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Razvoj odrzivih industrijskih procesa i koristenje obnovljivih izvora energije posljedica su potrebe
ali i obveze smanjenja stakleni¢kih plinova, budu¢i da se Europa obvezala postati klimatski
neutralan kontinent do 2050. godine (Thormann i sur., 2021). Gospodarstvo koje se temelji na
koristenju obnovljivih prirodnih resursa u proizvodnom lancu naziva se odrzivo biogospodarstvo,
¢ija nacela pridonose provedbi 17 ciljeva odrzivog razvoja Ujedinjenih naroda (Gaffey i sur., 2023).
Razvoj odrzivog gospodarstva zamjenom fosilnog ugljika s obnovljivim ugljikom iz lignocelulozne
biomase, predmet su brojnih znanstvenih istrazivanja (Manfred, 2020). Zemlje Clanice Europske
unije (EU) proizvode 1 milijardu tona suhe tvari biomase godiSnje. ViSe od dvije treCine biomase
dolazi iz poljoprivrede, pri ¢emu je drvna biomasa iz Sumarske industrije drugi najvazniji izvor
biomase. Polovica ukupne biomase dostupne u EU, koja ukljuCuje biomasu iz primarnih
proizvodnih sustava (Sumskih i biljnih ostataka) i sekundarnih izvora (poput recikliranja otpada i
nusproizvoda Sumske industrije) koristi se za proizvodnju hrane i sto¢ne hrane. Od preostale
biomase, 22% se koristi za proizvodnju energije, a 28% za proizvodnju materijala (Avitabile i sur.,
2023). Poveéana uporaba biomase u EU moZe pomodéi u diversifikaciji opskrbe energijom u
Europi, stvaranju radnih mjesta te smanjenju emisija staklenickih plinova. Medutim, biomasu je
potrebno proizvoditi, preradivati i koristiti na odrziv i u€inkovit nacin kako se ne bi povecale emisije
staklenickih plinova i ugrozio ekosustav (European Commission, 2021). Integracija postojecih i
razvoj novih tehnologija konverzije biomase u energiju i visokovrijedne proizvode, kao $to su
piroliza, kemijska hidroliza, enzimska saharifikacija i fermentacija temelji su pokretanja
biorafinerija (Cherubini, 2010; Nizami i sur., 2017; Ferreira i sur., 2018).

Bucina pogaca je lignocelulozni nusproizvod prehrambene industrije koji nastaje proizvodnjom
hladno preSanog bucinog ulja. Svake godine u svijetu se proizvede 27 milijuna tona bundeve.
Bucine sjemenke i bucina pogacCa bogate su proteinima, aminokiselinama, vlaknima, bioloski
aktivnim spojevima (vitamin E, karotenoidi, fitosteroli, fenolne kiseline), mineralima i esencijalnim
masnim kiselinama (Dotto i Chacha, 2020). Sukladno navedenom, bucina pogaca predstavlja

visoko vrijednu sirovinu za proizvodnju Sirokog spektra bioprodukata.

Jedan od nacina valorizacije lignoceluloznog materijala je fermentacija na ¢vrstim nosacima (engl.
Solid-state fermentation, SSF). Osnovna karakteristika SSF procesa je mali udio vode koja je
prisutna u vezanom obliku za kemijske komponente supstrata i/ili je adsorbirana na povrsini
supstrata. Ovisno o nacinu provedbe, SSF se moze Koristiti za proizvodnju jestivih gljiva,
mikrobno-izmijenjene hranjive podloge te proizvodnju primarnih i/ili sekundarnih metabolita
radnog mikroorganizma, kao $to su alkoholi, masne kiseline, izoprenoidi, organske kiseline,

fenolni spojevi, enzimi i drugi (Hasunuma i sur., 2013).



1. Uvod

NajceSc¢e koristeni supstrati u SSF procesima su lignocelulozni materijali iz prehrambene,
poljoprivredne i Sumarske industrije koji predstavljaju izvor makro- i mikroelemenata potrebnih za
rast i razvoj radnog mikroorganizma (Kumar i Kanwar, 2012). Jednostavna tehnolo$ka izvedba
fermentora, mali utroSak energije, visok prinos, niska stopa proizvodnje efluenta, jednostavna
separacija i operativna stabilnost Zeljenog produkta samo su neki od prednosti SSF procesa za

primjenu u biorafinerijama (Koyani i Rajput, 2015).

Cilj ovog doktorskog rada je razvoj procesa biolodke obrade bucine pogace, lignoceluloznog
nusproizvoda prehrambene industrije, za proizvodnju enzima lipaze uz istovremeno unaprjedenje
kvalitete bucine pogace. Potencijal razvijenog SSF procesa u ovom radu temelji se na principima
biorafinerije s ciliem postizanja maksimalnog iskoristenja lignoceluloznog materijala i stvaranja
koncepta bez akumulacije otpada (“zero-waste® koncept) (Sassner i sur., 2008; Escamilla-
Alvaradoi sur., 2016; Ubando i sur., 2019). U tu svrhu, pogaca buée koriStena je kao lignocelulozni

supstrat za uzgoj termofilne, filamentozne gljive Thermomyces lanuginosus.

T. lanuginosus se Cesto koristi za proizvodnju velikog broja termostabilnih enzima od znanstvenog
i komercijalnog interesa kao Sto su a-amilaza, a-glukozidaza, B-glukozidaza, glukoamilaza,
invertaza, maltaza, ksilanaza, pektinaza, fitaza, proteaza, aminopeptidaza i lipaza (Jensen i sur.,
2002). Lipaza (triacilglicerol hidrolaza, EC 3.1.1.3) katalizira reakcije hidrolize, esterifikacije i
transesterifikacije, a koristi se u farmaceutskoj, kozmetickoj, prehrambenoj, tekstilnoj industriji te
u proizvodnji biodizela (Pereira i sur., 2014). Upotreba enzima u industrijskim procesima zahtijeva
visoku operativnu stabilnost, a esto i stabilnost pri poviSenim temperaturama. Prema literaturnim
podacima, lipaza iz T. lanuginosus (TLL) je stabilna na visokim temperaturama i u Sirokom pH
rasponu, u organskim otapalima, ionskim tekuéinama i superkriticnim tekuc¢inama, te pokazuje
visok afinitet za razli€ite supstrate (Lisboa i sur., 2014; Skjold-Jgrgensen i sur., 2014; Han i sur.,
2016).

