluma, niza
temperatura i hranjiva podloga s limitiranom koncentracijom dusika radi sto boljeg Zeljenog
rezultata (Znidar$i€ i sur., 1998; Znidar$i¢ i Pavko, 2001; Zmak 2006).

2.6. Optimiranje sastava hranjive podloge primjenom metode
odzivnih povrsina

Metoda odzivnih povrSina (eng. response surface methodology, RSM) se Cesto koristi

u optimizaciji procesa. U posljednjih nekoliko godina postaje najpopularnija tehnika za

kreiranje eksperimentalnog plana, modeliranje te opisivanje interakcija velikog broja faktora.

Upravo iz tih razloga postaje prikladna za rjeSavanje optimizacijskih problema.

Budué¢i da na mikrobioloSku proizvodnju, utjeCe veliki broj faktora, u praksi nije
jednostavno utvrditi koji od njih ima najveéi utjecaj na samu proizvodnju. Prema tome, RSM

metoda se sve viSe primjenjuje za optimizaciju biotehnoloskih procesa.
Metodologiju eksperimentalnog dizajna Cine Cetiri faze:

1. faza planiranja

2. faza dizajna

14
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3. izvodenje eksperimenta

4. analiza dobivenih rezultata

U fazi planiranja treba toéno definirati problem, odlu€iti se za odzivne funkcije te
izabrati parametre dizajna koji se mogu kontrolirati, odrediti njihove razine, broj te njihovu
medusobnu interakciju. O izboru svih navedenih parametra, ovisit ¢e veli€ina eksperimenta
(Radoc€aj, 2011; Dodi¢ i sur., 2015).

Pri odredivanju optimalnih uvjeta procesa, neki se parametri procesa odrZavaju
konstantnim, dok se drugi mijenjaju. RSM je skupina statistickih i matematickih tehnika vrlo
korisna u razvoju, poboljSanju i optimizaciji procesa, u kojoj je Zeljena odzivna funkcija pod
utjecajem vise parametara. RSM ima vaznu uporabu u dizajnu i formiranju novih proizvoda
kao i u poboljSanju ve¢ postojeceg dizajna ili procesa. Model koji je koristen u RSM-u je

kvadratna jednadzba (1) drugog stupnja:
Y(X) = bO + 2?:1 bl-xl- + 2?22 Z{;ll bl-jxi Xj + Z{-‘zl bii XZ +e (1)

U jednadzbi je: Y(X) odzivna funkcija, x; i X;su ispitivane nezavisne varijable (procesni
uvjeti), by, by, bii i b; su koeficijenti regresije. Sustav jednadzbi se rjeSava metodom najmanjih
kvadrata, a regresijska analiza se koristi kako bi se odredila medusobna ovisnost
parametara. Svakoj funkciji je moguée pridruziti odgovarajuc¢i polinom te proraunati
koeficijente jednadzbe. Odabir samog dizajna ovisi 0 tome kakvu odzivnu funkciju
oCekujemo. Za aproksimacije eksperimentalnih podataka koji se ne mogu opisati linearnom
funkcijom, koristi se eksperimentalni dizajn za kvadratni odziv povrsine, odnosno dizajn za

modele drugog reda (kvadratni polinom), kao $to je Box-Behnken dizajn.

Box-Behnken dizajn predlaZze kako odabrati tocke eksperimenata. Koristi se kada je
potrebno ispitati utjecaj vise faktora na tri razine uz moguénost efikasne procjene

koeficijenata matematickog modela prvog i drugog reda.
Osnovne karakteristike ovoga dizajna su:

e zahtjeva broj eksperimenata prema sljedecem izrazu (2):
N =2k (k—-1)+c¢, 2
gdje je k broj faktora, a c, broj ponavljanja eksperimenata u centralnoj tocki
e sve razine faktora se moraju svesti na tri razine (-1, 0, 1) s jednakim

intervalom izmedu razina (JakSeti¢, 2015).

Prednosti RSM metode, ali i drugih slicnih u usporedbi s klasi€¢nim metodama
optimizacije, su da pruzaju veliki broj informacija iz malog broja eksperimenta te

omogucavaju promatranje ucinka interakcije izmedu nezavisnih parametara na odziv (Shi i
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sur, 2006; Radocaj, 2011). Kako bi eksperimenti bili statistiCki zna€ajni, obi¢no se rade dva
ponavljanja.

U ovom radu je radena optimizacija sastava hranjive podloge za proizvodnju enzima
lakaze, gdje su optimirani procesni parametri poetna koncentracija biomase, glukoze,
kukuruzne silaze te Calplexa H90.
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3.3. ZADATAK

Cilj diplomskog rada je bio optimirati sastav hranjive podloge za proizvodnju lakaze iz

gljive bijelog truljenja Trametes versicolor AG 613 koriste¢i kukuruznu silazu kao induktor.

3.4. MATERIJALI | METODE

3.4.1.Mikroorganizam

U radu je koristena gliiva Trametes versicolor AG 613 (CCBAS, Prag, Ceska
Republika (Slika 2).

Slika 2 Trametes versicolor AG 613

3.4.2. Kukuruzovina

Kukuruzovina odnosno svjeza kukuruzna silaza nakon Zetve, dobivena iz lokalne
sto¢ne farme iz bioplinskog postrojenja (Bovis d.o.o., lvankovo) koriStena je prilikom izrade

ovog diplomskog rada kao induktor u svrhu povec¢anja aktivnosti enzima lakaze.
3.4.3.Kemikalije

U radu su koriStene slijede¢e kemikalije: 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina), KH,PO,4, NH4;NO3;, Na,HPO, (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka),
MgSO, 7H,0, CaCl,-H,0O (Merck, Darmstadt, Njemacka), kvascev ekstrakt (Torlak, Institut za
imunobiologiju i virusologiju, Beograd), pepton (Biolife Italiana, Milano, lItalija), limunska
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kiselina monohidrat (E330) (AGZ d.o.0., Zagreb, Hrvatska), Calplex H90, elementi u
tragovima (0,035 g dm™® FeSO,- 7 H,0, 0,007 g dm™® MnSO4H,0, 0,011 g dm™® ZnSO, 7
H,0, 0,002 g dm™ H;BO3, 0,001 g dm™ CuS0,- 5 H,0, 0,00035 g dm™ KI), K,HPO,, glukoza
(Kemika, Zagreb, Hrvatska), glicin (Acros Organics, New Yersey, USA), BSA otopina (govedi
serumski albumin), krumpirov agar (Biolife Italiana, Milano, Italija).

