Proizvodnja ekstracelularnih enzima pomocdu gljive
Trametes versicolor

Dobroti¢, Dominik

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / SveuciliSte u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:159:053886

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-12-12

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloki Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:053886
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:3123
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:3123
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:3123

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Biotehnologija

Dominik Dobrotic
7326/BT

Proizvodnja ekstracelularnih enzima pomocu gljive
Trametes versicolor

ZAVRSNI RAD

Predmet: Biotehnologija 3

Naziv znanstveno-istrazivackog ili strucnog projekta: Odrziva proizvodnja
biokemikalija iz sekundarnih lignoceluloznih sirovina

Mentor: prof.dr.sc. Tonci Rezi¢
Zagreb, 2019.



TEMELINA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Zavrsni rad

SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Preddiplomski sveucilisni studij Biotehnologija

Zavod za Biokemijsko inZzenjerstvo
Laboratorij za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju
piva i slada

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

Proizvodnja ekstracelularnih enzima pomocu gljive
Trametes versicolor

Dominik Dobroti¢, 0058209559

Sazetak: Proveden je sarzni uzgoj gljive 7. versicolor u tekucoj hranjivoj podlozi s ciljem
optimiziranja proizvodnje ekstracelularnih lignocelulolitickih enzima. Uzgoj se provodio u pet razliCitih
hranjivih podloga sa tri razlicita izvora ugljika: glukoza, lipa i hrast. Izvori ugljika bili su sami u podlozi
ili u kombinaciji s glukozom u ekvivalentnom masenom odnosu (lipa i glukoza; hrast i glukoza). Tijek
biosinteze enzima pratio se mjerenjem enzimske aktivnosti lakaza, mangan peroksidaza i celobioza
dehidrogenaza metodom mjerenja promjene apsorbancije o vremenu za odredeni supstrat pri
odredenoj valnoj duljini. Hemicelulazna i celulazna aktivnost mjerila se u 18. danu uzgoja DNSA
metodom. Hrast se pokazao kao dobar induktor sinteze lignoliti¢kih i hemicelulolitickih enzima.
Najoptimalnija hranjiva podloga za proizvodnju ekstracelularnih enzima bila je podloga sa
kombiniranim izvorom ugljika, hrastom i glukozom, u kojoj je u 18. danu uzgoja dobivena lakazna
aktivnost iznosila 0,658 U/mL, mangan peroksidazna aktivnosti iznosila 0,073 U/mL, ksilanazna
aktivnost iznosila 1,635 U/mL, pektinazna aktivnost iznosila je 0,503 U/mL i arabinazna aktivnost
iznosila je 0,689 U/mL.

Kljucne rijeci: ekstracelularni enzimi, 7rametes versicolor, hranjive podloge, Sarzni uzgoj
Rad sadrzi: 28 stranica, 14 slika, 11 tablica, 45 literaturnih navoda, 3 priloga

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronickom obliku pohranjen u knjiznici
Prehrambenobiotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Kaciceva 23, 10 000
Zagreb

Mentor: prof.dr.sc. Tonci Rezi¢

Pomoc¢ pri izradi: dr.sc. Martina Andlar

Datum obrane: 09.Srpnja.2019



BASIC DOCUMENTATION CARD

Bachelor thesis

University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
University undergraduate study Biotechnology

Department of Biochemical engineering
Laboratory for Biochemical engineering, industrial microbiology and technology
of beer and malt

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Biotechnology

Production of extracellular enzymes using

fungus Trametes versicolor

Dominik Dobroti¢, 0058209559

Abstract: Batch cultivation of fungus 7. versicolor was conducted in the liquid growth medium in
order to optimise the production of extracellular lignocelulolytic enzymes. Cultivation was conducted in
five different growth medium with three different carbon sources: glucose, lime tree and oak. Carbon
sources were either the only carbon source or in combination with glucose in equivalent mass ratio
(lime and glucose; oak and glucose). The course of enzyme biosynthesis was monitored by measuring
the enzyme activity of laccases, manganese peroxidases and cellobiose dehydrogenases by measuring
the slope of the absorption of specified substrate at a specified wavelenght. Hemicellulase and
cellulase activity was measured during the 18" day of cultivation using the DNSA assay. Oak was
shown to be a good inductor of lignolytic and hemicellulolytic enzyme synthesis. The most optimal
growth medium was the medium with the combined carbon sources, oak and glucose, at which during
the 18" day of cultivation the obtained laccase activity was 0.658 U/ml, manganese peroxidase
activity was 0.073 U/ml, xylanase activity was 1.635 U/ml, pectinase activity was 0.503 U/ml and
arabinase activity was 0.689 U/ml.

Keywords: extracellular enzymes, 7rametes versicolor, growth medium, batch cultivation
Thesis contains: 28 pages, 11 figures, 11 tables, 45 references, 3 supplements
Original in: Croatian

Thesis is in printed and electronic form deposited in the library of the Faculty of
Food Technology and Biotechnology, University of Zagreb, Kaci¢eva 23, 10 000
Zagreb

Mentor: prof.dr.sc. Tonéi Rezi¢

Technical support and assistance: dr.sc. Martina Andlar

Defence date: July 09" 2019



Rad je izraden u Laboratoriju za biokemijsko inZenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju
piva i slada na Zavodu za biokemijsko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
Sveucdilista u Zagrebu pod mentorstvom prof. dr. sc. Toncija Rezica te uz pomoc dr. sc. Martine
Andlar, strucne suradnice na HRZZ projektu.

Zavrsni rad je izraden u okviru HRZZ projekta ,,Odrziva proizvodnja biokemikaljja iz sekundarnih
lignoceluloznih sirovina" (Sifra projekta 9717).



TLUVOD ...ttt eeee 1

2. TEORIIJSKI DIO.............oo ottt ettt et st e et e beete e e enneeensensenns 2
s T 1A TSR RR 2
2.1.1. RAzgradnja drvela.........coceoiicececeee ettt bbb ettt et aeae e 2
2.1.1.1. SMEAE TTUHENJE ...ttt ettt st bese et e b eseebe b esseresbensens 2
2.1.1.1. BiJEIO ErULENGE ...ttt ettt ettt ettt b b nearn 2
2.1.2. TIGIMELES VEISICOION ........ccoeeveeeesiersieieiisisieiiisiessisse st st e esse e s s e e s e sesessetassssesesessesensssesensssesansssasenen 3
2.2, LIgNOCERIUIOZA ...ttt st s e s s s s s st s s s s s ae s eae s ene s ne s nesenesnesnessnessnesaneaans 3
B S e o1 ] o RSSO 4
2.2.2. CEIUIOZA ...ttt ettt sttt sttt et et ae et ettt e s e re et et eRe et e b ereete b e e tebenens 5
2.2.3. HEMUCEIUIOZA.........coeeeeeieeceeeeee ettt ettt sttt s a et ettt et ese et e b eseeta e esesteaenene 6
2.2.4, PEKLIN .ttt ettt ettt et et se e be st R e b e e e reebe st eRe et e b eneetenbe st etenaenens 6
2.3. Enzimska razgradnja lignoceluloze...............u o ereercerciicercercerceesceescee e sssesssessnessnesssssssessnesnns 6
2.3.1. Biodegradacija iGN ..........c.coooiieiiic ettt ettt ettt a s 7
A O R =1 . TR 7
2.2.1.1.1. Mehanizam dJElOVANJA ........ccvciiieeeeeeeee ettt 7
2.2.1.1.2. MOGUEQ UPOLFEDA ........cvoveveeeeieeieieececeeee ettt sttt ssas s s s s sttt teeenens 8
2.2.1.2. LignolitiCke PEIrOKSIAAZE. .........coevivivivereiieieeee ettt bbb aene 8
2.3.2. Biodegradacija CeIUIOZE ............ocoveeieiieceeeeee ettt et sttt b 8
2.3.3. Biodegradacija hemiCEIUIOZE ...........oooveieieeeeee et 9
2.3.4.Biodegradacija PEKLING ..........c.cveirieieeceeece ettt sttt b b ne s 9
3. EKSPERIMENTALNI DIO .............coooeeeeeteee ettt et e 10
C I I 11 = ) - LSS P S PSSP PSPRPN 10
3.1.1. Radni MIiKrOOIG@NIZAM.........ceirieieiieieeree ettt sttt ettt ene st esenessenens 10
3.1.2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga ..o 10
TR I T (=0 011 =TSRSS 10
3.1.4. Hranjive podloge za odrzavanje, Cuvanje i uzgoj gljive Trametes versicolor........................... 11
3.1.4.1. Submerzni uzgoj gljive Trametes versicolor U tIKVICAMA................ccoueveeeeveeceeeeeieeeereeenennns 11
3.1.5. OPrema i @PArAtUNA ........ccecivieieiriiieirieee ettt ettt be et e be e ese st e e esesbensesestensesessesseneans 12
3.1.5.1. SPEKLOFOLOMIELAN ...ttt sttt ettt bt sebese e 12
3.1.6. Ostala o0prema i @PAratUura...........ccccveeirieiiiceescee ettt bereas 13
3.2, MEtode Fada...........ooireeeereeccesrrtesee s ses e s see s e s s ssa s e s s e e ae s e s e s a e ne s e s e e nesne s e e e e aenean 13
3.2.1. Priprema iNOKUIUMA ...ttt ettt sa et se b bese s sens 13
3.2.2. Priprema podloga za submerzni uzgoj i proizvodnju celulolitickih i hemicelulolitickih enzima 13
3.2.3. ANQIItIEKE MELOAE........cecvieiviieiiccct ettt bbb 14
3.2.3.1. Odredivanje lignoceluloliticke aKtiVIIOSET @NZIMA.................ccoeeeveveveveeeeeeeerereseseseseessssenens 14
3.2.3.1.1. Odredivanje lakaznih, mangan peroksidaznih i celobioza dehidrogenaznih aktivnosti
mjerenjem Drzine €NZIMSKE FEAKCIJE...........c..ccveeeiueereeiieeieesiesseestesseessesse s ssesse e ssesse s se s sesensans 14
3.2.3.1.1.1. Priprema reagensa i otopina za mjerenje brzine enzimskih reakcija ................... 15
3.2.3.1.1.2. Postupak provodenja analize metodom mjerenja brzine enzimske reakcije....... 15
3.2.3.1.1.3. Izracun enzimskih aktivnosti lakaza, mangan peroksidaza i celobioza