U prvoj fazi istrazivanja razvijen je brzi spektrofotometrijski test za mjerenje hidrolitiCke aktivnosti
komercijalne TLL. U tu svrhu, ispitan je utjecaj koncentracije enzima, koncentracije supstrata
(pNP-palmitata), pH reakcijskog medija, utjecaj organskih otapala i emulgatora na hidrolitiCku
aktivnost TLL. Nakon definiranja optimalnih reakcijskih uvjeta, provedena je procjena kinetickih

parametara (maksimalne reakcijske brzine i Michaelisova konstanta) hidrolize pNP-palmitata.

Buduci da na tijek SSF procesa utje€e velik broj procesnih parametara, druga faza istrazivanja

usmjerena je na optimizaciju i matematicko modeliranje procesa proizvodnje lipaze iz

T. lanuginosus. Ispitan je medusobni utjecaj pet nezavisnih varijabli (po¢etna masa supstrata, udio

inokuluma, udio vode, vrijeme i temperatura fermentacije) na proizvodnju TLL. Procjena utjecaja
3
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navedenih parametara na proizvodnju TLL provedena je pomoéu metode odzivnih povrSina (engl.
Response Surface Methodology, RSM) (Ebrahimpour i sur., 2008). Nakon optimizacije, ispitana

je moguénost uveéanja mijerila proizvodnije lipaze u bioreaktoru s pliticama.

Nadalje, provedena je karakterizacija neprocis¢enog pripravka lipaze. Dodatno, provedeno je
koncentriranje enzimskog ekstrakta liofilizacijom. Osnovna karakteristika lipaze kao
biokatalizatora je moguénost kataliticke hidrolize esterskih veza u molekuli triacilglicerola. Ovisno
o svojstvima lipaze, moguéa je potpuna ili djelomi¢na biokatalitiCka hidroliza ulja za proizvodnju
visokovrijednih spojeva kao 5to su esencijalne masne kiseline i funkcionalni monogliceridi
(Morales-Medina i sur., 2018; Gunathilake i sur., 2021). Sukladno navedenom, ispitan je
medusobni utjecaj tri nezavisne varijable (maseni udio ulja, maseni udio enzima i pH) na hidrolizu
suncokretovog ulja. Eksperimentalna matrica definirana je prema Box-Behnken dizajnu, a
procjena utjecaja navedenih parametara na hidrolizu ulja provedena je RSM metodom. Kako bi
se istrazila supstratna specifi¢nost proizvedene TLL, provedena je biokatalitiCka hidroliza razlicitih
bilinih ulja kao modelnih supstrata (hladno preSano suncokretovo ulje, omegol ulje, hladno
preSano ulje konoplje, ekstra djevicansko maslinovo ulje, djevi¢ansko bucino ulje, hladno preSano
laneno ulje, rafinirano kokosovo ulje) koristenjem reakcijskih uvjeta dobivenih nakon optimizacije.
Kao $to je gore spomenuto, sjemenke bundeve sadrze niz razli€itih ekstraktibilnih spojeva (Dotto
i Chacha, 2020). Ekstrakcijom TLL iz bioloSki obradene bucine pogace dolazi i do ekstrakcije
drugih komponenti koje se takoder koncentriraju u procesu liofilizacije. Visoka koncentracija
kontaminirajucih proteina u sirovom enzimskom pripravku moze utjecati na stabilnost reakcijske
smjese (emulzija ulje u vodi) tijekom hidrolize ulja (Adebar i sur., 2019). Prema tome, ispitana je
mogucnost djelomiénog prociS¢avanja TLL precipitacijiom pomocéu soli (amonijev sulfat) i
organskog otapala (aceton). HidrolitiCka aktivnost djelomi¢no procis¢ene TLL ispitana je u reakciji
hidrolize razli€itih biljnih ulja i otpadnog suncokretovog ulja kako bi se prosirio istraZivacki koncept

iskoriStavanja otpada u prehrambenoj industriji.

Tijekom SSF procesa dolazi do poboljSanja nutritivne vrijednosti supstrata. Prema tome, s ciliem
postizanja ,zero-waste® koncepta (Abu Yazid i sur., 2017), provedena je kemijska analiza ostatka
tijekom i nakon SSF procesa, kako bi se ispitao potencijal primjene bioloski obradenog
lignoceluloznog materijala u proizvodnji sto€ne hrane. U zadnjoj fazi istrazivanja provedena je
procjena odrzivosti predlozene metode bioloSke obrade lignoceluloznog materijala (“Green

Metrics”) (Roschangar i sur., 2015).
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2.1. KONCEPT BIORAFINERIJE

U 21. stolje¢u zastita i odgovorno koristenje razli€itih resursa vazne su politicke zadace u odrzivom
gospodarskom razvoju. Odrzivi gospodarski razvoj podrazumijeva sigurnu i odrzivu industrijsku
proizvodnju, pouzdan i dugoro¢an sustav ulaganja i financiranja, sigurnost okoliSa i odrzive uvjete
za zivot i rad u drustvu. Svjetsko trziSte ovisno je o neobnovljivim fosilnim resursima, buduci da
se oko 80% energije i 90% svih kemikalija proizvodi iz fosilnih izvora (Kamm i sur., 2006).
Medutim, fosilni resursi ne smatraju se odrzivima i njihova je dugoro€na dostupnost vise nego
upitna. Zbog rastucih troSkova fosilnih sirovina pada i isplativost njihove eksploatacije. Stoga je

potrebno traziti alternativne resurse i nacine njihova korisStenja za proizvodnju energije i kemikalija.