3.4.4.Aparatura

Spektrofotometar

Za mijerenje aktivnosti lakaze i koncentracije proteina koridten je spektrofotometar
(Shimadzu, UV-1700, Kyoto, Japan).

Tresilica

Submerzni uzgoj gljive Trametes versicolor i proizvodnja lakaze su provodeni u
Erlenmayerovim tikvicama, u vodenoj kupelji s trednjom (SW22, Julabo, Seelbach,

Njemacka) pri temperaturi 27 °C i 120 okr min™.

Autoklav

Sterilizacija laboratorijskog posuda, potrebnih otopina te pribora provodena je u

autoklavu (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd), dvadeset minuta pri temperaturi 121 °C.

Vertikalni laminarni kabinet

Za pripremu hranjivih podloga i nacjepljivanje uzoraka u sterilnim uvjetima, koristen je
vertikalni laminarni kabinet (Telster, Tip AV100-CV100, Madrid, Spanjolska).

Centrifuga s hladenjem

Prije analize na spektrofotometru, uzorci su centrifugirani pet minuta pri 13 000

okr min™ na centrifugi (Heareus, Multifuge 3 L-R, Frankfurt, Njemacka).

pH-metar
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Priprema otopine glicin-HCI pufera, pH vrijednosti 3,5, provodeno na pH-metru
(Hanna Instruments 2211 pH/ORP Meter, Woonsocket, USA).

TOC- LCPH/CPN analizator

Slika 3 TOC-LCPH/CPN analizator sa SSM — 5000A modulom

Udio ukupnog ugljika (TC) u Calplexu H90 odreden je na TOC-Lcpnicpn analizatoru
(Slika 3) na SSM -5000A modulu za ¢vrste uzorke (Shimadzu, Kyoto, Japan).

3.4.5.Uzgoj i €uvanje kulture

Za uzgoj kulture je izvagano 42 g krumpirovog agara i dodano je 1000 cm®
destilirane vode, sve je zagrijano do vrenja te je sterilizirano u autoklavu pri 121 °C, petnaest
minuta. Zatim je podloga ohladena na temperaturu od 45 °C do 50 °C, dobro promijeSana te
prelivena u prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice. Nakon toga mikroorganizmi su

nacjepljeni, inkubacija je trajala sedam dana, pri 27 °C.

3.4.6.Priprema tekuce hranjive podloge za uzgoj inokuluma

Za uzgoj inokuluma pripremljena je otopina A koja je sadrzavala 10 g dm™ glukoze,
0,8 g dm™ KH,PO,, 2 g dm™ NH4NO;, 0,4 g dm®Na,HPO,, 0,5 g dm™ MgS0,7H,0 i 2 g dm’
% kvaddevog ekstrakta. Pripremliena otopina je sterilizirana u autoklavu dvadeset minuta pri
temperaturi 121 °C. U $est Erlenmayerovih tikvica volumena 250 cm?® je dodano 40 cm?®

prethodno pripremljene i sterilizirane otopine A i 10 cm?® suspenzije spora. Suspenzija spora
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je pripremliena homogeniziranjem pluga promjera 10 mm s krute hranjive podloge u 40 cm?®
sterilizirane vode. Tikvice zatvorene vatenim ¢epovima su ostavljene na tresilici pet dana, pri
27 °C i 120 okr min™. Nakon pet dana uzgojena kultura je profiltrirana na filter papiru, isprana

destiliranom vodom i kao takva koriStena u daljnjem radu.

Slika 4 Trametes versicolor u obliku micelijskih peleta

3.4.7.Priprema hranjive podloge za proizvodnju enzima

Za pripremu hranjive podloge za proizvodnju enzima pripremljena je otopina B.
KoriSteni su sastojci navedeni u Tablici 3 te slijedece kemikalije: 0,3 g peptona, 0,5 g
kva$&evog ekstrakta, 0,8 g dm™ KH,PO,, 0,2 g dm® NaHPO,, 0,05 g dm™ CaCl, - H,0, 0,5
g dm™ MgSO, - 7 H,0, 0,25 g dm™ limunske kiseline i 10 cm® elemenata u tragovima (0,035
g dm?® FeSO, - 7 H,0, 0,007 g dm™ MnSO, - H,0, 0,011 g dm™®ZnS0O, -7 H,0, 0,002 g dm™
H;BOs, 0,00035 g dm™ KI, 0,001 g dm™® CuSO,-5 H,0). Nakon pripreme, podloga je
sterilizirana u autoklavu dvadeset minuta pri temperaturi od 121° C. U Erlenmayerove tikvice
volumena 300 cm?® je dodano 100 cm? pripremljene i sterilizirane otopine B, odvagana je i
dodana zadana koli¢ina inokuluma i induktora (Tablica 3). Tikvice su zatvorene vatenim

&epovima te stavljene na tresilicu pri 27 °C i 120 okr min™.
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Tablica 3 Sastav hranjive podloge za proizvodnju enzima