AENIAIOGENAZA ...ttt ettt ettt et sttt sttt sete et et se st e b seete s ne e 16



3.2.3.1.2. Odredivanje celulolitickih i hemicelulolitickih aktivnosti koristenjem metode 3,5-

dinitrosalicilne KiSelinge (DNSA MELOGA)...............cceeeevuieereiiieeeieeeieeeee s nas 16
3.2.3.1.2.1. Priprema reagensa i otopina za DNSA metodu ..................cceeeevevveeeveseceinieenannns 17
3.2.3.1.2.2. Postupak provodenja analize DNSA MELOde.................cocuvoveveveeveeeieieeenireieennns 17
3.2.3.1.2.3. Izracun celuloliticke i hemiceluloliticke aktivnosti kod DNSA metode.................. 18

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu............cccceceeevieeinicicinicenna, 18

3.2.3.2.1. Postupak provodenja analize metodom po Bradfordu.....................eceeeveceeeeeenne. 18

4. REZULTATI I RASPRAVA . ...ttt ettt et eveevaeere v e sasenne s 19
4.1. Rast biomase na razlicitom izvoru ugljika ..ot sesesens 19

4.2, Pracenje enzimske aktivnosti lakaze, mangan peroksidaze i celobioza dehidrogenaze

BJEKOM UZGOJQA ...ttt sttt et s et st st s st s st s st s s s st s se e e ae s st e st s seeeat e e st e seeaseansnans 19
4.3. Pra¢enje koncentracije proteina tijekom uzgoja biomase...........cccoeveevrrrerrerecrrrrereenens 21
4.4, Celuloliticka i hemiceluloliticka aktivnost nakon UzZgoja...........ccccoceevveereeeeerrecereseresenenens 22
5. ZAKLIUCKCT ..........oooooeeeoeeeseeeeeeeeees oo ssssss s sssess s ssssnnssn 25

6. LITERATURA ...ttt n et s e ee 26



1.UvoD

Lignoceluloza je jeftina sirovina dobivena od drvnih i poljoprivrednih ostataka. Bogata
je celulozom, dugackim polimerom sastavljenim od glukoznih jedinica koje nakon hidrolize
mogu sluziti kao izvor ugljika mikroorganizmima i time dobiti vrijedne proizvode. Primjena
lignoceluloznih sirovina najvise se istrazuje u svrhu proizvodnje bioetanola druge generacije.
Prednost ovakve proizvodnje je u tome Sto se ne koriste skrobne ili Secerne sirovine te se ne
utjee na promijenu cijene prehrambenih sirovina (Jénsson i sur., 2013). Uz proizvodnju
bioetanola, jedna od mogucih primjena lignoceluloznih sirovina je u proizvodniji vrijednih
kemikalija poput organskih kiselina dobivenih fermentacijom Secera, nakon hidrolize
celulozne i hemicelulozne komponente lignoceluloze. Takoder, lignocelulozna sirovina ima
potencijal za proizvodnju proteina jednostani¢nih mikoorganizma koji se mogu koristiti u
prehrani za Zivotinje. 1z ksilanskog polimera, najzastupljenijeg polisaharida u strukturi
hemiceluloze, moguce je dobiti ksilitol, zasladivaca sa slatko¢om sli¢noj saharozi. Preostali
lignin, koji umjesto da se baca ili koristi za grijanje, mogao bi se, zbog svoje aromatske
strukture, koristiti za proizvodnju aromatskih spojeva (Kumar i sur., 2016).

Prisustvo lignina otezava hidrolizu polimera hemiceluloze i celuloze (Kumar i sur.,
2016) pa ga je potrebno ukloniti. Mikroorganizmi koji razgraduju lignocelulozu se koriste za
bioloski proces delignifikacije lignoceluloze. Prednost bioloske delignifikacije u usporedbi s
fizikalno-kemijskim metodama je u tome Sto nema potrebe za koristenje koncentriranh
kemikalija. Najveci nedostatak bioloske razgradnje lignina je spora reakcija razgradnje
lignoceluloznih supstrata. Ipak, prednost je jeftiniji proces zbog blagih reakcijskih uvjeta i
manjeg utroska energije (Dionisi i sur, 2014).

Takoder, lignoliticki enzimi ili gljive mogu se koristiti za detoksifikaciju medija nakon
fizikalnog-kemijskog predtretmana lignocelulozne sirovine pri kojima nastaje mnostvo
spojeva, poput fenolnih spojeva iz lignina koji mogu inhibirati hidroliticke enzime ili radne
mikroorganizame koji provode fermentaciju hidrolizirane sirovine (Placido i Capareda, 2015).

U ovom radu proveden je uzgoj gljive bijele trulezi Trametes versicolor na razlicitim
izvorima ugljika s ciljem dobivanja ekstracelularnih lignocelulolitickih enzima koji bi se koristili
u biorafinerijama. Pratila se promjena aktivnosti enzima na pet razliCitih hranjivih podloga
koje se razlikuju prema vrsti i koncentraciji izvora ugljika te je na osnovu rezultata donesen

zakljucak o najpogodnijoj hranjivoj podlozi za dobivanje ekstracelularnih enzima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Gljive

Pod pojmom gljive spadaju eukariotski, nefotosintetski organizmi koji se dijele na
plijesni, kvasce i makroskopske organizme. Zajednicko ima je da njihova stani¢na stijenka
sastavljena od polimera N-acetilglukozamina, poznatim kao hitin (Durakovi¢, 2003). Gljive
razgraduju mnostvo organskih tvari od jednostavnih Seéera do slozenih polimera poput
celuloze i lignina te su time gljive vazni razgradivaci poljoprivredne i drvne biomase (Maier i
Pepper, 2000).

2.1.1. Razgradnja drveta

Drva se u prirodi razgraduju od strane bakterija i gljiva. Razgradnja drva se dijeli na
~meko" truljenje, koje uzrokuju gljive koljena Askomiceta, te na bijelo i smede truljenje, koje
uzrokuju gljive koljena Bazidomiceta. Bijelo i smede truljenje drva od strane Bazidomiceta
puno je agresivnije od bakterijske razgradnje i razgradnje od strane Askomiceta (Kim i
Singh., 2000; Alexopoulos i sur., 1996).

2.1.1.1. Smede truljenje

Smede truljenje je proces razgradnje drva u prirodi, specificno po razgradnji
celuloznih i hemiceluloznih komponeti drva i minimalnoj modifikaciji i razgradnji lignina u
drvu. Produkt njihove razgradnje su drveni ostaci kubi¢ne grade (Alexopoulos i sur., 1996) i

smede boje zaostalog ligninskog ostatka (Kim i Singh, 2000)

2.1.1.1. Bjjelo truljenje

Bijelo truljenje je proces razgradnje drva pri ¢emu dolazi do podjednake razgradnje
ligninske, celulozne i hemiceluloznih komponenta drva pri éemu razgradeno drvo prelazi u
oblik bijelih, tankih i lakolomljivih niti sve do potpune razgradnje od strane gljiva bijele trulezi
(Alexopoulos i sur., 1996). Dolazi do izbjeljivanja boje drveta. Takoder, kod nekih vrsta gljiva
moze doéi do selektivne razgradnje lignina i hemiceluloze i minimalne razgradnje celuloze.
Tvrda drva (Kritosjemenjace) su podloznija ovoj vrsti bioloSke razgradnje od mekih drva

(Golosjemenijace) (Kim i sur., 2000).