Neki od alternativnih obnovljivih izvora koji se koriste za proizvodnju energije (vjetar, sunce, voda)
ne mogu se Kkoristiti kao sirovina za proizvodnju bioproizvoda u kemijskoj, farmaceutskoj i
biotehnoloskoj industriji (Demirbas, 2006). U tu svrhu lignocelulozna biomasa je uvedena kao
alternativna, obnovljiva i ekoloski prihvatljiva sirovina, €ija valorizacija omogucuje proizvodnju
Sirokog spektra bioproizvoda. S ekonomskog gledista, spaljivanje biomase nije najbolja strategija
za gospodarenje biomasom jer uzrokuje veliku Stetu okoliSu, a takoder se ne obnavlja sva energija
pohranjena u biomasi (Ullah i sur., 2015). Stoga, istrazivanja iz biotehnolodkog podrucja ima veliku
ulogu i utjecaj u razvoju odrzivih industrija, pri ¢emu kljuénu ulogu ima razvoj i stvaranje novih

sinergija izmedu biolo$kih, fizikalnih, kemijskih i tehni¢kih znanosti (Kamm i sur., 2006).

Kao posljedica navedenog, razvijen je koncept biorafinerije i definiran kao proces, infrastruktura
ili skup (konzorcij) postrojenja koje integriraju razliCite procese za odrZivu konverziju biomase u
Sirok raspon komercijalnih bioproizvoda (hrana, hrana za Zivotinje, kemikalije) i bioenergije
(Takkellapati i sur., 2018). Stovi$e, valorizacija otpadne biomase vazan je korak u koristenju
obnovljivih resursa kao dio integriranog pristupa gospodarenju otpadom (Poveda-Giraldo i sur.,
2021). Medutim, zbog fizikalno-kemijskih svojstava lignocelulozne biomase, potpuna konverzija
svih komponenti biomase u visokovrijedne bioprodukte predstavlja izazov danasnjice u
ispunjavanju potpunog potencijala kruzne bioekonomije na ekoloski odrziv i ekonomski ucinkovit
nacin. Razvoj suvremenih tehnologija i integracija postojeéih tehnologija u infrastrukturu
biorafinerija jedno je od mogucih rjeSenja za cjelovitu konverziju lignocelulozne biomase
(Periyasamy i sur., 2022). Ocita potreba za rjeSavanjem ovog problema ogleda se u sve vecem
broju biorafinerija u Europi, kao $to je vidljivo pretrazivanjem Pilots4U baze podataka (Slika 1)
mapirajuéi postojecu i registriranu mrezu biogospodarstva u Europi (Pilots4U Bioeconomy

Innovation Database).
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Slika 1. Mreza infrastrukturnih postrojenja biogospodarstva u Europi (izvor: Pilots4U)

2.1.1. Podjela biorafinerija

Biorafinerije se mogu podijeliti u razliCite kategorije s obzirom na vrstu koristenih sirovina, vrstu
dobivenih bioprodukata, proces konverzije i koriStenu tehnologiju (konvencionalna, napredna itd.)
(Clark i Deswarte, 2008). Prema sloZenosti, biorafinerije su grupirane u tri kategorije (Kamm i
Kamm, 2004). U prvu kategoriju pripadaju biorafinerije koje imaju moguénost valorizacije jedne
sirovine u jedan primarni bioprodukt (npr. proizvodnja biodizela iz ulja). U drugu kategoriju
pripadaju biorafinerije koje imaju mogucnost valorizacije jedne sirovine u viSe razligitih
bioprodukata (npr. proizvodnja derivata ugljikohidrata i bioetanola iz zrna Zitarica). Biorafinerije
treCe kategorije su tzv. napredne biorafinerije koje razli€itim metodama konverzije razli€itin

sirovina mogu proizvoditi Siroki spektar razli€itih bioprodukata.

Zbog svoje slozenosti, biorafinerije 3. kategorije podijeljene su u Cetiri skupine: (1) biorafinerije
koje koriste cijeli usjev kao sirovinu (npr. uzgoj zitarice u svrhu proizvodnje Skroba koji se dalje
koristi u proizvodnji glukoze i bioetanola, a zaostala slama obraduje se u lignoceluloznoj
biorafineriji), (2) zelena biorafinerija koja koristi travu, zelene usjeve ili bilike kao sirovinu, (3)
lignocelulozna biorafinerija koji koristi lignoceluloznu biomasu kao sirovinu i (4) koncept
biorafinerije s dvije platforme bioprodukata (primjerice proizvodnja Secera i sintetskog plina) (Clark
i Deswarte, 2008; Gaffey i sur., 2023).

S obzirom na kemijski sastav koriStene sirovine, biorafinerije se mogu dodatno podijeliti na tri
kategorije: (1) biorafinerija triglicerida (npr. biljna ulja, Zivotinjske masti, otpadna jestiva ulja i ulja

od mikroalgi), (2) biorafinerija Secera i Skroba (npr. SeCerna repa, slatki sirak, Secerna trska,
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pSenica, kukuruz, je€am) i (3) lignocelulozna biorafinerija (npr. drvo, slama, trava) (Octave i
Thomas, 2009; Maity, 2015).

U konacnici, Medunarodna agencija za energiju (International Energy Agency (IEA)) razvila je
sustav klasifikacije biorafinerija temeljen na sirovinama, platformi biorafinerije, proizvodima i
procesima (de Jong i sur., 2012). Medutim, klasifikacija biorafinerija vrlo je sporno pitanje i uvelike
ovisi o dostupnim tehnologijama pretvorbe biomase za proizvodnju niza bioproizvoda na razli¢itim
platformama (Cherubini i sur., 2009). |z tog razloga, osnovne tehnike predobrade i konverzije

lignoceluloznih supstrata temeljene na principima biorafinerije opisane su u sljedeéim poglavljima.