Broj . 3 -3 -3 -3
OtopinaB  yxol[9dM™]  Ycaplextoo [0 dM™]  Yinoo [0 dM™]  VYoiukoza [0 dM™]
pokusa
1 + 30 5 20 10
2 + 20 0 0 5
3 + 30 5 20 0
4 + 30 10 20 5
5 + 10 10 20 5
6 + 10 0 20 5
7 + 20 5 20 5
8 + 20 5 40 10
9 + 20 5 0 10
10 + 20 10 20 10
11 + 20 0 20 10
12 + 10 5 20 10
13 + 20 5 20 5
14 + 20 0 40 5
15 + 20 0 20 0
16 + 10 5 20 0
17 + 20 5 20 5
18 + 10 5 0 5
19 + 10 5 40 5
20 + 30 0 20 5
21 + 20 10 0 5
22 + 20 5 0 0
23 + 20 10 20 0
24 + 30 5 0 5
25 + 30 5 40 5
26 + 20 10 40 5
27 + 20 5 40 0

3.5. ANALITICKE METODE

3.5.1.Mjerenje aktivnosti enzima lakaza

Aktivnost lakaze je mjerena spektrofotometrijski pri A =420 nm i temperaturi 25 °C
kvarcnoj kiveti volumena 1 cm®. Kao supstrat je koristen ABTS.

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

Uzorci su uzimani svaka 24 sata, nakon Cega su centrifugirani 5 minuta pri 13 000

okrmin®, a za analizu na spektrofotometru koridten je tekuéinski ostatak nakon

centrifugiranja.
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Postupak mjerenja aktivnosti lakaze

Prije poCetka mjerenja aktivnosti lakaze, otopina ABTS-a je termostatirana minimalno
pet minuta pri 25 °C. Mjerenja su provedena u kvarcnoj kiveti volumena 1 cm®, gdje je 100 uL
uzoraka dodavano u 500 pL otopine ABTS-a. Sadrzaj kivete je ru¢no promijeSan te kao
takav stavljen u spektrofotometar. Tijekom 100 s, pri A = 420 nm, mjerena je promjena
apsorbancije u vremenu (AA/At) te je iz dobivenih promjena apsorbancija izraCunata

volumna aktivnost enzima lakaze prema jednadzbi (3) :

Vr AA
£d-Vg At

V.A. = 3)

gdje je V., ukupni volumen uzoraka u kiveti (cm®), Ve volumen dodanog uzorka koji sadrZi
enzim (cm®), & ekstincijski koeficijent (€420 = 0,036 dm? pmol* cm®), d promijer kivete (d = 1
cm), AA/At promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca) (min™), V.A. volumna aktivnost
enzima (U dm™), pri &emu 1 U predstavlja jedinicu volumne aktivnosti, odnosno predstavlja
onu aktivnost enzima koja je potrebna da se oksidira 1 pmol supstrata u minuti ( Selo,
2014.).

Specifina aktivnost enzima izraCunata je prema jednadzbi (4):

V.A.
S.A.= o (4)

gdje je S.A. specifiéna aktivnost enzima (U mg™), V.A. volumna aktivnost enzima (U dm?) i

e masena koncentracija enzima (mg cm™).

3.5.2.0dredivanje koncentracije proteina Bradfordi€inom

metodom

Izrada kalibracijske krivulje za odredivanje koncentracije proteina

Iz otopine BSA masene koncentracije 1 mg cm™ pripremljene su otopine standardnog
niza (niz otopina poznate koncentracije) volumena 10 pL; 20 pL; 30uL; 40 uL; 50 pL; 60 uL

otopine BSA te nadopunjeno destiliranom vodom do 100 pL .

U kivete sa 100 pL standardnog niza je dodano 2 cm® Bradfordiénog reagensa.
Pripremljena reakcijska smjesa je ostavljena na sobnoj temperaturi 5 minuta te je nakon toga
oCitana apsorbancija pri valnoj duljini 595 nm. Na temelju dobivenih rezultata je izradena

krivulja ovisnosti vrijednosti apsorbancije o koncentraciji BSA, tj. kalibracijska krivulja.

Postupak odredivanja koncentracije proteina u uzorcima
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U kivete je otpipetirano 100 uL uzorka te je dodano 2 cm?® Bradfordiénog reagensa,
sveze pripremljenog (razrijeden s destiliranom vodom u omjeru 1 :4). Pripremljena
reakcijska smjesa je ostavljena na sobnoj temperaturi 5 minuta te je nakon toga ocitana
apsorbancija pri 595 nm. Mjerenja su provedena po tri puta,a rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti. Koncentracija proteina u uzorcima je izraCunata preko prethodno
napravljene kalibracijske krivulje. Dobiveni rezultati su koristeni za izraCunavanje specificne

aktivnosti enzima.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. PROIZVODNJA ENZIMA LAKAZE

U ovom radu je provedeno dvadeset sedam pokusa proizvodnje lakaze iz gljive
bijelog truljenja Trametes versicolor AG 613 u uvjetima submerznog uzgoja prema
eksperimentalnom planu postavlienom prema Box-Behnken dizajnu. Ispitivan je utjecaj
razli¢itih komponenti hranjive podloge na proizvodnju lakaze te je provedeno optimiranje
pojedinih procesnih parametara metodom odzivnih povrSina. Ispitivane komponente su
podetna koncentracija biomase (yxo = 10 g dm?, yyxo =20 g dm™, yxo = 30 g dm™®), podetna
koncentracija glukoze (yxo = 0 g dm™, yxo =5 g dm?, yx, = 10 g dm™), podetna koncentracija
kukuruzne silaZe (yxo = 0 g dm™, yxo =20 g dm?, yx, = 40 g dm™), te poetna koncentracija

Calplexa H90 (yxo =0 g dm?, yxo=5g dm?, yxo =10 g dm?).

