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1. UvOD

Razlicite vrste plijesni i bakterija koje nalazimo u prirodi sintetiziraju multienzimski
kompleks celulaza odgovornih za reakciju hidrolize celuloze do fermentabilnih Secera.
Najvise istraZena plijesan za proizvodnju celulolitickih enzima je Trichoderma reesei koja se
pokazala dobrim producentom, ¢ijim se uzgojem postizu visoke celulolicke aktivnosti
(Kubicek i sur., 1990). Celuloliticki kompleks ¢ine tri vrste hidrolitickih enzima razlicite
supstratne specificnosti: endoglukanaza (E.C.3.2.14), egzoglukanaza (E.C.3.2.1.91) i1 B-
glukozidaza (E.C.3.2.1.21) (Sharada i sur., 2013). U proizvodnji celulolitickih enzima s

plijesni primjenjuju se dvije tehnike uzgoja, submerzni uzgoj i povrsinski uzgoj.

Primjena celulolitickih enzima je viSestruka, od tekstilne industrije do proizvodnje
detergenata za pranje rublja, industrije papira i farmaceutske industrije (Kubicek i sur., 1990).
Najveca pozornost usmjerena je na proizvodnju biogoriva. Naime, porast industrijske
proizvodnje 1 demografska ekspanzija prouzrocili su povecanje energetskih potreba u svijetu 1
potragu za alternativnim izvorima energije koje mogu zamijeniti fosilna goriva (plin, nafta,

ugljen) i koji su jeftiniji, ekoloski prihvatljivi i obnovljivi.

Kukuruzni oklasak je lignocelulozna sirovina koja, iako se smatra otpadom, sadrzi
visoke udjele celuloze i hemiceluloze te predstavlja visokovrijednu i jeftinu sirovinu za
proizvodnju celuloliti¢kih enzima. Kukuruzni oklasak se razgraduje predobradom i hidrolizira
celulolitickim enzimima u jednostavnije fermentabilne Sec¢ere koji mogu posluziti kao izvor

ugljika za rast mikroorganizama i sintezu proizvoda, npr. bioetanol.

Cilj ovog rada je optimirati sastav ¢vrste i polucvrste podloge za Sarzni uzgoj plijesni
T. reesei i odrediti optimalno vrijeme uzgoja za postizanje maksimalne celuloliticke
aktivnosti. Nadalje, drugi cilj ovog rada je istraziti u¢inak Tweena 80 na brzinu enzimske
hidrolize strukturnih ugljikohidrata u predobradenom kukuruznom oklasku te ucinak na

prinos monosaharida (glukoza i ksiloza).




2. TEORIJSKI DIO

2. 1. Lignocelulozna sirovina — sirovina za proizvodnju goriva druge generacije
Lignocelulozna sirovina koristi se kao sirovina za proizvodnju druge generacije
biogoriva. Za razliku od sirovina na bazi $ecera i Skroba (sirovine za proizvodnju goriva prve
generacije), za koje treba osigurati odgovarajue uvjete poljoprivredne proizvodnje,
lignocelulozna biomasa ne zahtjeva ekstenzivnu pripremu zemlje za proizvodnju. Takoder, ne
konkurira proizvodnji hrane i nije ¢imbenik u oscilaciji cijene prehrambenih proizvoda na
trziStu (Sanchez 1 Cardona, 2008). Iako je znacajno jeftinija od Secernih 1 Skrobnih sirovina,
koristenje lignocelulozne sirovine u proizvodnji biogoriva zahtjeva predhodnu predobradu
ove sirovine zbog slozenog kemijskog sastava i strukture. Zbog visokih troskova proizvodnje,
druga generacija biogoriva jos$ uvijek nije komercijalizirana, ali neke zemlje u velikoj mjeri
ulazu u njihovo istrazivanje i razvoj. Biogoriva koja se proizvode iz obnovljivih
lignoceluloznih izvora pruzaju nekoliko pogodnosti: niZe cijene sirovina, povecanje
raspolozivih obradivih povrSina predvidenih za poljoprivredne usjeve namijenjene prehrani
ljudi i Zivotinja, manji utrosak fosilnih goriva (Semencenko i sur., 2011). Lignocelulozne
sirovine obuhvacaju poljoprivredne ostatke (otpaci Secerne trske, kukuruzovina, kukuruzni
oklasak, slama pSenice, rize i je¢ma, koStice maslina), drvo (jasika, topola, omorika, smrca),
celulozni otpad (stari papir, kasa recikliranog papira), biljnu biomasu (lucerna i ostalo krmno

bilje) te ¢vrst komunalni otpad (Sanchez i Cardona, 2008).

2.1.1. Sastav lignocelulozne sirovine

Lignocelulozna sirovina sastoji se od celuloze, hemiceluloze i lignina. Udio tih
komponenti u biomasi razlikuje se ovisno o vrsti sirovine. Za razliku od lignina, celuloza i
hemiceluloza imaju moguénost hidrolize do fermentabilnih Se¢era (Walker, 2010). Celulozne
niti su medusobno priljubljene i okruzuju stanice u pravilnim paralelnim strukturama ili
mrezastim slojevima. U stani¢noj stijenci lignocelulozne sirovine, lignin s hemicelulozom
tvori ¢vrst matriks u koji su ugradene celulozne niti (slika 1a). Na taj nacin je cjeloukupna
struktura stani¢ne stijenke ojacana i €ini strukturu tesko razgradivu bioloskim, fizikalnim ili
kemijskim metodama. Lignin, hemiceluloza i celuloza povezani su esterskim, eterskim i
glikozidnim vezama. U usporedbi s esterskim vezama izmedu lignina i polisaharida, eterske
veze su stabilnije i ¢ine lignin izuzetno otpornim prema kemijskoj i enzimskoj razgradnji.

Mnoge gljive i aktinomicete mogu u potpunosti razgraditi lignoceluloznu sirovinu.




L/
. 'u..'-:q.."":‘

a)
)
s
¥
- OH
t ~
[ :
-
] LIGNIN
A OH
'J'.‘
= .
1
0O
r ) \
\
CH,OH | 0 OH \n
2 OH OT.\ g
OH ° O | -0
RN OH | OH  LemiceLuroza
L OH Jn
CELULOZA
b)
OH OH OH
_0 0 .
Z Z Z
HO HO HO
p-kumaril alkohol koniferil alkohol sinapil alkohol
Slika 1. (a) struktura lignoceluloze; (b) fenolni alkoholi lignina (prema Liu i sur., 2015)

2.1.1.1. Celuloza
od molekula B-D-glukoze linearno povezanih (1,4)-glikozidnim vezama. Broj jedinica

Celuloza ¢ini 40 — 50 % suhe tvari drveta (slika 1a). To je homopolisaharid sastavljen
glukoze u lancu krece se oko 14 000 jedinica. Nativna celuloza pretezito je kristalicne

strukture bez medumolekulskih Supljina zbog mnogobrojnih vodikovih veza izmedu




celuloznih lanaca gdje svaka monomerna jedinica (B-D-glukoza) formira dvije vodikove veze.
Procesom predobrade smanjuje se stupanj kristali¢nosti celuloze i povecava udio amorfne

celuloze koja je najpogodnija za enzimsku hidrolizu (Demirbas, 2005).

2.1.1.2. Hemiceluloza

Hemiceluloza pripada grupi heteropolisaharida te ¢ini 20 — 40 % suhe tvari drveta.
Sastoji se od Secera pentoza (ksiloza i arabinoza), heksoza (glukoza, galaktoza, manoza) i
malih koli¢ina glukuronske, metilglukuronske i1 galakturonske kiseline. Stupanj polimerizacije
ve¢ine hemiceluloza je oko 200. Strukturna formula hemiceluloze prikazana je na slici 1la.

Celuloza i hemiceluloza nisu topljive u vodi (Demirbas, 2005).

2.1.1.3. Lignin

Lignin je kompleksna makromolekula gradena od tri umrezena fenolna alkohola: p-
kumaril alkohol, koniferil alkohol i sinapil alkohol (slika 1b). Pripadaju skupini
fenilpropanoida, koji na fenolnoj jezgri sadrze boc¢ni lanac od 3 C atoma. Najzastupljeniji
monomer je koniferil alkohol. Lignin fizicki Stiti strukturne polisaharide lignocelulozne
sirovine od enzimske razgradnje tvore¢i zaStitni polimerni sloj oko lanaca celuloze i
hemiceluloze (slika 1a). Udio lignina u suhoj tvari drveta je 10 — 25 %. Vrlo je razgranata

molekula 1 ¢ini kljuénu komponentu stani¢ne stijenke (Juha'z 1 sur., 2005).

2.2. Celulaze

Celulaze pripadaju skupini hidrolitickih enzima odgovornih za razgradnju celuloze.
Celuloliticke enzime (celulaze) proizvode neke bakterije i plijesni (Lynd i sur., 2002), ali i
organizmi koji pripadaju carstvu Animalia kao $to su kukci, $koljke, nematode (oblici) te
protozoe (Watanabe i Tokuda, 2001). Celulaze kataliziraju reakciju cijepanja p-1,4 glikozidne
veze u celulozi uz prisustvo molekule vode. Aerobni mikroorganizmi proizvode celuloliticke
enzime razlicite supstratne specifi¢nosti koji sinergijskim djelovanjem hidroliziraju celulozu
do glukoze. Plijesan Trichoderma reesei zahvaljuju¢i svojim hifama prodire u strukturu
lignocelulozne sirovine ¢ime omogucuje ucinkovitu razgradnju celuloze celulolitiCkim
enzimima duboko ispod povrSine lignocelulozne sirovine. Ovi celuloliti¢ki enzimi ne
formiraju stabilne visokomolekularne komplekse ve¢ se ponasaju kao slobodni enzimi. Takav
sustav enzima naziva se jednostavni celuloliticki sustav (engl. Free-Enzyme System). Vecina
dosadasnjih istrazivanja jednostavnih sustava slobodnih enzima bazira se na istrazivanju ovih
aerobnih i mezofilnih plijesni: T. reesei (Schuster i Schmoll, 2010), Humicola insolens
(Schiilein, 1997) i Phanerochaete chrysosporium (Broda i sur., 1994). Industrijski sojevi T.




reesei su vrlo ucinkoviti proizvodai enzima, prvenstveno celulaza, §to je glavni razlog
dominacije tih enzima na svjetskom trzistu celulaza. Genomska sekvenca plijesni T. reesei
prvi je put objavljena 2008. godine. Otkriveno je da je raznovrsnost enzima koji razgraduju
stani¢nu stijenku plijesni T. reesei uvelike smanjena u usporedbi s ostalim plijesnima koje
razgraduju ugljikohidrate (Martinez 1 sur., 2008). Genom ove plijesni sadrzi 26 gena koji
kodiraju za celulaze ili hemicelulaze, dok primjerice genom Magnaporthe grisea sadrzi 74
takvih gena (Martinez i sur., 2008).

Za razliku od aerobnih mikroorganizama, anaerobne bakterije imaju razvijene
kompleksne enzimske sustave nazvani celulosomi. Sinergijom razli¢itih celulaza vezanih na
celulosomu postize se velika celuloliticka aktivnost (Lynd i sur., 2002). Hidroliti¢ke bakterije
u prisustvu celuloznih supstrata, sintetiziraju celulosome koji su smjeSteni s vanjske strane
stani¢ne stijenke (Lynd i sur., 2002). NajviSe istrazen kompleksni celulazni sustav je

celulosom anaerobne bakterije Clostridium thermocellum (Bayer i sur., 2004).

2.2.1. Uloga otvorenog sustava u degradaciji celuloze

lako je celuloza homopolimer (nastala povezivanjem velikog broja molekula glukoze),
za njezinu razgradnju do glukoze potrebno je djelovanje viSe celulolitickih enzima razlicite
supstratne specificnosti. Klasi¢ni model koji opisuje djelovanje otvorenog enzimskog sustava

ukljucuje tri vrste hidroliti€¢kih enzima razlicite supstratne specificnosti:

1. endoglukanaze (endo-p-1,4-glukanaza, endo-p-1,4-D-glukan-4-glukanohidrolaza ili EG,
E.C.3.2.14);

2. egzoglukanaze ili celobiohidrolaze (egzo-B-1,4-D-glukan-4-celobiohidrolaza ili CBH,
E.C.3.2.1.91);

3. celobioze ili B-glukozidaze (B-D-glukozid glukohidrolaza ili BG, E.C.3.2.1.21)
(Sharada i sur., 2013).
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Slika 2. Model razgradnje celuloze (prema Duttaa i Wu, 2014)

Djelujuéi sinergijski, ove tri vrste enzima hidroliziraju celulozu do glukoze (slika 2).
Celobiohidrolaza ili egzoglukanaza (CBH) cijepa celulozne lance oslobadajuci celobiozu kao
glavni produkt (Teeri i Koivula, 1995). Endoglukanaze (EG) nasumi¢no hidroliziraju -1,4
glikozidnu vezu izmedu molekula glukoze unutar celuloznih lanaca smanjujuéi stupanj
polimerizacije lanaca. Pri tome nastaju nova mjesta za vezanje celobiohidrolaza koje
odcjepljuju celobiozne jedinice (Kleman-Leyer i sur, 1996). Nadalje, uloga -glukozidaze je
razgradnja nastalih celooligomera, celobioze i celotetraoze, u glukozu. Egzoglukanaza je
podloZna inhibiciji celobiozom (produkt) ¢ime se smanjuje ukupna brzina hidrolize celuloze.
Sinergijskim djelovanjem mnogobrojnih enzima rezultira veCom razinom razgradnje celuloze
nego razgradnja pojedinim celulolitickim enzimima. Dosad je razjasnjen sinergijski
mehanizam izmedu endoglukanaza i celobiohidrolaza kao §to su TrCel7A (CBHI) i TrCeL5A
(EGII) i dva razli¢ita tipa celobiohidrolaza, TrCeL7A (CBHI) i TrCel6 A (CBHII).

Za razliku od ostalih hidrolitickih enzima, celulaze imaju sposobnost hidrolize
netopivog supstrata. Celobiohidrolaze 1 endoglukanaze sadrze celuloza vezuju¢u domenu
(engl. cellulose-binding module, CBM), pomoc¢u koje se ovi enzimi vezu za supstrat
(celuloza) (slika 3). Uloga CBM domene nije kataliticka ve¢ sluzi isklju¢ivo vezanju celuloze
za supstrat. Pretpostavlja se da CBM pomocu hipotetiCkog proteina (pricvrséen peptid —
vezuju¢i protein na vezivnoj domeni) mijenja strukturu celulaze. Razli¢ite CBM domene

iniciraju hidrolizu celuloze s celulazama (Kristensen, 2009).
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Slika 3. Mehanizam djelovanja celobiohidrolaza (Iveti¢ i Antov, 2013)

2.2.2. Plijesan Trichoderma sp. kao potencijalni kandidat za proizvodnju celulaza
Filamentozne gljive (plijesni) roda Trichoderma su aseksualni saprofiti ¢ije je staniSte
tlo. Njihov teleomorfni stadij pripada redu Hypocreales, porodici Hypocreaceae.
Trichoderma sp. se prvi put spominje 1794. godine kada je Persoon opisuje kao zelenu
plijesan koja raste na granama i sliénim supstratima te imenuje Cetiri vrste plijesni unutar tog
roda. Kasnije se pokazalo da je samo jedna od tih vrsta, T. viride, pripadala rodu
Trichoderma. Dugo se smatralo da postoji samo ta jedna vrsta unutar roda, dok Rifai 1969.
godine nije opisao 9 vrsta s obzirom na morfo-fizioloske karakteristike: sustav grananja
konidiofora, raspored fijalida te morfologiju konidija. Do 1990. godine je povecan broj
kriterija za klasifikaciju baziranu na spomenutim morfoloskim karakteristikama te je
predlozena nova podjela i klasifikacija plijesni Trichoderma sp. Ukljucene su i pojedine vrste
roda Gliocladium te je 27 vrsta klasificirano u pet rodova: Trichoderma, Pachibasium,
Saturnisporum, Longibrachiatum i Hypocreanum (Gams i Bissett, 1998). Razvojem
molekularno-bioloskih metoda baziranih na sekvenciranju DNA (Kindermann i sur., 1998) te
istrazivanja multigenske filogeneze (Kullnig-Gradinger i sur., 2002) i rodoslovne suglasnosti
filogenetskih vrsta (Taylor i sur., 2000) obavljena je revizija taksonomije. Zasnovane su nove
vrste te je do danas identificirano preko 100 filogenetski razliitih vrsta plijesni roda

Trichoderma.




