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1. Uvod

Kao posljedica porasta svjetske populacije doslo je do znatnog poveéanja ponude i
potraznje, Sto uvelike podupire konzumeristicki nacin Zivota. Takav moderan stil Zivota u
mnogim zemljama uzrokuje nastanak i nagomilavanje sve veée koli¢ine otpadnih materijala
koji ometaju prirodne mehanizme samociséenja (Vujevi¢, 2007). Pozornost ovog rada
usredotocena je na sintetska bojila, odnosno obojene otpadne vode koje, unato¢ zakonskoj
regulativi, na mnogim podrucjima i dalje neobradene dospjevaju u prirodne prijemnike. Vec i
vrlo male koncentracije bojila (1 mg L?) bit ée jasno vidljive u vodi prirodnog prijemnika
(Couto, 2009; Gongalves i sur., 2000; O'Neill i sur., 1999). Prisutnost bojila u vodi smanjuje
prodor svjetlosti u prijemnik ometajuéi pri tome proces fotosinteze i negativno utjecuéi na
koncentraciju kisika (Malik i Grohmann, 2011). Nadalje, mnoge komponente bojila pokazale
su toksi¢an, mutagen i kancerogen ucinak na vodeni ekosustav (Eichlerovd, 2005). Sintetska
bojila konstruirana su s ciljem da budu otporna na degradaciju, stoga ne ¢udi $sto mnoge
metode nisu ucinkovite pri uklanjanju bojila iz efulenta. Konvencionalne metode, koje se
koriste u obradi otpadnih voda, su kemijske (koagulacija ili flokulacija kombinirano sa
filtracijom, flotacijom) te fizikalne (obi¢no obuhvacaju membranske procese te adsorpciju).
Premda su konvencionalne metode efikasne pri separaciji bojila od vode, osim Sto su izrazito
skupe, imaju niz problema i nedostataka te ¢esto stvaraju dodatan otpad kojega je potrebno
zbrinuti na odgovarajuéi nacin. Dobra alternativa konvecionalnim metodama su bioloske
metode prociS¢avanja otpadnih voda, koje su relativno jeftine i ekoloski prihvatljive. BioloSke
metode obuhvacaju dekolorizaciju upotrebom gljiva ili drugih mikroorganizama, adsorpciju na
zZivoj ili mrtvoj biomasi, te upotreba sustava za bioremedijaciju. U ovom radu istrazena je
sposobnost obezbojenja raziliitih sintetskih bojila na ¢vrstim supstratima pomodu gljiva

bijelog truljenja roda Trametes.
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2. Teorijski dio

2.1. Bojila

Boja je oduvijek fascinirala ¢ovjeka, kako zbog estetskih, tako i drustvenih razloga. Jos
od davnina ljudi su znali pripremati bojila koristeci razne biljke, Zivotinje i minerale. Prve
bojane tkanine zabiljeZene su jo$ u prapovijesnom dobu, a bojila za njih spravljala su se od
plodova voca, latica cvijeca, kore drveta i korijenja (Glirses i sur., 2016). Kroz povijest boje i
pigmenti (Slika 1.) predstavljalju glavno sredstvo razmjene, ali i vodece sredstvo zarade

bogatih.

Slika 1. Pigmenti

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

Proizvodnja gotovo svih komercijalnih proizvoda uklju¢uje primjenu neke boje, u
najmanje jednoj od faza proizvodnje. Danas se koristi vise od 9000 raznih bojila s preko 50000
trgovackih imena (Encyclopaedia Britannica, 2015). Ona se najviSe koriste u industrijama kao
Sto su tekstilna, kozna, farmaceutska, prehrambena, papira i celuloze, elektromaterijala itd.
(Maurya i sur., 2006). Bojilo se mozZe definirati kao tvar koja daje boju supstratu na koji je
aplicirana. Prema podrijetlu, bojila se dijele na prirodna i sintetska (Gudelj i sur., 2011). Sve do
1850. godine gotovo sva bojila dobivala su se iz prirode (drvece, biljke, liSajevi, kukci)
(Encyclopaedia Britannica, 2015). Najstarije poznato prirodno bojilo je indigo dobiveno iz lis¢a
biljaka roda Indigofera. Proizvodilo se tako da su se sveZnjevi lis¢a stavljali u posude s vru¢om
vodom pri ¢emu bi se kroz vremenski period od 10 do 15 sati iz liS¢a ekstrahirao gotovo
bezbojan indoksil. Potom bi se mehanickim djelovanjem (veslima), uz prisutnost zraka,

oksidacijom indoksila dobivalo indigo (Slika 2.) (Clark i sur., 1993).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Indian_pigments.jpg
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Slika 2. Strukturna formula indigo bojila

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

1856. godine britanski kemicar William Henry Parkin bio je prvi koji je uspjesno sintetizirao
bojilo. Naime, pokus$avajudi sintetizirati lijek protiv malarije iz anilina je slu€ajno sintetizirao
mauvein (svijetlo ljubicasto bojilo). Ovo otkrice, te industrijska revolucija igraju klju¢nu ulogu
u razvoju i komercijalizaciji sintetskih bojila (Encyclopaedia Britannica, 2015). Danas su
sintetska bojila gotovo potpuno zamjenila prirodna stoga Sto je sam proces sinteze jeftin i Sto
je moguce pripremiti veliku paletu raznolikih nijansi boja. Sintetska bojila klasificiramo kao
azo, antrakinonska, heterocikli¢na, trifenilmetanska i ftalocianinska (Erkurt, 2007). Posebno
velik zagadivac je tekstilna idustrija zbog upotrebe velike koli¢ine azo bojila, koja su vrlo
toksi¢na te se izrazito tesko uklanjaju kemijskim, fizikalnim ili bioloSkim metodama (Seyis i
Subasioglu, 2008; Sadhasivam i sur., 2005). Azo bojila pripadaju u veliku skupinu bojila koja u
svojoj molekularnoj strukturi sadrze dusik u obliku azo funkcionalne skupine (-N=N-). ViSe od
polovice komercijalnih bojila danas pripada ovoj skupini. Ovisno o kemijskim svojstvima, ova
bojila se dijele u nekoliko skupina definirana vlaknima za koja imaju afinitet ili metodama
kojima se primjenjuju (Encyclopeaedia Britannica, 2015). Trifenilmetanska bojila karakterizira
izuzetna briljantnost te intenzivna obojenost. Molekularna struktura im se temelji na
ugljikovodiku trifenilmetanu zbog ¢ega imaju slabu otpornost prema svjetlosti i kemijskim
izbjeljivac¢ima. Uglavnom se koriste u kopiranju papira, hektografskim i tiskarskim tintama, ali
i u tekstilnoj industriji. Raspon boja im nije potpun, ali ukljuuje crvene, ljubicaste, plave i

zelene nijanse (Encyclopadia Britannica, 2015).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Indigo_skeletal.svg

2. Teorijski dio

2.1.1. Fuksin

Perkinovo slu¢ajno otkriée mauveina iz anilina motiviralo je kemicare diljem svijeta da
ispitaju oksidacijska svojstva anilina s nizom drugih reagensa. Negdje izmedu 1858. i 1859.
godine, francuski kemicar Frangois-Emmanuel Verguin otkrio je da reakcija anilina s kositrovim
(IV) kloridom daje ruzi¢asto bojilo koje naziva fuksin. Fuksin je prvo bojilo trifenilmetanskog
reda i njegovim otkricem se pokreée druga faza u komercijalizaciji industrije sintetskih bojila
(Encyclopaedia Britannica, 2015). U ¢vrstom stanju fuksin je sjajno zelene boje, a njegova
kemijska formula je C20H21CIN3 (Slika 3.). Danas se fuksin koristi kao bojilo za tekstil kao Sto je
pamuk, umjetna vlakna, koza i papir (Lan i sur., 2013). Koristi se jos u medicini i mikrobioloskim
istrazivanjima pri bojanju kolagena, tkiva, mitohondrija (Gupta i sur., 2007; Luna 1968).
Gutanje i/ili udisanje ovog bojila moZe uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme
gastrointestinalnog sustava, mucnine, povracanje te iritacije respiratornog sustava. Trajnim
izlaganjem fuksin uzrokuje ostecuje Ziv€ani sustav. Takoder, utvrdeno je da na ljude i Zivotinje

ima kancerogeno i mutageno djelovanje (Gupta i sur., 2007; Puglisi i sur., 1968).

HoN NH, crI

NH,

Slika 3. Strukturna formula fuksina

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

2.1.2. Kongo crvenilo

Kongo crvenilo je prvo bojilo direktnog tipa, tj. ne zahtjeva dodatna sredstva kako bi se
fiksirao za vlakna. Otkriveno je 1884. godine, a pripada azo bojilima sintetiziranih iz benzidina.
Neko¢ se koristilo za bojanje pamuka, ali je potisnuto bojilima otpornijim na ispiranje i

svjetlost. Danas se, jo$ uvijek, koristi u histologiji za mikroskopska ispitivanja i u mikrobiologiji
6


https://commons.wikimedia.org/
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kao indikator jer pri kiselim pH uvjetima prelazi u plavu boju, dok je priluznatim uvjetima crven
(Encyclopaedia Britannica, 2015). Takoder, kongo crvenilo se naj¢es¢e nalazi u efluentu
industrija papira i printanja, ali i u raznim industrijama bojanja tekstila i koZe u ¢ijim efluentima
zaostaje i do ¢ak 15% (Chatterjee, 2009; Han i sur., 2008). Benzidin, na kojega se ovo bojilo u
prirodi razgraduje, ima karcenogeno djelovanje na ljude, dok izravno izlaganje bojilu moze
uzrokovati alergijske reakcije (Chatterjee, 2009). Kongo crvenilo je topivo u vodi, a u ¢vrstom

stanju je prah smede-crvene boje. Njegova kemijska formula je C32H2206NsS2Na> (Slika 4.).

