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2. Teorijski dio

Sintetska bojila koriste se u velikom broju industrija, posebice tekstilnoj. Globalizacija,
konzumerizam te modna industrija doveli su do velike potraznje i naglog rasta tekstilne
industrije posljednjih nekoliko desetljeca, sto se odrazilo i na okolis. Pretpostavlja se da oko
17 — 20 % oneciS¢enja okoliSa industrijskim otpadnim vodama dolazi upravo iz tvornica
tekstila. U raznim procesima proizvodnje i obrade tekstila koristi se viSe od 8000 razlicitih
kemikalija od kojih su mnoge opasne za ljudsko zdravlje. Takoder, proizvodnja tekstila zahtjeva
velike koli¢ine vode. Prosje¢na tvornica potrosi oko 200 000 L vode po toni tekstila, od ¢ega se
16% iskoristi u bojenju. Ovisno o tipu bojila, u procesu bojenja se potrosi od 30 do 50 L po
kilogramu materijala, od c¢ega najveci dio zavrSi u otpadnoj vodi. Kemikalije koriStene u

procesima, a posebice bojila, su vrlo tesko razgradive (Kant, 2012.).

Razvoj svijesti ljudi o vaZnosti zastite okoliSa doveo je do donoSenja stroZih zakona o
prociséavanju obojenih industrijskih efluenata, prije ispusStanja u okolisS. Potreba za
pronalaskom novih, efikasnijih te ekonomski isplativih nacina prociS¢avanja raste. Razvijen je
velik broj razli¢itih metoda: kemijskih, Sto ukljucuje koagulaciju, flokulaciju te oksidacijske
procese; fizikalnih, u vidu membranskih filtracija i adsorpcije; te bioloskih, sto podrazumijeva
aerobnu i anaerobnu razgradnju pomodéu mikroorganizama ili njihovih enzima. Medu
mikroorganizmi mogu dovesti do potpune mineralizacije onecis¢ujuéih tvari i to uz niske

troskove (Pereira i Alves, 2012.).

U ovome radu istrazena je moguénost obezbojenja agarnih plo¢a s dodatkom sintetskih bojila
malahitnog zelenila i metilenskog modrila pomocu odabranih gljiva bijelog truljenja. Takoder,
ispitana je sposobnost obezbojenja lignoceluloznog materijala u uvjetima fermentacije na

¢vrstim nosacima.
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2. Teorijski dio

2.1. Bojila

Slikovni zapisi u Spiljama od prije 30 000 godina govore o prvoj primjeni bojila u povijesti (Slika
1.). Dokazi o poznavanju i upotrebi prirodnih pigmenata i bojila pronadeni su i u drevnim
civilizacijama u Indiji, Mezopotamiji, Gr¢koj, Kini i Egiptu. Tada su se za pripremu bojila koristili
razni plodovi, listovi, cvjetovi i korijenje biljaka te kasnije i minerali. Kroz povijest, bojila su
pronasla razne primjene: u gradevini, umjetnosti, proizvodnji tekstila. Umjetnost bojenja

tekstila bila je poznata u Kini i Indiji 2 000 — 3 000 godina prije Krista. (Singh i Bharati, 2014.).

Slika 1. CrteZi u $pilji Altamira u Spanjolskoj

(http://s.ngm.com/, 2017.)

1865. godine, slu¢ajnim otkriéem od strane kemicara Williama Henryja Perkina, nastaje prvo
sinteti¢ko bojilo, plavo — ljubicaste boje, nazvano mauvein. Ovo otkri¢e potaklo je daljnja
istrazivanja te zapocinje i industrijski razvoj sintetickih bojila (Zollinger, 1999.). U usporedbi s
prirodnim, sinteticka bojila su jeftinija, jednostavnija za proizvodnju i primjenu, bolje su
postojanostii jateg intenziteta. Zbog svih tih razloga dolazi do naglog pada upotrebe prirodnih

bojila (Singh i Bharati, 2014.).

Danas se bojila primjenjuju u skoro svim granama industrije: gradevinskoj, prehrambenoj,
farmaceutskoj, kozmetickoj, tekstilnoj, itd. Komercijalno je dostupno preko 100 000 sintetickih

bojila, te se godisnje proizvede 7x10° tona bojila (McMullan i sur., 2001.).

Postoji vise razli¢itih podijela bojila, prema strukturi, izvoru, boji, topljivosti, primjeni. Prema
kemijskoj strukturi najcesée se dijele na: azo, antrakinonska, indigoidna, ftalocijaninska,

sumporna, nitro i nitrozo bojila (Gurses i sur., 2016.).


http://s.ngm.com/
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2.1.1. Malahitno zelenilo
Malahitno zelenilo je arilmetansko bojilo (C23HsNz), tocnije diamino-trifenilmetan, strukture

prikazane na Slici 2.

|
SVeh
/
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Slika 2. Kemijska struktura malahitnog zelenila

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov, 2017.)

0d 1936. u Sirokoj je primjeni kao fungicid te kao ektoparazicid u uzgajalistima riba. Dostupan

je u vise oblika, uglavhom kao sol oksalata i hidroklorida (Alderman, 1985.).

Malahitno zelenilo je kristalni prah, boje vrlo slicne kristalu malahita po kojem je i dobio ime

(Slika 3.). Topljiv je u vodi i etanolu te osjetljiv na utjecaj svjetlosti i zraka.

Slika 3. Kristali malahitnog zelenila

(https://commons.wikimedia.org, 2017.)

Osim kao fungicid, koristi se za bojenje tekstila i koZe te u medicini kao dezinfekcijsko sredstvo

i antihelmetik. Takoder, primjenjuje se i kao pigment u proizvodnji keramike. U Indiji se ¢esto

3
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2. Teorijski dio

koristi kao prehrambeno bojilo, iako je za tu upotrebu zabranjen u vecini zemalja (Culp i

Beland, 1996.).

2.1.2. Metilensko modrilo

Metilensko modrilo (Slika 4.) pripada u skupinu fenotiazina. Naj¢e$ce dolazi u obliku kristalnog
praha zeleno-plave boje koji vodenim ili alkoholnim otopinama daje vrlo tamno plavo
obojenje. Sinteza metilenskog modrila se provodi iz dimetilalanina (Encyclopaedia Britannica,

2015.).

Slika 4. Kemijska struktura metilenskog modrila

(https://pubchem.nchi.nim.nih.gov, 2017.)

Uobicéajeno je bojilo u tekstilnoj industriji, industriji papira, plastike, koze, kozmetike i sl.
Metilensko modrilo ima i Siroku primjenu u medicini i to, naj¢esée, u ljecenju
methemoglobinemije gdje se pacijentima kao terapija intravenozno ubrizgavaju male kolicine
bojila (1-2 mg/kg.). Takoder, zbog svojeg baktericidnog djelovanja, koristi se i u ljeéenju
bakterijskih infekcija urogenitalnog trakta, te u kombinaciji s vitaminom C ima primjenu u
terapiji kroni¢ne urolitijaze. U upotrebi je i za bojenje bioloskih preparata (Clifton i Leikin,

2003.) .


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2. Utjecaj bojila na zdravlje i okolis

Ispustanje industrijskih efluenata u okolis ima znatan utjecaj na oneciséenje vode. Efluenti koji
sadrze velike koli¢ine bojila mogu utjecati na kemijski sastav i svojstva vode u okolisu (Ejder-
Korucu i sur., 2015.). Cak i vrlo male koli¢ine bojila mogu uzrokovati veliki intenzitet obojenja
te, zbog utjecaja na apsorpciju i refleksiju sunceve svjetlosti, ometati procese fotosinteze i
time znacajno utjecati na prehrambeni lanac. Neka bojila su izrazito termo- i fotostabilna, te

u okoliSu mogu opstati dug vremenski period (Gurses i sur., 2016.).

Od industrija, koje u procesu proizvodnje primjenjuju bojila, tekstilna industrija pokazala se
kao najveci zagadiva¢ okolisa. Otpadne vode tekstilne industrije sadrie vrlo velik broj
komponenata razli¢itog kemijskog sastava, veé¢inom tesko razgradivih i toksi¢nih (Correia i
Judd, 1994.). U procesima proizvodnje tekstila, zbog neefikasnosti provedenog procesa
bojenja, u otpadnoj vodi moze zavrsiti velika koli¢ina bojila. Ovisno o koristenim bojilima, u

otpadnoj vodi zavrsava od 2% do 50% primjenjene koli¢ine (McMullan, 2001.).

Ovisno o koncentraciji i vremenu izlaganja, bojila mogu imati akutni ili kroni¢ni utjecaj na
izloZeni organizam. Malahitno zelenilo je uvelike istrazivano u kontekstu utjecaja na ribe
tretirane u uzgajalistima te time i na potencijalan Stetni uc¢inak na zdravlje konzumenata.
Istrazivanja toksi¢nih ucinaka pokazala su, ovisno o vrsti ribe, teratogeno, mutageno i
karcinogeno djelovanje. Takoder, kod nekih vrsta uzrokuje smanjenje plodnosti (Srivastava i

sur., 2004.).

Malahitno zelenilo pokazalo je teratogen ucinak na zecCeve i miseve te povecanje pojavnosti
karcinoma jetre (Meyer i Jorgensen 1983., Rao i Fernandes 1996.). Isto tako, na ispitivanim
Zivotinjama doslo je do oStecenja bubrega, slezene, srca, pojave lezija na kozi, plu¢éima i

kostima (Srivastava i sur., 2004.).

lako se metilensko modrilo u manjim koncentracijama primjenjuje u medicinskim terapijama
nekih bolesti, akutna izloZenost kod ljudi moZe dovesti do ubrzanog rada srca, povracdanja,
Soka, stvaranja Heinzovih tjelesaca, cijanoze, Zutice, kvadriplegije i nekroze tkiva (Kumar i

Kumaran, 2005.).
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2.3. Metode uklanjanja bojila iz otpadnih voda

Pravilnikom o grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda (NN 80/2013) propisano je kako
tehnoloske otpadne vode nastale tijekom proizvodnje i prerade tekstila prilikom ispustanja iz
postrojenja ne smiju sadrzavati bojila. Uklanjanje bojila je teZak zadatak s obzirom na njihovu

kompleksnu strukturu i razli¢itost.