4.1.1.0ptimiranje sastava hranjive podloge za proizvodnju

lakaze

U Tablici 4 prikazana je volumna aktivnost lakaze, u dva paralelna pokusa, dobivena
submerznim uzgojem Trametes versicolor AG 613 na hranjivim podlogama razli¢itog sastava
kombiniranim prema Box-Behnkenovom dizajnu, a Tablice 5 i 6 prikazuju statistiCku analizu
(ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno odredene volumne aktivnosti lakaze

pokusa 1 i pokusa 2, polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije.
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Tablica 4 Volumna aktivnost lakaze (V.A.), u dva paralelna pokusa, dobivena submerznim
uzgojem Trametes versicolor AG 613 na podlogama razli¢itog sastava (yxo — masena
koncentracija biomase - peleta; Ycapiextgo — masena koncentracija Calplexa H90; Yinpo—
masena koncentracija induktora-kukuruzne silaze; yquko.a — masena koncentracija glukoze)
kombiniranim prema Box-Behnkenovom dizajnu (eksperimentalna matrica)

’ B“_)j Faktor X, Faktor X, Faktor X3 Faktor X, VA, VA

SKSPEIMEN | o [g dm™) icapo | ypofgam | fem | O | gty
1 20 10 40 5 192,8 4134
2 20 0 20 10 208 164,9
3 30 10 20 5 599,8 263,4
4 30 5 20 0 105,2 148,5
> 10 0 20 5 288,5 329,4
6 30 5 40 5 868,9 867,8
’ 20 0 20 0 255,3 1255
8 30 0 20 5 194,2 276,5
9 20 5 20 5 780,7 845,2
10 20 0 40 5 489,1 449,2
11 20 10 0 5 1078,4 1056
12 20 5 20 5 431,3 642,4
13 20 5 20 5 664,4 661,8
14 20 10 20 0 8,7 218,9
15 20 0 0 5 146,4 153,2
16 10 10 20 5 65,5 528
17 30 5 0 5 69,3 45,4
18 20 5 0 10 229,6 248,9
19 20 5 40 10 1048,9 2345,9
20 10 5 20 10 1037,8 802,9
21 20 5 40 0 132,4 152,5
22 30 5 20 10 211,3 203
23 10 5 0 5 94,4 95,4
24 20 5 0 0 125,9 208,1
25 10 5 20 0 128,2 126,4
26 20 10 20 10 506,7 1184,8
27 10 5 40 5 852,1 932,7
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Tablica 5 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno odredene
volumne aktivnosti lakaze pokusa 1, polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

Izvor varijabilnosti SS df MS ) F Prob > F
vrijednost (p < 0,05)
Model 2067229,98 14 147659,28 1,81™ 0.155
X;- biomasa 14546,40 1 14546,40 0,18™ 0.680
Xo- calplex 63133,01 1 63133,01 0,77™ 0397
Xs-kukuruzna silaza | 282194,67 1 282194,67 3,46™ 0.088
X4~ glukoza 515264,96 1 515264,96 6,31* 0.027
X1 Xz 98784,49 1 98784,49 1,21™ 0.293
X1 X3 438,90 1 438,90 0,01™ 0.943
X1 X4 161403,06 1 161403,06 1,98™ 0.185
Xz X3 377180,22 1 377180,22 4,62™ 0.053
Xo X4 74338,02 1 74338,02 0,91™ 0.359
X3 X4 165160,96 1 165160,96 2,02™ 0.180
X,2 77730,80 1 77730,80 0,95™ 0.349
X2? 174628,81 1 174628,81 2,14™ 0.169
Xs* 1945,65 1 194565 0,02 0,880
X4 183274,08 1 183274,08 2,24™ 0.160
Ostatak 979933,75 12 81661,15
Nedostatak modela | 916619,86 10 91661,99 2,00 0.284
Pogreska 63313,89 2 31656,94
Ukupno 3047163,73 26
R 0,82

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df-stupnjevi slobode; MS-

varijanca

*utjecaj faktora je statisticki znacajan uz p = 0,05
"utjecaj faktora nije statisti¢ki znaéajan
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Tablica 6 Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno odredene
volumne aktivnosti lakaze pokusa 2 polinomnim modelom primjenom viSestruke regresije

lzvor S5 df e F Prob > F

varijabilnosti vrijednost (p <0,05)
Model 4976629,38 14 355473,53 3,10* 0,028
X;- biomasa 85042,00 1 85042,00 0,74™ 0,406
Xo- calplex 390890,80 1 390890,80 3,41" 0,090
X3- kukuruzna
silaza 937722,52 1 937722,52 8,17 0,014
X4- glukoza 1313739,19 1 1313739,19 11,45 0,005
X1 Xz 11204,22 1 11204,22 0,10" 0,760
X1 X3 55,50 1 55,50 0,00 0,983
X1 X 96721,00 1 96721,00 0,84" 0,377
X2 X3 220242,49 1 220242,49 1,92" 0,191
X2 X4 214600,56 1 214600,56 1,87" 0,197
X3 X4 1158421,69 1 1158421,69 10,09* 0,008
Xy? 342292,74 1 342292,74 2,98" 0,110
X’ 183249,37 1 183249,37 1,60"° 0,230
X’ 8661,81 1 8661,81 0,08™ 0,788
Xy’ 42697,47 1 4269747 0,37"° 0,553
Ostatak 1377119,1 12 114759,92
Nedostatak modela | 1352072 51 10 135207,25 10,80 0,088
Pogreska 25046,5867 2 12523,29
Ukupno 6353748,48 26
R 0,88

SS-suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df-stupnjevi slobode; MS-

varijanca

"utiecaj faktora je statisticki znacajan uz p = 0,05
"Sutjecaj faktora nije statisti¢ki zna¢ajan