NH,
)
N \S—O_ Na*
A\
o= N
N
O O Na*

H,N

Slika 4. Strukturna formula konga crvenog

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

2.1.3. Kristal violet

Kristal violet pripada trifenilmetanskim bojilima kemijske formule C,5H30N3Cl (Slika 5.).
Takoder je poznat pod imenima gencijan violet ili metil violet 10B. Koristi se kao pH indikator,
a boju iz ljubicaste u Zutu mijenja pri pH 1.6. Takoder, koristi se za bojanje mikrobioloskih
preparata po Gramu (Mittal i sur., 2009). Stetne koli¢ine se u organizam mogu unjeti
udisanjem i gutanjem, ali se moZe apsorbirati i preko kozZe. Takoder, poznato je da kristal violet

moze trajno ostetiti roZnicu, a u ekstremnim slucajevima uzrokovati i trajnu sljepoc¢u (Ahmad,

2009).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Congo-red-2D-skeletal.png
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Slika 5. Strukturna formula kristal violeta

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

2.2. Utjecaj bojila na zdravlje i okolis

Dva posto od ukupne proizvodnje sintetskih bojila izravno se ispusta u vodene
prijemnike, a naknadnih 10% u tijeku procesa bojanja iz raznih industrija koja koriste sintetska
bojila. Ako se uzme u obzir da je godisnja prozivodnja bojila preko 7x10° tona, razmjer
problema jasno je vidljiv (Pearce, 2003; Robinson i sur., 2001). U svijetu zagadivaca vodenih
tokova, uzimajuci u obzir volumen i sastav efluenta, otpadna voda tekstilne idustrije na vrhu
je ljestvice (Vandeviver, 1997). Povecana opca svijest o potencijalnim Stetnim ucincima
industrijskih efluenata zasi¢enih raznim onecis¢ujuéim tvarima, ukljucujuci i bojila, u€inila je
javnost sve vise osjetljivom na zasStitu okolisa (Glirses i sur., 2016; Yadav i sur., 2012). lako je
brza industrijalizacija najbolji nadin postizanja brzog gospodarskog rasta, ona izravno ili
neizravno utjeCe na zdravlje ljudi ispustanjem onecis¢ujucih tvari u prirodne recipijente.
NazZalost, velika vecina industrija svoje otpadne vode procis¢ava tek konvencionalnim
metodama (Glrses i sur., 2016; Karthik i sur., 2014). Molekule bojila u svojoj strukturi sadrze
kromagen tj. aromatski spoj koji apsorbira vidljivu svjetlost i zasluzan je za vezanje bojila na
vlakna u raznim procesima bojanja. Bojila se proizvode s namjerom da Sto manje degradiraju
i stoga ne ¢udi da ih konvencionalne metode tesko odstranuju. Te se metode oslanjaju na
aerobnu degradaciju aktivnim muljem, no kako njihov udinak nije znacajan, takav efluent

ostaje obojen (Vandeviver, 1997). Opcenito, efluenti tekstilne industrije su bazi¢ni, izrazito
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neugodnog mirisa, visoke temperature i obojeni bojilima koja su se koristila u procesu
proizvodnje. Neke od tvari koje se koriste u proizvodnji sintetskih bojila su toksi¢na ili smanjuju
razinu dostupnog kisika za floru i faunu vodenih ekosistema ugrozavajuéi time vodeni Zivot i,

opcenito, narusavajudi kvalitetu vode. Problemi koja bojila mogu uzrokovati u prirodi:

e Ovisno o vremenu izloZenosti i koncentraciji, bojila mogu imati akutne i/ili
kroni¢ne posljedice na izloZzene organizme.

e Cak suimale koncentracije bojila u vodi (manje od 1 mg L) intenzivno vidljive.

e Najveci problem s bojilima u vodi je njihova sposobnost refleksije sunéevih
zraka koje ulaze u vodu. Na taj nacin se ometa prirodni ciklus fotosinteze
vodenog bilja narusavajuci prehrambeni lanac.

e Bojilase, zbog svoje visoke termalne i fotostabilnosti, dugo zadrzavaju u prirodi

e Mnoga su bojila i njihovi razgradni produkti kancerogeni, mutageni i/ili toksi¢ni
za organizme. U prirodu, naj¢esée, dospjevaju industrijskim efluentima.
Uocena je ¢eS¢a pojava karcinoma bubrega, mokra¢nog mjehura i jetre kod
radnika u doticaju sa bojlima.

e Uzrokuju respiratorne bolesti i alergije poput kontaktnog dermatitisa, iritacije

oCiju i koZe, iritacije sluznica i respiratornog trakta (Girses i sur., 2016).

2.3. Metode uklanjanja bojila iz otpadnih voda

Niz zakonskih propisa iz podrucja zastite okoliSa osiguravaju zastitu i oCuvanje kakvoce
povrsinskih i podzemnih voda te obvezuju proizvodace koji u proizvodnom procesu koriste
bojila da ista uklone iz otpadnih voda, prije ispustanja u prirodne prijemnike. Tako Pravilnik o
grani¢nim vrijednostima emisija otpadnih voda Prilog 5. (Grani¢ne vrijednosti emisija otpadnih
voda iz objekata i postrojenja za proizvodnju i preradu tekstila) navodi da u povrSinskim
vodama i sustavu javne odvodnje ne smiju biti prisutna bojila (NN 80/13). Medutim, obrada
otpadne vode koja sadrZi bojilo i druge otpadne tvari nije jednostavna. Sirok raspon pH
vrijednosti, visoke koncentracije soli i drugih kemikalija samo su neki od problema.
Tehnologije uklanjanja bojila iz otpadnih voda dijele se u iduée kategorije: bioloSke, kemijske

i fizikalne (Karthik i sur., 2014; Robinson, 2001). Sve one imaju svoje prednosti i nedostatke,
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te niti jedna metoda samostalno najcesée nije prikladna u obradi otpadne vode, zbog ¢ega se

Cesto koriste u kombinaciji.

2.3.1. Kemijske metode

Kemijske metode ukljuuju koagulaciju ili flokulaciju, kombinirano s flotacijom i
filtracijom, precipitacija-flokulacija sa Fe(ll)/Ca(OH)2, elektroflotacijom, elektrokineti¢kom
koagulacijom, konvencionalne metode oksidacije s oksidativnim agensima (ozon) te
zraCenjem ili elektrokemijskim procesom. Ove metode su, nacelno, vrlo skupe, premda se
njima boja iz efluenta djelotvorno uklanja, akumulacija koncentriranog mulja stvara problem
prekomjernog koriStenja kemikalija. Pojavile su se i nove tehnike poznate kao napredni
oksidativni procesi, koji se temelje na stvaranju vrlo snaznog oksidiraju¢eg agensa, kao sto je
hidroksil radikal, koje uspjeSno degradiraju Stetne tvari u vodi. lako se ovim metodama
uspjesno uklanjaju bojila iz vode, zbog svoje cijene komercijalno su neprivlacne. Visoka razina
potrosnje elektiréne energije i kemijskih reagensa uobicajeni su problemi ovih metoda (Kyzas

i sur., 2013).

2.3.2. Fizikalne metode

Pored kemijskih, rasprostranjene su i razne fizikalne metode poput procesa
membranske filtracije (nanofiltracija, reverzna osmoza, elektrodijaliza) te tehnika adsorpcije.
Glavni nedostatak membranskih procesa je ¢injenica da brzo dolazi do zacepljenja membrana
koje je potom potrebno mijenjati sto smanjuje ekonomsku prihvatljivost ovog postupka.
Adsorpcija je medu najpopularnijim metodama za uklanjaje oneciséenja iz otpadne vode
bududi da pravilno provodenje procesa daje efluent visoke kakvocée. Adsorpcija predstavlja
dobru alternativu za obradu otpadnih voda, pogotovo ako je adsorbens jeftin, te ga nije
potrebno predhodno posebno tretirati. U vidu ponovnog iskoriStenja vode, adsorpcija
prednjaci niskom pocetnom cijenom, fleksibilnos¢u, jednostavnoséu vodenja procesa te

neosjetljivoséu na toksicne kontaminante. Takoder, adsorpcija ne uzrokuje stvaranje

ev s
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2.3.3. BioloSke metode

Bioloski tretman otpadnih voda ekonomski je najbolja alternativa u usporedbi s kemijskim
i fizikalnim metodama. Metode biodegradacije, kao Sto su fungalna dekolorizacija, mikrobna
degradacija, adsorpcija na Zivu ili inaktiviranu mikrobnu biomasu te sustavi za bioremedijaciju,
mogu se koristiti pri obradi industrijskih efluenata, jer mnogi mikroorganizmi (bakterije, gljive)
ogranicena radi tehnickih poteskoéa. Tretman bioloSkim metodama zahtjeva velike povrsine
te je osjetljiv na vremenske promjene i toksi¢nost pojedinih kemikalija. Osim toga, premda se
mnoge organske molekule razgraduju u procesu, mnoge zaostaju zbog kompleksne
molekularne strukture i sintetskog porijekla. To se osobito vidi na primjeru azo bojila (Kyzas i
sur., 2013). Bioloske metode remedijacije imaju potencijal pretvorbe, tj. razgradivanja tvari
koje oneciséuju okolis do vode, ugljicnog dioksida te raznih anorganskih soli. Dakle, bioloskim
se metodama, unazad nekoliko godina, zbog povoljnog djelovanja na okoli§, posvecuje
posebna pozornost.