Plijesni roda Trichoderma karakterizira antagonististi¢ki efekt prema velikom broju
fitopatogenih  organizama, sposobnost kompeticije za prostorom i hranjivima,
mikoparazitizam i antibioza (Kubicek i Penttila, 1998). Umrezene hife — micelij tvore
kolonije bijele boje koje nakon sporulacije poprimaju smaragdno zelenu boju. Konidiofore su
uspravne, piramidalno razgranate i na vrhu zavrSavaju jednom ili grupom fijalida. Fijalide su
medusobno postavljene pod kutem od 90°, Siroke su u sredini i suzene u osnovi i na vrhu. Na
vrhu fijalida nalaze se ovalne ili elipsoidne, zelene mikrokonidije dimenzije 3—5x 2 — 4 um.
Klamidospore su stanice loptastog oblika nastale iz micelija koje omogucuju prezivljavanje u

nepovoljnjim okoli$nim uvjetima (Seaby, 1989).

2.2.2.1. Plijesan Trichoderma reesei

Tijekom Drugog svjetskog rata plijesan T. reesei prouzrocila je velike Stete americkoj
vojsci u juznom Pacifiku. Ta je plijesan, tada klasificirana kao Trichoderma viride, u
povoljnim okoli$nim uvjetima rasla na pamuc¢noj odori, rublju i Satorima vojnika djelovanjem
celulolitickih enzima koje je proizvodila. Reese i Mandels su prvi istrazivali moguénosti
inhibicije aktivnosti celulaza, a poslije rata ovi su enzimi primjenjivani u industriji papira i za
proizvodnju biogoriva. Kasnije je ustanovljeno da je istrazivani izolat (QM6a) anamorf
(aseksualna forma) vrste Hypocrea jecorina i dodijeljeno mu je ime Trichoderma reesei u Cast
istrazivaca koji su ga proucavali. Plijesan T. reesei primjenjuje se u industriji za proizvodnju

celulolitickih i hemicelulolitickih enzima (Xu i sur., 2009).

T. reseei proizvodi dvije vrste celobiohidrolaza, Cel7A (CBHI) i Cel6A (CBHII) koje
odcjepljuju celobiozne jedinice s krajeva celuloznog lanca (CBHI s reduciraju¢eg i CBHII s
nereducirajuéeg kraja celuloznog lanca) (slika 2). Sadrzi oko pet razlicitih endoglukanaza (EG
I-V, ili Cel7B, Cel5A, Cell2A, Cel61A i Cel45A), odreden broj ksilanaza te jedan ili vise
enzima s f-ksilozidaznom aktivno$¢u (Rosgaard i sur., 2007). Iako proizvodi B-glukozidazu,
veci dio tog enzima ostaje vezan za micelij te se ne moze u dovoljnoj kolicini izdvojiti
tijekom industrijske proizvodnje celulaza (Rosgaard i sur., 2007). U cilju poboljSanja
proizvodnog soja, gen koji kodira za B-glukozidazu iz plijesni Aspergillus oryzae kloniran je u
proizvodni soj T. reesei (Merino i Cherry, 2007). Unato¢ pobolj$anju proizvodnog soja,
potrebno je celulolitiCkim enzimima proizvedenim pomocu T. reesei dodati B-glukozidazu i to
najéeSce proizvedenu s plijesni Aspergillus niger. Dodavanjem B-glukozidaze osigurava se
optimalno kataliticko djelovanje svih celulaza, smanjuju¢i inhibicijski u€inak celobioze na

celobiohidrolazu i endoglukanazu.




2.2.3. Regulacija sinteze celulaza

Celulaze su inducibilni (adaptivni) enzimi koji se sintetiziraju kada je u podlozi
prisutan njihov supstrat. Biosinteza celulaza regulirana je mehanizmima katabolicke represije
i aktivacije. Kod T. reesei, biosinteza celuloliti¢kih enzima potaknuta je samo prisutno$éu
celuloze 1 reprimirana je pojavom jednostavnih Secera (glukoza). Disaharid soforoza (D-
glukozido-2-D-glukoza) induktor je sinteze celulaza dobiven transglikozilacijskom aktivnoscu
bazalno eksprimirane B-glukozidaze. Celobioza, &-celobioza-1-5 lakton i ostali produkti
razgradnje celuloze takoder mogu biti induktori celulaza (Sukumaran i sur., 2005). Smatra se
da zapravo transglikozilacijom glukoze dolazi do represije celulaza $to uvelike nadjaca
indukciju i derepresiju celulaza. Promotorska regija celulaza posjeduju vezna mjesta za ugljik
katabolicki protein (CRE1) kao i mjesta vezanja transkripcijskih faktora ukljucujuéi aktivator
ekspresije celulaze, protein Il (ACEIII) (Sukumaran i sur., 2005).

2.3. Tehnike i parametri uzgoja mikroorganizama tijekom proizvodnje celulaza

Tijekom godina, proizvodnja celulolitickih enzima, znacajno je napredovala s
ekonomskog, ekoloskog i tehnoloskog aspekta. U proizvodnji celulaza primjenjuju se dvije
tehnike uzgoja mikroorganizama, dubinski tzv. submerzni uzgoj (engl. Submerged
Fermentation, SmF) i uzgoj na ¢vrstoj podlozi (engl. Solid State Fermentation, SSF). Kod
uzgoja na ¢vrstoj podlozi primjenjuju se ¢vrsti supstrati, kao Sto su pSeni¢ne mekinje i slama,
bagasa, kukuruzni oklasak, brasno (riza, pSenica, kasava), papirna pulpa, nusprodukti
prehrambene industrije i ostalo (Subramaniyam i Vimala, 2012). Te sirovine, iako smatrane
otpadom, bogate su hranjivim tvarima koje su potrebne za rast mikroorganizama i kao takve
predstavljaju jeftin supstrat. SSF nacin uzgoja je najprikladniji za uzgoj plijesni i ostalih
mikroorganizama koji ne zahtijevaju veliku koli¢inu vode za svoj rast. Voda se nalazi

apsorbirana ili vezana unutar ¢vrstog supstrata.

Medutim, za uzgoj mikroorganizama kojima je potrebna veca vlaznost, primjerice
bakterije, koristi se SmF uzgoj. SmF uzgoj podrazumijeva rast mikroorganizama na podlozi
koja sadrzi slobodnu vodu. Nakon $to je 1940. godine usavrSena submerzna tehnika uzgoja
plijesni, ovaj tip uzgoja u potpunosti je zamijenio SSF uzgoj u industrijskoj proizvodnji
(Pandey, 2003). lako se tradicionalno enzimi proizvode SmF tehnikom uzgoja, alternativa mu
je SSF koji se do danas o¢uvao i primjenjuje u drzavama Dalekog istoka. Proizvodi dobiveni
iz ¢vrstih 1 poluc¢vrstih supstrata kao §to su soja umak (shoyu) i sojina pasta (miso), koriste se
tisuama godinama u Kini, Japanu, Indoneziji. U Europi se ovim nacinom proizvode

delikatesni sirevi ili preraduje otpad u svrhu dobivanja komposta i bioplina.




Proizvodnja celulaza aeroban je proces koji se provodi u asepti¢nim uvjetima. Medij
za rast sadrzi sve potrebne nutrijente, soli, povrSinski aktivne tvari i induktore koji su potrebni
plijesnima za rast. Za proizvodnju celulaza potrebni su ioni metala, zeljezo, kobalt, bakar,
magnezij, kalcij, kalij 1 magnezij te amonijak kao izvor dusika. Izvor ugljika u podlozi
osigurava rast micelija i regulira biosintezu celulaza (Tsiklauri i sur., 1999). Mikrobna
kontaminacija, a time i znacajni proizvodni gubitci, mogu se izbjeci koriStenjem anibiotika i
sterilizacijom opreme i podloge prije inokulacije (Du i sur., 2012). Sterilizacija parom vrsi se
pri 121 °C oko 20 minuta. Lignocelulozni supstrat se usitnjava sjeckanjem i meljenjem kako
bi se smanjila veliCina Cestica te povecala povrSina supstrata dostupna za hidrolizu
celulazama. Takoder, najcesce se koriste razli¢ite tehnike predobrade lignocelulozne sirovine
kako bi se povecala dostupnost celuloze, odnosno hemiceluloze celulolitickim i
hemicelulolitickim enzimima. Najve¢e kompanije za proizvodnju celuloliti¢kih enzima su
Genencor International, Novozymes, DSM, Novo Nordisk, Rohm Finland (Jabasingh i
Nachiyar, 2011).

2.3.1. Usporedba SmF i SSF tehnike uzgoja

Postupci izdvajanja i prociS¢avanja celulaza nakon SSF uzgoja, jednostavniji su i
jeftiniji. Osnovne prednosti SSF uzgoja su: mala potreba za vodom, niska potroSnja energije,
smanjena koliina otpada, visoka produktivnost (2 — 3 puta veéa nego kod SmF), veca
koncentracija celulolitickih enzima (Zhuang, 2007). Kataboli¢ka represija 1 represija
produktom znacajno utjeCu na biosintezu celulaza u SmF procesu §to se reflektira na
isplativost procesa (Ryu i Mandels, 1980). Iskoristivost supstrata prilikom uzgoja na ¢vrstom
supstratu je 20 — 30 %, za razliku od maksimalne 5 % iskoristivosti kod submerznog uzgoja
(Pamment i sur., 1978). Kod SSF uzgoja priprema lignocelulozne sirovine kao podloge za
uzgoj je jednostavnija. U nesterilnim uvjetima manja je moguc¢nost kontaminacije stranim
mikroorganizmima zbog smanjenog udjela vode u podlozi. Smanjen udio vode omogucava
uzgoj u bioreaktoru manjih dimenzija §to smanjuje kapitalne troSkove proizvodnje. No, zbog
poveéane mogucénosti kontrole procesa (regulacija pH vrijednosti, temperatura, pO,) i
jednostavnijeg prevodenja procesa u vece mjerilo, veéina industrijskih celulaza se ipak
proizvodi submerznim nacinom uzgoja. Prinos proizvoda varira ovisno o koriStenom supstratu
te je stoga vazno izabrati odgovarajucu podlogu i pravilno optimirati uvjete uzgoja (Limayem
i Ricke, 2012).
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2.4. Enzimska hidroliza lignocelulozne sirovine

Cilj hidrolize lignocelulozne sirovine je proizvesti hidrolizat s veéim prinosom
fermentabilnih Secera (pentoze i heksoze). Celulozni i hemicelulozni polimeri hidroliziraju se
enzimima, kiselinama i luzinama pri ¢emu nastaju fermentabilni Seceri (Meyer 1 sur., 2009).
Prednost enzimske hidrolize pred kemijskom hidrolizom celuloze su blazi uvjeti u kojima se
provodi enzimska hidroliza: niza temperatura (40 — 50 °C), pH vrijednost 4 — 5 i atmosferski
tlak. Sama suspenzija u kojoj se odvija hidroliza niske je korozivnosti za opremu. Tijekom
enzimske hidrolize nastaje zanemariva koli¢ina inhibitora rasta mikroorganizama (Balat,
2011; Sarkar i sur., 2012). Nadalje, enzimskom hidrolizom postize se relativno visok prinos
reducirajucih Secera. Medutim, cijena samih enzima jo$ uvijek je visoka §to onemogucava da
bioetanol proizveden iz lignoceluloze bude konkurentan fosilnom gorivu ili bioetanolu
dobivenom iz Secernih ili Skrobnih sirovina. Razli¢iti ¢imbenici utje¢u na prinos produkata
hidrolize (Secera) dobivene iz lignoceluloze: temperatura, pH vrijednost, brzina mijeSanja,
koncentracija supstrata i enzima (Taherzadeh i Karimi, 2007). Sadrzaj lignina, dostupna
slobodna povrSina supstrata te kristalicnost celuloze klju¢ni su parametri koji utjeCu na
enzimsku hidrolizu. U praksi, lignocelulozna sirovina podvrgava se postupku predobrade u
cilju poboljSanja enzimske hidrolize. Postupci predobrade su: fizikalni (mehanicko
usitnjavanje, piroliza, radijacija), fizikalno — kemijski (ekspanzija pod utjecajem vodene pare,
predtretman toplom vodom, ekspanzivna dekompozicija u prisustvu CO, te ekspanzivna
dekompozicija u prisustvu amonijaka — AFEX), kemijski (Kkiselinska i alkalna hidroliza,
ozonoliza, vlazna oksidacija, organosolv, tretman razli¢itim otapalima) i bioloSki postupci
(gljive bijelog 1 smedeg truljenja). Predobradom lignocelulozne sirovine uklanja se lignin i

hemiceluloza, povecava poroznost sirovine, smanjuje kristali¢nost celuloze.

Enzimska hidroliza sastoji se od tri kljucna koraka: adsorpcija celulaze na povrSinu
celuloze, hidrolize celuloze do glukoze 1 desorpcije celulaze. Brzina kataliticke reakcije se
mijenja tijekom enzimske hidrolize. U kasnijim fazama hidrolize zaostaje kristali¢na celuloza.
Hidroliza kristalicne celuloze (enzimi celobiohidrolaze) znacajno je sporija od hidrolize
amorfne celuloze (enzimi endoglukanaze) (Lynd 1 sur., 2008). Iako su predloZeni brojni
kineticki modeli enzimske hidrolize, kinetika hidrolize nije razjasnjena Sto uvelike otezava
odredivanje optimalnih uvjeta enzimske hidrolize (Drissen 1 sur., 2007). Postoje¢i modeli
enzimske hidrolize celuloze uklju¢uju Michaelis-Menteninu kinetiku, koja je Ccesto
kombinirana s kinetikom adsorpcije i ukljucuju poseban ¢lan u jednadzbi tzv. dostupni

supstrat. Takoder, neki kineticki modeli definiraju inhibicijsko djelovanje celobioze 1 glukoze
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na celuloliticke enzime. Osnova svakog modela enzimske hidrolize celuloze je kontakt
enzima sa supstratom te nastajanje enzim — supstrat kompleksa kao meduprodukta reakcije

prije nego Sto dode do reakcije hidrolize supstrata u aktivnom mjestu enzima.

Ucinak inhibicije enzima pruduktima reakcije smanjuje se dodatkom vece koli¢ine
celulaza i B-glukozidaza te uklanjanjem nastalih fermentabilnih Secera ultrafiltracijom.
Provodenje istodobnog postupka osecerenja i fermentacije takoder smanjuje u¢inak inhibicije
produktima enzimske hidrolize. Vrste enzima i potrebne koncentracije te izbor odgovarajuc¢ih
procesnih parametara kljuéni su za postizanje visokog prinosa fermentabilnih Secera. Zbog
raznovrsnosti lignoceluloznih sirovina, vrsta enzima i njihovih koncentracija te odnosa u
kojima se mijeSaju, odgovaraju¢i procesni parametri za postizanje optimalne enzimske
aktivnosti te odredivanje koncentracije supstrata, za svaki se lignocelulozni supstrat trebaju

pojedinac¢no optimirati

2.5. Proizvodnja bioetanola iz lignoceluloznih sirovina

2.5.1. Fermentacija uz prethodno oSecerenje

U proizvodnji bioetanola najceS¢e Se primjenjuje postupak tzv. fermentacije uz
prethodno oSecerenje (engl. Separate Hydrolysis And Fermentation, SHF). Uzimajuci u obzir
da je optimalna temperatura enzimske hidrolize (40 — 50 °C) znatno visa od optimalne
temperature za rast mikroorganizma (32 °C za kvasac Saccharomyces cerevisiae), ovaj
postupak proizvodnje omogucuje provodenje oba koraka u optimalnim uvjetima. Nakon
postupka predobrade lignocelulozne sirovine, ¢vrsti dio (filtarski kolac€) sadrzi zaostali lignin 1
celulozu, dok filtrat uz razgradne produkte lignina sadrzi Secere uglavnom pentoze i nesto
heksoze. Cvrsti dio se hidrolizira do glukoze uz pomo¢ celulolitickih enzima, a zatim
dobiveni hidrolizat fermentira u bioetanol uz pomoc¢ odabranih sojeva kvasaca (Brethauer i

Wyman, 2010).