Na Slikama 5 i 6 prikazane su medusobne ovisnosti svih eksperimentalno odredenih
volumnih aktivnosti lakaze (Yya.) u pokusu 1 i pokusu 2 i izraCunatih volumnih aktivnosti
(V.A.) prema aproksimacijskom modelu tj. kvadratnom polinomu, a Slike 7 i 8 prikazuju
trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za volumnu aktivnost lakaze (Y y.) U ovisnosti o
koncentraciji glukoze (X,) i koncentraciji induktora (kukuruzne silaze) (X3) u hranjivoj podlozi
za pokus 1 i pokus 2, pri konstantnoj koncentraciji Calplexa (5 g dm™) i biomase/peleta (20

g dm?).
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Slika 5 Medusobna ovisnost svih eksperimentalno odredenih aktivnosti lakaze (Yy.a.)
u pokusu 1 iizraGunatih (V.A.) prema aproksimacijskom modelu tj. kvadratnom polinomu

YV.A. izraGunato [U dm_s]

2500 —|

50 —

)00 —

150 —

00 —

-500

250 1000 1750

V.A. eksperimentalno [U dm_s]

2500

Slika 6 Medusobna ovisnost svih eksperimentalno odredenih aktivnosti lakaze (Yy.a.)
u pokusu 2 i izracunatih (V.A.) prema aproksimacijskom modelu tj. kvadratnom polinomu
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Slika 7 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrsine za volumnu aktivnost lakaze
(Yv.a) U ovisnosti o koncentraciji glukoze (X,) i koncentraciji induktora (kukuruzne silaze) (Xs)
u hranjivoj podlozi za pokus 1, pri konstantnoj koncentraciji Calplexa (5 g dm®) i
biomase/peleta (20 g dm?)

Yva.[U dm_s]

10

X4[g dm™]

Slika 8 Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za volumnu aktivnost lakaze
(Yv.a) U ovisnosti o koncentraciji glukoze (X,) i koncentraciji induktora (kukuruzne silaze) (Xs)
u hranjivoj podlozi za pokus 2, pri konstantnoj koncentraciji Calplexa (5 g dm?) i
biomase/peleta (20 g dm™)

U Tablici 7 prikazan je optimalni sastav hranjive podloge za submerzni uzgoj

Trametes versicolor AG 613, s ciliem dobivanja maksimalne volumne aktivnosti lakaze.
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Tablica 7 Optimalni sastav hranjive podloge za submerzni uzgoj Trametes versicolor AG 613
s ciliem dobivanja maksimalne volumne aktivnosti lakaze

Faktor X, Faktor X Faktor X3 Faktor Xa V.A.L
- ukoza -3 zelj
Vo [g dm] 14 [(;ag|;1x_H]s;0) Yinoo [g dm™] ‘[/g(gcljr;%]) [Udm™] Pozeljnost
Pokus 1 11,68 3,09 38,62 9,69 1110,68 1,000
Pokus 2 14,63 7,76 40,00 10,00 1930,67 0,820

S ciliem ispitivanja utjecaja nezavisnih varijabli (koncentracija biomase, glukoze,
Calplexa H90 i dodanog induktora-kukuruzne silaze) i njihove interakcije na zavisnu varijablu
(volumnu aktivnost lakaze) te provjere prikladnosti primijenjenog Box-Behnkenovog plana
pokusa u modeliranju i optimiranju procesa ekstrakcije, provedena je aproksimacija

eksperimentalnih podatka matemati¢kim modelom tj. polinomom drugog reda prema izrazu
D).

Model i njegovi koeficijenti dobiveni su statistitkom metodom nelinearne regresije
eksperimentalnih podataka, a model daje funkcionalnu ovisnost izmedu zavisne i nezavisnih
varijabli. Sastoji se od linearnog i kvadratnog €&lana te €¢lana koji predstavlja interakciju
ispitivanih varijabli, pa prema tome model moZe biti linearan, kvadratni ili srednja vrijednost

ukoliko nema znacajnog utjecaja istrazivanih faktora.

korelacije (R) i statistickog parametra ,nedostatka modela“, koji su pokazatelji slaganja
eksperimentalnih i modelom predvidenih podataka i u idealnom slu€aju R iznosi 1 a

nedostatak modela je statisticki nezanacajan.

Dobivene vrijednosti aktivnosti lakaze u dva paralelna pokusa znaCajno su se

razlikovale pa je analiza utjecaja ispitivanih parametara provedena posebno za svaki pokus.

Za sluc€aj ispitivanog procesa utvrdena je linearna ovisnost izmedu zavisnih i
nezavisne varijable (R 20,82) Tablice 5 i 6, a slaganje eksperimentalnih i modelom
predvidenih podataka prikazuju i Slike 4 i 5. Medutim, ¢esto odabrani model aproksimacije
eksperimentalnih podataka ne opisuje u potpunosti ispitivano eksperimentalno podrudje.
Zbog toga je osim koeficijenta korelacije provedena detaljnija statisticka analiza (ANOVA) na
osnovu koje se moze preciznije utvrditi opravdanost primjenjivosti odabranog modela. Kada
su vrijednosti "Prob > F” za odredene ¢&lanove odzivnog polinoma manje od 0,05 (p-

vrijednost) onda su ti ¢lanovi znacajni (Tablice 5-6).

Nadalje, iz istih Tablica 5 i 6 je vidljivo da je u pokusu 1 najveci utjecaj na volumnu
aktivnost lakaze imala koncentracija glukoze u hranjivoj podlozi dok je u drugom pokusu uz

glukozu utjecaj imala i koncentracija induktora odnosno dodane kukuruzne silaze kao i
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4. Rezultati i rasprava

njihova interakcija Sto se ocCitije kroz statistiCki zna€ajne linearne ¢lanove modela i ¢lana koji

opisuje njihovu interakciju.