Gljive bijelog truljenja najucinkovitiji su mikroorganizmi pri uklanjanju sintetskih bojila iz
sposobnost enzimske razgradnje lignina. Osim lignina, gljive bijelog truljenja mogu razgraditi i
sloZzene spojeve koje se takoder mogu nadi u efluentu poput skroba, pektina, lignoceluloze. U
razgradnji ovih spojeva koriste lignoliticke enzime koji kataliziraju oksidacijsku
depolimerizaciju, odnosno razgradnju lignina. Glavni enzimi u razgradnji lignina su lignin
peroksidaza (LiP), mangan peroksidaza (MnP) i lakaze (Lacc) (Toh i sur., 2003). Gljive bijelog
truljenja ove enzime proizvode kao sekundarne metabolite. Obzirom da oksidacija lignina
katalizira pretvorbu, tj. razgradnju aromatskih bojila (precipitacijom ili otvaranjem aromatskih
prstena), gljive bijelog truljenja ne zahtjevaju dodatne izvore energije (Husain, 2010). Sinteza
te izlu¢ivanje tih enzima potaknutno je nedostatkom uobicajenih izvora energije poput ugljika
i duSika (Barr i Aust, 1994). U svrhu znanstvenih istrazivanja najc¢esée se koriste gljive zbog
bioloskog procis¢avanja mogu upotrebljavati i razni drugi mikroorganizmi (Sardrood i sur.,

2013).
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2.4. Gljive

Gljive (fungi) su posebna skupina organizama koja obuhvaca priblizno 250 000 vrsta, koje
uklju€uju kvasce i plijesni te skupinu makroskopskih organizama, tzv. mesnate gljive
(Durakovi¢, 2003). Svaka vrsta gljiva pripada jednoj od pet taksonomskih skupina (razreda) koji
se razlikuju prema vrsti spora, morfologiji hifa i spolnom ciklusu: Deuteromycetes,
Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes i Oomycetes. Za identifikaciju i klasifikaciju gljiva
potrebno je poznavati na¢in razmnoZavanja gljiva, tip micelija i nastanak stani¢nih struktura
(Durakovi¢, 2003). Gljive su eukariotski, heterotrofni organizmi, a mogu Zivjeti kao: paraziti,
saprofiti i simbionti. Zajedno s bakterijama sudjeluju u razgradnji organskih tvari u okolisu.
Uglavnom za svoj rast trebaju blago kisele supstrate, zbog ¢ega su Cesti paraziti na biljkama
(Milicevi¢, 2006). Gljive mogu biti jednostanicne ili viSestanicne. Kvasci su jednostani¢ne gljive,
dok su plijesni i vise gljive predstavnici viSestanicnih gljiva. Karakterizira ih filamentozan rast u
oblik hifa (stani¢ne tvorevine nitastog oblika) ¢iji ukupan obim nazivamo micelij (Durakovi¢,
2003).

Filamentozne gljive koriste se u biotehnoloSkim procesima za proizvodnju primarnih i

sekundarnih metabolita, antibiotika, enzima, polisaharida i vitamina (Borras i sur., 2008).

2.4.1. Gljive bijelog truljenja

Poznate su mnoge vrste gljiva, no samo neke od njih imaju sposobnost razgradnje i
mineralizacije glavnih sastavnica (polimera) drva - celuloze, hemiceluloze i lignina (Slika 6.).
Gljive koje imaju sposobnost razgradnje drva (gljive truleznice) dijele se na gljive bijelog,
smedeg i mekog truljenja, ovisno o karakteristikama drva koje razgraduju i razgradnih
produkata nastalih razgradnjom lignoceluloznih sastavnica (Sigoillot i sur., 2012). Razgradnja
polimera odvija se djelovanjem razli¢itih hidrolitickih i oksidativnih enzima koje ove gljive
sintetiziraju, pri ¢emu su najvazniji izvanstani¢ni enzimi esencijalni za razgradnju lignina: lignin

peroksidaza, mangan peroksidaza i lakaza (Elisashavili i sur., 2009).
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Slika 6. Strukturna formula lignina

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

Ovisno o redoslijedu razgradnje polimera drveta, utvrdena su dva nacina bijelog
truljenja: simultano i selektivho truljenje (Mahajan, 2011; Liese, 1970). Simultano bijelo
truljenje karakterizira simultana razgradnja svih sastavnica u pocetnim i zavrSnim fazama
bijelog truljenja. Primjeri gljiva sa sposobno$éu simultanog bijelog truljenja su Fomes
fomentarius, Phellinus robustus, Trametes versicolor (Mahajan, 2011; Blanchette, 1994;
Blanchette, 1984). Selektivno bijelo truljenje karakterizira razgradnja lignina i hemiceluloze u
pocetnim fazama truljenja, pri ¢emu celuloza ostaje netaknuta. Tek u kasnijim fazama dolazi
do razgradnje celuloze. Ceriporiopsis subvermispora i Phlebia radiata su ponajbolje istrazene
gljive koje se ubrajaju u ovu skupinu (Mahajan, 2011; Fackler i sur., 2010; Blanchette, 1991;
Eriksson, 1977).

2.4.2. Trametes versicolor
Trametes versicolor (Slika 7.) jedna je od najbolje istrazenih gljiva bijelog truljenja
(Jonssonisur., 1977). Naziva se joS i ,puranov rep“ jer njezino plodno tijelo slic¢i istom. Pripada

skupini Basidiomycetes i proizvodi lignoliticke enzime kojima ucinkovito razgraduje lignin,
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policiklicne aromatske ugljikovodike (PAH), poliklorirane bifenile (PCB) i mnoga sintetska bojila
(Barreto i sur., 2006). Takoder, utvrdena je njezina sposobnost adsorpcije teskih metala
(Jarosz-Wilkolazka i sur., 2001). Njezina upotreba nije ograni¢ena samo na ekologiju, u
medicini je iz njezinog polisaharopeptida razvijen uspjesan lijek u borbi protiv karcinoma i

bolesti imunodeficijencije (Wang i sur., 2017).

Slika 7. Trametes versicolor

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

2.4.3. Trametes gibbosa

Trametes gibbosa (Slika 8.) je gljiva bijelog truljenja koja pripada skupini
Basidiomycetes. U mezofilnim uvjetima proizvodi lignoliticke enzime kojima uspjesno
degradira sintetska bojila (Adananiisur., 2014). U prirodi je lako prepoznatljiva jer joj je plodno
tijelo prekriveno zelenim obojenjem zbog prisutnosti algi. Spore ispusta na donjoj strani
plodnog tijela kojeg karateriziraju izduzene tj. ovalne pore. Vrlo je kompetitivna i lako ée

prerasti druge gljive truleznice na vecini susptrata (Johnsy i Kaviyarasan, 2011).
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Slika 8. Trametes gibbosa

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

2.5. Fermentacija na cvrstim nosacima

Fermentacija je proces u kojemu mikroorganizmi koriste hranjive tvari, proizvode
metabolite i provode druge fizioloske aktivnosti u aerobnim ili anaerobnim uvjetima. U tijeku
procesa fermentacije nagomilava se Zeljeni mikroorganizam ili metabolit (Chen, 2013).
Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima (eng. ,Solid-state fermentation”, SSF) pocela se koristiti joS
pocetkom ljudske civilizacije, naj¢es¢e je povezana s proizvodnjom hrane. Obuhvacda rast
mikroorganizama na vlaznim i ¢vrstim supstratima u odsutnosti slobodne vode. Premda se
kapljice vode mogu nalaziti izmedu Cestica susptrata ili se pojaviti kao tanak sloje vode na
povrsini nosaca, ipak najveéi dio prostora ispunjava plinovita faza. Glavnina vode u sustavu
apsorbirana je u ¢vrstom susptratu, a na taj nacin osiguran je rast, razvoj i metabolizam radnog
mikroorganizma (Mitchell, 2006). Cvrsti nosaci se dijele prema razgradivosti u dvije skupine:
biorazgradivi nosaci ili interni nosaci. U biorazgradive nosace pripadaju razni usjevi (pSenicne
mekinje, sjemenke soje, itd.) ili otpadni materijal iz poljoprivrede i Sumarstva (slama,
nusprodukti u preradi Se¢erne repe, piljevina, itd.). Takvi nosaci, uz ulogu fizikalne potpore za
rast mikroorganizma, izvor su ugljika, dusika i drugih ¢imbenika rasta (Chen, 2013, Singhania i
sur., 2010). Inertni nosaci su porozne strukture, kemijski inertni i teSko razgradivi djelovanjem