Metode za uklanjanje bojila dijele se na tri velike grupe: kemijske, fizikalne i bioloske metode.

2.3.1. Kemijske metode

Uglavnom koristene kemijske metode su: koagulacija i flokulacija u kombinaciji s filtracijom ili
flotacijom, precipitacija-flokulacija s Fe, Al ili Ca hidroksidima, elektrokemijski procesi poput
elektroflotacije i elektrokoagulacije te oksidacija s oksidiraju¢im sredstvima (Ejder-Korucu i

sur., 2015.).

Zbog jednostavnosti primjene, oksidacija je najceSce koristen postupak medu kemijskim
metodama dekoloracije. Bojilo se uklanja oksidacijom koja dovodi do kidanja strukture
aromatskog prstena. Sintetska bojila su vrlo stabilna, pa su za oksidaciju potrebna jaka
okidacijska sredstva poput klora, ozona, Fentonovog reagensa te vodikovog peroksida.
Vodikov peroksid je uobicajeno koristeno sredstvo, no prije upotrebe ga je potrebno aktivirati
Sto se, najcesce, vrsi UV zracenjem. Klor se pokazao kao dobro oksidacijsko sredstvo u slucaju
bojila, medutim, zbog moguénosti stvaranja Stetnih produkata s dusiénim komponentama iz
otpadne vode, uglavnom se ne koristi. Fentonov reagens se koristi u oksidaciji toksikanata koji

su otporni na bioloske procese i inaktiviraju Zivu biomasu (Anjaneyulu i sur., 2005.).

lako su ove metode ucinkovite, problem predstavlja visoka cijena zbog velike potrosnje

elektricne energije i kemijskih reagenasa zbog kojih moZe do¢i i do naknadne kontaminacije.

2.3.2. Fizikalne metode
Fizikalnim metodama se postize dobro uklanjanje bojila uz vrlo niske operativne troskove.
Primjenjuju se adsorpcija, ionska izmjena, filtracija i membranska filtracija (Ejder-Korucu i sur.,

2015.).
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Membranska filtracija posjeduje niz prednosti nad ostalim metodama. Ovaj postupak ima
moguénost kontinuiranog odvajanja bojila od efluenta, membrane su otporne na utjecaj
temperature, nepovoljno kemijsko okruzenje i mikrobioloski utjecaj. Nazalost, primjena im je
ogranicena zbog visoke cijene opreme te moguénosti zalepljenja pora membrana, ¢ija

pomjena predstavlja vedi problem (Robinson i sur., 2001.).

Relativno jednostavan i vrlo ¢esto primjenjivan postupak je adsorpcija. Adsorpciju je moguce
provesti na raznim materijalima kao adsorbensima: aktivnhom ugljenu, tresetu, drvenim
strugotinama, otpatcima u preradi Secerne trske i sl. Prednost upotrebe otpadnih materijala
kao adsorbensa je u tome $to su ovi materijali lako dostupni i prihvatljive cijene (Anjaneyulu i

sur., 2005.), za razliku od dobro definiranih, skupih konvencionalnih adsorbensa.

2.3.3. Bioloske metode

Kao dobra alternativa kemijskim i fizikalnim metodama uklanjanja bojila pokazale su se
bioloske metode. Bioloske metode imaju nekoliko prednosti: procesi ¢iS¢éenja mogu se
provesti na samom mjestu kontaminacije, nisu Stetni za okolis, tj. uglavhom ne dolazi do
naknadne kontaminacije nastalim produktima te relativno niski troSkovi provedbe

(Vijayaraghavani Yun, 2008.).

Bioakumulacija (razgradnja toksikanata Zivim organizmima) i biosorpcija (adsorpcija
toksikanata na inaktivhu biomasu mikroorganizama ili drugih bioloskih materijala) su se
pokazale kao dvije metode s najviSe potencijala u procis¢éavanju otpadnih voda.
Bioakumulacija se ne preporuca za kontinuirani tretman visoko toksi¢nih spojeva jer se nakon
nekog vremena isti mogu nakupiti u organizmu i uzrokovati smrt stanice. U takvim

slu€ajevima, prednost ima primjena biosorpcije (Vijayaraghavan i Yun, 2008.).

Razne aerobne i anaerobne bakterije, alge te velik broj razlicitih vrsta gljiva su istrazivane u
svrhu obezbojenja otpadnih voda. Najefikasnije u uklanjanju sintetskih bojila pokazale su se
gljive i to posebice gljive bijelog truljenja, zbog sposobnosti proizvodnje enzima koji razgraduju

lignin, a koji sudjeluju u razgradniji sintetskih bojila (Vasdev, 2011.).
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2.4. Gljive

Gljive su eukariotski organizmi koji imaju heterotrofan nacin ishrane. Hranjive tvari dobavljaju
izvanstaniénom razgradnjom uslijed aktivnosti izluéenih enzima koju prati apsorpcija
otopljenih produkata. Sveprisutni su organizmi; nalaze se na velikom broju razli¢itih stanista
te vrée vaznu ulogu u raznim ekosustavima kao saprofiti, simbioti i paraziti. Sirenje na nove
izvore hrane olakSano je produkcijom spora, dok je kolonizacija omogucéena rastom kao
razgranati sustav cijevcica (hifa) koje zajedno ¢ine micelij. Prema morfologiji hifa, vrsti spora i
nacinu razmnozavanja gljiive se dijele na 5 skupina: Deuteromycetes, Zygomycetes,

Ascomycetes, Basidiomycetes i Oomycetes (Webster i Weber, 2007.).

Gljive posjeduju dobro razvijen sustav enzima koji im omogucava rast na velikom rasponu
prirodnih i sintetskih supstrata. Takoder, za razliku od vecine bakterija, gljive mogu prezivjeti,

rasti i razviti se u toksicnom okruzenju (Sardrood i sur., 2013.).

Opcenito su vrlo otporne na okolisne uvjete. Njihove stanice su totipotentne te stoga cijeli
organizam mozZe nastati ne samo iz spora nego i iz fragmenata hifa. Gljive su poznate zbog
svoje sposobnosti da razgrade velik raspon materijala od drva, papira, tekstila i plastike do

betona. U ekosustavima, glavni su razgradivaci biljnih polimera (Singh, 2006.).

Zbog velikog broja enzima koje sintetiziraju, mogu razgraditi praktic¢ki sve prirodne organske
komponente. Neke vrste kao izvor ugljika mogu koristiti pektine, celulozu i hemicelulozu.
Odredene skupine gljiva mogu razgraditi i teSko razgradive prirodne polimere kao Sto su

keratin i lignin (Anastasi i sur., 2013.).

Najcesce koriStene gljive u bioremedijaciji su gljive truleZznice, posebice gljive bijelog truljenja.

2.4.1. Gljive bijelog truljenja
Nakon razgradnje lignina te celuloze i hemiceluze u drvetu pomocu ovih gljiva, zaostaje bijeli

ostatak (Slika 5.), prema kojem su i dobile ime.
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Slika 5. Bijelo truljenje

(https://tryoncreek.files.wordpress.com, 2017.)

Ova raznovrsna skupina se uglavnom sastoji od gljiva iz skupina Basidiomycetes, koje su
poznate po moguénosti razgradnje lignina. Razgradnja je omogucena izvanstani¢nim
enzimima za modifikaciju lignina koji, zbog nespecificnosti za odredeni supstrat, mogu
razgraditi i razne ksenobiotike. Lignin modificiraju¢e enzime, mangan peroksidazu, lignin
peroksidazu i lakazu, gljive proizvode tijekom sekundarnog metabolizma jer oksidacijom
lignina ne proizvode energiju (Wesenberg i sur., 2003.). Energiju potrebnu za razgradnju
lignina uglavnom dobivaju oksidacijom biljnih polisaharida te se pretpostavlja da bi se u
industrijskoj primjeni gljiva, kao izvor hranjivih tvari, mogao koristiti otpadni lignocelulozni

materijal poput piljevine ili otpada u proizvodnji Secera iz trske i sl. (Ralph i Catcheside, 2002.).

Produkcija enzima za razgradnju lignina moZe se potaknuti ograni¢avanjem koncentracije
(manjkom) hranjivih tvari, tj. odabirom izvora hranjivih tvari. Takoder, ne dolazi do smanjenja
sinteze enzima kada je koncentracija toksikanta smanjena ispod razine potrebne za indukciju
enzima te stoga gljive mogu gotovo u potpunosti razgraditi cak i vrlo male koli¢ine toksikanata

(Barr i Aust, 1994.).

Gljive bijelog truljenja razgraduju lignocelulozni materijal na 2 nacina: selektivno, gdje dolazi
samo do razgradnje lignina dok ceuloza ostaje netaknuta te simultano, gdje istovremeno
dolazi do razgradnje lignina i svih polisaharida u drvu. Gljive roda Ganoderma su, uglavnom,

selektivni razgradivaci, dok su gljive roda Trametes simultani razgradivaci(Blanchette, 1991.).


https://tryoncreek.files.wordpress.com/
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2.4.2. Ganoderma lucidum

Hrastova sjajnica ili Reishi gljiva (lat. Ganoderma lucidum) je gljiva iz skupine Basidiomycetes,
plosnatog bubrezastog klobuka sjajne crvene boje (Slika 6.). Spore otpusta kroz pore koje se
nalaze na unutrasnjoj strani klobuka koji, ovisno od starosti gljive, moZe biti od bijele do smede

boje (Bibi i sur., 2009.).