Vizualni prikaz parametra koji zna€ajno utjeCu na volumnu aktivnost lakaze dan je 3D
dijagramom odzivne povrSine (Slika 7-8) gdje odzivna povrSina predstavlja modelom
predvidenu volumnu aktivnost za ispitane kombinacije koncentracije glukoze i koncentracije
dodane kukuruzne silaze (induktora) pri konstantnoj koncentraciji calplexa i biomase/peleta.
Iz dijagrama je vidljivo da porastom koncentracije glukoze i koncentracije induktora u

hranjivoj podlozi dolazi do porasta volumne aktivnosti lakaze.

Numeri¢kom optimizacijom temeljenoj na funkciji pozeljnosti pomoc¢u programa
Design Expert 9.0.5. izraCunat je optimalan sastav hranjive podloge (za pokus 1 i pokus 2)
za uzgoj T. versicolor s ciliem dobivanja maksimalne vrijednosti aktivnosti lakaze (Tablica 7).
Obzirom na veliku razliku u rezultatima izmedu paralelnih ponavljanja te posljedi¢no
dobivanja razli¢itog optimalnog sastava hranjive podloge moze se zakljuciti da optimiranje
metodom odzivnih povrSina nije prikladno za navedeni pokus te daljna provjera uspjesnosti

metode optimiranja nije provedena stoga.

U daljnjem tekstu prikazani su rezultati svih provedenih pokusa te su analizirani
utjecaji koncentracije biomase, induktora (kukuruzovina) i Calplexa H9O0.-

4.1.1. Utjecaj poc€etnih koncentracija biomase, induktora,
glukoze i Calplexa H90 na proizvodnju lakaze iz Trametes versicolor
AG 613

Kao $to je ve¢ navedeno, micelijski peleti su nakon uzgoja profiltrirani i izvagani, a
pocetna koncentracija biomase u proizvodnji enzima izrazena je kao masena koncentracija,
¥x.0 (Omokre biomase/ Vhranjive podioge). 1 akoder, u svim pokusima svi procesni parametri (T = 27° C,
n = 120 okr min™) su bili jednaki kao i sastojci hranjive podloge odnosno otopine B &iji sastav
je naveden u Poglavlju 3.4.7. Volumne aktivnosti lakaze tijekom sedam dana fermentacije u

svim provedenim pokusima prikazane su na Slikama 9-35.
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Slika 11 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 12 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetmm uvjetima yxo =10 ¢ dm’ , Yinoo = 20 @ pocetnlm uvjetima yxo =30 g dm™ Yoo = 20 g
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Slika 13 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 14 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo =20 g dm? , YiND,o = 430 g pocetnlm uvjetima yxo —320 g dm?, ymnoo = 0 @
dm VCaIpIex H90 — =5 g dm’ A y YGlukoza = 0 g dm dm YCaIpIex H90 — =0 g dm » YGlukoza = 5 g dm’
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Slika 15 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 16 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm™, yinpo =0 g pocetnlm uvjetima yxo = 30 g dm™, yinoo =20 g

-3
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Slika 17 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 18 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm, YiNDo = 20 g pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm? , Yinoo = 20 g

dm™, Veapiex oo = 0 9 AM™, Veiukoza = 10 gdm® dm™, Veapiexroo = 10 g dm yGIukoza 0gdm?
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Slika 19 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 20 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo— 20gdm?, y.ND0—3 0gdm pocestnlm uvjetima yxo —320 g dm? , ViNDo = = 20 g
’ VCaIpIex H90 = 5 g dm y YGlukoza = 10 g dm dm ’ VCaIpIex H90 — =0 g dm » YGlukoza = O g dm
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Slika 21 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 22 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 30 g dm>, Yinoo = 20 g pocetmm uvjetima yyxo = 10 g dm?, YinD,o = = 20 g
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Slika 23 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 24 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm, Yinoo = 40 g pocetnim uvjetima yxo = 20 g dm? , Ymnpo=40g
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Slika 25 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 26 Volumna aktivhost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima on— 10g dm™ , ViNnpo = 3 20gdm’ pocetnlm uvjetima on— 309 dm , Vinpo = 3 20 g dm
’ VCaIpIex H90 — =10 g dm y YGlukoza = 5 g dm ) VCaIpIex H90 = 10 g dm y YGlukoza = 5 g dm
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Slika 27 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 28 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm™, yipo = 20 g pocetmm uvjetima yxo = 20 g dm™, Voo = 20 g

-3 -3
dm YCaIpIex H90 — =5 g dm’ » YGlukoza = 5 g dm’ dm VCaIpIex H90 — =5 g dm v YGlukoza = 5 g dm’
Pokus 17 Pokus 25
1000 e 1000 okus
800 ° ¢ I fca a — 800 . o Tikvica 1a
,.,E e ® o Tikvica 1b ﬁE o Tikvica 1b
- 600 ¢ - 600
2 L] 2
= 400 = 400 .
< <
= 200 > 200
L ]
0 ] ° ® . 0 ] ° [
0123 45¢6 78 012 3 45678
t [dani] t [dani]

Slika 29 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 30 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo= 20 g dm, yinoo = 20 @ pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm? , ViNpo = 40 g
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Slika 31 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 32 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo =10 g dm’, Yinoo =40 g pocestnlm uvjetima yxo = 20 g dm?, Ymnoo = 0@
dm VCaIpIex H90 — =5 g dm’ ° » YGlukoza = 5 g dm’ ° dm ’ VCaIpIex H90 — =10 g dm » YGlukoza = 5 g dm
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Slika 33 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s Slika 34 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 10 g dm?, YinDo = 20 g pocetmm uvjetima yyo = 20 g dm?, Yinoo = 20 @
dm » Ycalplex Ho0 = =5 g dm v YGlukoza = 10 g dm dm y Ycalplex Ho0 = =10 g dm y YGlukoza = 10 g dm’
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Slika 35 Volumna aktivnost Iakaze u pokusu s
pocetnlm uvjetima yxo = 20 g dm?, YinDo = 40 g
dm ’ VCaIpIex H90 — =5 g dm y YGlukoza = 10 g dm

Tijekom sedam dana trajanja pokusa, svaka 24 sata iz tikvica su uzimani uzorci koji
su centrifugirani te je iz tekucinskog ostatka mjerena aktivnost lakaze prema analitiCkoj

metodi opisanoj u Poglavlju 3.5.1.