2.1.2. Trametes versicolor

T. versicolor (Sarena tvrdokoska) je gljiva bijele truleZi koja se tradicionalno koristila u
Kini i Japanu u narodnoj medicini (UsCupli¢, 2012). Gljive roda Trametes prepoznaju se kao
izvor enzima lakaze. Enzimi lakaza i mangan peroksidaza razgraduju ligninsku komponentu
drva pri ¢emu ih 7. versicolor ekstracelularno izlucuje (Stoilova i sur., 2010). U prirodi
razgraduje primarno tvrda drva, a rijetko meka te kod drva istovremeno razgraduje
celulozne, hemicelulozne i ligninske komponente drva (Martinez i sur., 2005).

2.2, Lignoceluloza

Lignoceluloza je sirovina sastavljena primarno od lignina, hemiceluloze i celuloze
(Martinez i sur., 2005). Pod lignoceluloznim sirovinama ubrajamo Sumsku biomasu i
poljoprivredne ostatke (Isikgor i Becer, 2015). Koli¢ina pojedine komponente drva razlikuje
se od vrste do vrste pa ¢ak i unutar same biljke, razliCiti dijelovi biljke imaju razlicitu koli¢inu
hemiceluloze, celuloze i lignina koje se mijenjaju kroz faze rasta biljke (Jeffries, 1994).
Otpornost lignoceluloze na razgradnju proizlazi iz ¢vrsto uklopljene celuloze u lignin-
hemicelulozni matriks, iz hidrofobnosti lignina i stupnja kristalicnosti celuloze (Isikgor i Becer,
2015).

Tablica 1. Prikaz kolic¢ine pojedinog polimera u razli¢itim lignoceluloznim sirovinama
(Adaptirano iz Howard i sur, 2003.)

Lignocelulozna Celuloza Hemiceluloza Lignin

sirovina (Y%)w/w  (Y%)w/w (%)w/w
Tvrda drva 40-55 24-40 18-25
Meka Drva 45-50 25-35 25-35
Kukuruzni klipovi | 45 35 15
PSenicna slama 30 50 15

Rizina slama 32.1 24 18

LiSce 15-20 80-85 0
Novinski papir 40-55 25-40 18-30



2.2.1. Lignin

Lignin je kopolimer, sastavljenih od fenolnih monomera medusobno povezanih
eternim (R-O-R") i ugljik-ugljik vezama. Takoder, dolazi do direktnog ili indirektnog
povezivanja fenolnih monomera sa ugljikohidratim skupinama u hemicelulozi i celulozi time
otezavajudi razgradnju lignina (Jeffries, 1994; Martinez i sur., 2005). Analiza razgradnih
produkata lignina ukazala je da se struktura lignina sastoji od tri razliCita
hidroksifenilpropanskih spojeva sinapila, koniferila i p-kumarila (Suteera, 2008). Primjer
moguce strukture i veza u ligninu prikazano je u slici 1. a prekursori lignina i odgovarajuce

strukturne jedinice u ligninu prikazane su u slici 2.
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Slika 1. Primjer moguce strukture lignina (Glazer i Nikaido, 1995).
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Slika 2. Primarni monomeri lignina i odgovarajuce strukturne jedinice u ligninu, gdje
su odgovarajuce strukture odvojene plavom crtom (adaptirano iz Pinkert i sur.,
2011.)

Udio lignina razlikuje se izmedu tvrdih i mekih drva. Lignin u tvrdim drvima sadrZi
najvise gvajacilnih i siringirilnih podjedinica dok u mekim drvima lignin sadrZi najvise
gvajacilnih podjedinica te su te jedinice unakrsnije povezane nego u tvrdim drvima (Couturier

i sur. 2015).

2.2.2. Celuloza

Celuloza je najzastupljeniji polimer u lignoceluloznoj biomasi (Isikgor i Becer, 2015.).
Sastoji se od dugackih lanca D-glukoze povezanih B-1,4-glikozidnim vezama. Polimerni lanci
celuloze medusobno su povezani s vodikovim i van der Waalsovim vezama koje oteZavaju
hidrolizu lanaca. Prostorno organizirane strukture Cine kristaliénu celulozu, uz kristali¢nu
celulozu, odredeni udio ¢ini amorfnu celulozu, koja se lakse hidrolizira enzimskom

razgradnjom (Pérez i sur., 2002).
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Slika 3. Struktura celuloze (Adaptitano iz Young, 2002)



2.2.3. Hemiceluloza

Hemiceluloza ucvrs¢uje celulozu unutar hemiceluloznog matriksa. Hemicelulozni
polimer sastoji se od glavnog lanca polisaharida koji je razgranat monosaharidnim jedinicama
razliCitog sastava. Zbog razgranate strukture i amorfne grade i podlozniji su hidrolizi od
celuloze. Hemicelulozni polisaharidi nazivaju se prema monomernim jedinicama u najduljem,
glavnom, polimernom lancu. Ksilan je tako dobio ime po monosaharidnim jedinicama ksiloze,
manan od manoze, arabinan od arabinoze i ksiloglukani od glukoze (Viikari i sur., 2009). Kod
tvrdih drva najzastupljenija komponenta hemiceluloze je glukoronoksilan, koji se sastoji od
glavnog lanca B-1,4-D-ksilana sa a-1,2-4-O-metil-D-glukoronskom kiselinom supstituiranom
na otprilike 10% ksiloznih ostataka. Kod mekih drva najzastupljeniji je glukomanan, polimer
koji je u glavhom lancu sastavljen od D-glukopiranoznih i D-manopiranoznih jedinica

povezanih -1,4-glikozidnom vezom (Jeffries, 1994.).

2.2.4. Pektin

Pektin je jedna od komponenta stanicne stijenke visih bilja pa se s time nalazi i u
lignoceluloznim sirovinama. Drvna tkiva ga sadrze oko 5%, trave 2-10%, a voce i povrée
moZe sadrzavati i puno vecu koli¢inu. Pektin je heteropolisaharid koji se sastoji od glavnog
polimernog lanca galakturonske kiseline povezane a-1,4-glikozidnim vezama s bo¢nim
lancima, koji mogu biti sastavljeni od monomera L-ramnoze, arabinoze, galaktoze i ksiloze.
Otkrivene su mnoge pektinske strukture od kojih je najzastupljeniji homogalakturonan, koji
se sastoji od glavnog lanca galakturonske kiseline povezanih a-1,4-vezama pri cemu
galakturonske kiseline mogu biti metil esterificirane na 6. ugljikovom atomu i/ili O-acetilirane

na 2. ili 3. ugljikovom atomu (Kashyap i sur., 2001; Voragen i sur., 2009).

2.3. Enzimska razgradnja lignoceluloze

Zbog svoje strukture i netopljivosti mikroorganizmi nisu u mogucnosti direktno
koristiti lignocelulozne supstrate. Kako bi dosSlo do razgradnje lignoceluloze, mikroorganizmi
koriste ekstracelularne enzime. Za razgradnju lignoceluloze mikroorganizmi luce dva tipa
ekstracelularnih enzima: hidroliticke enzime, koji hidroliziraju celulozu i hemicelulozu u
fermentabilne Secere, i oksidativne enzime koji Cine oksidativni ekstracelularni lignoliticki

sistem koji depolimerizira lignin (Pérez i sur., 2002.).



2.3.1. Biodegradacija lignina

Lakaze, mangan peroksidaze i lignin peroksidaze su tri obitelji enzima koji sudjeluju u
bioloskoj degradaciji lignina (Jeffries, 1994). Kod gljiva, razgradnja lignina u fenilpropenske
skupine odvija se iskljucivo u prisutnosti kisika (Maier, 2000).

2.2.1.1. Lakaze

Lakaze (EC 1.10.3.2.) imaju moguénost katalize oksidacije Sirokog raspona fenolnih
spojeva uz redukciju molekularnog kisika u vodu. Njihova enzimska aktivnost dodatno se
moze povecati dodatkom niskomolarnog medijatora koji sluzi kao prenositelj elektrona
izmedu enzima i supstrata tako da medijator formira oksidirani meduprodukt koji potom
reagira sa supstratom (Suteera, 2008).