Slika 6. Ganoderma lucidum

(http://www.medicalmushrooms.net, 2017.)

U kineskoj narodnoj medicini ova gljiva se koristi viSe od 2000 godina. Pripravci u obliku praha
ili ¢aja primjenjuju se u lijecenju raznih bolesti: hepatitisa, hipertenzije, hiperkolesterolemije i

tumora gastrointestinalnog trakta (Tang i sur., 2007.).

Posljednjih godina, Ganoderma lucidum izaziva sve veéu paZnju znanstvenika zbog svojih
antitumorskih svojstava. IstraZivanjima je dokazano kako inhibira rast i inducira apoptozu u
razli¢itim stanicama leukemije, limfoma i mijeloma (Muller i sur., 2006). Isti u¢inak je pokazala
i na stanicama karcinoma dojke i prostate (Sliva i sur., 2003.) te na stanicama karcinoma

debelog crijeva (Hong i sur., 2004.).

Osim u medicini, ima primjenu i u ekologiji. Zbog prisutnosti enzima za razgradnju lignina,
proucavana je u svrhu uklanjanja sintetskih bojila, pri ¢emu su sama gljiva i njezini izolirani
enzimi pokazali dobar potencijal za razgradnju sintetskih bojila (Murugesan i sur., 2007.;

Selvakumar i sur., 2013.; Bibi i sur., 2009.).

10


http://www.medicalmushrooms.net/

2. Teorijski dio

2.4.3. Ganoderma resinaceum

Takoder pripada skupini Basidiomycetes; zbog slicnog izgleda ¢esto se zamjenjuje s gljivom
Ganoderma lucidum (Slika 7.). Sezonskog je rasta, te plosnate i nabrane, sjajne povrsine.
Najcesée raste u toplijim podrucjima, a boja plodnog tijela varira od crveno-smede do crno-

smede, ovisno o podneblju (Steayert, 1980.; Schwarze i Ferner, 2003.).

Slika 7. Ganoderma resinaceum

(https://image.jimcdn.com, 2017.)

lako o tome postoji vrlo malo zapisa, gljive se u africkoj narodnoj medicini koriste vec
stolje¢ima. Specificno, Ganoderma resinaceum se koristi za lijeCenje bolesti jetre, te za

snizavanje razine Secera u krvi (Oyetayo, 2011.).

Kao i ostale gljive iz roda Ganoderma, pokazala je dobar potencijal u obezbojenju nekih

sintetskih bojila (Abd El-Zaher, 2010.).

2.4.4. Trametes versicolor

Sarena tvrdokoska (lat. Trametes versicolor) sastoji se od vie plosnatih, tankih klobuka
valovitih rubova, veli¢éine 3-5 cm posloZzenih u nekoliko redova (Slika 8.). Gornja povrsina
klobuka je barSunasta s koncentri¢no rasporedenim pojasevima razli¢itih boja: smede, Zute,

zelene, sive i crne (Cui i Christi, 2003.).
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Slika 8. Trametes versicolor

(http://www.mykoweb.com, 2017.)

Kao i opisane gljive roda Ganoderma, Trametes versicolor se koristi kao medicinska gljiva.
Njezino dokazano imunomodulacijsko djelovanje ima potencijalnu primjenu u terapiji HIV-

virusa tipa 1 (Collins i Ng, 1997.) te uz kemoterapiju u lije¢enju karcinoma (Kidd, 2000.).

Zbog prisutnosti lignolitickih enzima, moguéa je primjena u bioremedijaciji za uklanjanje raznih
sintetskih bojila, polikloriranih bifenila te policiklickih aromatskih ugljikovodika koji su medu

najéesc¢im oneciscujuéim tvarima u okoliSu (Novotny i sur., 2004.).

2.5. Fermentacija na cvrstim nosacima

Fermentacija na ¢vrstim nosac¢ima (eng. solid-state fermantation, SSF) je fermentacija
materijala u ¢vrstom stanju bez ili gotovo bez prisutnosti slobodne vode. Ipak, materijal mora
sadrzavati dovoljan udjel vlage kako bi omogudio rast i metabolizam stanica mikroorganizama

(Pandey, 2003.).

Kao inokulum u SSF koriste se Ciste kulture ili kombinacija nekoliko kultura, najéesc¢e aerobnih
mikroorganizama. Moguca je primjena raznih bakterija i kvasaca, no uglavnom se primjenjuju
filamentozne gljive. Filamentozne gljive su idealne za SSF, jer se zbog svojeg nacina rasta lako
Sire i prodiru u supstrat kako bi dosle do hranjivih tvari. Takoder, mogu rasti u sustavima koji

sadrZe vrlo malo vode i imaju nizak pH (Mitchell i sur., 2002.).

U SSF procesima bitan je odabir odgovarajueg supstrata, koji uglavhom ovisi o
mikroorganizmu i Zeljenom produktu. Kada se kao ¢vrsti materijal, odnosno nosaci za rast
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mikroorganizama koriste razni lignocellulozni materijali (otpadni materijali poljoprivredne,
prehrambene i drvne industrije) oni su istovremeno i supstrat za rast, za razliku od inertnih
nosaca poput poliuretanske pjene, koji sluze samo kao nosac te se mora dodati supstrat
(Pandey, 2003.). Veli¢ina Cestica supstrata je takoder vaZzan faktor s obzirom da utjece na
omjer volumena i povrSine supstrata. Omjerom volumena i povrSine supstrata se moze
definirati koli¢ina supstrata koja je primarno dostupna mikroorganizmu nakon inokulacije.
Optimalna veli¢ina cestica bi bila ona koja omogucuje pristupaénost hranjivih tvari, ali i

dovoljnu koli¢inu kisika (Mitchell i sur., 2002.).

SSF se godinama primjenjuju u isto¢nim kulturama u pripremi nekih tradicionalnih proizvoda.
Danas su Ceste u prehrambenoj industriji gdje se primjenjuju za proizvodnju aroma, enzima,
organskih kiselina te ksantan gume (Couto i Sanroman, 2006.). Takoder, moguda je primjena
u bioloSkoj obradi obojenih lignoceluloznih materijala, zaostalih nakon procesa adsorpcije
bojila na otpadni materijal tijekom procis¢avanju obojenih industrijskih efluenata (Nigam i sur,

2000.).

13



3. Eksperimentalni dio

3. EKSPERIMENTALNI DIO



3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Zadatak ovog rada bio je istraziti moguénost koriStenja novih izolata gljiva Ganoderma
lucidum, Ganoderma resinaceum i Trametes versicolor TV8 s ciljem obezbojenja agarnih ploca
s dodatkom sintetskih bojila metilenskog modrila i malahitnog zelenila. Nadalje, pomo¢u gljive
koja je pokazala najbolje rezultate obezbojenja na agarnim plo¢ama istrazena je moguénost
uklanjanja bojila metilenskog modrila s obojenog otpadnog lignoceluloznog supstrata u

uvjetima uzgoja na ¢vrstim supstratima.

3.2. Materijali

3.2.1. Bojila

U istraZivanju su koristena sintetska bojila:

o metilensko modrilo (Merck, USA)

o malahitno zelenilo (Merck, USA)

3.2.2. Mikroorganizmi
Kao radni mikroorganizmi koristene su sljedeée gljive iz privatne zbirke (Institute for Applied

Mycology and Biotechnology, Celje, Slovenija) i izolirane na podrucju Celja i Laskog (Slovenija):

o Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst
o Ganoderma resinaceum Boud.

o Trametes versicolor (L.) TV8

Gljive su uzgajane na krumpirovom agaru (Liofilchem, Italija) tijekom 7 dana pri 27°C, te

cuvane u hladnjaku na +4°C.

3.2.3. Kemikalije
o Krumpirov agar (Liofilchem, Italija)
o ABTS (Sigma, USA)
o CuSO4 (Kemika d.d., Hrvatska)
o Glukoza (Gram-mol d.o.o0., Hrvatska)
o Amonijev tartarat 99% (Acros, Spanjolska)
o Kvascev ekstrakt (Liofilchem, Italija)

o MgS04 x 7H,0 (Kemika d.d., Hrvatska)
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o NaCl (Kemika d.d., Hrvatska)

o CaCl; (Kemika d.d., Hrvatska)

o FeCls (Sigma-Aldrich, Njemacka)

o Ks[Fe(CN)e] (Sigma-Aldrich, Njemacka)
o Lignin (Aldrich Chemistry, USA)

o Tiamin (Acros, Kina)

o Bromfenol modrilo (Fisher bioreagens, India/Belgija)
o Guiacol 99% (Acros, Kina)

o KH2PO4 (Gram-mol d.o.o.,Hrvatska)

o Karboksimetil celuloza (Aldrich, USA)
o Tehnicki agar (Biolife, Italija)

o Kongo crvenilo (Kemika d.d., Hrvatska)

3.2.4. Supstrat

Kao supstrat, odnosno neinertni nosac, koriSten za uzgoj na ¢vrstim supstratima (Solid-state

fermentation) koristen je pivski trop dobiven iz Osjecke pivovare d.o.o. Prije koristenja, pivski

trop je pripremljen tako Sto je ispran vodovodnom vodom do neutralnog pH te osusen na

zraku. Nakon toga trop je samljeven na laboratorijskom mlinu (IKA Labortechnik, Njemacka),

pri éemu je koristeno sito promjera 1 mm, kako bi se osigurala veli¢ina ¢estica manjaod 1 mm.