Na temelju provedenih eksperimenata i obradenih rezultata vidljivo je da je najveca
volumna aktivnost lakaze postignuta u pokusu 8 (tikvica 1b) i iznosila je 2345,9 U dm™, $to
se moze vidjeti na Slici 34. Maksimalna volumna aktivnost lakaze postignuta je tre¢i dan
fermentacije, nakon ¢ega je pocela opadati. U navedenom pokusu poCetna koncentracija
biomase bila je yxo=20 g dm™, pogetna koncentracija glukoze Yooz = 10 g dm™, podetna
koncentracija kukuruzne silaze ynpo = 40 g dm3, a poCetna koncentracija Calplexa H90
Ycalplex Hoo = 5 0 dm™. U paralelnom pokusu (tikvica 1a) do$lo je do odstupanja tijekom
proizvodnje enzima te je u ovom slu€aju maksimalna volumna aktivnost takoder postignuta

tre¢i dan fermentacije, a iznosila je 1048,9 U dm’3.
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4. Rezultati i rasprava

Prema literaturnim podacima, u pokusu proizvodnje lakaze iz istog soja gljive
Trametes versicolor AG 613, u uvjetima submerznog uzgoja, gdje je kao induktor koriSten
sirak, takoder s pocetnom koncentracijom ynpo = 40 ¢ dm? i podetnom koncentracijom
glukoze Veukora = 10 gdm™ te s podetnom koncentracijom biomase yxo = 20 g dm?™ i
pocCetnom koncentracijom Calplexa H90 Ycapiex oo = 5 0 dm’3, najve¢a volumna aktivnost
lakaze postignuta je sedmi dan fermentacije, a iznosila je 1096,78 U dm™ (Selo, 2014).
Usporeduju¢i maksimalnu volumnu aktivnost postignutu u pokusu 8 (tikvica la), koja je
iznosila 1048,9 U dm™, s maksimalnom volumnom aktivnosti (1096,78 U dm™) postignutoj
sedmi dan trajanja pokusa u diplomskom radu autorice Selo (2014), mozZe se reéi da su
vrijednosti priblizne te da je razlog tome vjerojatno upotreba induktora kukuruzne silaze i

sirka, koji su sli¢ni po kemijskom sastavu te sli¢ni ostali procesni uvjeti u proizvodniji lakaze.

Na Slici 14 prikazane su volumne aktivnosti lakaze, za pokus 2, tijekom sedam dana
trajanja pokusa, gdje je podetna koncentracija kukuruzne silaze bila ynpo = 0 g dm?, kao i
poCetna koncentracija Calplexa H90 (Ycaipiex Hoo = 0 g dm™). Vidljivo je da je maksimalna
volumna aktivnost (V.A. = 153,17 U dm™) postignuta prvi dan fermentacije, nakon &ega je
poCela opadati. Postignuta volumna aktivnost je zna€ajno manja u odnosu na postignutu u
pokusima gdje su kukuruzna silaza i Calplex H90 dodavani kao induktori u hranjivu podlogu
za proizvodnju lakaze. Calplex H90 je otpad iz industrije papira koji ima ulogu induktora.
Nastao je iz prirodnog kalcij karbonata koji se odlikuje visokom kemijskom &istocom, a koristi
se kao pigment za premazivanje svih vrsta papira i kartona, Sto pridonosi ujednacenoj i
glatkoj povrsini te veCem sjaju. Fizikalna svojstva Calplexa H90 su udio suhe tvari 78%, pH
vrijednost 9 i viskoznost < 700 mPas. Na TOC analizatoru odreden je udio ukupnog ugljika
(TC) u Calplexu H90, iznosio je 11,52%.

U pokusima proizvodnje lakaze iz Trametes versicolor AG 613 odredena je
koncentracija proteina prema analitickoj metodi opisanoj u Poglavlju 3.5.2. Kalibracijske
krivulje za odredivanje koncentracije proteina nalaze se u Prilogu. Dobiveni rezultati su

prikazani u Tablici 8 i 9 kao srednja vrijednost odredivanja.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 8 Koncentracija proteina u pokusima proizvodnje lakaze

Koncentracija proteina tijekom proizvodnje lakaze [mg cm'3]
Pokus Tikvica
1. dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan

1 la - - - - - - -
1b - - - - - - -
2 la 0,016 0,074 0,061 0,054 - - 0,029
1b 0,038 0,065 0,055 0,028 - - 0,032
3 la 0,034 0,101 0,030 - - 0,046 0,060
1b 0,055 0,031 0,068 - - 0,073 0,131
4 la 0,096 0,133 0,164 0,160 - - 0,159
1b 0,064 0,139 0,140 0,158 - - 0,154
5 la 0,096 0,090 0,076 - - 0,236 0,109
1b 0,078 0,129 0,121 - - 0,388 0,164
6 la 0,016 0,074 0,061 0,054 - - 0,029
1b 0,038 0,065 0,055 0,028 - - 0,032
7 la nd nd nd - - nd 0,005
1b 0,019 0,003 nd - - nd Nd
8 la 0,079 0,110 0,101 - - 0,075 0,111
1b 0,044 0,046 0,030 - - 0,028 0,062
9 la - - - - - - -
1b - - - - - - -
10 la - - - - - - -
1b - - - - - - -
11 la nd 0,029 0,012 0,001 - - 0,032
1b nd 0,033 0,007 0,003 - - 0,008
12 la nd 0,003 nd nd - - 0,002
1b nd nd nd nd - - 0,002
13 la nd nd nd nd - - 0,010
1b nd 0,003 nd nd - - Nd
14 la nd 0,065 0,030 0,012 - - 0,009
1b nd 0,082 0,084 0,027 - - 0,029

nd — nije detektirano

- - nije mjerena koncentracija proteina
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 9 Koncentracija proteina tijekom proizvodnje lakaze