2.5.2. Istodobno osecerenje i fermentacija

Proizvodnjom bioetanola postupkom istodobnog oSecerenja i fermentacije (engl.
Simulatneous Saccharification and Fermentation, SSF) smanjuje se inhibicijski ucinak
produkata enzimske hidrolize (celobioze i glukoze) (Talebnia i sur., 2010). Naime, glukoza
koja nastaje hidrolizom celuloze, istodobno se trosi za rast kvasca 1 proizvodnju bioetanola
¢ime se njena koncentracija odrZava vrlo malom (slika 4). Prednost SSF u odnosu na SHF su:
veéi prinosi proizvoda, tj. koncentracije bioetanola, poveéana brzina enzimske hidrolize,

kra¢e vrijeme procesa, manji volumeni reaktora Sto omogucava jednostavnije vodenje
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bioprocesa i smanjenje kapitalnih troskova. Zahtjevi za sterilno$¢u su manji zbog vrlo male
koncentracije glukoze koja se odrzava tijekom procesa (Erdei i sur., 2013). Zbog vodenja
procesa kod temperatura znatno nizih (30 °C) od optimalne za celulaze (50 °C) smanjuje se
aktivnost enzima. Da bi se ostvarila zadovoljavaju¢a produktivnost procesa, potrebno je
dodatno povecati koli¢inu enzima ¢ime se znacajno povecavaju i troSkovi proizvodnje
bioetanola (Balat i sur., 2008). Postupak istodobnog oSecerenja i fermentacije traje 3 — 7 dana
uz 90 — 95 % konverziju i koncentraciju etanola 40 — 50 g L™ (Santek i sur., 2016). Umjesto
komercijalnih celulaza, hidroliza celuloze moze se provesti 1 primjenom neprociS¢ene

prevrele podloge na kojoj je rasla plijesan T. reesei.

S prethodna obrada
(C+H+L)
Cvrstafaza | tekuca faza
({C+L) (P+1) +
detoksikacija

U et I e T T e S
SSE SSCF !
proizvodnja ! hidroliza celuloze :
celulaza B e e e
: G P+l ki

1 -
© )| fermentacija fermentacija |
| heksoza CF pentoza i
I B e ey Erre—s)

csp
ELOH+L | EtOH+L
dehidracja bezvodni etanol
des[ilacija — stanola —_—
{ L
otpad obrada
-— ¥
nusproizvoda

Slika 4. Proizvodnja bioetanola iz lignocelulozne sirovine;
CF — kofermentacija; SSF — istodobna saharifikacija i fermentacija; SSCF — isto—
dobna saharifikacija i kofermentacija; CBP — konsolidirani bioprocesni sustav; C —
celuloza; H — hemiceluloza; L — lignin; Cel — celulaze; G — glukoza; P — pentoze; | —
inhibitor; EtOH — etanol (prema Cardona i Sanchez, 2007)
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2.5.3. Istodobno osecerenje 1 kofermentacija

U posljednje vrijeme sve se viSe koristi postupak istodobnog oSecerenja i
kofermentacije (engl. Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation, SSCF). Naime,
radi se o postupku istodobne hidrolize strukturnih ugljikohidrata do glukoze i ksiloze i njihove
kofermentacije u bioetanol u jednom bioreaktoru (Yu i sur., 2008) (slika 4). Navedeni je
postupak ekonomski isplativiji, ali ujedno i tehnoloski zahtjevniji od prethodno spomenutih.
Brojna istrazivanja provedena su u svrhu poboljsanja SSCF postupka. Naglasak se stavlja na
pomno odabranim mikroorganizmima (kvasci, plijesni) koji rastu u jednakim uvjetima
(temperatura bioprocesa, pH vrijednost podloge) ¢ime se suzava izbor mikroorganizama.
Najcesce koristena zdruzena kultura je kultura kvasaca Pichia stipitis (fermentira pentoze) i S.
cerevisiae (fermentira heksoze). Kao alternativa zdruzenim kulturama primjenjuju se

geneticki modificirani mikroorganizmi.

2.5.4. Konsolidirani sustav

Konsolidirani bioprocesni sustav (engl. Consolidated Bioprocessing, CBP) je
visokointegrirani proces proizvodnje bioetanola iz lignoceluloznih sirovina. U ovom postupku
proizvodnje bioetanola radni mikroorganizam proizvodi celuloliticke i hemiceluloliticke
enzime za hidrolizu strukturnih ugljikohidrata iz lignocelulozne sirovine, te prevodi
jednostavne Secere (glukozu i ksilozu) u etanol (slika 4). Svi navedeni procesi provode se
isodobno u jednom bioreaktoru (Talebnia i sur., 2010; Balat, 2011). lako bi ovaj proces bio
ekonomski najisplativiji, zasada nije dostupan mikroorganizam zadovoljavajucih fizioloSkih
karakteristika potrebnih za provodenje ovog tipa procesa. Zbog toga se primjenom genetickog
inZenjerstva nastoje poboljSati svojstva mikroorganizama koji su se pokazali u¢inkovitima u
proizvodnji celulaza 1 etanola. Pri tom se primjenjuju dva razli¢ita pristupa:
mikroorganizmima s zadovoljavaju¢om celulaznom aktivno$S¢u poboljSavaju  se
fermentacijska svojstva, a mikroorganizmima s zadovoljavaju¢im fermentacijskim
karakteristikama poboljSava celuloliticka i/ili hemiceluloliti¢ka aktivnost. Primjenom
genetickog inZenjerstva geni za celulaze i hemicelulaze eksprimirani su u rekombinantnim
sojevima bakterija E. coli, K. oxytoca i Z. mobilis, te u kvascu S. cerevisiae koji ima vrlo
veliku produktivnost za etanol. Takoder, primjenom geneti¢kog inZenjerstva termofilnoj
anaerobnoj bakteriji C. thermocellum je s visokom celulolitickom aktivnos¢u poboljsana

produktivnost za etanol.
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Konsolidirani bioprocesni sustav vrlo je interesantan s ekonomskog stajalista. Naime
smanjen je broj bioreaktora, pojednostavljen postupak proizvodnje, te se znacajno smanjuju

troSkovi za enzime.

Nedostaci su smanjeni prinosi krajnjeg produkta (bioetanol) uzrokovano formiranjem
laktata i acetata, niska tolerancija mikroorganizama na etanol i ogranien rast u

lignoceluloznom hidrolizatu (Zaldivar 1 sur., 2001).

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizam

KoriSteni radni mikroorganizam za proizvodnju celulaza je kultura plijesni
Trichoderma reesei iz zbirke organizama Deutche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig, Njemacka), soj QM 9414 (ATCC 26921, engl. American
Type Culture Collection). Kultura je ¢uvana u hladnjaku na +4 °C.

3.1.2. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

Za pripravu hranjive podloge koriStene su sirovine navedene u tablici 1. Kukuruzni
oklasak 1 pSeni¢ne mekinje usitnjavani su pomocu elektriénog mlinca. Prosje¢ni kemijski
sastav kukuruznog oklaska naveden je u tablici 2. Sve sirovine termicki su predobradene u

autoklavu na 121 °C (p = 1,5-2 bar) tijekom 20 min.

Tablica 1. Sirovine za pripremu hranjivih podloga

sirovina Cistoca proizvodac
kukuruzni za upotrebu u .
oklasak biotehnologiji okolica Ludbrega
psenicne konzumno Advent d.o.0, Pazin, Hrvatska
mekinje

za upotrebu u

biotehnologiji Carl Roth, Karsruhe, Austrija

kvas$cev ekstrakt

lukoza p.a. BD Becton, Dickinson and Company, New
] Jersey, USA
repi€ino ulje konzumno Zvijezda d.d., Zagreb, Hrvatska
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Tablica 2. Prosje¢ni udjeli strukturnih ugljikohidrata u kukuruznom oklasku (Sun i Cheng,

2002)
sastav glukan [%] ksilan [%] lignin [%0]
neobraden kukuruzni oklasak 39,08 37,67 20,34
kukuruzni oklasak obraden s 3 % NaOH 48,16 32,54 10,25
3.1.3. Kemikalije i enzimi
Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo koristenih kemikalija
kemikalija Cistoca proizvodac
za Sigma-Aldrich Co. (LLC),
2-merkaptoetanol elektroforezu SAD
3,5- dinitrosalicilna kiselina (DNS) p.a. Sigma-Aldrich Co. (LLC),
SAD
agar tehnicki Biolife Italiana S.r.1., Italija
o Sigma-Aldrich Co. (LLC),
0,
akrilamid 30 % SAD
amonijak p.a. Kemika d.d., Hrvatska
amonijev persulfat (APS) min. 99 % Fisher Chemical, SAD
za Sigma-Aldrich Co. (LLC),

boja brom-fenol plavo
boja Coomassie Brilliant Blue R-250

Bradford reagens

cinkov sulfat heptahidrat
citratna kiselina
diamonijev sulfat
etanol (96 %)
etilendiaminotetraoctena kiselina
(EDTA)

fenol

fosforna kiselina

elektroforezu

za
elektroforezu

p.a.

p.a.
p.a.

p.a.
p.a., 96 %

p.a.

p.a.

p.a., za HPLC
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SAD
Fischer Scientific, SAD
Sigma-Aldrich Co. (LLC),
SAD
Merck& Co., Inc., SAD
Kemika d.d., Hrvatska
Merck& Co., Inc., SAD
Kemika d.d., Hrvatska

Merck& Co., Inc., SAD

Sigma-Aldrich Co. (LLC),
SAD

Sigma-Aldrich Co. (LLC),
SAD




Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo koristenih kemikalija (nastavak)

kemikalija Cistoéa proizvodac
glicerol p.a. Kemika d.d., Hrvatska
glicin p.a. Fisher Chemical, SAD
glukoza monohidrat p.a. Merck& Co., Inc., SAD
kalcijev klorid dihidrat p.a. Kemika d.d., Hrvatska
kalij natrij tartarat p.a. Kemika d.d., Hrvatska
kalijev dihidrogen fosfat p.a. Kemika d.d., Hrvatska
kobalt klorid heksahidrat p.a. Merck& Co., Inc., SAD
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 99 % Acros Organics, Belgija
(TEMED)
natrijev dodecilsulfat (SDS) p'a"of/o98’5 Sigma-Aldrich Co. (LLC), SAD
natrijev hidroksid p.a. Kemika d.d., Hrvatska
natrijev sulfit p.a. Kemika d.d., Hrvatska
octena kiselina p.a. Kemika d.d., Hrvatska
polioksietilen sorbitan monooleat p.a. Sigma-Aldrich Co. (LLC), SAD
sulfatna kiselina p.a(;/,o96 CARLO ERBﬁ\a:?’jzagents S.AS,
trikloroctena kiselina (TCA) p.a. Ferak Berlin GmbH, Njemacka
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) p.a. Kemika d.d., Hrvatska
Tween 80® p.a. Merck& Co., Inc., SAD
zeljezov sulfat heptahidrat p.a. Kemika d.d., Hrvatska
magnezijev sulfat heptahidrat p.a. Kemika d.d., Hrvatska
manganov sulfat monohidrat p.a. Kemika d.d., Hrvatska
metanol p.a. Kemika d.d., Hrvatska
monohidrat limunske kiseline p.a. Merck& Co., Inc., SAD
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Tablica 4. Enzimski preparati koriSteni u istrazivanju

naziv opis proizvodac
celulaze iz plijesni T. Sigma-Aldrich Co.
Celluclast 1.51 reesei ATCC 26921 (LLC), SAD
enzimski preparat iz
. Aspergillus sp. koji sadrzi Novozymes®,
Viscozyme L arabanaze, celulaze, B-glukanaze, Danska
hemicelulaze i
ksilanaze
from Trif::re\:)lgtla??r?a reesei enzimski preparat iz T. reesei Sigma-Aldrich Co.
ATCC 26921 koji sadrzi liofilizirane (LLC), SAD
celulaze

3.1.4. Hranjive podloge za odrzavanje, Cuvanje i uzgoj plijesni
Cista kultura plijesni T. reesei uvana je i odrzavana na kosim agaroznim
podlogama. Predkultura je uzgojena u PD bujonu (krumpirov bujon) koji je osim

krumpirove podloge sadrzavao 20 g L™ glukoze i 8 g L™ kvas¢evog ekstrakta.

3.1.4.1. Hranjiva podloga za SSF uzgoj u tikvicama

Proizvodnja celuloliti¢kih enzima provedena je na ¢vrstoj podlozi s predobradenim
kukuruznim oklaskom kao izvorom ugljika i usitnjenim pSeni¢nim mekinjama kao izvorom
dusika. KoriSteno je 5 razli¢itih ¢vrstih hranjivih podloga (tablica 5) ovisno o sastavu i
koli¢ini &vrstog i tekuceg dijela (A, B, C, D, E i F). Cvrsti dio su ¢inili izvori ugljika i dusika,
a teku¢i dio biogeni elementi, mikroelementi i pomo¢ni faktori rasta (tablica 6). Pocetni udjeli
vode za SSF uzgoj bili su 70 % (A), 75 % (B), 70 % (C), 75 % (D) , 70 % (E) 70 % (F).

Tablica 5. Sastav hranjivih podloga koristenih za SSF uzgoj plijesni u tikvicama

sastojak / hranjiva podloga A B C D E F
predobraden kukuruzni oklasak [g] 5 5 35 35 35 -
neobraden kukuruzni oklasak [g] - - - - - 3,5
pSeni¢ne mekinje [g] - - 15 15 15 15
otopina soli [mL] 5 25 - - - -
voda [%] 700 7% 70 75 70 70
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Tablica 6. Sastav otopine soli

sastojak otopine soli masa [g] sastojak otopine soli masa [g]
kalijev dihidrogen fosfat 28,0 cinkov sulfat heptahidrat 19,6
diamonijev sulfat 19,6 kobaltov Kklorid 0,0028
urea 4.2 kvascev ekstrakt 7,0
magnezijev sulfat heptahidrat 4,2
kalcijev klorid 4,2
zeljezov sulfat heptahidrat 0,07

magnezijev sulfat heptahidrat 21,84

3.1.4.2. Hranjiva podloga za SmF uzgoj plijesni u tikvicama

Polu¢vrsta hranjiva podloga za SmF uzgoj plijesni T. reesei i proizvodnju
celulolitickih enzima sastojala se od 70 % kukuruznog oklaska, 30 % pSeni¢nih mekinja 1
otopine soli (tablica 8) kao glavnih sastojaka. U tablici 7 je prikazan sastav i koli¢ina razlicitih

podloga.