mikroorganizama. Kao inertni nosaci koriste se poliuretanska pjena, mikroporozna smola,
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vermikulit i dr. Njihova uloga pri fermentaciji je iskljuciva fizikalna potpora, a mikroorganizmi
hranjive tvari crpe iz tekuéeg medija koji je rasprSen u porozni nosac¢ (Chen, 2013; Wu, 2006).
Odabir pogodnog susptrata ovisi o nekoliko ¢imbenika koji su, uglavnom, povezani s
troSkovima i dostupnosti te stoga moZe ukljuciti probiranje nekoliko agro-industrijskih
ostataka. Medu tim faktorima najvazniji su veli¢ina Cestica nosaca i razina vlage, tj. aktivitet
vode. Manje Cestice pruzaju vecu povrsinu za razvoj mikroorganizma, medutim, presitne
Cestice nosaca uzrokuju aglomeraciju istog, time sputavajudi respiraciju i aeraciju koje su
kljuéne za pravilan rast mikroorganizma. Takoder, velike Cestice nosaca osiguravaju bolju

respiraciju i aeraciju, ali ograni¢avaju povrsinu za rast (Pandey i sur., 2000).
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3.1. Zadatak

Cilj ovog rada bio je istraziti sposobnost obezbojenja sintetskih bojila fuksina, kongo crvenila i
kristal violeta novim, do sada neistrazivanim, izolatima gljiva bijelog truljenja Trametes
versicolor TV8 i Trametes gibbosa. Istrazivanja sposobnosti obezbojenja provodila su se u
uvjetima uzgoja na na agarnim plo¢ama. Nadalje, pomocu gljive koja je pokazala najbolje
rezultate obezbojenja na agarnim plo¢ama istrazena je mogucnost uklanjanja bojila kongo

crvenila s obojenog otpadnog lignoceluloznog supstrata.

3.2. Materijali

3.2.1. Bojila
Za ovaj rad koristena su sljedeca bojila:
¢ fuksin (Serva, Njemacka)

*» kongo crvenilo (Kemika d.d., Hrvatska)

¢ kristal violet (Kemika d.d., Hrvatska)

3.2.2. Mikroorganizmi

Za radni mikroorganizam korisStene su gljive bijelog truljenja Trametes versicolor (L.) i
Trametes gibbosa (Pers.) Fr. Dobivene su iz privatne zbirke (Institute for Applied Mycology and
Biotechnology, Celje, Slovenija) i izolirane na podruéju Celja i Laskog (Slovenija). Gljive su
uzgajane na krumpirovom agaru (Liofilchem, Italija) u trajanju od sedam dana pri
27°C. Kulture su ¢uvane u hladnjaku na +4°C. Kao inokulum u daljnjim pokusima koristeni su

micelijski diskovi promjera 5 mm.

3.2.3. Kemikalije

¢ Krumpirov agar (Liofilchem, Italija)
+» ABTS (Sigma, USA)
+* CuSO4 (Kemika d.d., Hrvatska)

7

%* Glukoza (Gram-mol d.o.o., Hrvatska)
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Amonij tartarat 99% (Acros, Spanjolska)
Kvascev ekstrakt (Liofilchem, Italija)
MgS04 x 7H,0 (Kemika d.d., Hrvatska)
NaCl (Kemika d.d., Hrvatska)

CaCl2 (Kemika d.d., Hrvatska)

FeCls (Sigma-Aldrich, Njemacka)
Ks[Fe(CN)s] (Sigma-Aldrich, Njemacka)
Lignin (Aldrich Chemistry, USA)

Tiamin (Acros, Kina)

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

KH;PO4 (Gram-mol d.o.0, Hrvatska)
Karboksimetil celuloza (Aldrich, USA)

Tehnicki agar (Biolife, Italija)

3.2.4. Supstrat

manja od 1mm koristeno je sito promjera Imm.

3.3. Aparatura i pribor

3.3.1. Tehnicka i analiticka vaga

1200, Njemacka) te analiticka vaga (Shimadzu AW220, Japan).

Za eksperimente na Cvrstim supstratima (Solid-state fermentation), kao supstrat, tj.
neinertni nosac, koristen je pivski trop dobiven iz Osjecke pivovare d.o.o. Prije koriStenja trop
je vise puta ispiran vodovodnom vodom, do neutralnog pH, te osusen na zraku i samljeven na

laboratorijskom mlinu (IKA Labortechnik, Njemacka). Kako bi se osigurala veli¢ina cestica

U radu su za vaganje koriStene tehnicka vaga (RADWAG,Tehnicaunitronik, tip: WPS
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3.3.2. Autoklav
Za sterilizaciju hranjivih podloga, susptrata i laboratorijskog posuda koristen je

autoklav (TIP 7510945, Sutjeska, Srbija).

3.3.3. Vodena kupelj
Sterilne agarne podloge termostatirane su na 50°C u vodenoj kupelji (GFL Gesellshaft

far labortechnik D-30938, Germany).

3.3.4. Vibrirajuci mjesac
Za homogenizaciju podloga i otopina koristen je vibriraju¢i mjesa¢ (Vibromix 10,

Tehtnica, Slovenija).

3.3.5. Mikrobioloski zastitni kabinet

Kako bi se osigurala sterilnost pri radu koriSten je mikrobioloski zastitni kabinet.

3.3.6. Termostat
Za inkubaciju radnih mikroorganizama koristen je termostat (Termo medicinski aparati,

BTEST, Bodalec Havoi¢, Hrvatska).

3.3.7. Digitalno pomi¢no mjerilo
Za mjerenje promjera kolonije i zone obezbojenja na agarnim plo¢ama koristeno je

digitalno pomic¢no mijerilo.

3.3.8. Laboratorijski mlin
Za mljevenje pivskog tropa koristen je laboratorijskom mlinu (IKA Labortechnik,

Njemacka).
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3.3.9. Analizator vlage
Za odredivanje udjela suhe tvari i vlage supstrata koristen je halogeni analizator vlage

(HR73 ,Moisture Analyzer”, Mettler Toledo, Svicarska).

3.3.10. Uredaj za destilaciju i titraciju
Za odredivanje proteinskog dusika koriSten je uredaj za destilaciju i titraciju (KjeltecTM

2300 Analyzer Unit, FOSS Analytical, Danska).

3.3.11. Kromametar
Za odredivanje boje pivskog tropa koriSten je kromametar (Konica Minolta CR400,

Japan).

3.4. Metode

3.4.1. 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 90mm. Ovako pripremljene podloge
nacijepljene su micelijskim diskovima (5 mm) radnih mikroorganizama. Inkubacija je trajala 7
dana pri 27°C. Micelijski diskovi ovako pripremljenih kulture koristeni su dalje kao inokulum
u kvalitativnim testovima za odredivanje celuloliticke i lignoliticke aktivnosti u 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 odgovarajucu bioticku (gljiva na osnovnoj podlozi) te abioti¢ku kontrolu
(nenacijepljena podloga s dodatkom indikatorskih spojeva za kvalitativne testove enzimske

aktivnosti, odnosno bojila za testove obezbojenja).
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3.4.2. Kvalitativni testovi za odredivanje celuloliticke i lignoliticke aktivnosti gljiva

3.4.2.1. Celuloliticka aktivnost: obojenje agarnih plo¢a s dodatkom karboksimetil-
celuloze
Karboksimetil-celuloza (CMC) je supstrat za endoglukanazu, pa se moze koristiti za
kvalitativni test aktivnosti endoglukanaze i B-glukozidaze. Kako mnoge gljive sintetiziraju
endoglukanaze u velikim koli¢inama, ovaj test moze posluziti kao dobar pokazatelj njihove
celuloliticke sposobnosti (Pointing, 1999). Test je proveden prema postupku koji je opisao

Pointing (1999).
Pripremljena je osnovna podloga:

% 5gL!amonijtartarata
& 1gLKH:PO,

% 0,5gL1MgS04x 7H,0
< 0,001 g L CaCl,

% 0,1 g L'kvascevog ekstrakta.

U 500 mL pripremljene osnovne podloge za uzgoj dodano je 10 g karboksimetil-
celuloze i 8 g tehnickog agara. Podloga je potom sterilizirana u autoklavu na temperaturi od
121°C tijekom 15 min, te nakon hladenja na 45°- 50°C razlivena u laminaru u Petrijeve zdjelice
(po 20 mL). Nakon hladenja podloge su nacjepljene micelijskim diskovima promjera 5 mm 7
dana starih kultura gljiva. Podloge su potom stavljene na inkubaciju pri 25 °C, 2 — 5 dana (do
porasta oko 30 mm). Nakon Sto su radni mikroorganizmi porasli do potrebnog promijera,
podloge su 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
dm?3 i ostavljene 15 min, nakon &ega je izliven viak otopine. Zuto-naranéasto obojenje oko
micelija potvrduje razgradnju CMC i aktivnosti endoglukanaza, dok je nerazgradena CMC

zadrzala crveno obojenje.
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3.4.2.2. Lignoliticka aktivnost: obojenje agarnih plo¢a 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).