Ovi enzimi zastupljeni su medu gljivama koje uzrokuju truljenje drva. Takoder se
nalaze u bakterijama, insektima i biljikama. U gljivama lakaze sluze za razgradnju lignina,

obrani od stresa i detoksifikaciji (Wellington, 2012).

2.2.1.1.1. Mehanizam djelovanja

U degradaciji lignina lakaze imaju dovoljan redoks potencijal da oksidiraju samostalno
fenolne fragmente lignina dok za nefenolne fragmente im je potreban medijator kako bi
preko njega oksidirali nefenolne komponente lignina. U tom slucaju sam medijator bi trebao
imati vedi redoks potencijal od lakaze (>900mV). Medijator je mala molekula koja djeluje kao
nosac elektrona izmedu enzima i krajnjeg supstrata koja ima veci redoks potencijal i moze
oksidirati nefenolne supstrate (Desai i Nityanand, 2011).

Aktivno mjesto lakaza sadrzi Cetiri bakrova atoma: T1, na koji se vezZe reducirajudi
supstrat, i T2/T3 grupe s tri bakrova atoma koji vezu molekularni kisik. Enzimska kataliza
zapocinje reduciranjem tipa 1 (T1) bakrovog atoma reduciraju¢im supstratom koji je potom
oksidiran. Elektron se potom prenosi iz T1 bakra na T2/T3 grupu na kojoj je vezana molekula
kisika. Posto je potrebno Cetiri elektrona za potpunu redukciju kisika a oksidacijom supstrata
dobije se jedan elektron, pretpostavlja se da lakaza djeluje kao ,baterija" koja pohranjuje
elektrone od individualne reakcije sve dok nema dovoljno da potpuno reducira kisik, tj.
lakaza oksidira Cetiri molekule reducirajuceg supstrata po jednoj molekuli kisika (Desai i
Nityanand, 2011).



2.2.1.1.2. Moguca upotreba

Lakaze imaju potencijal u primjeni u papirnoj industriji gdje se koriste za razgradnju
lignina s ili bez dodatka mangan i lignin peroksidaza. Takoder se koriste u tekstilnoj industriji
za izbjeljivanje tekstila i razgradnji boja u otpadnim vodama tekstilnih industrija. Mogu se
koristiti i u prehrambenoj industriji za poboljSavanje kvalitete razliCitih pica, poput vocnih
sokova, vina i piva, tako da uklanjaju nepozeljne fenole. (Wellington, 2012)

2.2.1.2. Lignoliticke peroksidaze

Ostali znacajni lignoliticki enzimi su mangan peroksidaza (EC 1.11.1.13) i lignin
peroksidaza (EC 1.11.1.14). Objema je zajednicka prosteticka skupina protoporfirin IX
(Janusz i sur., 2017). Njihova katalitiCka aktivnost bazira se na tome da se nativni enzim
oksidira sa vodikovim peroksidom pri ¢emu se tvori Zeljezov(IV) oksidni porfirinski radikalni
kationski meduprodukt ¢ime se potom oksidiraju dvije molekule elektron donorskog supstrata
koji sluzi kao niskomolarni medijator izmedu enzima i lignina (Janusz i sur., 2017). Kod lignin
peroksidaza niskomolekularni donor elektrona su najcesée nefenolni aromatski supstrati
(Falade i sur., 2016) dok kod mangan peroksidaza donor elektrona je Mn(II) kation koji se
oksidira u Mn(III) kation koji sluzi kao niskomolarni medijator koji prodire u gustu strukturu

lignina kojeg potom oksidira (Janusz i sur., 2017).

2.3.2. Biodegradacija celuloze

U bioloskim sustavima mikroorganizmi produciraju celuloliticke enzime koje imaju
sposobnost hidrolize -1,4-glikozidnih veza u molekuli celuloze. Za potpunu enzimsku
razgradnju celuloze potrebno je sinergisticko djelovanje tri grupe enzima: endoglukanaza
(E.C. 3.2.1.4), egzocelobiohidrolaza (E.C. 3.2.1.74) i B-glukozidaza (E.C. 3.2.1.21).
Endoglukanaze nasumicno hidroliziraju najpristupacnije dijelove celuloznih lanca, amorfne
dijelove, ¢ime se oslobadaju novi nereducirajuci krajevi i smanjuje se stupanj polimerizacije
celuloznog lanca, ¢ime se ubrza njegova hidroliza. Egzocelobiohidrolaze cijepaju celobiozni
dimer sa nereducirajuceg kraja kristalicne molekule celuloze, dok B-glukozidaze hidroliziraju
nastalu celobiozu u dvije molekule glukoze. Egzobiohidrolaza i B-glukozidaza se zajedno
grupiraju pod egzoglukanaze (Singh i sur., 2019; Paul i Genesca, 2013; Pérez i sur., 2002).

Indukcija sinteze celulaza nije potpuno poznata. Smatra se da mikroorganizam
konstitutivno proizvodi malu koli¢inu enzima koji potom hidroliziraju celulozu u topljive
hidrolizate koji ulaze u stanicu mikroorganizma i time u stanici induciraju proizvodnju

celulaza (Husaini i sur, 2012).



2.3.3. Biodegradacija hemiceluloze

Zbog toga Sto se hemiceluloza u drvu sastoji od mnostva razliCitih razgranatih homo i
heteropolisaharida za uspjeSnu razgradnju hemicelulozne komponente drva potrebno je kroz
sinergisticko enzimsko djelovanje uspjesno hidrolizirati glavni polimerni lanac hemiceluloze i
bocne supstituente sa glavnog polimernog lanca. Enzimi koji cijepaju glavni lanac
hemiceluloze su: B-D-ksilanaze, B-D-manaze i B-D-galaktanaze, supstratno su specificni i
najéesce imaju endohidrolitiCku aktivnost ¢ijom aktivnoSéu smanjuje se stupanj polimerizacije
i ubrzava hidroliza hemiceluloze. Za potpunu razgradnju hemiceluloze potrebni su i enzimi
egzoglikozidaze, poput B-D-ksilozidaza i a-L-arabinozidaza, koji cijepaju glikozidne krajeve na
kratkolancanim lancima hemiceluloze, oslobadajuc¢i monosaharide. Takoder jos cijepaju
kratkolancane i monosaharidne bocne lance polimera hemiceluloze kako bi se mogao
kompletno hidrolizirati glavni polisaharidni lanac (Dekker, 1985).

Aktivnost pojedinih hemicelulaza odreduju se mjerenjem brzine kojim se reducirajudi

monosaharidi hidroliziraju s kemijski definiranih polimernih supstrata (Jeffries, 1994.)

2.3.4.Biodegradacija pektina

Pektin se razgraduje od strane pektinaza, skupine enzima koji razgraduju pektinske
tvari te se ti enzimi dijele na pektinesteraze, enzime koji cijepaju metil esternu vezu u
pektinu, hidroliticke enzime, koji hidroliziraju a-1,4-veze u pektinu, i na enzime koji cijepaju

a-1,4-glikozidnu vezu trans-eliminacijom (Kashyap i sur., 2001).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizam
Radni mikroorganizam za proizvodnju enzima je bila gljiva 7rametes versicolor

DSM6401 izolirana iz ilovace u Novom Brunswick, N.J., SAD.

3.1.2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

Sirovine koje su se koristile za pripremu hranjivih podloga navedene su u tablici 2.
Sirovina je predhodno mehanicki usitnjena.
Tablica 2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

Sirovina Podrijetlo

Drvo hrasta  Bijelovar
Drvo lipe Bjelovar

3.1.3. Kemikalije

Popis kemikalija koje su se koristile za pripremu hranjive podloge nalaze se u tablici

3.