Tablica 7. Sastav hranjivih podloga koristenih za SmF uzgoj plijesni u tikvicama

sastojak / hranjiva podloga a b Cc d e f g
obraden kukuruzni oklasak [g L™] 14 9,8 - - - 21 21
neobraden kukuruzni oklasak [g L™] - - 14 20 21 - -
pSeni¢ne mekinje [g L™] - 4,2 6 - 9 9 9
otopina soli [mL] 200 200 200 - - - -

0,2 mL L™ otopine Tween 80 [mL] - - - 200 - - -
liofilizirane celulaze iz T. reesei [g L™] - - - - - 005 -
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Tablica 8. Sastav otopine soli i otopine elemenata u tragovima koriStene za SmF uzgoj

plijesni

sastojak otopine soli koncent_rlacua sastojak otopine elemenata koncent_rlacua
[gL7] [gL7]
kvaséev ekstrakt 5,0 zeljezov sulfat heptahidrat 5,0
kalijev dihidrogen 5,0 manganov sulfat monohidrat 1,6
fosfat
diamonijev sulfat 3,75 cinkov sulfat heptahidrat 1,4
magnezijev sulfat 03 kobaltov Klorid heksahidrat 0,2
heptahidrat
kalcijev klorid 03 etilendiaminotetraoctena 15.0
dihidrat ’ Kiselina (EDTA) ’
repicino ulje 0,5

0,2mL L™ otopine
Tween 80 [1g L™

1 mL L™ otopine
elemenata u
tragovima

3.1.4.3. Hranjiva podloga za uzgoj u bioreaktoru

Tekuca hranjiva podloga za uzgoj plijesni T. reesei i proizvodnju celulolitickih enzima
sastojala se od 35,3 g L™ lignocelulozne sirovine (70 % predobradenog kukuruznog oklaska,
30 % usitnjenih pSeni¢nih mekinja), 0,71 g L™ ulja repice, 0,2 mL L™ otopine Tween 80

koncentracije 1 g L™ i 0,06 g L™ enzimskog pripravka liofiliziranih celulaza iz T. reesei.
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3.1.4.4. Sastav podloge za enzimsku hidrolizu

Tablica 9. Sastav podloga za enzimsku hidrolizu kukuruznog oklaska ***

v =10 g L™ supstrata (glukan)

sadrzaj / broj tikvice 1 2 3 4 5 6 7 8
. -1
otopina Tween 80 [g L] 0o 1 2 4 6 12 20 0
-1
Celluclast 1.5L [0,38 mL g™] + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
kukuruzni oklasak o o o O o 0 0 n
citratni pufer
[ampicilin 100 mg L] o+ + + ++ 4
v =100 g L™ supstrata (sveukupna suha tvar)
sadrzaj tikvice / broj tikvice 9 10 11 12 13 14 15 16
. -1
otopina Tween 80 [g L] 0 1 2 4 6 12 20 0
Celluclast 1.5L [0,38 mL g*]
Viscozyme L [0,182 mL g-1] + + + + + + + 4
kukuruzni oklasak P o O o 0 0 n
citratni pufer
+ o+ + + + + + +

[ampicilin 100 mg L]

*n= neobraden kukuruzni oklasak; o = predobraden kukuruzni oklasak;

**+ = prisustvo enzimskog/ih pripravka, citratnog pufera.

3.1.5. Oprema i aparatura

3.1.5.1. Centrifuge

Za izolaciju celulolitickih enzima iz prevrele lignocelulozne podloge te za dodatno

proc¢iS¢avanje enzima koriStena je centrifuga Harrier 18/80 MSE (Sanyo, Velika Britanija).

Uzorci su centrifugirani u polipropilenskim kivetama s konusnim dnom od 15 mL i 50 mL

(Greiner Nio-One GmbH, Frickenhausen, Njemacka) i u polipropilenskim epruveticama od

1,5 mL (Eppendorf®, Hamburg, Njemacka).
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3.1.5.2. Bioreaktor s mijesalom
U ovom istrazivanju koriSten je bioreaktor s mijeSalom (Biostat MD, B. Braun,

Njemacka) volumena 2 L (slika 5).

Slika 5. Bioreaktor s mijeSalom (Biostat MD, B. Braun, Njemacka) (vlastita forografija)

Korisni volumen ovog bioreaktora je 1,7 L. Sterilizacija hranjive podloge vrSila se
zajedno s bioreaktorom u autoklavu. Bioreaktor je opremljen sustavom za regulaciju
temperature, korekciju pH vrijednosti i pra¢enje koncentracije otopljenog kisika. Na poklopcu
bioreaktora nalaze se otvori za prikljucak sustava inokulacije i dodatak hranjive podloge,
dodavanje kiseline i luZine te otvor za prikljucak filtera za ulazni zrak. Zrak ulazi u bioreaktor
kroz sterilni ulazni filter za zrak te iz njega izlazi kroz sterilni izlazni filter na izlaznom
cjevovodu bioreaktora. Pomocu staklenog zvonca, sterilno, izuzimani su uzorci za pracenje
tijeka bioprocesa. Protok zraka reguliran je pomoc¢u rotametra ovisno o pO, izmjerenim u
podlozi. Za korekciju pH vrijednosti koriStene su peristalticke pumpe kao sastavni dio mjerno

— regulacijskog sustava bioreaktora.

3.1.5.3. Spektrofotometar
Pomocéu UV/Vis spektrofotometra Cary 13E Varian (Australija) odredivane su
apsorbancije pri 595 nm za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

(poglavlje 3.2.7.2.) i apsorbancije pri 450 nm za odredivanje glukoze DNSA metodom
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(poglavlje 3.2.7.1.). Za tu svrhu koriStene su staklene kivete promjera 10 mm (Hellma Optik

GmbH, Jena, Njemacka). Kao referentna vrijednost uzeta je apsorbancija prema zraku.

3.1.5.4. Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC)

Koncentracija razli¢itih ugljikohidrata (glukoza, ksiloza i celobioza) u supernatantima
(tekuca faza) uzoraka izuzetih tijekom enzimske hidrolize (poglavlje 3.2.6.) odredena je
pomocu uredaja za kromatografiju Shimadzu CLASS-VP LC-10Ave (Shimadzu; Kyoto,
Japan) prikazanog na slici 6.

Slika 6. Shimadzu CLASS-VP LC-10Ap sustav za kromatografiju (Shimadzu, Kyoto, Japan)
(vlastita fotografija)

Uredaj se sastoji od crpke (LC-10ADVP), otplinjaca (DGU-14A), automatskog
uzorkivaca (SIL-10ADVP), uredaja za grijanje kolone (CTO-10AVP), analiticke kolone
(ionsko - izmjenjivacka kolona Supelcogel™ C-610H; 30 cm x 7,8 mm i.d., 9 pm; Sigma-
Aldrich Co. (LLC), St. Louis, SAD) s predkolonom (Supelcogel™ H; 5 cm x 4,6 mm i.d., 9
um; Sigma-Aldrich Co. (LLC), St. Louis, SAD), detektora indeksa loma (RID-10A), modula
za kontrolu sustava (SCL-10AVP) i ra¢unalnog programa za kromatografiju (CLASS-VP
v6.10).

3.1.5.5. Sustav za elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijevog dodecilsulfata
(SDS-PAGE)

Elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijevog dodecilsulfata (SDS-
PAGE) razdvojeni su proteini iz uzoraka dobivenih tijekom enzimske hidrolize
lignocelulozne sirovine (poglavlje 3.2.7.4.). Sustav za vertikalni SDS-PAGE (slika 7) sastoji
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se od izvora elektri¢ne energije (nanoPAC-300 mini; Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire,
Ujedinjeno Kraljestvo) i kadice za vertikalnu elektroforezu (omniPAGE CVS10D mini, 10 x
10 cm Sirine, 2 seta staklenih plocica, razmaknice 1 mm debljine, 2 x 12 uzoraka, ¢eslji¢i

debljine 1 mm; Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire, Ujedinjeno Kraljestvo) (slika 7).

Slika 7. Sustav za SDS-PAGE (Cleaver Scientific Ltd, Warwickshire, Ujedinjeno Kraljestvo)
(vlastita fotografija)

3.1.5.6. Ostala oprema i aparatura

U tablici 10 prikazan je popis opreme 1 aparature s proizvoda¢em koja je koriStena u
ovom istrazivanju. Takoder, ostala oprema podrazumijeva osnovni laboratorijski pribor,
stakleno posude i Erlenmayerove tikvice, Biichnerov lijevak, plamenici, hladnjak i zamrzivac

za Cuvanje kemikalija (+4 °C) i uzoraka (-20 °C). KoriSteno je osobno racunalo s

programskim paketom Windows 10 Professional.
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Tablica 10. Ostala oprema i aparatura

oprema proizvodac
laboratorijska Certomat RM, B. Braun Biotech International, Santorius Group,
tresilica Goettingen, Njemacka
autoklav Sutjeska, Beograd, Jugoslavija
susionik Instrumentaria ST-50, Zagreb, Hrvatska
m"?‘.grlﬂ?ka Cimarec™, Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, SAD
mijesalica

homogenizator

kupelj
peristalticke pumpe

pH metar
tehnicka vaga
analiticka vaga

mikroskop

3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema inokuluma

Tehtnica EV-100, Zelezniki, Slovenija
Sutjeska, Beograd, Jugoslavija

Chemap Ag, Uster, Svicarska
Ismatec, Glattbrugg, Svicarska

Metrohm AG, Zofingen, Svicarska
Tehtnica ET-1211, Zelezniki, Slovenija
Santorius, Gottingen, Njemacka

Olympus CH20, Tokyo, Japan

3.2.1.1. Priprema kulture plijesni T. reesei uzgojene na kosom agaru

Kultura plijesni T. reesei je uzgojena na kosoj hranjivoj podlozi u epruvetama i
Rouxovoj bocici tijekom dva tjedna na temperaturi od 28 °C. Spore plijesni sastrugane su s

povrsine podloge, resuspendirane uz dodatak otopine Tween 80 (1 g L™ i profiltrirane kroz

gazu. Spore su cuvane u hladnjaku na +4 °C.

3.2.1.2. Priprema predkulture plijesni T. reesei

U Erlenmayerove tikvice od 100 mL (3x) (slika 8) i 500 mL (2x) u kojima se nalazilo
20 mL odnosno 100 mL PD podloge (prethodno sterilizirane i ohladene) nacijepljena je Cista
kultura T. reesei uzgojene na kosoj hranjivoj podlozi. Podloga je nacijepljena s 3x10° spora/g

izvora ugljika. Kultura je uzgajana na tresilici pri 180 o min™, na temperaturi od 30 °C i pH

vrijednosti 4,5 tijekom 2 dana.
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Slika 8. Predkultura T. reesei uzgojena u PD bujonu (vlastita fotografija)

3.2.2. Priprema lignocelulozne sirovine

Kukuruzni oklasak usitnjen je u drobilici za vrtni otpad, a zatim u reznom mlinu.
Dimenzija usitnjenih Cestica (99,35 %) prema granulometrijskoj analizi bila je manja od 1
mm, od ¢ega je 69,5 % cestica imalo dimenziju 0,5-1 mm (Les$i¢, 2014). PSeni¢ne mekinje

usitnjene su u elektricnom mlincu.

3.2.2.1. Predobrada kukuruznog oklaska natrijevom luzinom

Prethodno usitnjen kukuruzni oklasak pomijesan je s 3 %-tnom natrijevom luZinom uz
omjer luZine i suhe tvari kukuruznog oklaska (engl. liquid to solid ratio, LSR) 8:1 mL g, te
su kuhani 30 min pri temperaturi od 121 °C u autoklavu (slika 9). Vruéa smjesa predobradene
lignocelulozne sirovine filtrirana je preko Biichnerovog lijevka, a zatim je filtarski kolac
ispran s vodom u vise naljeva do postizanja neutralne pH vrijednosti, osusen pri 50 °C do

otprilike 5 % vlage, zamrznut i kasnije koriSten za pripravu hranjivih podloga.

Slika 9. Kukuruzni oklasak tijekom alkalne hidrolize: (a) neobraden kukuruzni oklasak; (b)

izgled tijekom hidrolize; (c) predobraden kukuruzni oklasak (vlastita fotografija)
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3.2.3. Priprema podloga za SSF uzgoj i proizvodnju celulolitickih enzima

Sarzni uzgoj plijesni T. reesei proveden je na 6 razli¢itih hranjivih podloga za rast i
proizvodnju celulolitickih enzima u Erlenmeyerovim tikvicama od 500 mL. Tikvice s
hranjivim podlogama A, B, C, D, E i F i 15 tikvica istog sastava hranjive podloge F (tablica 5)
sterilizirane su u autoklavu pri 121 °C tijekom 20 min i tlaku od 1,5 — 2 bar. Hranjive podloge
nacijepljene su s &istom kulturom plijesni uzgojene na kosom agaru i to s 3x10° spora g™
izvora ugljika. Koncentracija spora i volumen za nacjepljivanje odredeni su brojanjem spora u
Thomaovoj komorici. Sarzni uzgoj i proizvodnja celulolitickih enzima provedena je u
inkubatoru pri 28 °C uz stalnu kontrolu sadrZaja vlage, pri aerobnim uvjetima i pH vrijednosti
4,5, odnosno 5,8 (podloga E). Vrijeme uzgoja na hranjivim podlogama A, B, C, D, Ei F
iznosilo je 31 dan pri ¢emu se uzorak izuzimao posljednjeg dana. Takoder, pripremljeno je 15
tikvica podloge F pri ¢emu se svakih 1-2 dana tijekom 35 dana uzgoja izuzimala po jedna

tikvica.

Pracen je udio vode u podlozi tijekom uzgoja pri ¢emu se vrSilo vaganje tikvica s
hranjivom podlogom prije i nakon uzgoja. Nakon izuzimanja tikvica, u prevrelu podlogu je
dodano 50 ml otopine Tween 80 koncentracije 1 g L™. Tikvice su stavljene na tresilicu pri 150
o min kroz pola sata. Izdvojena prevrela podloga centrifugirana je pri 4 500 o min™ 10 min,
a zaostali talog zajedno s tikvicom spremio na -20 °C. Nakon odvajanja supernatanta iz
prevrele podloge, u supernatantu je odredena celulolitiCka aktivnost primjenom DNSA

metode (poglavlje 3.2.7.1.).

3.2.4. Priprema podloga za SmF uzgoj i1 proizvodnju celulolitickih enzima

Na tresilici je proveden SarZni uzgoj sa 7 razli€itih hranjivih podloga (a, b, c, d, e, f, g)
prema gore prikazanim sastavu (tablica 7). U Erlenmayerove tikvice od 500 mL dodano je
200 mL hranjive podloge, nakog ¢ega su tikvice sterilizirane u autoklavu pri 121 °C kroz 20
min i tlaku od 1,5 — 2 bar. Nakon hladenja, hranjive podloge a, b, ¢, d inokulirane su s ¢istom
kulturom plijesni T. reesei. Brojanjem spora u Thomaovoj komorici odredena je koncentracija
spora i odreden volumen za nacjepljivanje hranjivih podloga. Hranjive podloge nacijepljene
su s 3x10° spora/g izvora ugljika. Hranjive podloge e, f i g inokulirane su s predkulturom
plijesni T. reesei uzgojene na PD podlozi (poglavlje 3.1.4.). SmF uzgoj je proveden pri
temperaturi od 28 °C i 150 o min™ u aerobnim uvjetima, u trajanju 11 — 14 dana. Uzorkovanje
se vriilo svakih 2 — 3 dana. Prevrela podloga centrifugirana je pri 4 500 o min™ kroz 10 min.

Izdvojen talog je sadrzavao nehidrolizirani lignocelulozni supstrat i biomasu plijesni. U
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supernatantu je odredena koncentracija glukoze, odnosno celuloliticka aktivnost primjenom

DNSA metode.