Za pripremu 500 mL osnovne podloge za uzgoj odvagano je 21 g krumpirovog agara i
dodano 500 mL destilirane vode. Podloga je potom sterilizirana u autoklavu na 121°C tijekom
15 min. Nakon sterilizacije, podlogu je potrebno ohladiti na 65°C, te sterilno dodati 5 mL
otopine ABTS-a koncentracije 0,2 mmol L™ i 0,5 mL otopine CuSO4 koncentracije 100 mmol L
!, U laminaru je zatim sterilno razliveno po 20 mL podloge u svaku Petrijevu zdjelicu. Nakon
hladenja podloge su nacjepljene s micelijskim diskovima promjera 5 mm 7 dana starih kultura
gljiva. Podloge su potom inkubirane 24-48 sati u termostatu pri temperaturi od 27°C. Aktivnost

lakaze potvrdila je pojava zelenog do ljubi¢astog obojenja oko zone rasta micelija.

3.4.2.3. Lignoliticka aktivnost: obojenje agarnih ploca 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).

Za pripremu 500 mL podloge za uzgoj odvagano je 21 g krumpirovog agara i dodano
500 mL destilirane vode, te gvajakol u koncentraciji 0,01%. Podloga je potom sterilizirana u
autoklavu na temperaturi od 121°C tijekom 15 min, te nakon hladenja na 45°- 50°C razlivena
u laminaru u Petrijeve zdjelice (po 20 mL). Nakon hladenja podloge su nacjepljene s
micelijskim diskovima promjera 5 mm 7 dana starih kultura gljiva. Podloge su potom stavljene
na inkubaciju u termostat pri temperaturi od 27°C, do pojave narancasto-smedeg obojenja

oko zone rasta micelija koja potvrduje aktivnost lakaze.

3.4.2.4. Lignoliticka aktivnost: obezbojenje agarnih plo¢a s dodatkom bromfenol
modrila

Test je proveden prema modificiranom postupku koji su opisali Tekere i sur. (2004).
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Za pripremu 500 mL podloge za uzgoj odvagano je 21 g krumpirovog agara, dodano
500 mL destilirane vode i bromfenol modrilo u koncentraciji od 0,2 g L. Podloga je potom
sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121°C tijekom 15 min, te nakon hladenja na 45°-
50°C razlivena u laminaru u Petrijeve zdjelice (po 20 mL). Nakon hladenja podloge su
nacjepljene s micelijskim diskovima promjera 5 mm 7 dana starih kultura gljiva. Podloge su
potom stavljene na inkubaciju u termostat pri temperaturi od 27°C, do obezbojenja modro

plave boje podloge Sto potvrduje aktivnost lakaze.

3.4.2.5. Lignoliticka aktivnost: kvalitativni test sposobnosti razgradnje lignina
Test je proveden prema jednostavnoj metodi za utvrdivanje lignoliticke aktivnosti koji

su razvili Sundman i Nase (1971).
Za 500 mL hranjive podloge pripremljeno je:

% 20 g L't krumpirovog agara
% 5gL'glukoze

% 5gL!amonijevog tartarata
% 1gL?'kvasdéevog ekstrakta
% 0,5g L1 MgS04x7H20

% 0,1gL!NacCl

% 0,01gL?CaCl

% 0,01gL?!FeCls

X/
*

% 0,01 g L lignina (Kraft)

% 1mgL!tiamina

Podloga je potom sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121°C, 15 min, te nakon
hladenja na 45°- 50°C razlivena u laminaru u Petrijeve zdjelice (po 20 mL). Nakon hladenja
podloge su nacjepljene s micelijskim diskovima promjera 5 mm 7 dana starih kultura gljiva.
Podloge su potom stavljene na inkubaciju u termostat pri temperaturi od 27°C, do porasta
gljiva od oko 30 mm promjera. Pripravljena su otopine FeCls i Ks[Fe(CN)e], koncentracije 10 g
L1, koje su zatim pomijeSane u omjeru 1:1. Ovako pripremljenim reagensom, koji reagira s

ligninom dajuci zeleno obojenje, prelivene su agarne ploce s gljivama. Na mjestima gdje je
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lignin ostao nerazgraden vidi se tamnozeleno obojenje, dok je na mjestima gdje je doslo do

razgradnje lignina to obojenje vrlo slabo ili ga nema.

3.4.3. Testovi obezbojenja sintetskih bojila na agarnim plo¢ama

Odvagano je 8,4 g krumpirova agara i dodano 200 mL destilirane vode u Schottove
bocice od 250 mL. Ovako pripremljene podloge su sterilizirane u autoklavu na temperaturi
121°C, 15 minuta, a potom ohladene u termostatu na temperaturu od 50°C. Osnovne otopine
bojila (stock) pripremljene su kako slijedi: 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 odgovarajuci volumen bojila prema shemi u Tablici 1. U
sterilne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm razliveno je 20 mL podloge s dodatkom razlicitih
koncentracija bojila. Nakon hladenja podloge su nacjepljene s micelijskim diskovima promjera
5 mm 7 dana starih kultura gljiva. Podloge su zatim inkubirane u termostatu pri temperaturi
od 27°C u trajanju od 14 dana. Rast gljiva i promjena boje hranjive podloge praéeni su svaka
dva dana, mjerenjem promjera kolonije gljive i promjera zone obezbojenja (promjene
intenziteta boje) podloge pomocu digitalnog pomic¢nog mjerac¢a. Nakon sto je micelij gljive
prerastao cijelu povrsinu Petrijeve zdjelice, vizualno je praceno obezbojenje podloga koje su

cuvane pri sobnoj temperaturi do potpunog obezbojenja.

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
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3.4.4. Uzgoj gljive T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima na obojenom

pivskom tropu kao neinertnom nosacu

Priprema inokuluma za fermentaciju na évrstim nosacima. Pripremljena je hranjiva
podloga sljededeg sastava: 42 g L't krumpirovog agara, 2 g L' samljevenog pivskog tropa te 50
mg L kongo crvenila. 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
podloge su nacjepljene s micelijskim diskovima promjera 5 mm (7 dana starih kultura) radnog
mikroorganizma. Podloge su zatim stavljene na inkubaciju u termostat pri temperaturiod 27°C
tijekom 7 dana. Nakon toga, gljiva je s podloge s dodatkom 50 mg L kongo crvenila, na gore
opisan nacin, precijepljena na podlogu s dodatkom 100 mg L bojila. 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, tako uzgojena

kultura koristena je za inokulaciju.

Fermentacija na ¢vrstim nosac¢ima. Uzgoj gljive T. versicolor TV8 na pivskom tropu
obojenom kongo crvenilom proveden je u staklenkamavolumena 750 mL. U svaku staklenku
odvagano je 15 g supstrata te, kako bi se osigurala vlaznost od 60%, je dodano 20 mL otopine
kongo crvenila koncentracije 150 mg L. Staklenke su zatim sterilizirane u autoklavu na 121°C
u trajanju od 15 minuta, potom ohladene. Dva micelijska diska promjera 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 je takav inokulum dodan u staklenku s
obojenim pivskim tropom. Na isti nacin inokulirana je i bioticka kontrola, koja je sadrzavala
neobojeni trop. Abioticka kontrola sadrzavala je samo obojeni trop te nije inokulirana. Kako bi
se osigurala aeracija u sustavu, na metalnim poklopcima staklenki probusena je rupa promjera
3 cm te je ista zatvorena akvarijskom vatom. SadrZaj staklenki dnevno je ruéno izmijesan.
Inkubacija na 27°C je trajala 21 dan. Nakon zavrSene inkubacije, sadrzaj staklenki je steriliziran
te osusen u suSioniku na 80°C. U uzorcima prije i nakon provedenog uzgoja odredeni su masa,

udjel suhe tvari (vlaznost), proteinski dusik te boja.

3.4.5. 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.
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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).

3.4.6. Odredivanje boje uzorka

U istraZivanju 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 lu¢na svjetiljka koja na povrsinu predmeta svjetlost baca
pulsiranjem. Sest osjetljivih silikonskih fotoéelija mjeri reflektiranu svjetlost. Ra¢unalo zapisuje
dobivene podatke i izrazava ih u pet sustava. Za potrebe istrazivanja koriSten je Lab sustav. To

je sustav koji daje vrijednosti slicne onima koje pokazuje ljudsko oko.

Na osnovu dobivenih mjerenja pomocu 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] /2

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 moZze biti pozitivna ili negativna, ukoliko je pozitivna radi se o Zutoj boji, a

ukoliko je negativna o plavoj boje.
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3.4.7. 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.

Izvaze 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 S$to tekucina 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 na nacin da 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 protivhom doslo do gubitka amonijaka.