2.1.1.1. Fizikalne metode obrade lignoceluloznog materijala

Fizikalne metode najCeSce se koriste kao primarna metoda predobrade i pripreme biomase za
daljnje korake valorizacije te podrazumijeva metode poput susenja, usitnjavanja i prosijavanja.
Usitnjavanje je tehnika predobrade kojom se mehanicki smanjuje veli€ina Cestica biomase, ¢ime
se povecava njezina nasipna gusto¢a. Metode mljevenja biomase ovise o svojstvima materijala i
mogu se provoditi pomocu razliitih vrsta mlinova (kugliéni mlin, mlin ¢eki¢ar, mlin s valjcima, mlin
s diskovima). Glavni nedostatak procesa mljevenja biomase je velika potro$nja energije, Sto utjece
na operativne i investicijske troSkove procesa (Agbor i sur., 2011). IstraZivanja su pokazala da
odabir odgovaraju¢e metode usitnjavanja kao predobrade biomase mozZe pozitivno utjecati na
saharifikaciju pomoéu enzima s ciliem povecanja prinosa jednostavnih Seéera (Hideno i sur.,
2009).

Tijekom predtretmana biomase mikrovalnim zradenjem, komponente biomase apsorbiraju
zraCenje, molekule se pobuduju na viSe energetske razine $to rezultira pucanjem kemijskih veze
u lignoceluloznoj strukturi. Zahvaljuju¢i ovom procesu moguce je modificirati kemijsku strukturu
celuloze. Osim toga, obrada mikrovalovima moze povecati topljivost biomase u subkriticnoj vodi i

pobolj$ati u€inkovitost procesa proizvodnje biovodika (Irmak i sur., 2018).

2.1.1.2. Kemijske i termokemijske metode obrade lignoceluloznog materijala

NajceSce koristena metoda u valorizaciji lignocelulozne biomase je kiselinska obrada. Kiseline
ubrzavaju hidrolizu hemiceluloze i razgradnju topljivog lignina na jednostavnije gradevne jedinice
koji se mogu Koristiti u proizvodnji Sirokog spektra bioprodukata (Poveda-Giraldo i sur., 2021).
Predobrada kiselinom mozZe se provesti razrijedenom kiselinom na visokoj temperaturi (udio

kiseline H>SO4 0,2 — 2,5% w/w; procesna temperatura: 120 — 210 °C) ili koncentriranom kiselinom
8
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na nizoj temperaturi (udio kiseline: H.SO4 65 — 86% w/v, HCI 41% w/v, H3PO4 85%, w/w; procesna
temperatura: 30 — 60 °C) (Tu i Hallett, 2019). Medutim, kemijska hidroliza biomase moze rezultirati
sintezom nepozeljnih nusproizvoda kao $to su furfural i hidroksimetilfurfural. Osim toga, uporaba
kiselina zahtijeva koridtenje opreme otporne na koroziju. Separacija i proc¢i§¢avanje dobivenog
produkta zahtijeva dodatne procesne korake za uklanjanje potencijalno otrovnih kiselina i

proizvoda koji mogu utjecati na ekonomicnost procesa (Alawad i Ibrahim, 2022).

Druga kemijska metoda koja se koristi u procesu valorizacije biomase tijekom delignifikacije,
hidrolize hemiceluloze i redukcije kristalnih podruéja celuloze je uporaba razli€itih luZina (KOH,
NaOH, Ca(OH),, NH3 i NH4OH). Rezultati provedenih istraZivanja pokazali su da je primjena luZine
prilikom predobrade lignoceluloznog materijala rezultirala povec¢anim prinosom Secera nakon
enzimske hidrolize (Nargotra i sur., 2018) te prinosa biometana nakon anaerobne digestije
(Rahman i sur., 2018).

Ostale kemijske metode koje se mogu koristiti u kombinaciji s poviSenom temperaturom u procesu
valorizacije biomase uklju€uju primjenu eutekti¢nih otapala, ozonolize, ionskih kapljevina i
organskih otapala (Loow i sur., 2017; Mulakhudair i sur., 2017; Qasim i sur., 2021; Vaidya i sur.,
2022).

Termokemijske metode konverzije biomase u tekuée gorivo uklju€uju izravno izgaranje,
torefikaciju, hidrotermalno ukapljivanje, pirolizu i rasplinjavanje. U termokemijskim procesima
biomasa se u kontroliranim uvjetima razgraduje na krute, tekuce i plinovite frakcije (sintetski plin).
Daljnjim katalitickim tretmanom dobivaju se tekuca goriva, tzv. "drop-in" biogoriva. Jedna od
najvaznijih znacajki procesa termokemijske pretvorbe biomase je mogucnost koriStenja bilo koje
vrste biomase kao sirovine, za razliku od procesa biokemijske konverzije (Raheem i sur., 2015).
Termokemijski procesi dijele se na niskotemperaturne procese (procesna temperatura < 300 °C),
kao Sto su torefikacija i hidrotermalna karbonizacija, i visokotemperaturne procese (procesna
temperatura >300 °C) koji ukljuéuju procese kao Sto su rasplinjavanje, izgaranje i piroliza
(Quereshi i sur., 2021).

Izgaranje biomase definira se kao skupina kemijskih reakcija koje uklju€uju sintezu ugljicnog
dioksida i vode konverzijom ugljika i vodika posredstvom oksidacijskih reakcija. 1zravno izgaranje
biomase za proizvodnju energije opcenito se provodi u temperaturnom rasponu od 1000 do
2000 °C u prisutnosti zraka. Medutim, glavni problem su emisije NOx, CO i SO- i kontaminirajuéih

tvari povezane s tim procesima (Osman, 2020).
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Torefikacija je endotermna metoda predobrade biomase, a ukljuCuje reakcije isparavanja,
polimerizacije i karbonizacije. Uglavhom se provodi na temperaturama izmedu 200 i 300 °C i
brzinama zagrijavanja ispod 50 °C/min u atmosferi bez kisika. Ovim postupkom biomasa se
obraduje kako bi se proizveo proizvod koji se zatim koristi kao prikladna zamjena za ugljen
(Cahyanti i sur., 2020).