3.2.5. Provedba Sarznog procesa proizvodnje celuloliti¢kih enzima u laboratorijskom
bioreaktoru

Sarzni proces uzgoja plijesni i proizvodnje celulolitickih enzima voden je u
bioreaktoru korisnog volumena Vi = 1,7 L kroz 5 dana. U bioreaktor je preneseno repi¢ino
ulje i otopina Tween 80 te kukuruzni oklasak odredene koncentracije (poglavlje 3.1.4.3.),
nakon Cega je izvrSena sterilizacija. Potrebna demineralizirana voda za uzgoj i otopine za
korekciju pH vrijednosti zasebno se sterilizirala. Sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121
°C tijekom 20 min i tlaku od 1,5 — 2 bar. Takoder, u podlogu je nakon sterilizacije dodano
0,05 g L™ liofiliziranog enzimskog pripravka celulaza iz T. reesei. Pokrenuto je mijesanje te
sustavi za regulaciju temperature (30 °C), broja okretaja mijesanja (200 o min™), regulaciju
pH vrijednosti (pH 4,5) i pO, (pO2> 20 %). KoriStene otopine za korekciju pH vrijednosti
podloge bile su 1 M otopina H,SO,4 i 1 M otopina NaOH (s dodatkom 3 % NHg3). Pocetak
uzgoja aproksimiran je dodatkom 200 mL predkulture plijesni T. reesei uzgojene u PD bujonu
na prethodno opisan nacin (poglavlje 3.2.1.2.). Uzorci iz bioreaktora (priblizno 30 mL) izuzeti
su pomocu sterilnog sustava za uzorkovanje, prvi nakon 3 dana te svaki sljede¢i nakon 24
sata. Prevrela podloga je centrifugirana pri 4 500 o min™ kroz 10 min i odvojen supernatant se

spremio u zamrziva¢ na -20 °C te kasnije upotrjebljen za odredivanje celuloliticke aktivnosti.

3.2.6. Optimiranje procesa enzimske hidrolize kukuruznog oklaska

Pracen je utjecaj dodatka otopine Tween 80 na efikasnost enzimske hidrolize
predobradene lignocelulozne sirovine. Provedena su dva eksperimenta, prvi eksperiment
vodenjeuz 10 g Lt supstrata (racunato na glukan), a drugi uz 100 g Lt supstrata (racunato na
sveukupnu suhu tvar). Reakcijska smjesa je sadrzavala predobraden kukuruzni oklasak
(supstrat), 30 mL citratnog pufera (c = 50 mM; pH vrijednost = 5,0), antibiotik (ampicilin,
100 mg L'l) te razliCite koncentracije otopine Tween 80 kao Sto je navedeno u poglavlju
3.1.4.4. (tablica 9). Takoder, provedena je enzimska hidroliza neobradenog kukuruznog
oklaska bez dodatka otopine Tween 80. Dodana koli¢ina celuloliti¢kih enzima u prvom
eksperimentu (Celluclast 1.5L, Sigma) iznosila je 0,38 mL g’ glukana. U drugom
eksperimentu je, osim navedenog enzimskog preparata, koriSten i Viscozyme L koji osim
celuloliticke aktivnosti ima i hemiceluloliticku i pektinaznu aktivnost. Koncentracija dodanog
Viscozyme L iznosila je 0,182 mL g suhe tvari. Enzimska hidroliza se provodila pet dana na

laboratorijskoj magnetskoj tresilici pri 45 °C. Uzorkovanje se vrsilo nakon 2, 4, 6, 12, 24, 48,
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72 i 120 h. Uzorci su centrifugirani pri 10 000 o min™ tijekom 15 min. Proces hidrolize pra¢en
je mjerenjem koncentracije Secera (glukoza, ksiloza i celobioza) u supernatantu primjenom
tekuc¢inske kromatografije visoke ucinkovitosti (HPLC), odredivanjem proteina metodom po
Bradfordu i natrij dodecil sulfat-poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE). Dobiveni
talog (nehidrolizirani supstrat) je osusen pri 105 °C i izvagan te je izraCunata ucinkovitost

enzimske hidrolize.
3.2.7. Analiti¢ke metode

3.2.7.1. Odredivanje celuloliticke aktivnosti enzima

Aktivnost celulolitickih enzima odredivana je spektrofotometrijski na osnovi
odredivanja koncentracije reduciraju¢ih Secera oslobodenih tijekom razgradnje supstrata
upotrebom 3,5-dinitrosalicilne kiseline (engl. 3,5-dinitrosalicylic acid assay, DNSA) (Miller,
1959). Karbonilna skupina Secera oksidira u karboksilnu, a 3,5-dinitrosalicilna kiselina
reducira u 3-amino-5-nitrosalicilnu kiselinu (slika 10). Jedan mol Seéera reagira S jednim
molom DNS kiseline. Kao rezultat kemijske reakcije, DNS reagens mijenja boju s prvotne
svjetlo zute u krajnju crveno — smedu boju. Koncentracija nastale 3-amino-5-nitrosalicilne

kiseline odreduje se spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 540 nm.

CHO ; COOH

Tv;v 1 on T —1 oH
' A _OH

OH HO— HO——

[ ] ' ——OH , L J X —+—OH
¢ AL O 0 AN\

N ONZ Ny | g ?1 7" “NH, L OH
Il I}
O Q) (_.H_‘,.)“ v ‘.,:Hﬁ:‘”
. . . - — o " glukonska
3,5-dinitrosalicilna kiselina glukoza 3-amino-5-nitrosalicilna kiselina ST

Slika 10. Kemijska reakcija redukcije glukoze upotrebom 3,5-dinitrosalicilne Kiseline
(Anonymous 1, 2016)

Primjenom FPA testa (engl. Filter Paper Assay) (Mandels i sur., 1976) odredena je
celuloliticka aktivnost enzima sa supstratom Kkoji je netopljiv u vodi (filter papir Whatman
No.1) kojeg je propisala Medunarodna unija za cistu 1 primijenjenu kemiju (engl.
International Union for Pure and Applied chemistry, IUPAC). Celuloliticka aktivnost

izraZena je u internacionalnoj jedinici (engl. International Units, IU).
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3.2.7.1.1. Priprema reagensa i otopina za analizu

Za pripravu DNS reagensa izvagano je 10 g 3,5-dinitrosalicilne kiseline, 0,5 g
natrijevog sulfita i 10 g natrijevog hidroksida koji su otopljeni u 998 mL demineralizirane
vode. Nakon otapanja dodano je 2 mL fenola te se pripremljeni reagens pohranio u tamnoj
boci. Rochellove soli sadrzavale su 40 g natrij, kalij tartarata otopljenog u demineraliziranoj
vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL. Takoder, otopljeno je 4,8 g citratne kiseline u 400 mL
demineralizirane vode u Erlenmayerovoj tikvici od 500 mL te se pH vrijednost dobivenog
citratnog pufera podesila na 5,0 dodatkom 4 M natrijeve luzine. U 200 mL demineralizirane
vode otopljeno je 2 g glukoze te su pripremljena razli¢ita razrjedenja otopine glukoze za
izradu bazdarnog pravca (prilog 7.2.). Supstrat, filter papir Whatman No.1 rezao se na trakice

dimenzija 1x6 cm (= 50 mg). Reagens i otopine ¢uvane su pri +4 °C.

3.2.7.1.2. Postupak provodenja analize

Nakon centrifugiranja prevrele podloge lignocelulozne sirovine (4500 o min™ kroz 10
min) iz supernatanta je odpipetirano 0,5 mL uzorka i preneseno u epruvetu. U tako
pripremljeni nerazrijedeni uzorak enzima dodano je 1 mL citratnog pufera (0,05 M; pH
vrijednost 4,8). Proba s enzimom nije sadrzavala supstrat, dok je kontrola supstrata i kontrola
reagensa sadrzavala samo 1,5 mL citratnog pufera. Epruvete su inkubirane u vodenoj kupelji
na temperaturi od 50 °C kroz 60 minuta. Nakon desetak minuta inkubacije dodan je supstrat,
Whatman No.1, filter papir. Dodatkom 1,5 mL DNS reagensa zaustavljena je enzimska
reakcija. Reakcijska smjesa kuhala se pri 100 °C kroz 15 minuta nakon ¢ega je dodano 0,5
mL Rochelleovih soli. Nakon hladenja u ledenoj vodenoj kupelji dobivena smjesa se ponovo
centrifugirala pri 10 000 o min™ kroz 3 — 4 minute, te se razrijedila s vodom u omjeru 2:15.

Izmjerena je apsorbancija uzorka pri 540 nm prema zraku.

3.2.7.1.3. Izracun celuloliticke aktivnosti

Izracunata je razlika apsorbancije za pojedine enzimske reakcije 1 sume apsorbancija
odgovaraju¢ih enzimskih proba i kontrole supstrata (prije oduzeta kontrola reagensa). U
jednadzbu bazdarnog pravca uvrstena je razlika apsorbancije. Temeljem jednadzbe pravca
odredena je koncentracija nastale glukoze i izracunata celuloliti¢ka aktivnost izrazena kao

FPA (1U).
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Vrijednost celuloliticke aktivnosti (FPA nerazrijedenog enzimskog uzorka) izraCunata je

prema ovoj jednadzbi:

1

FPA =9t

ot UU [1]
gdje su:

o Mg = masa glukoze (mg);

o Mg = molarna masa glukoze (180 mg pmol™);

o tink = vrijeme inkubacije (60 min).

Internacionalna jedinica (1U) iznosi:

1TU =1 pmol min™ ,,glukoze* (reducirajuéi Seceri kao glukoza) formirane tijekom
reakcije hidrolize;
= 1 pmol min™ razgradenog supstrata;

= 0,18 mg min™ glukoze.

3.2.7.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Metodom po Bradfordu (Bradford, 1976) odredena je koncentracija proteina u
uzorcima SSF uzgoja, SmF uzgoja u tikvicama i uzgoja u bioreaktoru. Takoder, istoimenom
metodom odredena je koncentracija proteina uzoraka tijekom enzimske hidrolize

lignocelulozne sirovine.

Ova kolorimetrijska metoda se temelji na reakciji proteina s bojom Coomassie
Brilliant Blue G-250 (CBB) u kiselom mediju. CBB reagira s baznim pobo¢nim grupama,
primarno Arg, Lys i His te u manjoj mjeri s aromatskim pobo¢nim grupama Tyr, Trp i Phe.
Anionski oblik boje se hidrofobnim interakcijama i ionskim vezama veZe sa spomenutim
ograncima proteina pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa protein — boja i dovodi do
vidljive promjene boje iz smede u plavu. Prilikom vezanja na protein pomice se apsorpcijski

maksimum boje s valne duljine 465 nm na 595 nm $to se prati spektrofotometrijski.

3.2.7.2.1. Postupak provodenja analize

Nakon centrifugiranja prevrele podloge lignocelulozne sirovine (4500 o min™, 10 min)
iz supernatanta je odpipetirano 0,05 mL uzorka i preneseno u epruvetu. U svaku epruvetu
potom se dodalo 1,5 mL nerazrijedenog Bradford reagensa, sadrzaj se vorteksirao i1 ostavio 15

minuta u tami na sobnoj temperaturi, nakon cega je ocCitana apsorbancija pri 595 nm. Uz
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pomo¢ jednadzbe bazdarnoga pravca za BSA (engl. Bovine serum albumin) odredena je

koncentracija proteina u uzorku (prilog 7.1.).

3.2.7.3. Odredivanje koncentracije secera pomocu tekucinske kromatografije visoke
ucinkovitosti (HPLC)

Shimadzu CLASS-VP LC-10Avr kromatograf (Japan) koriSten je za odredivanje
koncentracije Secera u izuzetim uzorcima tijekom enzimske hidrolize lignocelulozne sirovine.

Dijelovi sustava opisani su u poglavlju 3.1.5.4.

3.2.7.3.1. Priprema uzoraka za HPLC analizu

Iz svake tikvice prilikom enzimske hidrolize izuzeto je po 1 mL smjese u Eppendorf
epruvetice i zamrznuto na -20 °C. Denaturacija proteina izvrSena je kuhanjem uzoraka
proteina pri 100 °C tijekom 10 min. Zatim je izvrieno centrifugiranje pri 10 000 o min™
tijekom 10 min. Za odredivanje koncentracije Seera HPLC analizom priredeno je
odgovarajuce razrjedenje dobivenog supernatanta ovisno o pocetnoj koncentraciji supstrata i
vremenu enzimske reakcije. Uzorci su prije analize profiltrirani kroz filter s porama od 0,2
pum (Chromafil®Xtra PA(NY) — 20 pum/25 mm; Macherey-Nagel GmbH CoKG, Diiren,

Njemacka).

3.2.7.3.2. HPLC analiza

Za pripremu otopina koriStena je redestilirana voda ¢ija je vodljivost iznosila manje od
1 uS. Kao pokretna faza koristena je otopina HzPO4 (0,1 % vol/vol) u vodi. Po 20 pL svakog
uzorka injektirano je i propusteno kroz kolonu pri temperaturi od 30 °C 1 brzini protoka

pokretne faze od 0,5 mL min™.

Nakon kromatografske analize integracija dobivenih dijagrama se izvrSila pomocu
racunalnog programa CLASS.VP verzija 6.10. Koncentracija Sec¢era u uzorku odredena je iz
bazdarnih pravaca za standarde SeCera (MuSak, 2014). BaZdarni dijagrami i1 vrijeme

zadrzavanja za standarde glukoze, ksiloze i celobioze prikazani su u prilogu 7.3.

3.2.7.4. Razdvajanje proteina elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijevog
dodecilsulfata

Metodom SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) razdvojeni su proteini iz supernatanta dobivenog centrifugiranjem uzoraka
uzetog posljednjeg dana (120 h) enzimske hidrolize lignocelulozne sirovine. SDS se na

molekule proteina veze u omjeru 1,4 g SDS-a po 1 g proteina i daje im negativan neto naboj
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prikrivaju¢i nativni naboj molekule. Sve molekule proteina u uzorku (supernatantu) tada
imaju jednaku gusto¢u naboja pa brzina kretanja u elektricnom polju ovisi samo o

molekulskoj masi pojedinog proteina.

3.2.7.4.1. Priprema gelova, otopina i pufera
Tablica 11. Sastav gelova, otopina i pufera koristenih za SDS-PAGE

gel za razdvajanje [12 %] gel za sabijanje [4,5 %]
demineralizirana voda, 5,25 mL demineralizirana voda, 4,2 mL
30 % akrilamid, 6,0 mL 30 % akrilamid, 0,65 mL
10 % APS (amonij persulfat), 150 pLL 10 % APS (amonij persulfat), 67 pL
TEMED, 15 pL TEMED, 6,7 uL
Tris-HCL (1,5 M Tris-HCL; Tris-HCL (0,5 M Tris-HCL; pH 6,8,
pH 8,8, 0,4 % SDS), 3,75 mL 0,4 % SDS), 1,6 mL

. _— otopina za .
otopina za bojanje odbojavanje pufer za uzorke (Laemmli pufer)
45 % metanol 20 % metanol 40 % glicerol, 4 mL
10 % octena kiselina 10 % octena kiselina 10 % 2-merkaptoetanol, 2 mL
0 . . o i
45 % demineralizirana voda 70 % demineralizirana 0,005 % boja BPB (bromfenol plavo),
voda 0,03¢g
0,3 % Coomassie Brilliant Tris-HCL (0,5 M Tris-HCL; pH 6,8,
Blue R-250 boja 0,4 % SDS), 5 mL
Laemmli reagens
SDS, 1,2 g

3.2.7.4.2. Priprema uzoraka za analizu

Nakon izuzimanja odredenog volumena tekuce faze uzoraka (supernatant) za HPLC
analizu, preostali volumen iskoristio se za razdvajanje proteina. Proteini u supernatantima
enzimske reakcije s pocetnom koncentracijom glukana od 10 g L' talozeni su s
trikloroctenom kiselinom (TCA). 50 puL uzorka supernatanta pomijeSan je s 20 % TCA u
omjeru 1:1, pri ¢emu je konacna koncentracija TCA iznosila 10 %. TaloZenje proteina
odvijalo se na temperaturi od 0 °C (led) u vremenu od 20 minuta nakon ¢ega je izdvojen talog
centrifugiranjem pri 10 000 o min™ kroz 10 min. Talog (proteini) je ispran s otopinom
etanol/etil acetat (1:1), te se ponovilo centrifugiranje pri 10 000 o min™ i 10 min (3x).