Destilat se titrira klorovodicnom kiselinom (0,2 mM) do prelaska zelene boje u
ruzic¢astu, te se prema volumenu utrosene kiseline za titraciju izracuna postotak dusika i udio
proteina u uzorcima, i to prema formulama:

[(U=S) x N x 1,4007]
m

%N =
% proteina = %N X F
gdje je:
U - volumen HCI utrosSen za titraciju uzorka (mL)
S - volumen HCI utroSen za titraciju slijepe probe (mL)
N — molaritet kiseline

m - masa uzorka (g)
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F — faktor za prera¢unavanje dusika u proteine (6,25)

3.4.8. 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

U slucaju kada se istrazuje sposobnost gljiva za produkciju enzima odgovornih za
razgradnju lignoceluloznih materijala te nije vaina kvantifikacija enzima, ve¢ samo potvrda
specifitne enzimske aktivnosti enzima, kvalitativni testovi su se pokazali vrlo uéinkovitima.
Reagensi koji se primjenjuju u testovima su Siroko dostupni i jeftini, postupak je jednostavan,

a rezultati se izrazavaju samo kao pozitivni ili negativni (Pointing, 1999.).

Rezultati provodenja kvalitativnih testova za odredivanje celuloliticke i lignoliticke

aktivnosti gljiva T. versicolor i T. gibbosa, koriStenih u ovom istrazivanju dani su u Tablici 2.

Tablica 2. Rezultati kvalitativnih testova za odredivanje celuloticke i lignoliticke aktivnosti

Celuloliticka aktivnost Lignoliticka aktivnost
. Rl . Bromfenol
mikroorganizam cMmC ABTS | Gvajakol Lignin
modrilo
Trametes versicolor + + + + +
Trametes gibbosa + + + + +

Rezultat provodenija svih kvalitativnih testova za odredivanje celuloliti¢ke i lignoliticke
aktivnosti bio je pozitivan za obje istrazivane gljive. Na Slici 9. prikazani su pozitivni rezultati
svakog pojedinog testa, koji potvrduju sposobnost produkcije enzima uklju¢enih u razgradnju
celuloze i lignina. Santos i Corso (2014) navode kako su najvazniji enzimi ukljuceni u proces
bioloske razgradnje bojila pomocu gljiva bijelog truljenja lignoliticki enzimi, Sto gljive koristene
u ovom istrazivanju ¢ini dobrim kandidatima za primjenu u bioremedijaciji primjerice obojenih

otpadnih voda.
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Slika 9. Rezultati kvalitativnih testova za odredivanje enzimske aktivnosti:
a) obojenje agarne ploce s dodatkom karboksimetil-celuloze — svijetliji Zuti prsten oko

kolonije ukazuje na celuloliti¢ku aktivnost,
b) ljubicasto obojenje agarne ploce s dodatkom ABTS-a,

c) smede obojenje agarne ploce s dodatkom gvajakola,
d) obezbojenje agarne ploce s dodatkom bromfenol modrila, lijevo je abioti¢ka kontrola,
e) test sposobnosti razgradnje lignina: lijevo je agarna ploca s gljivom koja pokazuje

sposobnost razgradnje, desno je abioti¢ka kontrola
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4.2. Istrazivanje sposobnosti obezbojenja sintetskih bojila pomocu T.

versicolor i T. gibbosa

U ovom radu istrazena je sposobnost obezbojenja sintetskih bojila pomodu dvije gljive
bijelog truljenja Trametes versicolor (L.) i Trametes gibbosa (Pers.) Fr. Bojila odabrana za ovo
istrazivanje ukljucivala su fuksin, kongo crvenilo i kristal violet. Rast gljiva i sposobnost
obezbojenja agarnih ploca s dodatkom ovih bojila prikazani su u Tablicama 3. - 10. te na

Slikama 10.-15.

Tablice 3. i 4. pokazuju indeks obezbojenja u periodu od 2. do 14. dana uzgoja. Indeks
obezbojenja se izrazava kao omjer promjera obezbojenja (mm) i promjera kolonije (mm).
Veda vrijednost indeksa obezbojenja ukazuje na bolju sposobnost gljive za razgradnju bojila,
no pri tome treba uzeti u obzir i inhibiciju rasta mikroorganizma zbog dodatka bojila u podlogu

(Jayasinghe, 2008).

Iz Tablice 3. vidljivo je kako je nakon 14 dana uzgoja gljiva T. versicolor potpuno
obezbojila cijelu povrsSinu Petrijeve zdjelice s dodatkom sva tri bojila pri najmanjoj
koncentraciji od 10 mg L™ te podloge s dodatkom kongo crvenila i pri koncentracijama 30 i 50
mg L, pri éemu je indeks obezbojenja iznosio 1. U svim ostalim slu¢ajevima doslo je samo do
djelomi¢nog obezbojenja podloga. Iz statisticke obrade rezultata rasta kolonija gljive T.
versicolor na agarnim plo¢ama s dodatkom bojila (Tablice 5.-7.) vidljivo je kako je dodatak
fuksina i kongo crvenila u podlogu inhibirao rast ove gljive samo u prvim danima uzgoja, dok
razlika u zoni rasta u odnosu na kontrolu u kasnijim danima uzgoja nije statisticki znacajna.
Nasuprot tome, dodatak kristal violeta u podlogu za uzgoj snazno je inhibirao rast gljive T.
versicolor, pri cemu su vece koncentracije bojila u veéoj mjeri inhibirale rast kolonija. Ovo je u
skladu s istraZivanjima koje su proveli Eichlerova i suradnici (2006) koji su uzgajali gljive bijelog
truljenja P. chrysosporium, Pleurotus ostreatus i T. versicolor na podlozi s dodatkom kristal
violeta u koncentracijama od 100 i 500 mg L, §to je za posljedicu imalo inhibiciju rasta ili

potpuni izostanak rasta ovih gljiva.

Iz Slika 10.-12. vidljivo je kako je nakon 28 dana uzgoja gljiva T. versicolor u potpunosti
obezbojila cijelu povrsinu Petrijevih zdjelica s dodatkom kongo crvenila u svim odabranim
koncentracijama te agarnih ploc¢a s dodatkom fuksina i kristal violeta u svim koncentracijama,

osim u najveéoj koncentraciji od 150 mg L.
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4. Rezultati i rasprava

4. dan

10 mg/L 30 mg/L

Slika 11. Obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kongo crvenila pomocéu T. versicolor
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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 10 mg/ 30 medl A0umal A 100 ma/l laq s (D

50he/l 100 my/L 150mg/L

Slika 12. Obezbojenje agarnih ploca s dodatkom kristal violeta pomodéu T. versicolor

Tablica 4. daje prikaz indeksa obezbojenja fuksina, kongo crvenila i kristal violeta pomocu
gljive T. gibbosa. |z tablice je vidljivo kako su podloge s dodatkom svih bojila obezbojene u
odredenoj mjeri u svim primijenjenim koncentracijama, pri ¢emu su vrijednosti indeksa
potpunog ili djelomi¢nog obezbojenja bile 1. Ovakav indeks obezbojenja ukazuje na dobru
sposobnost obezbojenja. Ipak, u slué¢aju podloga s dodatkom kristal violeta gdje je primjeéena
znacajnija inhibicija rasta gljive bojilom, nije doslo do potpunog (djelomiénog) obezbojenja
cijele povrsine Petrijeve zdjelice, veé¢ samo dijela povrsine. Tablice 8.-10. prikazuju statisti¢ku
obradu rezultata rasta kolonija gljive T. gibbosa na agarnim plo¢ama s dodatkom bojila. Kao i
u slucaju uzgoja T. versicolor na obojenim agarnim plo¢ama, iz tablica je vidljivo kako dodatak
fuksina i kongo crvenila u podlogu nije inhibirao rast gljive T. gibbosa, dok je dodatak kristal
violeta u podlogu statistic¢ki zna¢ajno inhibirao rast gljive u odnosu na njezin rast na podlozi
bez dodatka bojila. Poveéanje koncentracije kristal violeta u podlozi rezultiralo je snaznijom
inhibicijom rasta T. gibbosa. Slike 13.-15. pokazuju kako je nakon 28 dana uzgoja doslo do

potpunog obezbojenja cijele povrSine agarne ploce s dodatkom kongo crvenila u svim
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4. Rezultati i rasprava

primijenjenim koncentracijama, osim 150 mg L'1. Kongo crvenilo ubraja se u skupinu azo bojila
koja su izuzetno teSko biorazgradiva, podloZna bioakumulaciji te predstavljaju prijetnju
zdravlju ljudi i o¢uvanju okolisa zbog svojih kancerogenih, mutagenih i teratogenih svojstava
(Gudeljisur., 2011). Obje gljive pokazale su dobru sposobnost obezbojenja diazo bojila kongo
crvenila. Nakon 28 dana uzgoja, podloge s dodatkom fuksina u potpunosti su obezbojene
cijelom povrsinom za slucajeve kada je dodana koncentracija bojila iznosila od 10 do 30 mg L
1, Samo podloge s dodatkom kristal violeta u koncentraciji od 10 mg L? bile su potpuno

obezbojene cijelom povrsinom.