Tablica 3. Kemikalije za pripremu hranjive podloge

Kemikalija Proizvodac
Glukoza Gram-mol d.o.0. Zagreb
Pepton Fisher Bioreagents, USA

Kalijev dihidrogenfosfat
Magnezijev sulfat
Limunska kiselina

Natrij hidroksid

Elementi u tragovima:
Cinkov sulfat monohidrat
Manganov(II) klorid
tetrahidrat

Borna kiselina

Kobaltov (II) klorid
heksahidrat

Bakrov(II) sulfat
pentahifrat

Niklov klorid heksahidrat
Sulfatna kiselina

Kemika, Zagreb

Kemika, Zagreb

Gram-mol d.o.0. Zagreb
T.T.T. d.o.0., Sveta nedjelja

Gram-mol d.o.0. Zagreb
Kemika, Zagreb

Honeywell Fluka Chemie, Austria
Sigma-Aldrich, Austria

Honeywell Fluka Chemie, Austria

Riedel, Honeywell Fluka Chemie

Dodatne kemikalije koje su se koristile u svrhu analize enzimskih aktivnosti su

navedene u tablici 4.
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Tablica 4. Kemikalije za analizu

Kemikalija Proizvodac

Ksilan Sigma-Aldrich, Austria
Arabinan Sigma-Aldrich, Austria
Celuloza Merck
Karboksimetil celuloza

Pektin

ABTS BioChemica

DCIP Sigma-Aldrich, Austria

Coomasie brilliant blue
G

DNSA

Laktoza

Siringol

Natrijev fluorid
Etanol (96%)
Manganov (II) sulfat
Vinska kiselina
Bovin serum albumin
(BSA)

Fosforna kiselina
Metanol

Natrijev sulfit

Fenol

Kalij natrij tartarat
Arabinoza

Vodik peroksid
Galakturonska kiselina

Sigma-Aldrich, Austria

Sigma-Aldrich, Austria
Kemika, Zagreb

Gram-mol d.o.0., Zagreb
Kefo d.o.0., Sisak
Kemika, Zagreb
Sigma-Aldrich, Austria

T.T.T. d.o.0., Sveta nedjelja
J.T. Baker

Riedel, Honeywell Fluka
Chemie

Sigma-Aldrich, Austria
Kemika, Zagreb

Acros organics

Pliva, Zagreb

Fluka, Slovacka

3.1.4. Hranjive podloge za odrzavanje, Cuvanje i uzgoj gljive Trametes versicolor

Za Cuvanije Ciste kulture gljive 7. versicolor koristile su se za to pripadajuée agar

hranjive podloge.

3.1.4.1. Submerzni uzgoj gljive Trametes versicolor u tikvicama

Za submerzni uzgoj gljive T.versicolor koristio se sarzni postupak uzgoja u tikvicama

volumena 500mL sa volumenom hranjive podloge od 150mL. Hranjive podloge medusobno

su se razlikovale po izvoru ugljika u koncentracijama navedenim u tablici 5. Uzgoj gljive u

svakom izvoru ugljika obavljen je u dvije paralele. Svi ostali sastojci hranjivih podloga

navedeni su u tablici 6. i tablici 7.
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Tablica 5. Koncentracije izvora ugljika u pojedinim ispitivanim podlogama:

Hranjiva podloga Izvor ugljika
lipa (g/L) | hrast (g/L) | glukoza (g/L)
Lipa 10 - -
Hrast - 10 -
lipa + glukoza 5 - 5
hrast + glukoza - 5 5
glukoza - - 10
Tablica 6. Ostale koncentracije sastojaka u hranjivim podlogama bez obzira na izvor ugljika
Pepton 5g/L
Kalijev dihidrogenfosfat 0.5¢g/L
Magnezijev sulfat 1.5g/L
Elementi u tragovima 0.3 mL/L
Pufer Na-citrat 50mM, pH=5.5

Tablica 7. Koncentracije soli otopine elemenata u tragovima

Cinkov sulfat monohidrat 1g/L
Magnezijev klorid tetrahidrat | 0.3 g/L
Borna kiselina 3g/L
Kobaltov (II) klorid 2 g/L
heksahidrat

Bakrov (II) sulfat heksahidrat | 0.1 g/L
Niklov (II) klorid heksahidrat | 0.2 g/L
Sumporna kiselina (konc.) 4 mL/L

3.1.5. Oprema i aparatura
3.1.5.1. Spektofotometar

Pri mjerenju enzimskih aktivnosti koristene su kolorimetrijske metode pri kojima je
krajnji produkt reakcije bio mjerljiv pri nekoj od valnih duljina na spektrofotometru. Za
analizu koristen je Cary 100 UV-Vis spektrofotometar od proizvodaca Agilent Technologies sa

pripadaju¢im temperaturnim kontrolerom istog proizvodaca.

Slika 4. Cary 100 UV-Vis spektrofotometa
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3.1.6. Ostala oprema i aparatura
Ostala oprema i aparatura prikazana je u tablici 8.
Tablica 8. Ostala oprema i aparature

Oprema Priozvodac Model

Tresilica B.Braun Biotech international CERTOMAT RM
Centrifuga Tehtnica Zelezniki HC-240

pH metar HANNA HI9125 Ph/ORP meter
Termo mikser Biosan TS-100

Autoklav Sutjeska, Beograd -

Analiticka vaga Acculabs Sartorius ALC-210.4

Takoder, za potrebe istrazivanja koristeni su susionik, vortex mikser, magnetna

mijesalica te ostali laboratorijski pribor.

3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema inokuluma
Inokulum se uzimao direktno iz agar ploce tako da se busila povrsina ploce u male

diskove koji su se koristili za inokulaciju.

3.2.2. Priprema podloga za submerzni uzgoj i proizvodnju celuloliti¢kih i hemicelulolitickih
enzima

Priprema hranjive podloge zapoceta je pripremom 1.5L homogene otopine u
demineraliziranoj vodi prema omjerima navedeni u tablici 6. U ¢asu od 500mL odvagane su
se sve soli iz tablice 6. te su otopljene u 400mL demineralizirane vode. Nakon toga dodani su
elementi u tragovima. U tablici 7. navedene su koncentracije soli otopine elemenata u
tragovima potrebnih za pripremu puferske otopine. pH otopine podesio se titriranjem 1M
otopine NaOH uz istovremeno mjerenje pH, pH metrom, nakon ¢ega se otopina prelila u
menzuru od 1.5L uz ispiranje ¢ase kako ne bi doslo do gubitaka. Konacno, menzura se
nadopunila do 1.5L demineraliziranom vodom.

Izvor ugljika dodavao se u Erlenmeyerove tikvice za svaku razli¢itu podlogu prema
tablici 5., gdje su izvori ugljika prikazani u masenim koncentracijama. Izvor ugljika je
direktno vagan u tikvicama za svaku pojedinu podlogu prema koriStenom volumenu podloge.
U nasem slucaju dodani volumen podloge iznosio je 150mL te se potrebna masa izvora
ugljika dobila mnozenjem volumena podloge sa masenom koncentracijom navedenih u tablici
5. Nakon dodatka izvora ugljika i 150mL puferske otopine u Erlenmeyerovu tikvicu, dobivena
hranjiva podloga sterilizirana je u autoklavu 30 minuta pri 121°C. Nakon hladenja, u sterilnu
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hranjivu podlogu nacijepljeni su po Cetiri diska kulture gljive sa agara. Uzgoj se provodio na
tresilici pri 28°C i 120 o min'l. Za analizu se uzimao 1mL uzoraka svake hranjive podloge i
centrifugirao. Nakon centrifuge supernatant se ¢uvao na 4°C do analize a talog se odbacio.
Uzorak se uzimao prije nacjepljivanja hranjive podloge radnim mikroorganizmom te tokom
uzgoja u 4., 7., 11., 13., 15. i 18. danu uzgoja. Uzgoj je zavrSen 18. dana uzgoja. Na kraju
uzgoja dobivena podloga filtrirala se vakuum filtracijom preko Blrchnerovog lijevka,
supernatant se punio u plasti¢ne boce od 100mL i ¢uvao na temperaturi od 0°C a talog se

odbacio.

3.2.3. Analiticke metode

3.2.3.1. Odredivanje lignoceluloliticke aktivnosti enzima

Odredivane su lakazne, mangan peroksidazne i celobioza deridrogenazne aktivnosti
enzima pomocu mjerenja brzine enzimske reakcije. Takoder su se mjerile i enzimske
aktivnosti ksilanaza, arabinaza, endo-glukanaza, egzo-glukanaza i pektinaza koriste¢i DNSA

metodu.

3.2.3.1.1. Odredivanje lakaznih, mangan peroksidaznih i celobioza dehidrogenaznih
aktivnosti mjerenjem brzine enzimske reakcije

Ova kolorimetrijska metoda bazira se na promjeni apsorbancije tijekom vremena
nakon pocetka inicijalne reakcije pri ¢emu dolazi do linearnog rasta apsorbancije o vremenu
(u slu¢aju reakcije sa DCIP dolazi do pada apsorbancije zbog obezbojenja uzrokovanog
reakcijom) koja je u proporcionalnom odnosu s enzimskom aktivnosti. Odredivanje lakaznih
aktivnosti bazira se na reakciji ABTS-a s kisikom pri Cemu se ABTS oksidira u ABTS kationski
radikal koji ima zeleno obojenje. Odredivanje mangan peroksidazne aktivnosti bazira se na
enzimskoj reakciji pri kojoj se enzimskom aktivnos¢u, uz vodikov peroksid kao oksidans,
manganov (II) kation oksidira u manganov (III) kation koji potom oksidira siringol pri cemu
se tvori smede-crveno obojenje oksidiranog siringola. Odredivanje celobioze dehidrogenazne
aktivnosti koriste¢i DCIP bazira se na enzimskoj redukciji DCIP (elektron akceptor) pomocu
laktoze nakon koje se DCIP obezboji.
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3.2.3.1.1.1. Priprema reagensa i otopina za mjerenje brzine enzimskih reakcija
Vecina reagensa za analizu pripremali su se otapanjem odredene mase reagensa u
demineraliziranoj vodi prema tablici 9.