3.2.5. Aparatura i pribor

U radu su koriStene sljedeée aparature i pribor:

o

za vaganje su koristene tehnicka vaga (RADWAG,Tehnicaunitronik, tip: WPS 1200,
Njemacka) te analiticka vaga (Shimadzu AW220, Japan).

za sterilizaciju hranjivih podloga, supstrata i laboratorijskog posuda koristen je
autoklav (TIP 7510945, Sutjeska, Srbija)

za termostatiranje sterilinih agarnih podloga koristene su vodene kupelji (GFL
Gesellshaft fiir labortechnik D-30938, Njemacka).

za homogenizaciju otopina i podloga koristen je vibrirajuéi mjesa¢ (Vibromix 10,
Tehtnica, Slovenija)

kako bi se osigurala sterilnost pri radu koristen je mikrobioloski zastitni kabinet

za inkubaciju radnih mikroorganizama koristen je termostat (Termo medicinski aparati,

BTEST, Bodalec Havoic, Hrvatska)
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o za mjerenje promjera kolonija i zona obezbojenja na agarnim plo¢ama koriSteno je
digitalno pomi¢no mjerilo

o za mljevenje pivskog tropa koristen je laboratorijski mlin (MF10 Basic, IKA
Labortechnik, Njemacka)

o za odredivanje udjela vlage i suhe tvari pivskog tropa koriSten je halogeni analizator
vlage (HR73 MoistureAnalyzer, MettlerToledo, Svicarska)

o za odredivanje proteinskog dusika koriSten je uredaj KjeltecTM 2300 Analyzer Unit
(FOSS Analytical, Danska)

o za odredivanje boje obojenog pivskog tropa koristen je kromametar (Konica Minolta

CR400, Japan)

3.3. Metode

3.3.1. Priprema podloga i uzgoj radnih mikroorganizama

Izvagano je 42 g krumpirovog agara, dodano 1000 mL destilirane vode, zagrijano do vrenja te
sterilizirano u autoklavu pri 121°C, 15 min. Podloga je potom ohladena na temperaturu od
45°C do 50°C. Nakon hladenja podloga je dobro promijeSana i razlivena u prethodno
sterilizirane Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Ovako pripremljene podloge nacijepljene su
micelijskim diskovima (5 mm) radnih mikroorganizama. Inkubacija je trajala 7 dana pri 27°C.
Micelijski diskovi promjera 5 mm ovako pripremljenih kulture koristeni su dalje kao inokulum
u kvalitativnim testovima za odredivanje celuloliti¢cke i lignoliticke aktivnosti te testovima
obezbojenja sintetskih bojila na agarnim plo¢ama. Svi testovi provedeni su u pet ponavljanja
(kvalitativni testovi enzimske aktivnosti), odnosno 3 ponavljanja (testovi obezbojenja). Svaki
test ukljucivao je i odgovarajuéu bioticku (gljiva na osnovnoj podlozi) te abioticku kontrolu
(nenacijepljena podloga s dodatkom indikatorskih spojeva za kvalitativne testove enzimske

aktivnosti, odnosno bojila za testove obezbojenja).

3.3.2. Kvalitativni testovi za odredivanje celuloliticke i lignoliticke aktivnosti gljiva

3.3.2.1. Celuloliti¢cka aktivnost: obojenje agarnih ploca s dodatkom karboksimetil-celuloze
Karboksimetil-celuloza (CMC) je supstrat za endoglukanazu, pa se moZze koristiti za kvalitativni

test aktivnosti endoglukanaze i B-glukozidaze. Kako mnoge gljive sintetiziraju endoglukanaze
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u velikim koli¢inama, ovaj test mozZe posluZiti kao dobar pokazatelj njihove celuloliticke

sposobnosti (Pointing, 1999.). Test je proveden prema postupku koji je opisao Pointing (1999).

Osnovna podloga za provodenje testa bila je sljededeg sastava: 5 g L't amonijevog tartarata; 1

g L't KH2PO4; 0,5 g L't MgS04x7H,0; 0,001 g L' CaCl,x2H,0i 0,1 g L't kvascevog ekstrakta.

U 500 mL pripremljene osnovne podloge dodano je 10 g karboksimetil-celuloze i 8 g tehnic¢kog
agara. Podloga je potom sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121°C tijekom 15 min te
nakon hladenja na 45°- 50°C razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Nakon hladenja podloge su
nacijepljene micelijskim diskovima (promjera 5 mm) 7 dana starih kultura gljiva te ostavljene
na inkubaciji pri 27 °C 2-5 dana, odnosno do porasta gljive od oko 30 mm promjera. Podloge
su zatim natopljene 1% vodenom otopinom kongo crvenila te je nakon 15 min visak bojila
ispran destiliranom vodom. Podloge su potom natopljene otopinom NaCl koncentracije 1 mol

dm3i ostavljene 15 min, nakon ¢ega je izliven visak otopine.

Zuto-narancasto obojenje oko micelija potvrda je razgradnje CMC i aktivnosti endoglukanaza,

dok je nerazgradena CMC ostala crvene boje.

3.3.2.2. Lignoliticka aktivnost: obojenje agarnih ploca s dodatkom 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS)

Bezbojni agar s dodatkom ABTS-a oboji se zeleno do ljubi¢asto uslijed oksidacije ABTS-a u

prisutnosti lignolitickog enzima lakaze (Pointing, 1999.). Test je proveden prema

modificiranom postupku koji su opisali Levasseur i sur. (2010.).

Pripremljeno je 500 mL osnovne podloge za uzgoj na nacin da je odvagano 21 g krumpirovog
agara i dodano 500 mL destilirane vode. Podloga je potom sterilizirana u autoklavu pri 121°C
tijekom 15 min. Nakon sterilizacije, podloga je ohladena na 65°C te je u nju sterilno dodano 5
mL otopine ABTS-a koncentracije 0,2 mmol L1 i 0,5 mL otopine CuSO4 koncentracije 100 mmol
L'L. Podloga s dodatkom ABTS-a je zatim razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Nakon hladenja
podloge su nacijepljene micelijskim diskovima (promjera 5 mm) 7 dana starih kultura gljiva.
Podloge su potom stavljene na inkubaciju 24-48 h u termostat pri temperaturi od 27°C. Pojava

zelenog do ljubiastog obojenja oko zone rasta micelija potvrda je aktivnosti lakaze.
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3.2.2.3. Lignoliti¢ka aktivnost: obojenje agarnih plo¢a s dodatkom gvajakola
Gvajakol kao sintetski fenolni spoj moZe posluziti kao pokazatelj aktivnosti lakaze (Kiiskinen i
sur., 2004.) Test je proveden prema modificiranom postupku koji su opisali Kiiskinen i sur.

(2010.).

Pripremljeno je 500 mL podloge za uzgoj na nacin da je odvagano 21 g krumpirovog agara,
dodano 500 mL destilirane vode te gvajakol u koncentraciji 0,01%. Podloga je potom
sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121°C tijekom 15 min te nakon hladenja na 45°-
50°C razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Nakon hladenja, podloge su nacijepljene
micelijskim diskovima (promjera 5 mm) 7 dana starih kultura gljiva. Podloge su potom
stavljene na inkubaciju termostat pri temperaturi od 27°C, do pojave narancasto-smedeg

obojenja oko zone rasta micelija, kao potvrda aktivnosti lakaze.

3.3.2.4. Lignoliticka aktivnost: obezbojenje agarnih ploca s dodatkom bromfenol modrila

Test je proveden prema modificiranom postupku koji su opisali Tekere i sur. (2004).

Pripremljeno je 500 mL podloge za uzgoj na nacin da je odvagano 21 g krumpirovog agara,
dodano 500 mL destilirane vode te bromfenol modrilo u koncentraciji 0,2 g L™X. Podloga je
sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121°C tijekom 15 min te nakon hladenja na 45°-
50°C razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Nakon hladenja, podloge su nacijepljene
micelijskim diskovima (promjera 5 mm) 7 dana starih kultura gljiva te stavljene na inkubaciju
termostat pri temperaturi od 27°C, do pojave obezbojenja plavog obojenja podloge, kao

potvrda aktivnosti lakaze.

3.3.2.5. Lignoliticka aktivnost: kvalitativni test sposobnosti razgradnje lignina
Test je proveden prema jednostavnoj metodi za utvrdivanje lignoliti¢ke aktivnosti koji su razvili

Sundman i Nase (1971.).

Pripremljeno je 500 mL hranjive podloge sastava kako slijedi: 20 g L' agara; 5 g L™ glukoze; 5
g L't amonijevog tartarata; 1 g L'! kvas¢evog ekstrakta; 0,5 g L't MgSO4 x7 H,0; 0,1 g L'* NaCl;
0,01 g L'* CaCl; 0,01 g L FeCls; 0,01 g L lignina (Kraft) te 1 mg L tiamina. Podloga je
sterilizirana u autoklavu pri temperaturi od 121°C tijekom 15 min te nakon hladenja na 45°-

50°C razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Nakon hladenja, podloge su nacijepljene
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micelijskim diskovima (promjera 5 mm) 7 dana starih kultura gljiva te stavljene na inkubaciju

termostat pri temperaturi od 27°C, do porasta gljive od oko 30 mm promjera.

Pripravljena su otopine FeCls i K3[Fe(CN)s], koncentracije 10 g L%, koje su zatim izmije3ane u
omjeru 1:1. Ovako pripremljenim reagensom, koji reagira s ligninom dajudi zeleno obojenje,
prelivene su agarne ploce s gljivama. Na mjestima gdje je lignin ostao nerazgraden vidljivo je
tamnozeleno obojenje, dok je na mjestima gdje je doslo do razgradnje lignina to obojenje vrlo

slabo ili ga nema.