Slika 13. Obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom fuksina pomocu T. gibbosa
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4. Rezultati i rasprava

Slika 14. Obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kongo crvenila pomodu T. gibbosa

Slika 15. Obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kristal violeta pomodu T. gibbosa
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Tablica 3. Indeks obezbojenja razli¢itih bojila pomodéu T. versicolor

Trametes versicolor
¥ bojila/ Fuksin Kongo crvenilo Kristal violet
mg Lt 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 | 0,45* | 0,71% 0,90* 1,0 0,00 0,47 0,81 0,85 1,0 1,46* | 1,03* | 1,08* 1,04* 1,0
30 0,00 | 0,36* | 0,65%* 0,74* 1,0* 0,00 0,42 0,76 0,81 1,0 1,72*% | 1,07* | 1,06* 1,02* 1,0*
50 0,00 | 0,33* | 0,53* | 0,67* 1,0* 0,00 0,42 0,67 0,70 1,0 1,68* | 1,13* | 1,08* | 1,03* 1,0*
100 0,00 | 0,44* | 0,64* | 0,80* 1,0* 0,00 0,46 0,64 0,71 1,0 1,63* | 1,27* | 1,13* | 1,02* 0,82*
150 0,00 | 0,31* | 0,41* | 0,61* 1,0* 0,00 0,44 0,63 0,57 1,0* 1,84* | 1,41* | 1,21* | 1,06* 0,76*
* djelomi¢no obezbojenje, K: kontrola, indeks obezbojenja = Zona obezbojenja/Zona rasta
Tablica 4. Indeks obezbojenja razlicitih bojila pomodu T. gibbosa
Trametes gibbosa
¥ bojila/ Fuksin Kongo crvenilo Kristal violet
mgL? 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 | 0,61 | 0,85 1,0 1,0 1,0 0,44 1,0 1,0 1,0 4,29*% | 1,11 1,05 1,01 1,10
30 0,00 | 0,50 | 0,69 0,88 1,0 1,22* | 0,51* | 0,48* 1,0* 1,0* 3,93* | 0,68 1,04 1,0 1,01
50 0,00 | 0,47* | 0,70* | 0,85* 1,0* 1,19* | 0,52* | 0,41* 1,0* 1,0* 4,28* | 0,47 0,74 0,76 0,88
100 0,00 | 0,54* | 0,70* | 0,76* 1,0* 1,44* | 0,52* | 0,66* 1,0* 1,0* 0,00 1,67 0,70 0,76 0,79
150 0,00 | 0,00 | 0,55* | 0,65* 1,0* 1,48* | 0,38* | 0,45* | 0,98* 1,0* 0,00 1,86 1,32 1,01 0,83

* djelomi¢no obezbojenje, K: kontrola, indeks obezbojenja = Zona obezbojenja/Zona rasta
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 5. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom fuksina pomoéu Trametes versicolor

Trametes versicolor
Fuksin 0. dan 2. dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
}’bojila/
) ZR ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO
mgL
Kontrola | 5.00 30,54° - 65,072 - 81,582 - 90,002 - 90,00 - 90,00 - 90,00 -
10 500 28,692 [ 0,00 | 60,522 | 19,15*2 | 81,282 | 36,79*2 | 90,002 | 64,22*2 | 90,00 | 80,90*2 | 90,00 | 90,00*® | 90,00 | 90,00""
30 500 26,722 0,00 | 60,292 | 13,14° | 79,322 | 28,592 | 90,002 | 58,152" | 90,00 | 66,992 | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,00°
50 500 27,962 [ 0,00 | 59,452 | 12,05° | 79,542 | 26,092 | 90,002 | 47,942 | 90,00 | 60,612 | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,00°
100 500 23,782 [ 0,00 | 53,29° 0,00¢ | 78,37%| 34,39® | 86,672 | 55,882 | 90,00 | 71,742 | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,00°2
150 500 23,86% [ 0,00 | 52,33" 0,00¢ | 73,222 | 22,83% | 86,722 | 35,732 | 90,00 | 54,542 | 90,00 | 90,00% | 90,00 | 90,00°

ZR- zona rasta, DO- djelomi¢no obezbojenje, * potpuno obezbojenje
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 6. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kongo crvenila pomoéu Trametes versicolor

Trametes versicolor
Kongo crvenilo | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
}’bojila/
mg L ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
Kontrola 5,00 30,54° - | 6507°| - |81,58%® - 90,00° - 90,00 - 90,00 - 90,00 -
10 5,00 26,58% [ 0,00 | 59,12° | 0,00 | 82,37% | 38,892 | 90,007 | 72,782 [ 90,00 | 76,532 | 90,00 | 90,00 | 90,00 | 90,00
30 5,00 24,63% [ 0,00 | 57,08° | 0,00 | 80,66® | 33,902 | 90,007 | 68,60° | 90,00 | 72,832 | 90,00 | 90,00 | 90,00 | 90,00
50 5,00 24,57 [ 0,00 | 56,16° | 0,00 | 81,01 | 34,422 | 90,007 | 60,422 [ 90,00 | 63,112 | 90,00 | 90,00 | 90,00 | 90,00
100 5,00 25,65% [ 0,00 | 55,13° | 0,00 | 76,10° | 34,832 [ 90,007 | 57,372 [ 90,00 | 63,962 | 90,00 | 90,00 | 90,00 | 90,00
150 5,00 23,08° | 0,00 | 43,54° | 0,00 | 65,10° | 28,422 | 80,95° | 51,122 | 90,00 | 51,682 | 90,00 | 90,00 | 90,00 | 90,00*

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje, * djelomi¢no obezbojenje

40



4. Rezultati i rasprava

Tablica 7. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kristal violeta pomocu Trametes versicolor

Trametes versicolor
Kristal violet | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
}’bojila/
ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
mg L
Kontrola 5,00 30,54° - 65,07 ® - | 81,58 - 90,00 ® - [90,002f - ]90,00° - 90,00° -

10 5,00 16,95° | 0,00 | 34,97° | 0,00 | 53,34° | 0,00 | 64,79"° | 0,00 | 79,87 | 0,00 | 90,002 | 90,002 | 90,002 | 90,00 2
30 5,00 13,65 | 0,00 | 29,12°¢ | 0,00 | 45,62° | 0,00 | 62,36 | 0,00 | 75,84 ° | 0,00 | 84,49" | 66,23 " | 90,00° | 90,00* *
50 5,00 14,03¢ | 0,00 | 28,54° | 0,00 | 43,08 | 0,00 | 59,77°¢ | 0,00 | 74,32 | 0,00 | 82,83° | 60,90° | 90,00 | 90,00 **
100 5,00 12,404 0,00 | 22,03¢ [ 0,00 | 36,72 | 0,00 | 51,25¢ | 0,00 | 65,40 | 0,00 | 75,28 | 50,75¢ | 84,87° | 69,53"
150 5,00 11,499 [ 0,00 [ 20,05 | 0,00 | 31,82°| 0,00 | 45,28¢ | 0,00 | 58,70°¢| 0,00 | 68,62°| 0,00° | 79,48°| 60,49°¢

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje, * djelomi¢no obezbojenje

41



4. Rezultati i rasprava

Tablica 8. Rast i obezbojenje agarnih ploca s dodatkom fuksina pomocu Trametes gibbosa

Trametes gibbosa

Fuksin | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
}’bojila/
ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO R PO R PO ZR PO
mg L
Kontrola | 5,00 14,37 - | 50,932¢ - 82,99 % - 90,00 - 90,00 - 90,00 - 90,00 -
10 5,00 21,89 | 0,00 | 51,37® (30,442 | 81,65* | 50,18* | 90,00° | 76,84® | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,00
30 5,00 20,792 | 0,00 | 43,79% | 15,13 | 79,292 | 39,39° | 90,00® | 62,43 | 90,00 | 79,61" | 90,00 | 90,00° | 90,00 | 90,00
50 5,00 20,542 | 0,00 | 49,04% | 0,00° | 81,32* | 0,00¢ | 90,00® | 0,00¢ | 90,00 | 0,00¢ | 90,00 | 90,002 | 90,00 | 90,00*
100 5,00 19,762 | 0,00 | 44,59 | 0,00¢ [ 65,09¢ | 0,00°¢ | 82,03 [ 0,00¢ | 90,00 [ 0,00¢ | 90,00 | 0,00° | 90,00 | 90,00*
150 5,00 17,72° [ 0,00 | 41,59¢ | 0,00°¢ | 65,76 | 0,00¢ | 86,67% | 0,00¢ | 90,00 [ 0,00¢ | 90,00 | 0,00® | 90,00 | 90,00*

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje, * djelomi¢no obezbojenje

42



4. Rezultati i rasprava

Tablica 9. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kongo crvenila pomoéu Trametes gibbosa

Trametes gibbosa
Kongo crvenilo | 0. dan 2.dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
}’bojila/
. ZR ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO ZR DO
mgL
Kontrola 500 | 1437 b - 50,932 - 82,99° - 90,00° - 90,00 - 90,00 - 90,00 -
10 5 00 21,00° 0,00 47,262 | 0,00 | 81,82 | 0,00 | 90,00% [ 90,00 ** | 90,00 | 90,00 ** | 90,00 | 90,00* ® | 90,00 | 90,00 *?
30 500 |17,08 320,872 | 34,99%° | 23,38 | 60,95° | 30,91 | 84,40% | 40,27° | 90,00 | 90,00° | 90,00 | 90,00° | 90,00 [ 90,00°
50 500 | 1679 3 120,020 | 33,84% | 24,16 | 57,61 | 29,80 | 82,692 | 33,89° | 90,00 | 90,00° | 90,00 [ 90,00° [ 90,00 | 90,00°
100 500 | 1327 ® 119,10%° | 24,64° | 30,56 | 51,32 | 26,90 | 72,69° | 48,19° | 90,00 | 90,00° | 90,00 [ 90,00° [ 90,00 | 90,00°
150 500 | 12,60 a1 18,67° | 25,50%° | 23,75 | 49,19° | 18,83 | 71,44° | 32,30° | 86,77 | 85,81° | 87,74 | 88,13 | 90,00 | 90,00"