Hidrotermalno ukapljivanje je termokemijski proces kojim se ucinkovito razgraduje mokra ili suha
lignocelulozna sirovina u tekuce gorivo (Guo i sur., 2015). Hidrotermalno ukapljivanje moze se
provesti neizravnim procesom u kojem se biomasa prvo pretvara u sintetski plin, nakon ¢ega slijedi
katalitiCka sinteza goriva (alkohola i alkana). Upotrebom protickih otapala (kao Sto su voda,
alkohol, fenol, ionske tekucine) moguca je izravna hidrotermalna konverzija biomase u tekuce

gorivo $to proces Cini u€inkovitijim (Gollakota i sur., 2018).

Piroliza se smatra jednom od najée3¢e primijenjenih termokemijskih metoda za razgradnju
lignocelulozne biomase. Piroliza biomase provodi se endotermnim reakcijama bez prisutnosti
kisika €¢ime nastaju kruta, tekuca i plinovita biogoriva. Proces toplinske razgradnje biomase
uklju€uje sloZene reakcije kao $to su dehidracija, dekarboksilacija, hidrogenacija, izomerizacija,
aromatizacija, depolimerizacija i karbonizacija (Perkins i sur., 2018). Kataliticka piroliza biomase
pomocu katalizatora (npr. Ni-CaO-C) omogucuje ucinkovito provodenje procesa pirolize pri nizim
temperaturama procesa, ¢ime se biomasa prevodi u goriva s poboljSanim fizickim i kemijskim

svojstvima (primjerice biovodik) (Chai i sur., 2020).

Rasplinjavanje je proces pomocu kojega se provodi konverzija biomase u sintetski plin
termokemijskim putem u Cetiri koraka: (1) zagrijavanje ili suSenje biomase (100 — 200 °C) kako bi
se smanijio sadrzaj vlage; (2) piroliza tj razgradnja lignoceluloznog materijala na ¢vrste i hlapljive
komponente; (3) oksidacija ili djelomi¢no izgaranje i (4) rasplinjavanje na temperaturi od preko
700 °C u smjesu plinova CO, Hz, COz i CHj (sintetski plin) (Thomson i sur., 2020).

2.1.1.3. BioloSke metode obrade lignoceluloznog materijala

U svrhu provedbe bioloSke konverzije biomase mogu se koristiti mikroorganizmi ili enzimi. U
usporedbi s ostalim spomenutim metodama, bioloSku metodu karakterizira selektivnost u
proizvodnji bioproizvoda, maniji utroSak energije i ne zahtijeva upotrebu kemikalija. Osim toga,
bioloSka obrada biomase je ekoloski prihvatljiva metoda buduci da tijekom njezine provedbe ne
dolazi do akumulacije kemijskog otpada. Osnovni nedostatci bioloSke obrade biomase jeste

dugotrajnost procesa, veli¢ina procesne opreme i kompleksnost praéenja procesa (Sharma i sur.,
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2019). BioloSka konverzija lignocelulozne biomase, bilo da se radi o primjeni mikroorganizama
kao zivih stanica ili biokatalizatora poput enzima, uglavnhom podrazumijeva hidrolizu komplekse
lignocelulozne strukture na njihove gradevne elemente. Medutim, prije provedbe bioloSke
valorizacije biomase, potrebno je provesti odredene korake predobrade lignoceluloznog materijala
koji su obi¢no energetski intenzivni procesi. Oko 40% ukupnih troSkova odnosi se na predobradu
biomase koridtenu u proizvodnji jednostavnih ugljikohidrata i bioetanola (Gunasekaran i sur.,
2021). Neki primjeri primjene enzimske obrade lignocelulozne biomase ukljuCuju proizvodnju
monosaharida za proizvodnju hrane ili kao izvora ugljika za mikrobnu konverziju (sinteza biogoriva
i kemikalija), proizvodnju oligosaharida kao prebiotika, predobradu za poboljSanje ekstrakcije
biljnih metabolita itd (Linares-Pasten i sur., 2014). Primjena mikroorganizama u svrhu konverzije
ili predobrade biomase podrazumijeva provedbu procesa anaerobne digestije (proizvodnja
biometana), alkoholne fermentacije (proizvodnja bioetanola) ili fermentacije na &vrstim nosacima
(proizvodnja enzima, sekundarnih metabolita, Se¢era i drugih bioprodukata) (Paul i Dutta, 2018;
Yafetto, 2022; David i sur., 2023).