3.3.3. Testovi obezbojenja sintetskih bojila na agarnim plocama

U bocice od 250 mL odvagano je 8,4 g krumpirova agara i dodano 200 mL destilirane vode.
Ovako pripremljene podloge su sterilizirane u autoklavu pri temperaturi 121°C kroz 15 min te
potom ohladene na temperaturu od 50°C i, do dodatka bojila, drzane u termostatiranoj
vodenoj kupelji. Osnovne otopine bojila (stock) pripremljene su tako Sto je u sterilne bocice
od 5 mL sterilno odvagano 0,1 g bojila te dodano 3 mL sterilne destilirane vode. Otopine su
zatim homogenizirane na vibrirajuéem mjesacu te je, nakon potpunog otapanja bojila, u
tikvice s termostatiranim sterilnim krumpirovim agarom dodan odgovarajuéi volumen bojila
prema shemi u Tablici 1. Po 20 mL podloge s dodatkom razli¢itih koncentracija bojila razlivene
su u sterilne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Nakon hladenja, podloge su nacijepljene
micelijskim diskovima (promjera 5 mm) 7 dana starih kultura gljiva te stavljene na inkubaciju
termostat pri temperaturi od 27°C kroz 14 dana. Rast gljiva i promjena boje hranjive podloge
praceni su svaka dva dana, mjerenjem promjera kolonije gljive i promjera zone obezbojenja
(promjene intenziteta boje) podloge pomocu digitalnog pomi¢nog mjerac¢a. Nakon Sto je
micelij gljive prerastao cijelu povrsinu Petrijeve zdjelice, vizualno je praéeno obezbojenje

podloga koje su ¢uvane na sobnoj temperaturi do potpunog obezbojenja.
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Tablica 1. Priprava obojenih hranjivih podloga s dodatkom razli¢itih koncentracija bojila.

Volumen osnovne otopine bojila dodan | Konaéna koncentracija bojila u podlozi /
u 200 mL hranjive podloge / pL mg L?
60 10
180 30
300 50
600 100
900 150

3.3.4. Uzgoj gljive T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima na obojenom
pivskom tropu kao neinertnom nosacu

Priprema inokuluma za fermentaciju na ¢vrstim nosac¢ima. Pripremljena je hranjiva podloga
sljededeg sastava: 42 g L'! krumpirovog agara, 2 g L't samljevenog pivskog tropa te 50 mg L™
metilenskog modrila. Podloga je sterilizirana u autoklavu pri 121°C kroz 15 min te nakon
hladenja na teperaturu 45°-50°C razlivena u sterilne Petrijeve zdjelice. Nakon hladenja, agarne
ploce nacijepljene su micelijskim diskovima (5 mm) 7 dana starih kultura gljiva te stavljene na
inkubaciju u termostat pri temperaturi od 27°C tijekom 7 dana. Nakon toga, gljiva je s podloge
s dodatkom 50 mg L metilenskog modrila na gore opisan nacin precijepljena na podlogu s
dodatkom 100 mg L? bojila (pripremljenu na gore opisan nacin). Nakon inkubacije pri 27°C u
trajanju od 7 dana, postupak je ponovljen joS jednom te je gljiva precijepljena na podlogu s
dodatkom 150 mg L bojila. Nakon inkubacije pri 27°C u trajanju od 7 dana, ovako uzgojena

kultura koristena je za inokulaciju.

Fermentacija na ¢vrstim nosacima. Uzgoj gljive T. versicolor TV8 na pivskom tropu obojenom
metilenskim modrilom proveden je u staklenkama volumena 750 mL. U svaku staklenku
odvagano je 15 g supstrata te dodano 20 mL otopine metilenskog modrila koncentracije 150
mg L, kako bi se osigurala vlaznost od 60%. Staklenke su zatim sterilizirane u autoklavu pri
121°C u trajanju od 15 minuta. Nakon hladenja, staklenke su inkulirane na sljedeci nacin: dva
micelijska diska (promjer 5 mm) 7 dana stare kulture uzgajane na podlozi s dodatkom bojila
dodana su u 5 mL sterilne destilirane vode, izmjesani na vibrirajuéem mjesacu kroz 10 min te
dodani u staklenku s obojenim pivskim tropom. Na isti nacin inokulirana je i bioticka kontrola,
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koja je sadrzavala neobojeni trop. Abioticka kontrola sadrzavala je samo obojeni trop te nije
inokulirana. Staklenke su zatvorene pripadajué¢im metalnim poklopcima koji su na sredini imali
rupu promjera 3 cm, zatvorenu ¢epom od akvarijske vate, kako bi se osigurala aeracija. Sadrzaj
staklenki dnevno je ru¢no izmijeSan. Inkubacija pri 27 °C je trajala 21 dan. Nakon zavrsene
inkubacije, sadrzaj staklenki je steriliziran te osusen u susioniku pri 80 °C. U uzorcima prije i
nakon provedenog uzgoja odredeni su masa, udjel suhe tvari (vlaZnost), proteinski dusik te

boja.

3.3.5. Odredivanje udjela vlage

Po 2 g uzorka postavljeno je u aluminijsku posudicu analizatora vlage te je odredivan udjel
vlage. Analizator vlage sadrzi vagu i halogene grijace koji generiraju infracrveno zracenje.
Odredivanje vlage temelji se na termogravimetrijskom principu. Proces se prekida kada se
uslijed zagrijavanja i isparavanja vode masa uzorka vise ne mijenja (susenje do konstantne

mase).

3.3.6. Odredivanje boje uzorka

U istraZzivanju su pracene a*, b*, L* vrijednosti uzoraka prije i nakon 21 dana fermentacije te
njihovih kontrola, mjereno kromametrom. Kromametar mjeri reflektiranu svjetlost s povrsine
predmeta. Uzorak kojem se mjeri boja postavlja se na otvor mjerne glave 8 mm. U otvoru se
nalazi ksenonska luéna svjetiljka koja na povrsinu predmeta svjetlost baca pulsiranjem. Sest
osjetljivih silikonskih fotoéelija mijeri reflektiranu svjetlost. Racunalo zapisuje dobivene
podatke i izraZava ih u pet sustava. Za potrebe istraZzivanja koristen je Lab sustav, sustav koji

daje vrijednosti slicne onima koje pokazuje ljudsko oko.

Na osnovu dobivenih mjerenja pomocéu odgovarajuéih jednadzbi izraCunavaju se ukupna

promjena boje (AE):
AE = [(AL*) 2 + (Aa*) 2 + (Ab *) 2]Y/2
odnosno promjena boje (C*ab):

Cab * = [(Aa *) 2 + (Ab *) 2] 12
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L* - vrijednosti daju ocjenu je li neSto tamno ili svijetlo; predmet je crn ukoliko je L*=0, a bijel

ukoliko je L*=100

a* - vrijednost koja moze biti pozitivna ili negativna, ako je pozitivna radi se o crvenoj boji, ako

je negativna o zelenoj boji

b* - vrijednost koja moze biti pozitivna ili negativna, ukoliko je pozitivna radi se o Zutoj boji, a

ukoliko je negativna o plavoj boji.

3.3.7. Odredivanje proteinskog dusika
Udjel proteina u uzorcima pivskog tropa prije i nakon fermentacije odreden je metodom po

Kjeldahlu (HRN ISO 1871, 1999). Udjel proteina odreduje se indirektno iz udjela dusika.

lzvaze se 1 g (s to¢nos¢u + 0,01 g ) homogeniziranog uzorka na listi¢ aluminijske folije, umota
i ubaci u epruvetu za spaljivanje. Epruvete za spaljivanje moraju biti Ciste i osuSene. U svaku
epruvetu je dodano 15 mL kocentrirane sumporne kiseline, 2 tablete Kjeldahl katalizatora i 5
mL H,0; te se lagano mijesa kako bi se uzorak potpuno navlazio. Stalak sa epruvetama se
potom stavlja u digestijsku jedinicu za mineralizaciju i ukljuci se sistem za odvod para. Uzorci
se spaljuju na temperaturi od 400°C tijekom 40-60 minuta. Mineralizacija je gotova nakon sto
tekudina u epruvetama postane bistra i svjetlo zelene boje. Nakon hladenja, uzorci su
razrijedeni dodatkom 75 mL destilirane vode i postavljeni u aparat Tecator Kjetec System
1002. U Erlenmeyerovu tikvicu dodano je 25 mL borne kiseline te je stavljena na postolje
destilacijske jedinice tako Sto je destilacijska cjevéica uronjena u otopinu. Kjeldahlova
epruveta se stavi na svoje mjesto i zatvore se sigurnosna vratasca. Uzorci se automatski
destiliraju uz dodatak 60 mL 40% otopine NaOH u trajanju od 4 minute. Destilat u
Erlenmeyerovoj tikvici uz prisutnost amonijaka postaje zelene boje. Destilat mora biti hladan

jer bi u protivnom doslo do gubitka amonijaka.

Destilat se titrira klorovodi¢nom kiselinom (0,2 mM) do prelaska zelene boje u ruzi¢astu, te se
prema volumenu utroSene kiseline za titraciju izrauna postotak dusika i udio proteina u
uzorcima, i to prema formulama:

[(U—-S)x N x 1,4007]
m

%N =

% proteina = %N X F
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gdje je:

U - volumen HCI utrosSen za titraciju uzorka (mL)

S - volumen HCl utrosen za titraciju slijepe probe (mL)
N — molaritet kiseline

m- masa uzorka (g)

F — faktor za prera¢unavanje dusika u proteine (6,25)

3.3.8. Statisticka obrada

Za statisticku obradu rezultata koristeni su programi Microsoft Excel 2013 (Microsoft Excel

2013, Redmond, Washington, SAD) te GraphPad Prism ver. 6 za racunalni sustav Windows

(GraphPad Software, La Jolla, SAD).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Kvalitativni testovi za odredivanje celuloliticke i lignoliticke aktivnosti

Kvalitativni testovi za odredivanje enzimske aktivnosti su vrlo ucinkoviti u istraZivanjima koja
uklju€uju velik broj razli¢itih izolata nekog mikroorganizma (u ovom slucaju gljiva) s ciljem
potvrde produkcije odredenih enzima — primjerice enzima ukljuéenih u razgradnju
lignoceluloznih materijala. Reagensi koji se pri tome koriste su najcesée Siroko dostupni i
jeftini, a sam postupak provedbe testova je relativno jednostavan. lzrazavanje rezultata
ukljucuje samo potvrdu je li test pokazao pozitivan ili negativan rezultat (Pointing, 1999.).
Rezultati provodenja kvalitativnih testova za odredivanje celuloliti¢ke i lignoliticke aktivnosti
gljiva koristenih u ovom istrazivanju prikazani su u Tablici 2. te na Slici 9. 1z rezultata je vidljivo
kako je za sve koriStene gljive rezultat provodenja svakog pojedinog kvalitativnog testa bio
pozitivan, ¢ime je potvrdena njihova sposobnost proizvodnje celulolitickih i lignolitickih
enzima. Kako su najvazniji enzimi koji sudjeluju u procesu biorazgradnje bojila pomocu gljiva
bijelog truljenja upravo enzimi uklju€eni u razgradnju lignina (lignoliticki enzimi) (Santos i
Corso, 2014.; Eichlerova i sur., 2008), istraZivane gljive pokazale su se dobrim kandidatima za
daljnja istrazivanja obezbojenja malahitnog zelenila i metilenskog modrila na agarnim

plo¢ama.