ZR- zona rasta, DO- djelomi¢no obezbojenje, * potpuno obezbojenje
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Tablica 10. Rast i obezbojenje agarnih ploc¢a s dodatkom kristal violeta pomocu Trametes gibbosa

Trametes gibbosa
Kristal violet | 0. dan 2. dan 4. dan 6. dan 8. dan 10. dan 12. dan 14. dan
}’bojila/
) ZR ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO ZR PO
mgL
Kontrola 5,00 14,372 - 50,93° - 82,99° - 90,00° - 90,00° - 90,00° - 90,00° -

10 500 0,00° | 0,00 | 18,42° | 23,072 | 28,93% | 32,192 | 41,33 | 43,432 | 55,02° | 55,482 | 63,06° | 69,282 | 76,98" | 84,40°2
30 500 0,00° | 0,00 | 13,79¢| 0,00° | 22,93¢| 15,58° | 32,33¢ | 33,74 | 40,78° | 40,91° | 52,48° | 54,40° | 65,06°¢ | 65,49°
50 500 0,00° | 0,00 | 13,77¢| 0,00° | 23,20¢ | 10,90 | 31,65°¢ | 23,47° | 39,42°¢ | 29,77° | 47,45¢ | 33,99 | 56,54 ¢ | 49,92 ¢
100 500 0,00° | 0,00 | 13,84¢ | 0,00® | 21,54¢| 0,00¢ | 28,57 | 20,13°¢ | 34,68 | 26,51° | 38,68 | 35,25¢ | 48,79 | 38,67 ¢
150 500 0,00° [ 0,00 | 11,99¢| 0,00 | 18,35¢| 0,00°¢ 24919 | 0,00¢ | 30,57¢ | 0,00¢ | 33,579 | 29,72¢ | 40,60°¢ | 33,89¢

ZR- zona rasta, PO- potpuno obezbojenje

44




4.3. Istrazivanje sposobnosti obezbojenja obojenog pivskog tropa pomocu T.

versicolor u uvjetima uzgoja na ¢vrstim nosacima

Adsorpcija je jedna od najceSée koristenih metoda za uklanjanje bojila iz otpadnih
voda. Ako se kao adsorbens upotrijebe lako dostupni i jeftini lignocelulozni materijali poput
otpada iz prehrambene industrije, poljoprivrednih ostataka i slicno, proces postaje ekonomski
puno isplativiji. Problem kod ovog postupka predstavlja zbrinjavanje ostatka nakon adsorpcije
i njihovo uklanjanje iz okolisa. Nekoliko istraZivanja ponudilo je rijeSenje ovog problema.
Razli¢iti materijali koristeni za adsorpciju primjenjivani su u vidu supstrata za uzgoj gljiva
bijelog truljenja u uvjetima uzgoja na Cvrstim nosacima. Prilikom uzgoja djelovanjem
lignolitickih enzima doslo je do obezbojenja supstrata te smanjenja njegovog volumena

(Nigam i sur., 2000.).

U ovom dijelu rada istrazena je sposobnost obezbojenja pivskog tropa obojenog kongo
crvenilom pomocu gljive bijelog truljenja Trametes versicolor TV8 u uvjetima uzgoja na ¢vrstim
nosacima. Gljiva je uzgajana na neinertnom nosacu (pivskom tropu) kroz 21 dan te su nakon
zavrSenog procesa uzgoja provedene analize uzorka fermentiranog pivskog tropa kako slijedi:
promjena udjela vlage, gubitak na masi supstrata, udjel proteina te promjena boje uzorka.

Rezultati analiza prikazani su u Tablici 11. te na Slici 16.

Rast gljive T. gibbosa potvrden je vizualno uocavanjem pojave bijelog micelija na
obojenom pivskom tropu. Nadalje, poveéanje udjela vlage u fermentiranom uzorku u odnosu
na pripadajucu abioti¢ku kontrolu javlja se kao posljedica oslobadanja metabolicke vode, kao
posljedica mikrobioloske aktivnosti. Povec¢anje udjela vlage uoceno je i u bioti¢koj kontroli, Sto
takoder ukazuje na mikrobnu aktivnost. Poveéanje udjela proteina u odnosu na abioticku
kontrolu takoder je potvrda mikrobne aktivnosti, odnosno rasta gljive na obojenom pivskom
tropu kao suspstratu i nosacu. Gubitak na masi susptrata, koji je posljedica razgradnje
lignoceluloznih komponenti pivskog tropa pomocu gljive (Valaskova i Baldrian, 2006), iznosio

je oko 17%.
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Tablica 11. Rezultati uzgoja na Cvrstim nosacima

Uzorak

Udjel vlage (%)

Gubitak na masi
supstrata (%)

Udjel proteina (%)

pocetno 21 dan
Bioticka kotrola 62,54 65,78 18,16 24,00
CR abioticka 65,69 59,26 0 14,40
kontrola
CR 61,31 63,60 17,12 19,68

Slika 16. prikazuje promjenu parametara boje fermentiranog uzorka obojenog pivskog tropa

nakon 21 dana bioloske obrade pomocu gljive T. versicolor TV8. Nakon 21 dan fermentacije

doslo do smanjenja parametra L* (lightness) u odnosu na abioticku kontrolu podvrgnutu istim

okolisnim uvjetima, odnosno doslo je do potamnjenja uzorka tijekom fermentacije. Promjene

vrijednosti parametra a* (crveno vs. zeleno) uzorka u odnosu na abioticku kontrolu upuduju

na zaklju¢ak kako dolazi do promjene nijanse boje od crvene prema plavim nijansama,

odnosno do razgradnje crvenog pigmenta kongo crvenila u prisutnosti T. versicolor TVS.

Parametar boje b* (Zuto vs. plavo) takoder opisuje promjenu nijasne od Zute prema plavoj, pri

¢emu je abioticka kontrola u odnosu na uzorak viSe Zuta, Sto takoder upucuje na promjenu

boje u fermentiranom uzorku.
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50
M abioticka

45 kontrola

m nakon 21 dan
fermentacije

40

35

30

25

20

15

Vrijednost parametra boje

10

L* a* b*

Parametar boje

Slika 16. Promjene parametara boje uzorka obojenog pivskog tropa bioloski obradenog

pomocu gljive T. versicolor TV8 u odnosu na pripadajucu abioticku kontrolu.
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5. Zakljucak

Na osnovu rezultata provedenih istrazivanja, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Provodenjem kvalitativnih testova za odredivanje celuloliticke i lignoliticke aktivnosti
utvrdeno je kako obje koristene gljive imaju sposobnost produkcije navedenih enzima te
su stoga prikladni kandidati za daljnja istraZivanja sposobnosti obezbojenja sintetskih
bojila.

Nakon 28 dana uzgoja gljiva T. versicolor TV8 je u potpunosti obezbojila cijelu povrsinu
agarnih plo¢a s dodatkom kongo crvenila u svim odabranim koncentracijama te agarnih
plo¢a s dodatkom fuksina i kristal violeta u svim koncentracijama, osim u najvecoj
koncentraciji od 150 mg 1. Dodatak fuksina i kongo crvenila u podlogu nije inhibirao je
rast ove gljive, dok je dodatak kristal violeta u podlogu za uzgoj uzrokovao snainu
inhibiciju rast. Vece koncentracije bojila uzrokovale su snazniju inhibiciju rasta kolonija
gljive.

. Gljiva T. gibbosa u potpunosti je, nakon 28 dana uzgoja, obezbojila cijelu povrsinu agarnih
plo¢a s dodatkom kongo crvenila u svim primijenjenim koncentracijama, osim 150 mg L.
Podloge s dodatkom fuksina u potpunosti su obezbojene cijelom povrSinom za slucajeve
kada je dodana koncentracija bojila iznosila od 10 do 30 mg L. Samo podloge s dodatkom
kristal violeta u koncentraciji od 10 mg L™ bile su potpuno obezbojene cijelom povriinom.
Dodatak fuksina i kongo crvenila u podlogu nije inhibirao rast gljive T. gibbosa, dok je
dodatak kristal violeta u podlogu statistic¢ki znacajno inhibirao rast gljive u odnosu na

njezin rast na podlozi bez dodatka bojila.

Gljiva T. versicolor TV8 dobro je rasla na pivskom tropu obojenom kongo crvenilom 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 17% u odnosu na
pripadajuéu abioti¢ku 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 upuéuju na mogucénost koristenja gljive T. versicolor TV8 za biolosku

obradu lignoceluloznih materijala obojenih kongo crvenilom.
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