Dobiveni talog proteina osusen je na zraku i otopljen u 10 pL vode i 10 pL pufera za uzorke
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(Laemmli pufer) kuhanjem pri 100 °C kroz 15 minuta. Pomoc¢u mikropipete priredeni su
uzorci (po 15 pL) preneSeni u jazice gela. Osim uzoraka, na gel je naneSen obojani standard

proteina poznatih molekulskih masa (Novex® Sharp Protein Standard, Life Technologies).

3.2.7.4.3. SDS-PAGE metoda

Razdvajanje proteina iz smjese provedeno je postupkom prema Laemmli-ju u sustavu
za SDS-PAGE elektroforezu (Laemmli, 1970). Elektroforeza je provedena u
diskontinuiranom sustavu, odnosno u sustavu u kojem se pufer za provodenje elektroforeze,
po sastavu i pH vrijednosti razlikovao od pufera u poliakrilamidnom gelu. Takoder, taj se gel
sastojao od dva dijela: poliakrilamidnog gela za sabijanje proteina u smjesi (¢ = 4,5 %) 1
poliakrilamidnog gela za razdvajanje proteina (¢ = 12 %). Razlika se ocituje u stupnju
umrezenosti gela i pH vrijednosti. Gel je tijekom ovog postupka uronjen u pufer za SDS-
PAGE elektroforezu. Proces razdvajanja proteina pod djelovanjem elektricnog polja proveden
je pri naponu od 180 V i jakosti struje od 40 mA tijekom 1 h. Nakon provedene elektroforeze,
izvrSeno je bojanje proteinskih vrpci otopinom za bojanje te postupak odbojavanja otopinom

za odbojavanje (tablica 11).

3.2.7.5. Odredivanje udjela vode u hranjivoj podlozi tijekom SSF uzgoja
Vaganjem tikvica s hranjivom podlogom nakon sterilizacije i nakon SSF uzgoja

plijesni T. reesei pratila se promjena udjela vode podloge koja je izraCunata prema sljede¢im

jednadZbama:
U, = Z_Zk x 100 [%] [2]
Myk = Mgp/poe + Mpy [9] [3]
Mpy = Mypot — Dem  [9] [4]
Apm = My — My [g] [5]
gdje su:

o mp, = masa preostale vode u hranjivoj podlozi (g);

o my = ukupna masa hranjive podloge tijekom uzgoja (g);
O  Mghpoz = masa suhe tvari na pocetku uzgoja (g);

O  Mypoc = masa vode na pocetku uzgoja (g);

o Awm = gubitak mase tikvica (9);

o My = masa tikvice nakon sterilizacije (9);
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o my = masa tikvice nakon uzgoja (g);

o U, = udio vode hranjive podloge (%).

3.2.7.6. Odredivanje ucinkovitosti procesa enzimske hidrolize lignocelulozne sirovine

Nakon provedene enzimske hidrolize kukuruznog oklaska preostala smjesa u
tikvicama centrifugirana je pri 4500 o min™ tijekom 10 min te je dobiveni talog stavljen na
susenje pri 105 °C do konstantne mase. Vaganjem na analitickoj vagi odredena je masa
nehidroliziranog supstrata. Masa nehidroliziranog supstrata izracunata je iz razlike mase

prazne kivete i mase kivete sa suhim uzorkom prema sljede¢oj jednadzbi:

Myy = mpune kivete — mprazne kivete [g] [6]

Ucinkovitost enzimske hidrolize lignocelulozne sirovine izracunata je prema jednadzbi:

E, = Mmoo [7]

gdje su:
o my=pocetna masa kukuruznog oklaska (hidrolizat) u tikvici (g);
o myp = masa nehidroliziranog kukuruznog oklaska (g);
o E =ucinkovitost enzimske hidrolize (%).
3.2.7.7. Stupanj enzimske hidrolize strukturnih polisaharida
Stupanj enzimske hidrolize strukturnih polisaharida, glukana i ksilana, do

monosaharida, glukoze i ksiloze, izra¢unato je prema jednadZbama:

Npy = —2eed—x 100 [%] (6]
Ypotisah* Kf
Ypolisah = Yp * Upolisah [9 L-l] [9]

gdje su:
O Ymonosah = KOncentracija monosaharida u enzimskom hidrolizatu (g L™);
O 7Ypolisan = Koncentracija strukturnog polisaharida (g L™;
o K= korektivni faktor;
O Mgy = iskoriStenje enzimske hidrolize (%);

vp = Koncentracija glukana, odnosno sveukupne suhe tvari u podlozi (g Lh;

O
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0 Upolisan = udio strukturnih polisaharida u predobradenom/neobradenom kukuruznom
oklasku (tablica 2).
Korektivni faktor predstavlja omjer molekulske mase monomerne gradevne jedinice
strukturnog polisaharida i monosaharida. Korektivni faktor za ksilozu je 1,14, a za glukozu
1,1.

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. SSF uzgoj plijesni T. reesei i proizvodnja celulolitickih enzima

Proizvodnja celulolitickih enzima provedena je u tikvicama na &vrstoj podlozi
lignocelulozne sirovine. Provedena su dva vremenski odijeljena uzgoja. IstraZivanje je
zapoceto na podlogama s predobradenim kukuruznim oklaskom uz dodatak ili bez pSeni¢nih
mekinja i otopinom soli u trajanju od 31 dan, a nastavljeno na podlozi s neobradenim
kukuruznim oklaskom 1 pSeni¢nim mekinjama u trajanju od 35 dana. Cilj uzgoja bio je
odrediti optimalan sastav hranjive podloge za proizvodnju celulolitickih enzima s plijesni T.
reesei i odrediti vrijeme uzgoja T. reesei za postizanje maksimalne celuloliti¢ke aktivnosti

enzima.

4.1.1. Optimiranje sastava hranjivih podloga za SSF uzgoj plijesni u tikvicama
U tablici 12 prikazane su vrijednosti celuloliticke aktivnosti (FPA) enzima tijekom

prvog uzgoja plijesni na lignoceluloznoj sirovini.

Tablica 12. Izmjerena celuloliticka aktivnost

podloga FPA [IU]

A 0,0121
0,0444
0,0403
0,0532
0,0434
0,0609

m m O O @

Sve hranjive podloge, A, B, C, D i E sadrzavale su kukuruzni oklasak kao izvor
ugljika. Pandey i suradnici su 2015. godine objavili rad u kojemu su usporedivali u¢inak

razli¢itih supstrata na rast viSe vrsta plijesni roda Trichoderma sp. prilikom SSF uzgoja.
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Usporedujuci ih s pSenicnim mekinjama, maltozom, saharozom 1 filter papirom, kukuruzni
oklasak se pokazao najboljim supstratom za biosintezu celulaza tijekom SSF uzgoja razli¢itih
vrsta plijesni. Najveca celuloliticka aktivnost (FPA) postignuta je s plijesni Trichoderma

reesei.

Podloge A i1 B razlikovale su se u koli¢ini dodane otopine soli (izvor nutrijenata) i
vode. Neki mikroorganizmi ne mogu rasti ili je njihov rast usporen u podlogama s povec¢anim
osmotskim tlakom, odnosno smanjenim aktivitetom vode. Veca koncentracija soli u podlozi A
utjecala je na rast plijesni smanjujuéi celuloliticku aktivnost. Prevrela podloga B, s manjom
koncentracijom soli 1 s 75 % vode pokazuje vecu enzimsku aktivnost (0,0444 IU), nego
podloga A s 70 % vode (0,0121 1U). Podloge C i D, koje su umjesto otopine soli kao izvor
dusika sadrzavale pSeni¢ne mekinje i to u istoj koncentraciji, pokazale su vece vrijednosti
celuloliti¢ke aktivnosti u odnosu na prethodne podloge, posebice podloga D (0,0532 IU) koja
je sadrzavala 75 % vode. Brojne znanstvene studije svoje istraZivanje temelje na odredivanju
optimalnog omjera vode i suhe tvari te optimalne temperature za proizvodnju celuloliti¢kih
enzima. Tako su Wang i njegovi suradnici 2005. godine tijekom SSF uzgoja plijesni T. reesei,
soj LWI1, na kukuruznoj slami i pSeni¢nim mekinjama izmjerili najvecu celuloliticku
aktivnost u podlogama u kojima je dodana veca koli¢ina vode, 2:1 u korist vode (66 % vode).
U naSem slucaju optimalna koli¢ina vode iznosila je 70 %. Upravo taj postotak vode kao
optimalan za proizvodnju celulolitickih enzima s T. reesei navode Lee i suradnici koji su u
svom radu iz 2011. godine koristili mjesavinu Secerne trske i palminih kostica. Do istog
zakljucka dosli su Sun 1 suradnici (2010) koji su utvrdili da je 70 %-tna vlaZnost optimalna za
SSF proizvodnju celulaza s Trichoderma sp. Vece koli¢ine vode smanjuju porozivnost
sirovine, sprjeCavaju prianjanje promotora, mijenjaju strukturu supstrata i smanjuju otapanje
kisika iz zraka §to se oCituje u smanjenju brzine rasta radnog mikroorganizma. Manje koli¢ine
vode (<45 %) smanjuju topljivost nutrijenata te postaju nedostupne za rast plijesni (Sun i sur.,
2010). Podloga F, sadrzavaju¢i 70 % vode, se na temelju nasih rezultata pokazala podlogom s

optimalnim sastavom za proizvodnju celulolitickih enzima pomucu T. reesei.

Nadalje, podloga F je sadrzavala 30 % pSeni¢nih mekinja u ukupnoj suhoj tvari
podloge, §to je optimalni postotak prema istrazivanju Xia 1 Cen iz 1999. godine. Tijekom
istrazivanja je vizualno, u svim podlogama, bilo tesko utvrditi ikakve promjene u rastu
plijesni §to se odrazilo i na dobivene rezultate vrijednosti celuloliticke aktivnosti. Promjene su
bile vidljive na podlogama s dodanim pSeni¢nim mekinjama. Uzimajuéi u obzir literaturne

izvore, mnogi navode pSeni¢ne mekinje kao pogodan supstrat ili kosupstrat za proizvodnju
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celulolitickih enzima pomocu plijesni (Sharada i sur., 2013; Benkun i sur., 2007; Devendra i
sur., 2012). Manje koli¢ine mekinja daju slabiji rast plijesni te time i nizu celuloliticku
aktivnost, dok s druge strane vece koli¢ine uzrokuju jaci rast plijesni, ali smanjuju biosintezu
celulolitickih enzima. Razlog tome lezi u Cinjenici da pSeni¢ne mekinje sadrze adekvatne
koli¢ine ovih nutrijenata: proteini 1,32 %, ugljikohidrati 69 %, masti 1,9 %, vlakna 2,6 %,
pepeo 1,8 %, kalcij 0,05 %, magnezij 0,17 %, fosfor 0,35 %, kalij 0,45 %, sumpor 0,12 % i
raznovrsne aminokiseline. Struktura pSeni¢nih mekinja je dovoljno porozna za dobru opskrbu
kisikom (Balaraju i sur., 2010). U ovom istraZzivanju pSeni¢ne mekinje su se primarno
koristile kao izvor duSika potrebnog za odvijanje metabolickih reakcija, iako sluze i1 kao izvor

ugljika stanicama plijesni.

Takoder, podloga F je sadrzavala neobraden kukuruzni oklasak za razliku od ostalih
spomenutih podloga kod kojih je kukuruzni oklasak predobraden. Alkalna obrada provodila
se u cilju smanjenja udjela lignina ¢ime se smanjuje adsorpcija endo- i egzoglukanaza na
povrsinu supstrata §to ima pozitivan ucinak na celuloliti¢ku aktivnost. Za ocekivati je bilo, da

¢e se to odraziti i u nasem istrazivanju, $to nije.

Tijekom uzgoja, tikvice su povremeno pomijesane kako bi se homogenizirala kultura i
potaknuo rast uslijed opskrbe kisikom iz zraka. Temperatura uzgoja iznosila je 28 °C §to je u
rasponu optimalne temperature od 28 — 30 °C za rast veéine plijesni roda Trichoderma sp.
(Wang i sur., 2005; Lee i sur., 2011). pH vrijednost podloga A, B, C, D i F iznosila je 4,5 §to
se pokazalo u skladu s potrebama rasta plijesni i za biosintezu celulaza. Naime, podloga E je s
vecom pH vrijedno$¢u od 5,8, pokazala manju aktivnost enzima u odnosu na podlogu C koja
je bila jednakog sastava i udjela vode kao i podloga E. lako optimalna vrijednost varira od
vrste do vrste, vecina sojeva celulolitickih plijesni za svoj rast zahtjeva neSto manje pH
vrijednosti. Kiselije 1 bazi¢nije pH vrijednosti pokazuju inhibitorni ucinak na rast plijesni
(Haltrich i sur., 1996). Celulaze s optimalnim pH u kiselom pH podru¢ju (pH 4,5 — 6,0)
smatraju se pogodnima za industrijsku primjenu (Tolan i Foody, 1999).

4.1.2. Odredivanje vremena uzgoja T. reesei za postizanje maksimalne celuloliticke aktivnosti
enzima
Iako se istrazivanja temeljena na proizvodnji celulolitickih enzima pomocu
Trichoderma sp. SSF uzgojem s ovim istraZzivanjem ne mogu usporediti zbog razli¢itog

vodenja bioprocesa (koristenje razli¢itih sojeva ili mutanta plijesni, razli¢itih supstrata i uvjeta
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uzgoja), vrijednosti celuloliticke aktivnosti bile su neocekivano vrlo male. Bilo je za
pretpostaviti da je vrijeme uzgoja, znacajan faktor koji utjece na rast plijesni i proizvodnju
celulolitickih enzima, moguéi razlog male celulolitiCke aktivnosti te se daljnje istrazivanje
usmjerilo na viSekratno izuzimanje uzoraka tijekom 35 dana uzgoja u kojima je kasnije

odredena celuloliti¢ka aktivnost.
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Slika 11. Celuloliti¢ka aktivnost i koncentracija proteina tijekom uzgoja na podlozi F

Analizirajuéi krivulju rasta (slika 11), zna€ajnije povecanje celuloliticke aktivnosti
uocene su nakon 9., 18. 1 25. dana SSF uzgoja. Najveca celuloliticka aktivnost zabiljeZena je u
28. danu 1 iznosila je 0,1228 IU. Tijekom SarZznog SSF uzgoja u tikvicama s podlogom F
odredivala se koncentracija ekstracelularnih proteina u supernatantu. U prvih 9 dana
inkubacije aktivnost enzima je bila neznatna, iznosila je svega nekoliko 0,02 1U, dok se
koncentracija proteina nakon 7. dana uzgoja znacajno povecala. Za razliku od 2. dana uzgoja
gdje je koncentracija proteina iznosila 0,598 mg mL™, nakon 6. dana uzgoja njena vrijednost
je porasla na 0,835 mg mL™. Uzimajuéi u obzir vrijednosti aktivnosti celuloliti¢kih enzima i
koncentracije proteina te slike mikroskopskih slika preparata plijesni (slika 12a), lag faza rasta
(adaptacija stanica na novonastale uvjete) plijesni ove vrste trajala je duze nego ocekivano,
nakon Cega je zapoceo lagani rast. Od samih pocetaka uzgoja do 11. dana, aktivnost enzima
povecala se za svega 0,03 IU. Izrazita stagnacija aktivnosti enzima uocena je u razdoblju

izmedu 11. 1 18. dana uzgoja. To moZe biti posljedica promjene temperature tijekom uzgoja.