Tablica 2. Rezultati kvalitativnih testova za odredivanje celuloliticke i lignoliti¢ke aktivnosti

Celuloliticka
Lignoliticka aktivnost
aktivnost
Radni mikroorganizam
s CcMmC Bromfenol
ABTS Gvajakol Lignin
modrilo

Ganoderma lucidum + + + + +
Ganoderma resinaceum + + + + +
Trametes versicolor + + + + +
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Slika 9. Pozitivni testovi za odredivanje enzimske aktivnosti: a) smede obojenje agarne ploce
s dodatkom gvajakola, b) svijetliji prsten (Zuto) oko kolonije na agarnoj ploce s
dodatkom karboksimetil-celuloze, c) ljubi¢asto obojenje agarne ploc¢e s dodatkom
ABTS-a, d) test sposobnosti razgradnje lignina: lijevo je agarna ploca s gljivom koja
pokazuje sposobnost razgradnje lignina (obezbojeni dio), desno je abioti¢ka kontrola
e) obezbojenje agarne ploCe s dodatkom bromfenol modrila, lijevo je abioticka

kontrola

4.2. Istrazivanje sposobnosti obezbojenja sintetskih bojila pomocu G.

lucidum, G. resinaceum i T. versicolor

Tijekom istrazivanja ispitana je sposobnost obezbojenja sintetskih bojila metilenskog modrila
i malahitnog zelenila pomodu tri odabrane gljive bijelog truljenja G. lucidum, G. resinaceum i
T. versicolor TV8. U Tablicama 3.-10. prikazan je rast gljiva i sposobnost obezbojenja bojila na
agarnim plo¢ama s dodatkom bojila.

Tablice 3. i 4. pokazuju indeks obezbojenja koristenih bojila pomoéu odabranih gljiva u
periodu od 2. do 14. dana uzgoja. Indeks obezbojenja izrazen je kao omjer promjera
obezbojenja (mm) i promjera kolonije (mm) te bi stoga veca vrijednost indeksa obezbojenja
trebala ukazati na bolju sposobnost gljive za razgradnju bojila (Jayasinghe i sur., 2008). Ipak,
pri razmatranju indeksa obezbojenja treba uzeti u obzir inhibiciju rasta mikroorganizma zbog
dodatka bojila u podloge te tako velika vrijednost indeksa obezbojenja, uz istovremenu snaznu
inhibiciju rasta, moZe rezultirati obezbojenjem tek dijela ukupne povrsine obojene agarne
ploce.
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Tablica 3. Indeks obezbojenja metilenskog modrila pomocu gljiva bijelog truljenja

Metilensko modrilo
¥ bojita/ Ganoderma lucidum Ganoderma resinaceum Trametes versicolor
mglL? 2.dan | 6.dan | 8.dan | 10.dan 14.dan | 2.dan | 6.dan | 8.dan | 10.dan 14.dan | 2.dan | 6.dan | 8.dan | 10.dan 14. dan
10 0,00 | 0,77 | 0,92 1,0 1,0 0,00 | 0,68 | 0,80 1,0 1,0 0,00 nm nm nm 1,0
30 0,00 0,68 0,86 0,87 0,89 0,00 | 0,71* | 0,72* 0,27 0,97 0,00 | 0,45* | 0,65* 0,83* 1,0
50 0,00 0,34 | 0,83* 0,85* 0,46 0,00 | 0,50* | 0,75* 0,89* 0,87 0,00 | 0,35* | 0,62* 0,77* 1,0
100 0,00 | 0,68* | 0,84* 0,86* 0,35 0,00 | 0,54* | 0,73* 0,99* 0,77 0,00 | 0,41* | 0,45* 0,75* 0,41%*
150 0,00 | 0,71* | 0,75* 0,81* 0,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
* djelomi¢no obezbojenje, K: kontrola, nm: nije mjerljivo, indeks obezbojenja = Zona obezbojenja/Zona rasta
Tablica 4. Indeks obezbojenja malahitnog zelenila pomocu gljiva bijelog truljenja
Malahitno zelenilo
¥ bojila/ Ganoderma lucidum Ganoderma resinaceum Trametes versicolor
mg L 2.dan | 6.dan | 8.dan | 10.dan 14.dan | 2.dan | 6.dan | 8.dan | 10.dan 14.dan | 2.dan | 6.dan | 8.dan | 10.dan 14. dan
10 0,00 2,11 2,10 2,23 1,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,63 1,06 1,08 1,06 1,0
30 0,00 1,75 1,42 1,21 1,64 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 1,11 1,16 1,07 1,08
50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,83 1,04 1,19 1,08 1,09
100 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,68 1,27 1,34 1,08 1,08
150 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,41 1,34 1,43 1,21 1,09

K: kontrola, indeks obezbojenja = Zona obezbojenja/Zona rasta
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Metilensko modrilo nije inhibiralo rast gljiva na podlogama s dodatkom bojila. 1z Tablice 3. i
Slika 10.-13. vidljivo je kako su sve koriStene gljive nakon 14 dana uzgoja do odredene mjere
potpuno obezbojile metilensko modrilo dodano u podlogu u koncentraciji manjoj od 150 mg
L't . Medutim, sposobnost potpunog obezbojenja podloge s bojilom u koncentraciji od 150 g
L'l nakon 14 dana uzgoja pokazala je jedino gljiva G. lucidum, ali vrlo mali indeks obezbojenja
koji iznosi 0,25 pokazuje kako je potpuno obezbojena tek mala povrsina. lako gljiva T.versicolor
nakon 14 dana uzgoja nije pokazala sposobnost potpunog obezbojenja podloge s dodatkom
metilenskog modrila u koncentracijama od 100 i 150 mg L%, indeksi obezbojenja za ostale
koncentracije (10-50 mg L) iznosili su 1, $to ukazuje na potpuno obezbojenje cijele povrsine
Petrijeve zdjelice (Slika 12.). Indeks obezbojenja 1 nakon 14 dana uzgoja za ostale gljive bio je
samo pri najnizoj primijenjenoj koncentraciji bojila od 10 mg L't. Nakon 28. dana uzgoja samo
je gljiva T. versicolor pokazala potpuno obezbojenje cijele povrSine agarne ploce za
koncentracije bojila u podlozi od 10 do 100 mg L. G.lucidum pokazala je sposobnost potpunog
obezbojenja cijele povriine agarne plo¢e za koncentracije bojila u podlozi od 10 i 30 mg L%,
dok je gljiva G. resinaceum sposobnost potpunog obezbojenja pokazala samo za koncentraciju
bojila u podlozi od 10 mg L. Niti jedna gljiva nije u potpunosti obezbojila cijelu povrsinu
agarne ploce pri koncentraciji bojila u podlozi od 150 mg Lt. Metilensko modrilo je te$ko
biorazgradivo bojilo, sto su osim ovog istrazivanja potvrdila i istrazivanja koja su proveli
Jayasinghe i suradnici (2008.). Naime, od 10 vrsta gljiva bijelog truljenja koristenih u njihovom
istraZivanju, tek su dvije gljive pokazale dobru sposobnost obezbojenja podloga s dodatkom
metilenskog modrila u koncentraciji od 100 mg L2. Nadalje, dodatak bojila u podlogu imao je
za posljedicu umjeren do jak inhibitorni uéinak na rast svih 10 vrsta koristenih u istraZivanju.
Statisticka obrada rezultata rasta kolonija istrazivanih gljiva na agarnim plo¢ama s dodatkom
metilenskog bojila pokazuje kako, tijekom ovog istrazivanja, nije doSlo do inhibicije rasta gljiva
na podlogama s dodatkom bojila (Tablice 5.-7.), osim u slucaju gljive T. versicolor i to u prvim

danima uzgoja.
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4. Rezultati i rasprava

14. dan 21. dan

10 mg/L 30 mg/L 50 mg/L 150 mg/L 10 mg/L

28. dan

10 mg/L

Slika 10. Obezbojenje agarnih plo¢a s dodatkom metilenskog modrila pomodu gljive G.

lucidum nakon 14., 21.i 28. dana uzgoja

Slika 11. Obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom metilenskog modrila pomodu gljive G.

resinaceum nakon 14., 21. i 28. dana uzgoja.
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4. Rezultati i rasprava

’14. dan 21. dan

10 mg/L 30 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 150 mg/L
me/! el el me/ e/ 10 mg/1. 30 mg/1. 50 mg/1. 100 mg/1. 150 mg/1.

Slika 12. Obezbojenje agarnih plo¢a s dodatkom metilenskog modrila pomodu gljive T.

versicolor TV8 nakon 14., 21. i 28. dana uzgoja.