2.1.2. Sustavni pregled i konverzija nusprodukata industrije hladno-presanih ulja u

visokovrijedne bioprodukte

U pro8losti, glavna svrha uzgoja uljarica bila je ekstrakcija ulja sadrzanog u sjemenkama. U novije
vrijeme uljarice se uzgajaju radi viSestruke namjene (proizvodnja funkcionalnih biljnih ulja, sto¢ne
hrane, lijekova, biogoriva). Biljna ulja se takoder od davnina koriste u medicinske svrhe. Koristenje
ulja kao Sto su kokosovo ulje, ulje cimeta, CBD ulje, ulje sjemenki pamuka, ulje sjemenki lana, ulje
sezama, ulje soje, ulje orasastih plodova i maslinovo ulje potaknulo je interes za ljudsko zdravlje
(Tarasiuk i sur., 2023). Tijekom proteklih 30 godina povrSine pod uljaricama porasle su za 82%,
Sto je rezultiralo povecanjem ukupne svjetske proizvodnje uljarica od otprilike 240% (Rahman i de
Jiménez, 2016). NajCeSc¢e uzgajane uljarice u svijetu su soja (60%) (Glycine max), uljana repica
(Brassica napus), pamuk (Gossypium hirsutum L.), suncokret (Helianthus annuus) i kikiriki
(Arachis hypogaea) (Gaonkar i Rosentrater, 2019). Prema podacima Ministarstva poljoprivrede
Sjedinjenih Americkih Drzava (USDA) predikcija globalne proizvodnje uljarica (soja, uljana repica,
palma) u 2024. godini iznosit ¢e gotovo 790 milijun metrickih tona (Slika 2), te uljne pogace kao
nusprodukta industrije ulja gotovo 388 milijun metrickih tona (Slika 3) (World Agricultural Supply
and Demand Estimates, 2023).
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Slika 2. Globalna proizvodnja uljarica, uljnih pogaca i biljnog ulja (rezultati se odnose na uljarice:
soja, uljana repica, palma) (izvor: World Agricultural Supply and Demand Estimates, WASDE —
637, USDA, Washington, DC)
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Slika 3. Globalna proizvodnja uljnih pogac¢a od 2010 godine (rezultati se odnose na uljarice:
soja, uljana repica, palma) (izvor: World Agricultural Supply and Demand Estimates, WASDE —
637, USDA, Washington, DC)

Pri ekstrakciji ulja iz uljarica hladnim ili toplim preSanjem nastaju dvije frakcije: hladno preSano
biljno ulje i uljna pogaca ili satma (komina). Uljna pogaca je odmascéeni proteinski nusproizvod
bogat vlaknima i mineralima i mozZe se koristiti kao sirovina u raznim biorafinerijama. Prema
prethodno prikazanim rezultatima na Slici 2, moZe se zaklju€iti da nakon proizvodnje ulja zaostaje
gotovo 50% uljne pogace kao nusprodukta. Sukladno navedenom, prerada uljnih pogaca u
visokovrijedne proizvode temeljene na principima biorafinerije daje znac¢ajan doprinos smanjenju

nakupljanja prehrambenog i poljoprivrednog otpada. U prethodnim poglavljima navedene su i
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ukratko objasnjene metode konverzije biomase (Mirpoor i sur., 2021). U Tablici 1 prikazani su
procesi predobrade i obrade uljne pogace u bioproizvode (kao $to su farmaceutici, enzimi, lipidi,
antioksidansi, biopolimeri, hrana za zivotinje i biogorivo) koriStenjem fizikalnih, kemijskih,
termokemijskih i bioloSkih metoda u integriranom sustavu biorafinerije (Suganthi i sur., 2011;
Mondala i sur., 2015; Thakur i sur., 2015; Leite i sur., 2016, 2019; Shashidhara i sur., 2017; Zhai
i sur., 2019; Jathanna i sur., 2020; Yesmin i sur., 2020). S obzirom na koli€inu uljnih pogaca koje
se proizvodu u cijelom svijetu i moguénosti njihove upotrebe u proizvodnji Sirokog spektra
bioproizvoda, potreba za razvojem biorafinerija s mogu¢noscu valorizacije pogace viSe je nego

evidentna.

Tablica 1. Valorizacija uljnih pogaca integriranjem razlicitih metoda biorafinerije u visokovrijedne

bioprodukte

Supstrat

Predobrada

Obrada

Produkt

pogaca soje
pogaca suncokreta

toplinska obrada
(autoklaviranje)

SSF
B. licheniformis

farmaceutici
(bacitracin)

pogaca kikirikija t(oaptiitgsl;(ll(:‘v(i)rzga}g? A.S riger (a-zr:rfiilrar\“za)
pogaca soje t(oaptiitgsl;(ll(:‘v(i)rzga}g? A.S riger (p?gtzierlnzia)
komina masline ultrazvuk A.SrigFer (ksilanaeznaz,irg(i,lulaza)
. hidroliza SSF Lo
Pongamia 725"/2(1/-}2380?:{“ A ochraceus mikrobni lipidi
kominamasline | R R e R oyzae “polienai)
pogata soje M. roui (utoklavirane) “(Khozan)
pogaca lana t?apdigilf:vﬁzga}g? A.Sr%gFer hrana za zivotinje
. lkohol - -
pogatatuce | SYANCI | meniacia | o
Simarouba A:iger ransestontikacis (biodize)
uljana repica presSanje anaerobna digestija Qﬁggﬂixf
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2.2. FERMENTACIJA NA CVRSTIM NOSACIMA

Fermentacija na ¢vrstim nosacima (SSF) odnosi se na metodu uzgoja mikroorganizama u mediju
bez slobodne vode, odnosno s malim udjelom vode. U navedenom sluCaju, Cvrsti nosaci
predstavljaju izvor makro- i mikroelemenata potrebnih za rast i razvoj mikroorganizma.
Najjednostavniji primjer navedene metode fermentacije je kompostiranje u prisutnosti prirodnih
mikroorganizama (Ballardo i sur., 2017). SSF ima Siroku industrijsku primjenu uzgojem jedne ili
viSe Cistih kultura (Bechara i sur., 2011). Ovisno o nacinu provedbe SSF se moze koristiti za
proizvodnju jestivih gljiva, za proizvodnju mikrobno-izmijenjene hranjive podloge ili za proizvodnju
primarnih i/ili sekundarnih metabolita koriStenog mikroorganizma. Primjeri SSF procesa u
industrijskim razmjerima uklju€uju proizvodnju soja umaka i drugih tradicionalnih fermentiranih
proizvoda kao Sto su sir i kruh (Abbas i sur., 2013; Juodeikiene i sur., 2013). Nadalje, SSF se
koristi za proizvodnju enzima te spora za proizvodnju plavog sira s plemenitom pljesni (britanski

Stilton, francuski Roquefort, talijanska Gorgonzola) (Money, 2016).