Tablica 9. Reagensi za provodenje analiza

Otopina Masa reagensa | Volumen vode | Uvjeti otapanja | Skladistenje

ABTS 10.3mg 2mL MijeSanje Do 12h pri 4°C
Siringol 154mg 100mL MijeSanje Do 2 tjedna u mraku
MnSO4 84.5mg 100mL MijeSanje Na 4°C

Laktoza 10.81g 100mL MijeSanje Do 1 mjesec na 4°C
NaF 84mg 10mL MijeSanje Do nekoliko godina

Otopina vodikovog peroksida dobila se decimalnim razrjedivanjem 30%-tne otopine
demineraliziranom vodom. Ta je otopina uvijek bila svjeze pripremljena prije analize. DCIP
reagens dobio se otapanjem 87.03mg DCIP u 10mL 96% etanola uz polusatno mijesanje pri
50°C. Nakon potpunog otapanja otopina se premijestila u odmjernu tikvicu od 100mL i
nadopunila do oznake. Otopina DCIP se Cuvala u mraku pri 4°C do nekoliko tjedana.

Natrij acetatni pufer pripremao se razrjedivanjem 2.86ml octene kiseline (99%) u 400mL
demineralizirane vode, zatim se dobivena otopina podesila na pH 4.00 titriranjem sa 1M
NaOH i nadopunila demineraliziranom vodom do 500mL-ske oznake. Na-tartaratni pufer
dobio se otapanjem 3.75g vinske kiseline u 400mL demineraliziranoj te se dobivena otopina
podesila na pH od 4.50 titritanjem 1M otopine NaOH. Uzorak se pripremao centrifugiranjem

pri Cemu se supernatant cuvao u Eppendorf epurvetama od 1.5mL dok se talog odbacio.

3.2.3.1.1.2. Postupak provodenja analize metodom mjerenja brzine enzimske reakcije

U kivete za spektrofotometriju pipetiralo se prema tablici 10.

Tablica 10. Protokol pipetiranja u kivete za pojedinu metodu mjerenja enzimske aktivnosti:

Lakaze pomocu Mangan peroksidaze Celobioza
ABTS-a pomocu siringola dehidrogenaze
pomocu DCIP

100 pL otopine ABTS | 100 L otopine siringola | 100 pL otopine DCIP

880 L Na-acetata 100 pL otopine MnSO4 | 100 pL otopine laktoze
10 pL otopine H202 20 pL otopine NaF
20 pL NaF 760 pL Na- acetata
750 pL Na- tartarata
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Nakon pipetiranja u kivete dobivene otopine termostatirane su 20 minuta pri 30°C.
Dobivne kivete s otopinom postavljene su u spektrofotometar nakon ¢ega je otpipetirano 20
WL uzorka u njih zapocevsi time reakciju i Sto prije se krenulo s mjerenjem. Mjerila se
promjena apsorbancije uzoraka o vremenu 5 minuta pri odredenoj valnoj duljini. Za lakaze
se mjerila apsorbancija pri 420 nm, za mangan peroksidaze pri 469nm te za celobiozu
dehidrogenazu pri 520nm. Ako reakcija teCe presporo moze se dodati viSe od 20 L uzoraka
a da se pri tome smaniji kolicina dodanog pufera tako da konacni volumen reakcijske smjese
bude 1 mL. U slucaju prebrze reakcije, uzorak se moze razrijediti demineraliziranom vodom

po potrebi i pri raCunanju pomnozZiti sa faktorom razrijedenja.

3.2.3.1.1.3. Izracun enzimskih aktivnosti lakaza, mangan peroksidaza i celobioza
dehidrogenaza
Enzimska aktivnost pojedinog enzima racuna se prema ovoj jednadzbi:
EA = AE * EF [U/mL] [1]
Gdje je AE-promjena iz apsorbancije u vremenu nakon zapocete reakcije dodavanjem
otopine enzima(AE=AAbs/At), a EF-enzimski faktor koji se raCuna prema sljedecoj jednadzbi:

Ve [2]
exdxV

EF =
Gdje je V: ukupni volumen reakcijske smjese u kiveti (1mL), € — molarni apsorpcijski
koeficijent obojenog reagensa pri odredenoj valnoj duljini [Mcm™], d-duljina puta kojom
svjetlost prolazi kroz kivetu (1cm) i Vs—pocetni volumen enzima (0,02mL)
Molarni apsorpcijski koeficijent za ABTS pri 420nm je 36 mM-cm™, za siringol pri
469nm je 27,5 mMicm, a za DCIP pri 520nm je 6,9 mM*cm™. Za 20 pL uzorka dobiveni
enzimski faktori pri zadanim valnim duljinama su za ABTS 1,3889, za siringol 1,8181, a za

DCIP 7,25.

3.2.3.1.2. Odredivanje celulolitickih i hemicelulolitickih aktivnosti koristenjem metode 3,5-
dinitrosalicilne kiseline (DNSA metoda)

Ova kolorimetrijska metoda bazira se na reakciji reducirajucih Secera s 3,5-
dinitrosalicilnom kiselinom (DNS) koja se reducira u 3-amino-5-nitrosalicilnu kiselinu te kao
rezultat dolazi do promjene obojenja iz svjetlo-zutog u crveno-smede obojenje koje ima
maksimum apsorpcijskog spektra pri 575nm. Sama enzimska reakcija je bazirana na brzini
hidrolize monosaharida sa celuloznog i hemiceluloznog supstrata ¢emu nastaju odredeni

reducirajudi Seceri. Skupine enzima koje su se mjerile ovom metodom, zajedno sa pojedinim
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hemiceluloznim i celuloznim supstratom te time pripadajué¢im oslobodenim Secerom kao

produkt enzimske reakcije navedene su u tablici 11.

Tablica 11. Supstrati i produkti reakcije razliCitih enzimskih aktivnosti u uzorku

Ime skupine Supstrat Odgovarajuci
enzimske aktivnosti monosaharid
Ksilanazna Ksilan D-ksiloza

Arabinazna Arabinan L-arabinoza
Endo-glukanazna Celuloza D-glukoza
Egzo-glukanazna Karboksimetil celuloza | D-glukoza

Pektinazna Pektin Galakturonska kiselina

3.2.3.1.2.1. Priprema reagensa i otopina za DNSA metodu

DNS reagens pripremljen je tako da se mijeSanjem otopilo 10 g DNS, 10 g natrijevog
hidroksida, 0.5 g natrijevog sulfita i 2 mL fenola u 998mL demineralizirane vode. Nakon
otapanja otopina se Cuvala u boci zasticenoj od svijetlosti. Otopina Rochell-ove soli
pripremljena je otapanjem 40 g kalij-natrij tartarata u 100mL demineralizirane vode na
magnetnoj mijesalici. Za bazdarni pravac pripremljene su otopine odgovarajuceg
monosaharida navedenih u tablici 11. u koncentracijama od 1, 0,9, 0,8, 0,6, 0,4, 0,3, 0,2 i
0,1 mg/mL.
3.2.3.1.2.2. Postupak provodenja analize DNSA metode

Ova analiza bila je provedena samo sa uzorcima pri zavrSetku uzgoja. U Eppendorf
epurveti odvagano je 5-10 mg supstrata navedenih pod tablicom 11. Nakon toga dodano je
1.000 mL otopine uzorka odredenog razrjedenja (razrijedenog demineraliziranom vodom), i
dobro promijeSalo. Uzorak se inkubira 30 minuta na termo mikseru pri 1000 o min-1 i pri
40°C. Nakon inkubacije uzoak se centrifugirao 10 minuta pri 5000 rpm. Centrifugom se
izdvojio neizreagirani supstrat. Nakon toga u novu Eppendorf epurvetu preneseno je 600 pL
supernatanta uzorka te se pomijeso sa 600 uL otopine DNS. Dobivena mjesavina inkubirala
se 15 minuta pri 95°C. Potom je mijeSavinu dodano 200 uL Rochell-ove soli kako bi se
stabilizirala boja. Dobivena otopina hladila se na ledu 5 minuta nakon koje je izmjerena
apsorbancija pri 575 nm. Slijepa proba supstrata provodila se kao analiza uzorka samo Sto se
supstrat umjesto u otopini uzorka, otopio u demineraliziranoj vodi. Slijepa proba DNS
pripremala se mijeSanjem 600 L demineralizirane vode sa 600 L otopine DNS koja je
potom inkubirana 15 minuta na 95°C te se dalje postupak provodio kao i za uzorak.
Postupak kojim su se analizirale otopine Secera koje su se koristile za pripravu bazdarnog
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pravca provodile su se kao i slijepa proba DNS-a, samo umjesto demineralizirane vode,
koristila se otopina Seéera zadane koncentracije.
3.2.3.1.2.3. Izracun celuloliticke i hemiceluloliticke aktivnosti kod DNSA metode