39




Naime, tijekom tog vremenskog razdoblja, temperatura inkubacije je varirala, povecavajuci se

dostizala je temperaturne vrijednosti vece od 30 °C.

Slika 12. Mikroskopski prikaz rasta plijesni T. reesei kod SSF tehnike uzgoja: (a)

klamidospore plijesni uoene u prvim danima uzgoja; (b) umrezavanje hifa te
nastanak micelija; (c) fijalide na vrhovima konidiofora (Siroke u sredini i suzene u
osnovi i na kraju); (d) gusto isprepletene hife (micelij), snimljeno u posljednjim

danima uzgoja

40




70

=)
i
1

udio vode [%]

=]
o
1

55 T T T T T T hi
0 5 10 15 20 25 30 35

vrijeme [dani]

Slika 13. Promjena udjela vode u podlozi tijekom SSF uzgoja plijesni

Izmedu 11. 1 28. dana uzgoja izmjeren je stalan porast celuloliticke aktivnosti.
Mikroskopske slike nativnog preparata plijesni (slike 12b i 12c) prikazuju formirani micelij.
Nakon 18. dana uzgoja porast aktivnosti enzima je bio znacajniji te se mogu uociti sli¢nosti u
obliku krivulja koncentracije proteina i aktivnosti enzima. Porast aktivnosti celulaza paralelno
raste s koncentracijom proteina. Naime, indicija promjene vode, odnosno vlage u tikvicama
moze ukazati na dobivene rezultate (slika 13). Vaganjem tikvica prije sterilizacije i nakon
uzgoja uoen je lagani pad mase tikvica tokom uzgoja istovremeno s rastom enzimske
aktivnosti. Rast celuloliticke aktivnosti moze se pripisati akumulaciji biomase plijesni koja
unato¢ smanjenoj vlaznosti podloge proizvodi znacajne koli¢ine ukupnih proteina ukljucujuéi
celulaze. Najveca celuloliticka aktivnost i koncentracija proteina (0,837 mg mL™) izmjerena
je u 28. danu uzgoja, nakon cega obje vrijednosti padaju Sto je posljedica djelovanja
proteolitickih enzima koje sintetizira plijesan. Plijesan na podlozi F u 31. danu SSF uzgoja
pokazuje jednaku celuloliticku aktivnost kao i u prvotnom 31. danu uzgoja (poglavlje 4.1.1.).
Na slici 11 vidljivo je da je ta vrijednost 0,065 + 1 % IU.

Podloga F se pokazala najpogodnijom za SSF uzgoj plijesni T. reesei u optimalnom
trajanju uzgoja od 28 dana. Maksimalna izmjerena celuloliticka aktivnost iznosila je 0,1228
IU, odnosno 6,2845 1U/g glukana.

4.2. SmF uzgoj plijesni T. reesei i proizvodnja celulolitickih enzima u tikvicama
SmF tehnikom je provedena optimizacija sastava polucvrstih hranjivih podloga za

Sarzni uzgoj plijesni T. reesei. Cilj je bio istraziti koja je od 7 hranjivih podloga najpogodnija
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za proizvodnju celulolitiCkih enzima. Uzorci su izuzimani svakih 3 — 4 dana kako bi se
odredilo optimalno vrijeme uzgoja za postizanje maksimalne celuloliticke aktivnosti. Kao
izvor ugljika, za rast plijesni i proizvodnju celuloliti¢kih enzima koriSten je kukuruzni
oklasak. Kukuruznom oklasku dodavane su pSeni¢ne mekinje, otopine soli 1 otopina Tween
80. Na temelju dobivenih rezultata, odabrana je pogodna hranjiva podloga za uzgoj plijesni u

laboratorijskom bioreaktoru.

4.2.1. Optimiranje sastava hranjivih podloga za SmF uzgoj plijesni u tikvicama

U prvotnom uzgoju, u trajanju od 11 dana, pracena je celuloliticka aktivnost na dvjema
poludvrstim podlogama &ija je koncentracija suhe tvari iznosila 14 g L™. Veée vrijednosti
celuloliticke aktivnosti izmjerene su tijekom uzgoja na podlozi b, koja je za razliku od podloge
a sadrzavala pSeni¢ne mekinje (30 % suhe tvari). PSeni¢ne mekinje su se i u SmF uzgoju
pokazale kao dobar kosupstrat. Najveca celuloliticka aktivnost uo¢ena je 8. dana inkubacije kod
podloge b (0,0419 IU) (slika 14), nakon ¢ega aktivnost opada. Podloga a pokazuje stalnu

tendenciju pada celuloliti¢ke aktivnosti, uz maksimalnu celuloliticku aktivnost u 4. danu.
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Slika 14. Celuloliticka aktivnost tijekom uzgoja na hranjivim podlogama aib

Nadalje, u iduc¢em eksperimentu koriStene su hranjive podloge s neobradenim
kukuruznim oklaskom kao izvorom ugljika (slika 15). Koncentracija suhe tvari bila je veca 1
iznosila je 20 g L™. Podloga ¢ pokazala je veée vrijednosti celuloliticke aktivnosti od podloge d
i to kroz cijelo vremensko razdoblje uzgoja od 14 dana. Vrijeme uzgoja bilo je produzeno zbog

izmjene tendencije rasta celuloliticke aktivnosti. Naime, najveca zabiljeZena aktivnost iznosila
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je 0,0539 IU u 10. danu uzgoja na podlozi c. Aktivnost celulaza uzgojem plijesni na podlozi d
doseze svoju maksimalnu celuloliti¢ku aktivnost tek 12. dana uzgoja i to svega 0,0384 IU.
Razlike izmedu maksimalnih celulolitickih aktivnosti primjenom ovih podloga iznose 0,0155
IU, dok je razlika maksimalnih aktivnosti izmedu podloge a i1 b bila neznatna. U zadnjem danu

uzgoja celuloliti¢ka aktivnost kod obiju podloga je bila jednaka, iznosila je 0,02 =1 % IU.
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Slika 15. Celuloliticka aktivnost i koncentracija proteina tijekom uzgoja na podlogama c i d

Tekuc¢i sastav hranjive podloge d ¢inila je otopina Tween 80. Tween 80 je neionski,
povrsinski aktivni spoj. Djelovanjem na stani¢nu stijenku povecava celuloliticku aktivnost u
podlozi uslijed olakSanog otpustanja celuloliti¢kih enzima s povrsine periplazmatske membrane
u hranjivu podlogu (Kamande i sur., 2000). Unato¢ toj c¢injenici, brzina proizvodnje
celulolitickih enzima nije bila vec¢a u odnosu na podlogu ¢ koja nije sadrzavala otopinu Tween
80. No, promatrajuc¢i krivulju rasta celuloliticke aktivosti u pokusu s podlogom d (slika 15),
uocava se da je dodatak otopine Tween 80 imao za posljedicu skoro nepromjenjivu aktivnost

celuloliti¢kih enzima od oko 0,018 IU kroz 6 dana.

Prema literaturnim izvorima dodatak otopine Tween 80 povecava sekreciju
izvanstanicnih proteina (Park 1 sur, 1992; Helle i sur., 1993). Vrijednosti koncentracija proteina
se na grafiCkom prikazu (slika 15) znatno razlikuju. Naime, koncentracije izvanstani¢nih
proteina primjenom podloge d opadaju nakon 4. dana uzgoja plijesni 1 postizu svoj minimum
od oko 0,011 mg mL™ u 10. danu uzgoja. Usporedujuéi s podlogom ¢, u 10. danu postignuta je

maksimalna koncentracija proteina od 0,135 mg mL™ nakon &ega se ona smanjivala. Za
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napomenuti je da je upravo u tom danu zabiljezena i maksimalna celuloliticka aktivnost.
Minimalna koncentracija proteina prilikom proizvodnje plijesni na podlozi c, u posljednjem
danu uzgoja, odgovara maksimalnoj vrijednosti (0,08 mg mL™).

Naime, razlog brzeg rasta plijesni i veée proizvodnje celulolitickih enzima primjenom
podloge ¢ moZe se objasniti Cinjenicom da je ta podloga u svom sastavu sadrzavala 30 %
pseni¢nih mekinja, za razliku od podloge d u koju je dodan samo neobradeni kukuruzni
oklasak. Kao i u SSF slucaju, tako su se i kod SmF tehnike uzgoja pSeni¢ne mekinje pokazale
boljim izvorom duSika potrebnog za rast, razvoj i odrzavanje stani¢nih funkcija plijesni T.

reesei nego otopina soli §to se odrazilo i na vrijednost celuloliticke aktivnosti.
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Slika 16. Celuloliti¢ka aktivnost i koncentracija proteina tijekom uzgoja na podlogama e, fi g

Eksperiment se nastavio analiziranjem aktivnosti enzima i koncentracije proteina na
podlogama e, f i g s koncentracijom suhe tvari od 30 g L™ u trajanju od 11 dana. U sve tri
podloge je bila sadrzana otopina Tween 80 1 pSeni¢ne mekinje (30 %). Podlogu e ¢inio je
neobraden, a podlogu g predobraden kukuruzni oklasak. U podlogu f dodane su liofilizirane
celulaze iz T. reesei. Analizirajué¢i graf na slici 14 vidljivo je da je celuloliticka aktivnost na
podlogama e 1 g imala malu vrijednost te nije vidljiv znacajniji porast aktivnosti tijekom

uzgoja. Takoder, maksimalne vrijednosti celuloliticke aktivnosti, usporedujuci podloge e 1 g,
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poprimale su jednake vrijednosti i to oko 0,033 IU. No, podloga koja je sadrzavala neobraden

kukuruzni oklasak (podloga g) tu je maksimalnu aktivnost postigla ve¢ u 1. danu uzgoja.

Koncentracija kukuruznog oklaska je na pogetku uzgoja (30 g L™) u podlogama e i g
bila veéa nego u prethodnim podlogama a, b, ¢ i d (14 i 20 g L™). Medutim, znadajnije
povecanje celuloliticke aktivnosti zbog povecanja koncentracije izvora ugljika nisu zabiljezene.
Takoder, ni inokulacija podloga s uzgojenim micelijem, umjesto sporama plijesni T. reesei, nije

povecao vrijednosti celulolitickih enzima.

Najvece vrijednosti aktivnosti celulaza tijekom cijelog uzgoja, dobivene su uzgojem
plijesni na podlozi f. Naime, u tu podlogu dodane su celulaze iz T. reesei (0,05 g L) u samom
pocetku uzgoja u svrhu indukcije proizvodnje celulaza produktima razgradnje celuloze. Na
pocetku uzgoja, celuloliti¢ka aktivnost iznosila je 0,047 IU. Aktivnost se postepeno povecavala
sve do 9. dana uzgoja gdje je iznosila visokih 0,194 IU. Podloga f je u kratkom vremenskom
periodu postigla znatno vece vrijednosti celulolitiCke aktivnosti od svih prethodno
primijenjenih podloga. Ovakvi rezultati bili su ocekivaju¢i. Dodatkom celulaza smanjilo se
vrijeme potrebno za induciranje proizvodnje celulaza. U 2. danu uzgoja, vrijednost celuloliticke
aktivnosti duplo je visa od postignutih maksimalnih vrijednosti kod podloga e i g. Ovo znatno
povecanje aktivnosti zbog dodatka celulaza na pocetku uzgoja, ekonomski je opravdano 1 moze
se kompenzirati kasnijom izolacijom 1 prociS¢avanjem celuloliti¢kih enzima te ponovnom

reciklacijom u svrhu postizanja vece produktivnosti bioprocesa.

Podloga f se pokazala najpogodnijom za SmF uzgoj plijesni T. reesei u optimalnom
trajanju uzgoja od 9 dana gdje je maksimalna celuloliticka aktivnost iznosila 0,194 IU,
odnosno 5,3710 1U/g glukana. Usporedimo li SmF uzgoj sa SSF uzgojem plijesni T. reesei,
vecu celuloliticku aktivnost od 6,2845 1U/g glukana postize se SSF uzgojem $to je za 14,5 %
veca vrijednost od postignute maksimalne celuloliticke aktivnosti prilikom SmF uzgoja.
Medutim, ona se postize tek u 28. danu uzgoja za razliku od optimalnih 9 dana Smf uzgoja
plijesni. U 9. danu SSF uzgoja celuloliticka aktivnost (1,2436 IU/g glukana) iznosila je 23,15
% celuloliticke aktivnosti postignute u istom danu SmF uzgojem Sto ¢ini SmF uzgoj

efikasnijim za proizvodnju celuloliti¢kih enzima s T. reesei.

4.2.2. SmF uzgoj plijesni u laboratorijskom bioreaktoru
Proveden je Sarzni uzgoj plijesni T. reesei u laboratorijskom bioreaktoru tijekom 5 dana.
Podlogu su ¢inili alkalno predobraden kukuruzni oklasak (70 %) kao izvor ugljika i pSenicne

mekinje (30 %) kao izvor duSika, repi€ino ulje 1 otopina Tween 80 uz dodane liofilizirane
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celulaze iz T. reesei u cilju sinteze produkata hidrolize celuloze. U tablici 13 prikazani su
dobiveni rezultati eksperimenta. Maksimalnu koncentraciju aktivnosti celulaza, 0,07245 IU,
biljezimo u 3. danu uzgoja nakon Cega vrijednosti pocinju lagano padati. Koncentracija
izvanstani¢nih proteina takoder biljezi svoju maksimalnu vrijednost u 3. danu uzgoja i iznosi
0,1849 mg mL™. Padom koncentracije proteina paralelno pada celuloliticka aktivnost. U
posljednjem danu uzgoja (5. dan), koncentracija proteina svela se na 0,0055 mg mL™, &to ¢ini
tek 3 % pocetne vrijednosti proteina. Znacajno niza vrijednost aktivnosti enzima u bioreaktoru,
u odnosu na pokus u tikvicama, moze biti posljedica znacajno vecih sila smicanja koje

negativno utjecu na rast micelija plijesni.

Tablica 13. Ukupna celuloliticka aktivnost i koncentracija proteina tijekom uzgoja u

bioreaktoru

vrijeme FPA koncentracija proteina
[dani] [1U] [mg mL™]
3 0,0725 0,1849
4 0,0570 0,1629
5 0,0526 0,0055

lako je prije i tijekom uzgoja dodavano sredstvo protiv pjenjenja, intenzivno pjenjenje
podloge uzrokovalo je zaepljenje izlaznog filtera za zrak §to je uzrokovalo porast tlaka u
bioreaktoru. Zbog smanjenog dotoka zraka, rast plijesni je bio usporen. Zbog navedenih
tehnickih problema, uzgoj je ranije zavrSen unato¢ prethodno planiranom vodenju uzgoja uz
prihranu supstratom. Za usporedbu, Novy i njezini suradnici su 2015. godine koristili isti QM
9414 soj T. reesei za proizvodnju celulolitickih enzima na predobradenoj p$eni¢noj slami kao
izvoru ugljika. Njithove vrijednosti celuloliticke aktivnosti bile su znatno vece, u 7. danu uzgoja

postigli su aktivnost celulaza od 1,7 + 0,1 FPU/ml.

Vrlo mala celuloliti¢ka aktivnost postignuta u navedenim podlogama, posljedica je vrlo
slabog rasta plijesni. U daljnjem eksperimentu potrebno je odrediti f-glukozidaznu aktivnost
enzima odgovornog za hidrolizu celobioze do glukoze. Naime, provedenim istrazivanjima
ucinka sastava podloge i tehnike uzgoja (SSF 1 SmF) na biosintezu celulaza na kukuruznom
oklasku kao izvoru ugljika, nedovoljno visoka B-glukozidazna aktivnost enzimskog preparata
ima za posljedicu inhibiciju celulolitickih enzima celobiozom. Zbog toga je potrebno dodati -

glukozidazu enzimskom preparatu. Takoder, koriste se geneticki modificirani sojevi
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mikroorganizama koji imaju optimalan omjer egzo- i endoglukanazne aktivnosti u odnosu na
B—glukozidaznu aktivnost §to se postize heterolognom ekspresijom gena za ovaj enzim u

proizvodnim sojevima.