Za razliku od metilenskog modrila, statisticka obrada rezultata rasta kolonija istrazZivanih gljiva
na agarnim plo¢ama s dodatkom malahitnog zelenila ukazuje na snaZnu inhibiciju rast gljiva
roda Ganoderma ovim bojilom, dok je rast gljive T. versicolor TV8 inhibiran u znacajno manjoj
mjeri, ali je jasnije vidljiva statisticki znac¢ajna razlika izmedu primjenjenih koncentracija bojila.
Naime, poveéanjem koncentracije bojila dodane u podlogu, povecava se stupanj inhibicije
zone rasta gljive T. versicolor TV8 (Tablice 8.-10.). Iz vrijednosti indeksa obezbojenja (Tablica
4.) moze se primjetiti kako je nakon 14 dana uzgoja samo vrsta T. versicolor TV8 ucinkovito u
potunosti obezbojila ovo bojilo, pri ¢emu su indeksi obezbojenja iznosili preko 1 za sve
primijenjene koncentracije. G. lucidum je potpuno obezbojila podlogu samo pri
koncentracijama 10 i 30 mg L%, uz visok indeks obezbojenja, ali tek manji dio potpuno
obezbojene povrsine Petrijeve zdjelice zbog snaine inhibicije rasta. G. resinaceum nije
pokazala sposobnost potpunog obezbojenja malahitnog zelenila niti pri jednoj primijenjenoj
koncentraciji, Sto vidljivo iz vrijednosti indeksa obezbojenja koji je iznosio 0 za sve
koncentracije. 1z Slika 13.-15. vidljivo je kako je nakon 28. dana uzgoja samo gljiva T. versicolor

TV8 u potpunosti obezbojila cijelu povrSinu agarne ploce s dodatkom bojila u svim
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4. Rezultati i rasprava

primijenjenim koncentracijama, dok gljive roda Ganoderma nisu pokazale tu sposobnost niti
za jednu primijenjenu koncentraciju. Ovo je uskladu s istrazivanjima drugih autora koji takoder
navode snazni inhibitorni ucinak malahitnog zelenila na neke vrste gljiva bijelog truljenja.
Eichlerova i suradnici (2006.) istraZivali su sposobnost obezbojenja agranih ploc¢a s dodatkom
malahitnog zelenila pomocu razlicitih vrsta gljiva bijelog truljenja, pri ¢emu su koncentracije
malahitnog zelenila u podlozi iznosile su od 50 do 1000 mg L. Rast gljiva bio je u potpunosti
inhibiran dodatkom bojila u podlogu, osim u slucaju gljive D. squalens za koju je primije¢en
vrlo spor rast i obezbojenje agarnih ploc¢a pri najmanjoj koncentraciji malahitnog zelenila u
podlozi. Jayasinghe i suradnici (2008.) u svom istraZzivanju navode potpuni izostanak rasta 4 od
10 vrsta gljiva bijelog truljenja na agarnim ploéama s malahitnim zelenilom (100 mg L), dok
je rast ostalih 6 vrsta bio snazno inhibiran uz dobru sposobnost obezbojenja agarnih ploc¢a s

dodatkom boijila.

50 mg/L

MEREEe

Slika 13. Obezbojenje agarnih plo¢a s dodatkom malahitnog zelenila pomocu gljive G.

lucidum nakon 14., 21. i 28. dana uzgoja.
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4. Rezultati i rasprava

150 mg/L

Slika 14. Obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom malahitnog zelenila pomocu gljive G.

resinaceum nakon 14., 21. i 28. dana uzgoja.

14. dan

10 mg/L

Slika 15. Obezbojenje agarnih plo¢a s dodatkom malahitnog zelenila pomocu gljive T.

versicolor TV8 nakon 14., 21. i 28. dana uzgoja.
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Tablica 5. Rast i obezbojenje agarnih plo¢a s dodatkom metilenskog modrila pomoc¢u G. lucidum

Ganoderma lucidum
Metilensko modrilo | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
Koncentracija ZR R PO ZR PO R PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO

Kontrola 5,00 21,632 - 50,34° - | 75,68° - 90,00 - 90,00 - 90,00 - 90,00 -
10 ppm 5,00 22,742 0,00 | 55,312 [ 0,00 | 74,852 | 57,932 | 90,00 | 83,142 | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,00° | 90,00 | 90,00°
30 ppm 5,00 23,012 0,00 | 54,352 [ 0,00 | 72,112 | 49,36° | 90,00 | 77,172 | 90,00 | 78,50° | 90,00 | 73,96 | 90,00 | 80,25°
50 ppm 5,00 23,752 0,00 | 54,282 [ 0,00 | 73,732 | 25,10° [ 90,00 | 0,00¢ | 90,00 [ 0,00¢ | 90,00 | 37,52°¢ | 90,00 | 41,33¢
100 ppm 5,00 22,2221 0,00 | 52,502 | 0,00 | 73,332 | 0,00¢ | 90,00 | 16,45° | 90,00 | 22,19° | 90,00 | 0,00¢ | 90,00 | 15,30 ¢
150 ppm 5,00 20,19°] 0,00 | 50,492* | 0,00 | 65,85° | 0,00¢ | 90,00 | 0,00 ¢ | 90,00 | 0,00¢ | 90,00 | 0,00¢ | 90,00 | 0,00°¢

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje



4. Rezultati i rasprava

Tablica 6. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom metilenskog modrila pomoéu G. resinaceum

Ganoderma resinaceum

Metilensko modrilo | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
Koncentracija ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
Kontrola so0 |1347°| - |3121° - 50,832 - 70,852 - 90,002 - 90,00 - 90,00 -
18,472 | 0,00 | 37,932 | 22,292 | 61,452 | 41,682 | 80,382 | 64,492 | 90,002 | 90,002 | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,002

10 ppm 5,00
30 ppm 500 | 1439° (000 |3081° 13,88 bl 51,312 | 36,282 | 72,812 | 0,00° | 84,792 | 23,26° | 90,00 | 27,972 | 90,00 | 27,992
50 ppm 500 | 1655°[0,00 |3527° | 0,00¢ | 56,73° 0,00° | 77,762 | 0,00° | 88,96v | 0,00° | 90,00 | 66,102 | 90,00 | 78,37°
100 ppm 500 | 16547 [ 000 [33,73° | 0,00¢ | 5513° 0,00® | 75,062 | 0,00° | 88,502 [ 0,00 | 90,00 | 0,00° | 90,00 | 69,21°
150 ppm 500 | 1562°|0,00 | 3234 | 0,00¢ | 53,50° 0,00% | 72,152 | 0,00® | 85,222 | 0,00° | 90,00 | 0,00° | 90,00 | 0,00

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 7. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom metilenskog modrila pomocu T. versicolor TV8

Trametes versicolor
Metilensko modrilo | 0. dan 2. dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
Koncentracija ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO

Kontrola 500 30,542 - 65,07° - 81,58° - 90,00° - 90,00° - 90,00° - 90,00° -

27,372 | 0,00 | 58,91° | 0,00 NM 2b 0,00 NM 0,00 NM 0,00 NM 60,00° NM 90,00°
10 ppm 5,00
30 ppm 500 26,042 | 0,00 | 56,71 | 0,00 | 77,992 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 77,73° 90,00° 90,00°
50 ppm 500 27,402 | 0,00 | 57,14% | 0,00 | 79,792 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 45,79¢ 90,00° 90,00°
100 ppm 500 28,492 | 0,00 | 54,60 | 0,00 | 78,802* | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 30,08¢ 90,00° 36,80°
150 ppm 500 27,002 | 0,00 | 51,96¢ | 0,00 | 74,31 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 | 0,00 | 90,002 0,00¢ 90,00°? 0,00°¢

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje, NM — nije mjerljivo
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Tablica 8. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom malahitnog zelenila pomocu G. lucidum

Ganoderma lucidum

l\/laellae:iitI:o d:n 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan

Koncentracija ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
Kontrola s00 |2163°| - |5034° - 75,682 - 90,002 - 90,00° - 90,002 - 90,00° -
10 ppm 5,00 5,000 | 0,00 | 500t | 17,122 | 855> | 18,10° | 11,20° | 23,512 | 12,24® 27,27° | 16,39 | 28,342 19,49° 37,432
30 ppm 5,00 5,00b | 0,00 | 657° | 10,41b | 6,86> | 12,05° | 8,82b | 12,53b | 12,07° 14,83% | 14,93b | 17,63 15,57°b 25,63°
50 ppm 5,00 5,00b | 0,00 | 500t | 0,00c | 616° | 0,00c | 9,355 [ 0,00¢ | 11,56 0,00¢ | 14,59® [ 0,00¢ 16,93° 0,00¢
100 ppm 5,00 5,00b | 0,00 | 500t | 0,00c [ 500° | 0,00c | 618 | 0,00¢ 9,75 0,00¢ | 12,83 [ 0,00¢ 13,37° 0,00¢
150 ppm 5,00 5,00b | 0,00 | 500¢ | 0,00c [ 500° | 0,00c | 500¢ | 0,00¢ 6,97 0,00°¢ 7,400 | 0,00¢ 11,52° 0,00¢

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje

37



. Rezultati i rasprava

Tablica 9. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom malahitnog zelenila pomocu G. resinaceum

Ganoderma resinaceum

Malahitno zelenilo | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
Koncentracija ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
Kontrola so0 | 1347° - 31,21° - 50,83 - 70,8572 - 90,00 @ - 90,00° - 90,002 -
5 00 5,00 | 0,00 | 7,71® | 0,00 | 13,06° | 0,00 | 18,13® | 0,00 22,31° 0,00 27,38° 0,00 34,07° 0,00
10 ppm ’
30 ppm 500 5,00 | 0,00 | 5,00° | 0,00 | 7,41<¢ | 0,00 | 10,43 | 0,00 12,33 b¢ 0,00 16,14°¢ 0,00 20,26 ¢ 0,00
50 ppm 500 5,00 | 0,00 | 7,72® | 0,00 | 9,58 | 0,00 | 13,04 | 0,00 | 14,51°% 0,00 | 16,34 0,00 20,38°¢ 0,00
100 ppm 500 5,00 | 0,00 | 6,42° | 0,00 | 7,54 | 0,00 | 9,00¢ | 0,00 | 11,02°%¢ 0,00 | 14,29 0,00 17,51 < 0,00
150 ppm 500 5,00 | 0,00 | 5,00° | 0,00 | 5,00¢ | 0,00 | 5,00¢ | 0,00 5,00 ¢ 0,00 5,004 0,00 5,00¢ 0,00