Od izmjerenih apsorbanci koncentracija odredenog Secera napravi se bazdarni pravac,
ovisnost apsorbancije pri 575 nm o koncentraciji Seera [mg/mL], iz kojeg se odredi
jednadzba linearnog pravca metodom najmanjih kvadrata. Apsorbancija uzorka oduzme se
od slijepe probe supstrata i izracuna se koncentracija Secera iz jednadzbe bazdardnog
pravca. Bazdarni pravci koriSteni za izraCunavanje koncentracije oslobodenog Secera

navedeni su u prilogu 7.2. Enzimska aktivnost (EA) mjeri se prema:
EA= % xR [UmL™1] [3]

Gdje je c - molarna koncentracija oslobodenog Secera [umol/mL], t - vrijeme inkubacije
[30min] i R- razrijedenje

Kako bi se preracunala masena koncentacija oslobodenog Secera u molarnu koncentraciju
potrebno je znati da 1 mg glukoze je jednak 5,5506 pmol, 1mg ksiloze ili arabinoze je

jednako 6,6609 pmol i 1mg galakturonske kiseline je jednak 5,1509 pumol.

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu
Metoda se bazira na reakciji boje Coomasie Brilliant Blue G-250 (CBB) sa proteinima
pri Cemu apsorpcijski maksimum boje prelazi iz 465nm u 595nm. Poveéanje apsorbancije pri

595nm je u linearnom odnosu sa koncentracijom proteina.

3.2.3.2.1. Postupak provodenja analize metodom po Bradfordu

Analiza se moZe provoditi sa ve¢ komercijalno dostupnim preparatom boje CBB
(Bradfordov reagens) ili se moze dobiti otapanjem 100mg CBB u 50mL 96% etanola te
dodavanjem 100mL 85% (w/v) fosforne kiseline. Nakon otapanja dobivena otopina razrijedi
se demineraliziranom vodom do volumena od 1L.
Mijerenje se provodilo mijeSanjem 750 pL bradfordovog reagensa sa 15 pL dobivenog uzorka.
Tako pripremljen uzorak inkubirao se 15 minuta na sobnoj temperaturi te nakon inkubacije
mijerila se apsorbancija uzorka na 595nm. Kako bi se izracunala koncentracija dobivenog
proteina, napravljen je bazdarni dijagram poznate koncentracije otopine bovin serum
albumina (BSA) u seriji razrjedenja od 0,1 mg/mL do 1,2 mg/mL sa odmacima od 0,1mg/mL.
Iz dobivene jednadZbe pravca izraunata je koncentracija proteina. Koristeni bazdarni

dijagram za mjerenja naveden je u prilogu 7.1.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rast biomase na razlicitom izvoru ugljika

U prilogu 7.3. su postavljene slike sarzno uzgojene biomase 7. versicolor u tikvicama
nakon 18. dana uzgoja. Kod uzgoja biomase s glukozom rast je bio iskljucivo globularan. Kod
uzgoja biomase s ostalim kombinacijama izvora ugljika rast je bio podijeljen na rast u
globulama i rast na stijenkama gdje je biomasa djelomicno bila izlozena hranjivoj podlozi. Ta
¢injenica moze ukazati na to da je rast na stijenkama bio preferiran, vjerojatno zato jer je

gljiva bila u boljem kontaktu s kisikom Sto bi pomoglo u razgradnji lignoceluloze.

4.2. Pracenje enzimske aktivnosti lakaze, mangan peroksidaze i celobioza
dehidrogenaze tijekom uzgoja

Tijekom sarznog postupka biosinteze enzima pracene su enzimske aktivnosti lakaze,
mangan peroksidaze (MnP) i celobioze dehidrogenaze (CDH) kroz 4., 7., 11., 13., 15.i 18.
dan. U svim uzorcima nije bila mjerljiva aktivnost celobioze dehidrogenaze redukcijom
DCIP-a.
Promjena enzimskih aktivnosti lakaza i mangan peroksidaza tijekom uzgoja na razli¢itim

podlogama obogacenim mekim (lipa) i tvrdim (hrast) drvom prikazane su u slici 4. i slici 5.
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Slika 5. Enzimska aktivnost lakaza tijekom uzgoja na razliCitim podlogama obogaéenim
mekim (lipa) i tvrdim (hrast) drvom
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Slika 6. Enzimska aktivnost mangan peroksidaza(MnP) tijekom uzgoja na razlicitim
podlogama obogacenim mekim (lipa) i tvrdim (hrast) drvom

Primjecen je indukcijski u€inak sinteze lakaza i mangan peroksidaza izmedu 4. i 7.
dana pri uzgoju gljive 7. versicolor u hranjivoj podlozi s kombiniranim lako asimilirajuéim
izvorom ugljika (glukozom) i tesko asimiliraju¢im izvorom ugljika (hrastom). Vjerojatno dolazi
do prijelaza iz primarnog metabolizma u sekundarni nakon potrosnje glukoze u podlozi sto je
takoder primijeceno u istrazivanju od Lorenzo i sur. 2002, gdje je doslo do znacajnog rasta
proizvodnje lakaze i mangan peroksidaze, u podlogama obogacenim je¢menim mekinjama,
stabljikama ili koSticama grozda, kada je potrosnja glukoze znacajno pala. U istrazivanju,
Lorenzo i sur. 2002, nakon pocetnog rasta aktivnosti MnP, aktivnost enzima naglo pada
nakon 12. dana u kontrolnoj podlozi (dodatak glukoze) i u podlozi sa dodatkom je¢menih
mekinja. Tijekom naSeg uzgoja dolazi do naglog rasta i pada aktivnosti izmedu 4. i 11. dana
u podlozi sa hrastom i glukozom kao izvorom ugljika.

U glukoznoj podlozi nakon 13. dana uzgoja dolazi do znacajnog povecanja enzimske
aktivnosti lakaza i peroksidaza, moguce je da dolazi do indukcije sinteze lakaza i mangan
peroksidaza posto je vjerojatno mikroorganizam utroSio svu slobodnu glukozu za svoj rast i
prjesao u sekundarni metabolizam. Posto je rast bio glubularan, takoder je moguce da je
doslo do nedovoljne difuzije glukoze unutar globule, inducirajuci sekundarni metabolizam.

Poznato da kod gljiva bijelih truleZi dolazi do indukcije sinteze lakaza uoci nedostatka

glukoze u sirovini te je takoder potvrdeno za Trametes versicolor (Hailel i sur., 2009).

20



U podlozi sa lipom kao jedini izvor ugljika nije doslo do znacajne proizvodnje lakaza i
mangan peroksidaza sve do kraja uzgoja Sto ukazuje da nije bilo znacajne degradacije
lignina ali posto je doslo do rasta biomase (prilog 7.3., C-D) znaci da je doslo do hidrolize
polisaharida iz lipine biomase bez znacajne degradacije lignina.

U podlozi samo sa hrastom kao izvorom ugljika doslo je do relativno male indukcije
proizvodnje lakaze, vjerojatno zato zbog nedovoljnog rasta biomase na hranjivoj podlozi
zbog teskoce asimiliranja izvora ugljika iz podloge.

4.3. Pracenje koncentracije proteina tijekom uzgoja biomase
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Slika 7. Koncentracija proteina tokom uzgoja na razli¢itim podlogama obogacenim mekim

(lipa) i tvrdim (hrast) drvom

Iz grafa se jasno vidi da pocetna koncentracija proteina uzgojena na hranjivim
podlogama, pri kojima su izvori ugljika hrast, puno ve¢a nego u ostalim sirovinama. Time
koncentracija ukupnih proteina je nepogodna za preracunavanje u specificnu aktivnost
enzima bez da se izgubi kontekst. Ta nham metoda ne daje na pregled koji protein proizlazi iz
izvora ugljika (hrasta), koje sam radni mikroorganizam luci eksracelularno i one koje
mikroorganizam asimilira iz podloge. Takoder tokom mikrobne razgradnje postoji mogucnost
oslobadanja proteina iz lignocelulozne strukture piljevine hrasta i lipe koji nisu prethodno
mogli slobodno difundirati u teku¢i medij.
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4.4, Celuloliticka i hemiceluloliticka aktivnost nakon uzgoja
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Slika 8. Celuloliticka i hemiceluloliticka aktivnost nakon uzgoja na razli¢itim podlogama

obogacenim mekim (lipa) i tvrdim (hrast) drvo

Iz grafa mozemo zakljuciti da je hrast dobar induktor hemicelulolitickih i celulolitickih
enzima posto je u podlogama sa hrastom uocena najviSa aktivnost ekstracelularnih enzima.
NajviSe je inducirana aktivnost ksilanaza Sto ne bi trebalo biti iznenadujuce, posto je
najzastuplijeniji polimer u hemicelulozi hrasta ksilan. Takoder je uo¢eno znacajno povecanje
aktivnosti pektinaza, endo i egzo glukanaza. Uzgoj 7. versicolor na hrastu proizvodi enzime
potrebne za degradaciju gotovo svih polisaharidnih komponenti drva hrasta. Kod uzgoja
isklju€ivo na hrastu dolazi i do znatnog povecanja aktivnosti egzo i endo glukanaza, iako je
jos i dalje vrlo niska aktivnost tih enzima.