Jedan od glavnih izazova u razvoju SSF procesa je kontrola velikog broja parametara (npr.
fluktuacija pH supstrata i akumulacija topline u bioreaktoru) kao i sloZenost izolacije i
proCiS¢avanja produkta. Osim sinteze velikog broja sekundarnih metabolita radnog
mikroorganizma tijekom fermentacije, provedbom SSF procesa na lignoceluloznim supstratima
dolazi do sinteze drugih kontaminiraju¢ih produkata iz supstrata (razli¢iti produkti razgradnje
kompleksne lignocelulozne strukture). Medutim, primjena SSF procesa u centru je velikog broja
istraZivanja kao glavnog nacina provedbe fermentacije zbog dostupnosti razli€itih lignoceluloznih
materijala koji se mogu koristiti kao supstrat za uzgoj mikroorganizama u svrhu proizvodnje jednog
ili viSe visokovrijednih bioprodukata. Za razliku od SSF procesa, submerzni uzgoj (SmF)
podrazumijeva rast mikroorganizma u tekuéoj hranjivoj podlozi. Uzgoj mikroorganizama u SSF
uvjetima ima velikih prednosti u odnosu na SmF proces (Koyani i Rajput, 2015). Osnovne
karakteristike SSF i SmF procesa prikazani su u Tablici 2 (Castilho i sur., 2000; Hoélker i sur.,
2004; Singhania i sur., 2009; Kim i sur., 2011; Chen, 2013).
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Tablica 2. Osnovne karakteristike uzgoja mikroorganizama na ¢vrstim nosacima i u submerznim

uvjetima
Parametar SSF SmF
Supstrat Udio vode od 13% do 80%. Nema Udio vode >95%. Slobodna voda

slobodne vode.

Kemijski sastav hranjive podloge
kompleksan, heterogen i
promjenjiv.

Dostupni i jeftini supstrati
prirodnog porijekla.

Hranjivu podlogu ¢&ine tri faze: plin,
tekuc¢ina i krutina (plinska faza
kontinuirana).

¢ini veci udio hranjive podloge.
Proizvodnja homogene hranjive
podloge primjenom kemikalija
visoke Cistoce.

Visoka cijena hranjive podloge.

Mediji €ini jedna faza: tekuc¢ina
koja je ujedno i kontinuirana faza

Karakteristike
uzgoja

Simulacija uvjeta uzgoja gljiva i
kvasaca u prirodnom okruZenju.

Radni mikroorganizmi apsorbiraju
nutrijente iz krutog supstrata
(mogucée stvaranja gradijenta
koncentracije nutrijenata u
supstratu).

Udio inokuluma ¢&ini 10% pocetne
mase.

U aerobnim uvjetima,
mikroorganizmi koriste kisik iz
zraka.

Mogu¢ uzgoj gljiva i kvasaca ali u
prvom redu namijenjen uzgoju
bakterija.

Radni mikroorganizmi apsorbiraju
nutrijente iz tekuce hranjive
podloge (nema mogucnosti
stvaranja gradijenta koncentracije
nutrijenata u supstratu).

Udio inokuluma ¢ini manje od 10%
pocCetne mase.

U aerobnim uvjetima,
mikroorganizmi koriste otopljeni
kisik iz hranjive podloge (potro$nja
energije u svrhu zasicenja hranjive
podloge kisikom).

Kontrola
procesa

SloZena kontrola procesnih uvjeta
(npr. pH supstrata, temperatura
supstrata i okolnog zraka, udio
vlage supstrata i okolnog zraka).

Akumulacija topline tijekom
fermentacije unutar sloja supstrata
i unutar bioreaktora.

Jednostavnija kontrola procesnih
uvjeta.

Jednostavnije mijeSanje sadrzaja
bioreaktora ¢ime su osigurani
homogeni uvjeti medija te
iskljucena mogucnost stvaranja
gradijenata u koncentracijama
supstrata, produkta, temperature i
sl.

MijeSanje hranjive podloge
otezano, a rast mikroorganizama
ograni€en je difuzijom hranjivih
tvari.
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e MijeSanje hranjive podloge ¢ Manja mogucnost mehanickog
rezultira mehanickim ostecenjem oSteéenja biomase uslijed
biomase. mijeSanja hranjive podloge.

Karakteristike |e Produkti dobiveni tijekom SSF e Preferirani nacin proizvodnje
produkta procesa imaju bolja svojstva nego farmaceutika (primjerice
proizvedeni SmF procesom (npr. penicilina).

Spore mikroorganizama otpornije
na dehidrataciju, veéa operativna
stabilnost proizvedenih enzima).

o Kompleksni postupci izolacije i o Vedi stupan;j Cisto¢e produkta.
proc€iS¢avanja Zeljenog produkta.

e Velika produktivnost procesa. e Mala produktivnost procesa.
¢ Nemoguénost odvajanja biomase |e Jednostavnija proizvodnja i
radnog mikroorganizma od separacija mikrobne biomase od
hranjive podloge (biomasa hranjive podloge.
adsorbirana na krute Cestice
supstrata).
Potrosnja e Manja potro$nja vode i manja e Velika koli¢ina vode zahtjeva
vode akumulacija otpadne vode. procese obrade i zbrinjavanja

otpadne vode.

Sterilnost e Manja mogucnost kontaminacije. |e Velika moguénost kontaminacije
zbog veceg aktiviteta vode.

Izbor metode uzgoja mikroorganizama uglavnom ovisi o Zeljenom proizvodu. Kod uzgoja gljiva
mogu se koristiti oba nacina uzgoja, ovisno o zeljenom proizvodu. SSF metoda koristi se za uzgoj
jestivih i liekovitih gljiva, dok se SmF metoda uglavnom koristi za uzgoj micelija gljiva. Kim i sur.
(2011) proveli su istrazivanje proizvodnje micelija Agaricus bisporus u SmF industrijskim uvjetima
s cillem proizvodnje zamjene za mljeveno meso. Na temelju dobivenih rezultata razvijen je
ekonomski isplativ biotehnolodki postupak za proizvodnju micelija iz jestivih gljiva i njegovu
implementaciju u tehnologiju proizvodnje nadomjestaka za meso. Osim toga, proizvod dobiven
primjenom micelija A. bisporus imao je bolja tehnoloska i organolepti¢ka svojstva od proizvoda

dobivenog koristenjem soje kao glavnog i najéesce koriStenog izvora proteina.