Koncentracija proteina tijekom proizvodnje lakaze [mg cm™]
Pokus Tikvica
1. dan 2.dan 3.dan 4.dan 5.dan 6.dan 7.dan

15 la nd nd nd - - 0,020 0,032
1b nd nd nd - - 0,025 0,039
16 la 0,007 0,036 0,015 - - 0,014 0,023
1b 0,008 0,023 0,018 - - 0,034 0,044
17 la 0,007 0,004 0,013 - - 0,033 0,055
1b 0,031 0,031 nd - - 0,006 nd
18 la nd nd nd - - nd 0,029
1b nd 0,003 nd - - nd 0,012
19 la nd 0,058 0,028 - - nd 0,005
1b 0,019 0,048 0,032 - - nd nd
20 la nd 0,062 0,019 - - 0,034 0,051
1b 0,088 0,071 0,015 - - 0,012 0,058
21 la nd nd nd 0,022 - - 0,164
1b nd 0,022 nd 0,101 - - 0,192
22 la nd nd nd - - nd nd
1b nd 0,003 nd - - nd nd
23 la 0,016 0,008 nd 0,030 - - 0,015
1b 0,040 0,030 0,034 0,043 - - 0,067
24 la nd 0,022 nd nd - - nd
1b 0,011 0,028 nd nd - - nd
o5 la 0,006 0,044 0,053 - - 0,190 0,084
1b 0,022 0,032 0,020 - - 0,062 0,056
26 la 0,180 0,223 0,200 0,225 - - 0,250
1b 0,180 0,188 0,220 0,276 - - 0,288
27 la 0,046 0,052 0,028 - - 0,097 0,163
1b 0,068 0,044 0,040 - - 0,097 0,130

nd — nije detektirano

- - nije mjerena koncentracija proteina

Rezultati koncentracije proteina su koriSteni za izraunavanje specificne aktivnosti
lakaze prema formuli navedenoj u Poglavlju 3.5.1. Maksimalne specificne aktivnosti lakaze
prikazane su u Tablici 10 i 11. 1z dobivenih rezultata moze se vidjeti da je maksimalna
specificna aktivnost lakaze u vecini pokusa, u dvije paralelne serije, postignuta isti dan

fermentacije i to onda kada je volumna aktivnost lakaze maksimalna.
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Tablica 10 Maksimalne specificne aktivnosti lakaze

Pokus Tikvica Dan S Awax [Umg]
fermentacije
la - -
! 1b ; ;
2 la 1 9,86
1b 1 4,35
3 la 1 3,06
1b 1 2,69
4 la 2 4,49
1b 1 1,97
5 la 2 0,78
1b 3 4 32
6 la 3 472
1b 4 12,10
7 la / 0
1b 1 10,42
8 la 3 10,39
1b 2 42,23
la - -
9 1b ] ;
la - -
10 1b . .
la 3 18,37
11 1b 3 22,29
la / 0
12 1b J 0
la / 0
13 1b / 0
la 3 16,32
14 1b 7 5.79

- - nije mjerena koncentracija proteina
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Tablica 11 Maksimalne specificne aktivnosti lakaze

Dan
Pokus Tikvica B S.A.uax [U mg™]
fermentacije
la 6 1,82
15 1b 7 1,29
la 3 8,52
16 1b 2 5,30
la 3 61,36
17 1b 2 27,26
18 la 7 0,014
1b 7 0,034
la 3 30,21
19 1b 3 28,84
la 3 10,79
20 1b 3 18,28
la 4 30,62
21 1b 4 1,42
la / 0
22 1b / 0
la 4 0,39
23 1b 3 6,51
24 la 2 3,19
1b 2 4,06
25 la 2 19,58
1b 2 32,56
26 la 2 0,86
1b 3 1,88
27 la 2 2,56
1b 2 3,50

- - nije mjerena koncentracija proteina
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5. Zakljucci

Na temelju dobivenih eksperimentalnih podataka, doneseni su sljedeci zakljuCci:

S obzirom na veliku razliku u rezultatima izmedu paralelnih ponavljanja te posljedicno
dobivanja razli¢itog optimalnog sastava hranjive podloge moze se zaklju€iti da optimiranje

metodom odzivnih povrSina nije prikladno za ovakav tip eksperimenata.

Analizom rezultata zakljuéeno je da je maksimalna aktivnost lakaze (2345,9 U dm®)
postignuta treéi dan u pokusu s podetnom koncentracijom biomase yxo = 20 g dm?,
kukuruzne silaZe yipo = 40 g dm™, Calplexa H90 Ycapex =5 g dm>, glukoze Yeiuoza = 10 g

dm>.

Volumne aktivnosti lakaze bile su ve¢e u svim pokusima u kojima su dodavani
induktori (kukuruzovina i/ili Calplex H90) te se moze zakljugiti da dodatak induktora znacajno

utjeCe na proizvodnju lakaze.

U pokusu bez dodatka induktora (pokus 2, yinoo = 0 g dM™, Veapiex Hoo = 0 g dm™)
maksimalna volumna aktivnost lakaze postignuta je prvi dan fermentacije te je iznosila
153,17 U dm™,
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7. Prilozi

Prilog 1 Kalibracijska krivulja za odredivanje koncentracije proteina (pokus 1 - 19)
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Prilog 2 Kalibracijska krivulja za odredivanje koncentracije proteina (pokus 20 - 27)
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