Kod mjerenja aktivnosti arabinaze uoceno je da ne dolazi do povecane aktivnosti
arabinaze s obzirom na kontrolnu hranjivu podlogu (glukozu) sto ukazuje na to da
arabinanzna aktivnost nije inducirana iskljucivo sa sastojcima drva hrasta ili lipe, nego je
takoder inducirana nekim drugim faktorima.

Uzgoj na lipi, sa i bez dodatka glukoze u podlogu, slabo inducira sintezu

hemicelulolitickih enzima s obzirom na indukciju koja se dobije induciranjem
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hemicelulolitickih enzima s uzgojem na hrastu. Vjerojatno zato Sto gljive bijelog truljenja
preferiraju rast na tvrdim drvima.

Prema prikazanim rezultatima podloga sa kombiniranim izvorom ugljika hrastovih
strugotina sa glukozom bila je podloga sa najve¢im prinosom lignolitickih enzima,
zadovoljavajuc¢im prinosom hemicelulolitickih enzima i znatno manjom proizvodnjom
celulolitickih enzima na kraju uzgoja. U 18. danu uzgoja lakazna aktivnost bila je 0,657
U/mL, mangan peroksidazna aktivnost 0,073 U/mL, ksilanazna aktivhost 1,635 U/mL,
arabinazna aktivnost 0,689 U/mL, pektinazna aktivnost 1,635 U/mL, egzo glukanazna
aktivnost 0,082 U/mL i endo glukanazna aktivnost 0,098 U/mL.

Hranjiva podloga s dodatkom hrastovih strugotina (bez glukoze) inducirala je najvecu
proizvodnju hemicelulolitickih i celulolitickih enzima sa puno manjom indukcijom lignolitickih
enzima u usporedbi sa podlogom sa kombiniranim izvorom ugljika hrasta i glukoze. U 18.
danu uzgoja lakazna aktivnost iznosila je 0,140 U/mL, mangan peroksidazna aktivnost
iznosila je 0,075 U/mL, ksilanazna aktivnost iznosila je 2,452 U/mL, arabinazna aktivhost
iznosila je 0,546 U/mL i pektinazna aktivnost iznosila je 0,409 U/mL. Celuloliticka aktivnost je
i dalje znacajno manja od hemicelulolitickih aktivnosti, ali je puno veca nego kod podloge sa
hrastom i glukozom. U 18. danu uzgoja dobivena egzoglukanazana aktivnost iznosila je
0,207 U/mL i endoglukanaza aktivnost iznosila je 0,147 U/mL.

Dobivena maksimalna ksilanazna aktivnost kod naseg mjerenja je za duplo manja
nego kod istrazivanja Irbe i sur. 2014, gdje su koriStene pSenicne mekinje kao izvor ugljika
te je time, u submerznom uzgoju, dobivena ksilanazna aktivnost iznosila 5,2 U/mL u 21.
danu uzgoja. Veca dobivena ksilanazna aktivnost kod Irbe i sur. 2014. moZze biti zbog vrste i
koncentracije koriStenog izvora ugljika (40g/L), duljem trajanju uzgoja, samom soju 7.
versicolor (koristio se soj CTB 863A), dodatku ekstrakta kvasca koji sluze kao izvor faktora
rasta ili u inokulumu koji se dodao u podlogu u obliku homogenizirane suspenzije (Irbe i sur.
2014.), a ne u obliku agar diskova kao u nasem istrazivanju.

Hrast se pokazao kao dobar induktor sinteze hemicelulolitickih i lignolitickih enzima,
stoga bi podloga sa dodatkom hrsta bila pogodna za proizvodnju enzimskih otopina sirovih
ekstrakta i primjeni u uklanjanju lignina i hemiceluloze kako bi se obavio predtretman
lignoceluloze. Koristena istrazivana gljiva koristi hrast kao izvor ugljika bez potrebe za
glukozom za primarni rast. Posto je proizvodnja mnogih enzima direktno povezana sa rastom
biomase, dodatak glukoze u podlogu, kao izvor lako asimilirajuceg ugljika, ubrzao bi sintezu

biomase a i time proizvodnju enzima.
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Proizvodnja ekstracelularnih enzima mogla bi se dalje optimirati sa pove¢avanjem
udjela hrasta u odnosu na glukozu, umjesto da se koriste u ekvivalentnom masenom odnosu
kao za ovo istrazivanje. Moguce je da bi doslo do manje potrebe za glukozom, skupim
supstratom, Sto bi bilo dobro za ekonomicnost sinteze enzima. Takoder, bilo bi korisno
ponoviti istrazivanje sa duljim trajanjem uzgoja i praéenjem aktivnosti celulaza i hemicelulaza
kroz cijeli proces uzgoja zbog mogucénosti vece sinteze ksilanaza kao i ostalih enzima u

kombiniranoj hranjivoj podlozi sa glukozom i hrastom kao izvorom ugljika.
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5. ZAKLJUCCI

1. Hrast se u istrazivanju pokazao kao dobar induktor proizvodnje lignolitickih i
hemicelulolitickih enzima dok nije bilo znacajne indukcije sinteze celulolitickih enzima.
Tako dobiveni enzimi mogli bi se koristiti za predtretman lignoceluloznih sirovina pri
¢emu bi se uklonili lignin i hemiceluloza, ostavljajuci time nerazgradenu celulozu.

2. U tekucoj hranjivoj podlozi sa kombiniranim izvorom ugljika, hrastom i glukozom,
tijekom sarznog uzgoja proizveden je najoptimalniji omjer lignolitickih i
hemicelulolitickih enzima. U 18. danu uzgoja najznacajnije dobivene enzimske
aktivnosti su lakazna aktivnost koja iznosila je 0,658 U/mL, mangan peroksidazna
aktivnost iznosila je 0,073U/mL, ksilanazna aktivhost iznosila je 1,635 U/mL,
pektinazna aktivnosti iznosila je 0,503 U/mL i arabninazna aktivnost iznosila je 0,689
U/mL.

3. U tekucoj hranjivoj podlozi sa hrastom kao jedini izvor ugljika izmjerena je najvisa
aktivnost hemicelulolitickih i celulolitickih enzima tijekom 18. dana uzgoja. Ksilanazna
aktivnst iznosila je 2,452 U/mL, pektinazna aktivnost iznosila je 0,409 U/mL, egzo
glukanazna aktivnost iznosila je 0,207 U/mL i endo glukanazna aktivnost iznosila je
0,147 U/mL.

4. Povecavanjem koncentracije hrasta u odnosu na glukozu kod uzgoja u podlozi sa
kombiniranim izvorom ugljika, mogao bi se dalje optimirati proces kako bi se
poboljsala sinteza ksilana i koristilo manje glukoze za uzgoj, Sto bi pridonijelo

ekonomicnosti procesa.
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7.PRILOZI

7.1. Bazdarni pravac za bradfordovu metodu mjerenja koncentacije proteina
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Slika 9. Bazdarni pravac za Bradfordovu metodu odredivanja koncentracije proteina

7.2. Bazdardni pravci za DNSA metodu po pojedinom supstratu
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Slika 10. Bazdarni pravac za ksilozu
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Slika 11. Bazdarni pravac za glukozu
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Slika 12. Bazdarni pravac za arabinozu
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Slika 13. Bazdarni pravac za galakturonsku kiselinu



Slika 14. Makroskopski izgled gljive 7. versicolor na kraju uzgoja u razli¢itim hranjivim
podlogama: glukoza (A i B), lipa (Ci D), hrast (E i F), lipa i glukoza (G i H), hrast i glukoza (I
iJ)



Zadnia stranica zavrsnog rada

Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden.

ime i prezime studenta
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