4.3. Optimiranje procesa enzimske hidrolize kukuruznog oklaska

U nastavku ovog rada istraZzen je ucinak Tweena 80 na ucinkovitost enzimske hidrolize,
odnosno na prirast jednostavnijih Secera: glukoza, ksiloza i celobioza. Enzimska hidroliza
provedena je uz dvije pocetne koncentracije izvora ugljika: 10 g L™ glukana i 100 g L™
sveukupne suhe tvari podloge. Kao supstrat koriSten je predobraden kukuruzni oklasak te je u
svaku podlogu dodan citratni pufer. Kao kontrola provedena je enzimska hidroliza neobradenog
kukuruznog oklaska i1 obradenog kukuruznog oklaska bez dodatka otopine Tweena 80.
Eksperiment uz manju koncentraciju supstrata provodi se da bi se utvrdila ucinkovitost
enzimske hidrolize glukana. U eksperimentu s 10 g L™ glukana izbjegnut je u¢inak inhibicije
celulaza s produktima hidrolize, te se moze utvrditi ukupan doseg enzimske hidrolize u
odredenim uvjetima. Naime, koncentracija produkta hidrolize uz pocetnu koncentraciju
glukana od 10 g L™, dovoljno je mala da ne inhibira celuloze. Kod hidrolize s veéom po&etnom
koncentracijom supstrata postize se veéa koncentracija produkata S$to je vazno prilikom
proizvodnje biogoriva. Vece koncentracije Secera daju pozitivan ucinak na produktivnost
bioprocesa, ali i na proces izdvajanja krajnjeg prozvoda (npr. bioetanol) te smanjuju troSkove
proizvodnje biogoriva. No, problem predstavlja inhibicija celulaza do koje dolazi zbog velikih
koncentracija SeCera. RjeSenje tog problema je integracija dvaju bioprocesa. Istovremenom
enzimskom hidrolizom i mikrobnom fermentacijom inhibicija je zanemariva zbog niskih

koncentracija fermentabilnih Secera koji se troSe za rast i1 biosintezu proizvoda.

U daljnjem tekstu dani su graficki prikazi dobivenih rezultata. Takoder, prikazane su
dobivene vrijednosti odredivanih koncentracija proteina nakon enzimske hidrolize te je

izvedena SDS-PAGE elektroforeza u svrhu razdvajanja proteina.
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Slika 17. Utjecaj Tweena 80 na kinetiku hidrolize predobradenog kukuruznog oklaska,
y =10 g L supstrata (glukan): (a) glukoza; (b) ksiloza; (c) celobioza; (T0-20 =
uzorak s 0-20 g L™ Tweena 80; N = uzorak s neobradenim kukuruznim oklaskom

bez dodatka Tweena 80)
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Slika 18. Utjecaj Tweena 80 na kinetiku hidrolize predobradenog kukuruznog oklaska,
y =100 g L™ supstrata (glukan): (a) glukoza; (b) ksiloza; (c) celobioza; (T0-20 =
uzorak s 0-20 g L™ Tweena 80; N = uzorak s neobradenim kukuruznim oklaskom
bez dodatka Tweena 80)
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Koncentracije Tweena 80 iznosile su 1, 2, 4, 6, 12 i 20 g L™*. Prema o¢ekivanom, vidljiv
je pozitivan ucinak Tweena 80 na brzinu hidrolize glukana i ksilana, te na prinos
fermentabilnih Secera kod obje koncentracije supstrata. Takoder, podloge razlicitih pocetnih
koncentracija izvora ugljika tretirane su s dva razli¢ita enzimska preparata. U podlogus 10 g L
! dodan je Celluclast 1.5L , u u 100 g L™ supstrata enzimski koktel (CV) koji je sadrzavao
Celluclast 1.5L i Viscozyme L. Maksimalne koncentracije glukoze od 10,8 g L™, ksiloze 5,7 g
L™ i celobioze 0,9 g L™ postignute su dodatkom 12 g L™ Tweena 80 u podlogu s po&etnom
koncentracijom 10 g L™ glukana (slika 17 a-c). Stupanj hidrolize glukana do glukoze uz
dodatak 12 g L™ Tweena 80, iznosio je 98,2 % $to je za 16,4 % veée u odnosu na enzimsku
reakciju bez dodatka Tweena 80. Stupanj hidrolize ksilana u istim uvjetima iznosio je 84,38 %,
dok je u enzimskoj reakciji bez dodatka Tweena 80 bio 71,06 %. Enzimskom hidrolizom
kukuruznog oklaska na podlozi s po¢etnom koncentracijom suhe tvari od 100 g L™ i dodatkom
12 g L™ Tweena 80, maksimalne koncentracije iznose: glukoza 43,1 g L™, ksiloza 26,2 g L™ te
celobioza 0,9 g L (slika 18 a-c). Stupanj hidrolize glukana uz dodatak Tweena 80 iznosila je
81,6 %, dok je stupanj hidrolize ksilana iznosio 70,62 %. Dodatak 12 g L™ Tweena 80 poveéao

je stupanj hidrolize glukana za 12,8, a ksilana za 14,01 %.

Naime, stupanj hidrolize glukana dodatkom 12 g L™ Tweena 80, u podlogu manje
koncentracije supstrata, povecao se za visokih 107 % dok se dodatkom Tweena 80 iste
koncentracije u podlogu s ve¢om koncentracijom supstrata, stupanj hidrolize glukana povecao
tek za 14 %. Tween 80 je pokazao jednaki u¢inak i na hidrolizu ksilana do ksiloze. Dodatkom
12 g L™ Tweena 80, stupanj hidrolize ksilana u podlozi s 10 g L™ supstrata ve¢i je za 25 % u
odnosu na stupanj hidrolize ksilana bez dodanog Tweena 80. U podlozi s po&etnih 100 g L™

supstrata ta je razlika manja i iznosi 13 %.

Brojni su eksperimenti bazirani na u¢inku Tweena 80 na odvijanje brzine enzimske
hidrolize predobradenih lignoceluloznih sirovina (Li 1 sur., 2016; Zheng 1 sur., 2014). Kod
veéine procesa predobrade lignocelulozne sirovine, pa tako i alkalnom obradom, zaostaje
odreden postotak lignina. Tween 80 se pokazao ucinkovitim surfaktantom, koji se veze na
hidrofobnu povrSinu lignina i sprjecava ireverzibilnu adsorpciju celulaza ¢ime se omogucuje
neometano odvijanje enzimske hidrolize (Park i sur., 1992). Vrijednosti koncentracija Secera
dobivene enzimskom hidrolizom neobradenog kukuruznog oklaska 1 bez dodatka Tweena 80,
kod obje pocetne koncentracije supstrata, znatno su niZe u odnosu na vrijednosti gore
spomenutih koncentracija. Vrijednosti koncentracije Sec¢era dobivene enzimskom hidrolizom

predobradenog kukuruznog oklaska s dodatkom otopine Tween 80 vece su za vise od 70 %
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vrijednosti koncentracija Se¢era neobradenog kukuruznog oklaska. Alkalno predobradenom
kukuruznom oklasku (1 g L™ Tween 80) viSestruko se poveéava koncentracija fermentabilnih
Secera u enzimskom hidrolizatu uz obje pocetne koncentracije supstrata (slika 17 1 18). Stupanj
hidrolize glukana u neobradenom kukuruznom oklasku iznosio je samo 25 %, a ksilana 11,7 %
zalOg Lt glukana. Stupanj hidrolize glukana u neobradenom kukuruznom oklasku uz 100 g L~

! suhe tvari biomase iznosio je 31,4 %, a ksilana tek 14,22 %.
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Slika 19. U¢inkovitost procesa enzimske hidrolize u ovisnosti o koncentraciji Tweena 80 (10 =
10 g L™ glukana; 100 = 100 g L™ sveukupne suhe tvari; N — 10 = 10 g L™ glukana-
neobraden kukuruzni oklasak; N — 100 = 100 g L™ sveukupne suhe tvari- neobraden
kukuruzni oklasak)

Takoder, rezultati prikazuju da dodatak Tween 80 povecava ucinkovitost procesa
enzimske hidrolize kukuruznog oklaska (slika 19). Nehidrolizirani kukuruzni oklasak sadrzi
lignin 1 zaostale strukturne ugljikohidrate. Medutim, vrijednosti su manje usporedujuci ih s
dobivenim vrijednostima ucinkovitosti hidrolize bez dodatka Tweena 80. Kod visih
koncentracija suhe tvari od 100 g L™, najvecéa postignuta vrijednost uginkovitosti dodatkom 2 g
L™ Tweena 80 iznosila je 85 % $to je samo za 3 % vise od dobivene vrijednosti bez dodatka
Tweena 80. Neznatno veca razlika postignuta je kod enzimske hidrolize s manjom pocetkom
koncentracijom od 10 g L™ glukana. 80 %-tna ucinkovitost postignuta je s koncentracijom

povrinske aktivne tvari od 12 g L™, dok je uinkovitost hidrolize bez dodatka Tweena 80

iznosila 75 %.
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Nadalje, uzimaju¢i u obzir rezultate procesa enzimske hidrolize s neobradenim
kukuruznim oklaskom, vidljive su znaCajne razlike u dobivenim rezultatima. Ucinkovitost
hidrolize na podlozi s ve¢om koncentracijom suhe tvari veéa je za oko 56 % u odnosu na
podlogu s neobradenim kukuruznim oklaskom. Takoder, znacajni rast ucinkovitosti od 43 %
vidljiv je i kod koncentracije podloge od 10 g L™. Inhibicijski udinak lignina na enzimsku
hidrolizu lignoceluloznih sirovina potvrdena je mnogim eksperimentima (Chernoglazov i sur.,

1988; Nakagame i sur., 2011).
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Slika 20. Ovisnost koncentracije proteina o koncentraciji Tweena 80 (10 = 10 g L™ glukana;
100 = 100 g L™ sveukupne suhe tvari; 10 — N = 10 g L™ glukana — neobraden
kukuruzni oklasak; 100 — N = 100 g L™* sveukupne suhe tvari — neobraden kukuruzni
oklasak; C = Celluclast 1.5L; C+V = Celluclast 1.5L + Viscozyme L)

Koncentracija proteina nakon 120 h enzimske hidrolize u podlozi s pocetnih 10 g Lt
supstrata lagano raste porastom koncentracije dodanog Tweena 80. S 20 g L™ povrsinski
aktivne tvari postize se maksimalna koncentracija proteina koja iznosi 0,86 mg L™ (slika 20).
Ta je vrijednost za 28 % veca od vrijednosti koncentracije proteina bez dodatka Tweena 80.
Maksimalna postignuta koncentracija proteina nakon 120 h provedene enzimske hidrolize na
podlozi s podetnih 100 g L™ suhe tvari postigla se dodatkom 6 g L™* Tweena 80. Ta je
vrijednost za 35 % veca od vrijednosti koncentracije proteina bez dodatka Tweena 80 u
podlogu. U ovom eksperimentu, dodatak Tweena 80 povecao je koncentraciju enzima u
suspenziji smanjuju¢i udio adsorbiranih enzima. Razlog manje koncentracije desorbiranih
proteina nakon enzimske hidrolize s neobradenim kukuruznim oklaskom je adsorpcija enzima

na hidrofobnu povrsinu §to smanjuje koncentraciju enzima za hidrolizu lignocelulozne sirovine.
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Dobiveni supernatant nakon centrifugiranja podloga sadrzi vezane enzime koji se mogu

koristiti u daljnjoj proizvodnji npr. mikrobnih lipida.
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Slika 21. SDS-PAGE izdvojenih proteina iz uzoraka dobivenih nakon 120 sati enzimske
hidrolize kukuruznog oklaska: (a) 10 g L™ supstrata (glukan); (b) 100 g L™
sveukupne suhe tvari; (To = bez Tweena 80, T, =1g L™, T,=2gL™" T,=4g L™,
Te=6¢g L'l; T, =129 L Tweena 80; N = neobraden kukuruzni oklasak bez
dodatka Tweena 80; C = Celluclast 1.5 L; CV = enzimski preparati Celluclast 1.5 L

i Viscozyme L; S = proteinski standard)

SDS-PAGE elektroforezom izdvojeni su proteini iz supernatanta nakon 120 h enzimske
hidrolize u podlozi s 10 g L™ glukana i 100 g L™ sveukupne suhe tvari. Slika 21 prikazuje
rezultate analize. Postignut je sli¢an profil vrpci izdvojenih proteina u uzorcima, medutim
intenzitet vrpci, tj. koli¢ina proteina je znafajno manja za uzorak proteina u neobradenom
kukuruznom oklasku u odnosu na ostale. Proteini su ostali vezani na supstrat odnosno lignin
¢ija koli¢ina iznosi oko 20 % u neobradenom oklasku. Profil bendova 1 njihov intenzitet u

skladu je s odredenim koncentracijama proteina.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovi ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Uzgojem plijesni Trichoderma reesei na ¢vrstoj hranjivoj podlozi (SSF) s neobradenim
kukuruznim oklaskom (70 %), pSenicnim mekinjama (30 %) 1 Tweenom 80, postignuta
je maksimalna celuloliticka aktivnost od 0,1228 IU u optimalnom trajanju uzgoja od 28
dana.

2. Proizvodnjom celuloliti¢kih enzima s plijesni T. reesei na poluévrstoj hranjivoj podlozi
(SmF) s predobradenim kukuruznim oklaskom (70 %), pSenicnim mekinjama (30 %),
Tweenom 80 i dodanim liofiliziranim celulazama u svrhu indukcije biosinteze celulaza,
maksimalna celuloliticka aktivnost iznosila je 0,194 IU. Optimalno vrijeme uzgoja za
postizanje maksimalne celuloliti¢ke aktivnosti iznosi 9 dana.

3. Veca celuloliticka aktivnost od 6,2845 IU/g glukana postigla se SSF uzgojem plijesni
Sto je za 14,5 % veca vrijednost od postignute maksimalne celuloliticke aktivnosti
prilikom SmF uzgoja. Vrijeme uzgoja potrebno za postizanje maksimalne celuloliticke
aktivnosti SSF uzgojem bilo je 28 dana, za razliku od Smf uzgoja plijesni kod kojeg je
iznosio 9 dana. SmF uzgoj pokazao se ucinkovitijim u proizvodnji celulolitickih
enzima s T. reesei, u 9. danu uzgoja celuloliticka aktivnost iznosila je 5,3719 g/g
glukana §to je 4,3 puta veca vrijednost nego u SSF procesu.

4. Dodatak Tweena 80 povecao je stupanj enzimske hidrolize strukturnih ugljikohidrata
predobradenog kukuruznog oklaska. Optimalna koncentracija Tweena 80 pri enzimskoj
hidrolizi preobradenog kukuruznog oklaska iznosila je 12 g L™ kod obje podetne
koncentracije supstrata (10 g L™ glukana i 100 g L™ suhe tvari). Maksimalan stupanj
hidrolize glukana i ksilana povecao se za 12 — 16 % ovisno o pocetnoj koncentraciji
supstrata.

5. Alkalna predobrada kukuruznog oklaska znacajno povecava stupanj hidrolize
strukturnih ugljikohidrata.

6. Dodatak Tweena 80 smanjuje koncentraciju adsorbiranih celulolitickih enzima na

lignin u lignoceluloznoj sirovini.
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Slika 22. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu
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Slika 23. Bazdarni pravac za odredivanje FPA vrijednosti enzima DNSA metodom



Prilog 7.3.

Tablica 14. Vrijeme zadrzavanja monosaharida na kromatografskoj koloni
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Slika 24. Bazdarni pravci za odredivanje koncentracije glukoze (a), ksiloze (b) i celobioze (c)

kromatografskom metodom