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje
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Tablica 10. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom malahitnog zelenila pomocu T. versicolor

Trametes versicolor

Malahitno zelenilo | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
Koncentracija ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
Kontrola 5,00 30,542 - 65,072 - 81,582 - 90,002 - 90,002 - 90,002 - 90,002 -
10 ppm 5,00 13,785 | 22,502 | 25,800 | 33,572 | 41,18> | 43,642 | 57,52 | 62,282 | 71,612> | 76,222 | 82,563 | 90,002 | 90,002 | 90,00°
30 ppm 500 | 1098 be | 16,4330 | 16,16¢ | 26,773 | 29,23¢ | 32,41% | 43,16¢ | 50,19 | 56,055 | 59,90 | 67,51bc | 75,123t | 76,543 | 82,363
50 ppm 5,00 10,29¢ | 18,8220 | 16,07 | 26,1723 | 27,04 | 28,26 | 38,81 | 46,382> | 51,89¢ | 55,8520 | 59,88 <d | 64,34 bc | 72,08bc | 78,23 2>
100 ppm 5,00 9,29¢ 15,5720 | 13,92¢ | 22,54° | 19,144 | 24,39 | 27,549 | 36,89> | 39,42¢ | 42,63P | 47,03¢ 50,89¢ | 58,14¢ | 62,72°"
150 ppm 5,00 9,97¢ | 14,11 | 14,01¢ | 21,31P | 21,14¢<d | 28,375 | 29,57 ¢ | 42,333 | 39,86¢ | 48,15 | 48,80¢ | 51,26¢ | 57,54¢ | 62,99

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje
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4.3. Istrazivanje sposobnosti obezbojenja obojenog pivskog tropa pomocu T.

versicolor u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima

Kao Sto je veé re€eno, adsorpcija je jedana od najéesce primjenjivanih metoda uklanjanje bojila
iz otpadnih voda na realnim sustavima. Pri tome se, u novije vrijeme, sve vise kao moguci
adsorbensi istraZzuju razli¢iti otpadni lignocelulozni materijali, Sto bi proces adsorpcije ucinilo
ekonomski isplativijim. Medutim, nakon adsorpcije bojila na lignocelulozne adsorbense/
otpadne materijale, problem predstavlja odgovarajuce zbrinjavanje obojenog adsorbensa.
Nigam i suradnici (2000.) ponudili su rijeSenje ovog problema u vidu koriStenja obojenih
supstrata za uzgoj gljiva bijelog truljenja Phanerochaetae chrysosporium i Coriolus versicolor u
uvjetima uzgoja na cvrstim nosacima. Tijekom uzgoja, djelovanjem enzima koje ove gljive

produciraju, doslo je do obezbojenja supstrata i smanjenja njegovog volumena.

U ovom dijelu rada istrazena je sposobnost obezbojenja pivskog tropa obojenog metilenskim
modrilom pomodu gljive Trametes versicolor TV8 u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima.
Obojeni pivski trop, pritome, je sluZio kao neinertni nosac, odnosno i kao nosac biomase i kao
supstrat. Gljiva Trametes versicolor TV8 dobro je rasla na obojenom pivskom tropu, Sto je,
osim vizualne potvrde u vidu pojave bijelog micelija, naknadno potvrdeno analizom pivskog
tropa nakon provedene fermentacije u trajanju od 21 dana te pripadajuéih biotickih i
abioti¢kih kontrola. Rezultati analize udjela vlage, gubitka na masi supstrata, udjela proteina

te promjene boje uzoraka prikazani su u Tablici 10., te na Slici 16.

Tablica 10. Promjene prilikom uzgoja gljive na ¢vrstim nosacdima

Udio vlage (%) itak ;
Uzorak SUAELGE n°1a5| Udio proteina (%)
pocetno 21 dan supstrata (%)
Bioticka kotrola 62,54 65,78 18,16 24,00
Abioticka kontrola 57,11 52,39 0 20,00
Ob°’fr”0'pp“’5k' 60,89 66,94 18,34 23,73

Iz Tablice 10. vidljiva je promjena udjela vlage kod ispitivanog uzorka i bioticke kontrole koji je
porastao u odnosu na abioticku kontrolu, kao posljedica mikrobioloske aktivnosti, odnosno

oslobadanja metabolicke vode. Nadalje, isto se mozZe zakljuciti i za povecanje udjela
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proteinskog dusika za oba uzorka u odnosu na abioti¢ku kontrolu, gdje nije bilo mikrobnog
rasta. Gubitak na masi suspstrata bio je slican i u slu¢aju bioticke kontrole, kao i uzorka nakon
fermentacije, i iznosio je oko 18%. gubitak na masi supstrata takoder ukazuje na metaboli¢ku
aktivnost gljive, uslijed koje dolazi do razgradnje lignoceluloznih sastavnica pivskog tropa, sto
se oCituje kao gubitak na masi supstrata (Valaskova i Baldrian, 2006). Slika 16. prikazuje
promjenu parametara boje uzorka obojenog pivskog tropa dobivenog nakon bioloske obrade
pomocu gljive T. versicolor TV8 u trajanju od 21 dan u odnosu na pripadajuéu abioticku
kontrolu. Iz slike je vidljivo kako je nakon 21 dan fermentacije doslo do smanjenja parametra
L* (lightness) u odnosu na abioticku kontrolu podvrgnutu istim okoliSnim uvjetima, Sto
upuduje na zakljuéak kako je doslo do potamnjenja uzorka tijekom fermentacije. Nadalje,
parametar a* (crveno vs. zeleno) iz negativne vrijednosti zabiljeZene za abioti¢ku kontrolu
prelazi u pozitivnu vrijednost za fermentirani uzorak, odnosno dolazi do promjene nijanse boje
od zelenoplave prema svijetlijoj crvenoj, Sto upucuje na zakljuéak kako je vjerojatno doslo do
razgradnje plavog pigmenta metilenskog modrila u prisutnosti T. versicolor TV8. Parametar
boje b* (Zuto vs. plavo) takoder opisuje promjenu nijasne od Zute prema plavoj, pri ¢emu je
abioticka kontrola u odnosu na uzorak vise plava, sto takoder upucuje na razgradnju boje u
fermentiranom uzorku. Istrazivanja koja su proveli Kezerle i suradnici (2016.) na pivskom tropu
obojenim metilenskim modrilom i bioloski obradenim s gljivom bijelog truljenja T. versicolor
CCBAS AG613, takoder su pokazala smanjenje ukupne promjene boje i smanjenje intenziteta
boja u fermentiranim uzorcima nakon 10, 20 i 30 dana uzgoja u odnosu na pripadajuée
abioticke kontrole.
45
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Slika 16. Promjene parametara boje uzorka obojenog pivskog tropa bioloski obradenog pomocu

gljive T. versicolor TV8 u odnosu na pripadajucu abioti¢ku kontrolu.
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Na osnovu rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

1.

Svi provedeni kvalitativni testovi za odredivanje celuloliti¢ke i lignoliti¢cke aktivnosti gljiva
bili su pozitivni za sve gljive koriStene u ovom istraZivanju te je potvrdena njihova
prikladnost za upotrebu u daljnjim ekspereimnetima obezbojenja sintetskih bojila.
Sposobnost potpunog obezbojenja cijele povrsine agarnih plo¢a s dodatkom metilenskog
modrila nakon 28 dana uzgoja pokazala je samo gljiva T.versicolor TV8 za primjenjene
koncentracije bojila u podlozi od 10 — 100 mg L. G. lucidum pokazala je sposobnost
potpunog obezbojenja cijele povriine agarne ploce za koncentracije bojila u podlozi od
10 i 30 mg L%, dok je gljiva G. resinaceum sposobnost potpunog obezbojenja pokazala
samo za koncentraciju bojila u podlozi od 10 mg L. Dodatak metilenskog modrila u
podlogu nije rezultirao statisti¢ki zna¢ajnom inhibicijom rasta gljiva.

Sposobnost potpunog obezbojenja cijele povriine agarnih plo¢a s dodatkom malahitnog
zelenila nakon 28 dana uzgoja pokazala je samo gljiva T. versicolor TV8 za sve primjenjene
koncentracije bojila u podlozi. Gljive roda Ganoderma nisu pokazale tu sposobnost niti za
jednu primijenjenu koncentraciju. Dodatak malahitnog zelenila u podlogu rezultirao je
statisti¢ki znacajnom inhibicijom rasta odabranih gljiva, pri ¢emu je rast gljiva roda
Ganoderma bio izrazito snazno inhibiran, dok je rast gljive T. versicolor TV8 bio inhibiran
U puno manjoj mjeri.

Gljiva T. versicolor TV8 dobro je rasla na pivskom tropu obojenom metilenskim modrilom
kao nosacu i supstratu u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima, Sto se ocitovalo porastom
udjela vlage i proteinskog dusika te gubitkom na masi supstrata od 18 % u odnosu na
pripadajudu abioticku kontrolu.

Tijekom fermentacije na ¢vrstim nosacima doslo je do djelomi¢nog obezbojenja obojenog
pivskog tropa, Sto je potvrdeno kako vizualno tako i mjerenjem promjene parametara
boje L*, a* i b* u odnosu na abioti¢ku kontrolu.

Dobiveni rezultati upucuju na biotehnoloski potencijal gljive T. versicolor TV8 za primjenu
u procesima biorazgradnje sintetskih bojila, poglavito tesko biorazgradivog metilenskog

modrila, iz okolisa.
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