Uzgoj gljive Pleurotus dryinus IBB 903 u SmF uvjetima dovodi do proizvodnje razlicitih hidrolitiCkih
(celulaza i ksilanaza) i lignolitickih (lakaza i mangan peroksidaza) enzima. Medutim, rezultati
istrazivanja provedenog od Elisashvili i sur. (2006) pokazali su superiornost dodatka
lignoceluloznih supstrata (od 1% do 6% u hranjivu podlogu) u svrhu poboljSane proizvodnje
lignolitickih enzima (mangan peroksidaza) usporedno s eksperimentima provedenih primjenom

sintetskih hranjivih podloga koje sadrze razliCite izvore ugljika.
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Castilho i sur. (2000) proveli su komparativhu ekonomsku analizu proizvodnje lipaze pomocu
Penicillium restrictum na &vrstim nosacima (SSF) i submerznom uzgoju (SmF). Prema rezultatima,
kapitalna investicija za proizvodnju lipaze veca je za 78% primjenom SmF procesa u usporedbi s
SSF procesnim uvjetima. Osim toga, cijena lipaze proizvedene SmF postupkom je 68% vida od
maloprodajne cijene proizvoda. Cijena supstrata imala je najveci utjecaj na isplativost cjelokupnog

procesa proizvodnje lipaze.

BioloSka obrada dostupnog i jeftinog supstrata temeljena principima bio-rafinerije dodatno
doprinosi znacCaju SSF procesu kroz iskoriStavanje otpada prehrambene i poljoprivredne
industrije. Samim time, SSF proces ima velik doprinos u gospodarenju otpadom. Medutim, utjecaj
SSF i SmF procesa na okoliS potrebno je detaljno analizirati procjenom Zivotnog ciklusa (engl. Life
cycle assessment) svih procesa i procesnih struja uklju¢enih tijekom provedbe navedenih procesa
(Osman i sur., 2021). Bez obzira na navedene Cinjenice, SSF i SmF predstavljaju dva razliita
nacina uzgoja mikroorganizama te svaki od njih ima odredene prednosti kao i nedostatke zbog

¢ega ih uglavnom nije jednostavno usporediti.

2.2.1. Utjecaj procesnih uvjeta na uspjesnost provedbe fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima

Na SSF proces utjece veliki broj parametara kao $to su odabir mikroorganizma i supstrata (izvor
ugljika, izvor duSika, omjer ugljika i dusika, udio makro- i mikro-elemenata), priprema i/ili pred-
obrada supstrata (kemijske i/ili fizikalne modifikacije), veli€ina Cestica supstrata, visina sloja
supstrata, pH vrijednost supstrata, udio vode i aktivitet vode (aw), relativna vlaznost supstrata i
okolnog zraka, temperatura, oslobadanje topline tijekom respiracije mikroorganizma, vrsta i udio
inokuluma, vrijeme fermentacije, udio plinova u okolnom zraku (promjena koncentracije kisika i
ugljikovog dioksida) te vrsta bio-reaktora (fermentora) (Kumar i Kanwar, 2012). Prema tome,
definiranje optimalnih SSF procesnih parametara s ciliem povecanja prinosa fermentacije ifili

smanjenja proizvodnih troSkova zahtjeva kontrolu velikog broja parametara.

MatematicCki i statistiCki alati kao $to je metoda odzivnih povrdina (RSM) Cesto se koriste za
optimizaciju i modeliranje procesnih parametara SSF procesa (Ebrahimpour i sur., 2008; Breig i
Luti, 2021). RSM predstavlja skup matematickih i statistiCkih alata koji se koriste za modeliranje i
analizu utjecaja nezavisnih varijabli (faktora, parametara procesa) na promatrani odziv kroz
regresijsku analizu eksperimentalnih podataka s ciliem poboljSanja, dorade i optimizacije procesa.
(Bezerra i sur., 2008).
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Osnovni koraci u primjeni RSM metode optimizacije procesnih parametara su: (i) Odabir
nezavisnih varijabli (parametara) koje utje€u na promatrani proces i definiranje ispitnog podrucja
(razine) promatranih varijabli; (ii) Kodiranje razina promatranih varijabli; (iii) Odabir i kreiranje
eksperimentalne matrice (Box—Behnken dizajn, sredi$nji kompozitni dizajn i Doehlert dizajn); (iv)
Provodenje eksperimenata prema eksperimentalnoj matrici; (v) Matematicko-statistiCka obrada
eksperimentalnih podataka (aproksimacija eksperimentalnih podataka matemati¢kim modelom:
linearni, dvofaktorijalni, kvadratni i kubi€ni model); (vi) Evaluacija prikladnosti modela (ANOVA);
(vii) Kreiranje odzivne povrsine (simulacija medusobnog utjecaja nezavisnih varijabli na odaziv);
(viii) Numericka ili graficka procjena optimalnih vrijednosti ispitivanih varijabli; (ix) Evaluacija

dobivenog statistickog modela (Bezerra i sur., 2008; Tarley i sur., 2009; Bezerra i sur., 2019).

Zbog prethodno navedenih razloga i slozenosti implementacije SSF metode, u sliedeéim
poglavljima ukratko je opisan utjecaj razli¢itih &imbenika koji znacajno utje€u na uzgoj

mikroorganizama na €vrstim nosacima.

2.2.1.1. Utjecaj udjela vode na proces fermentacije

Osnovna karakteristika SSF procesa je mali udio vode koja je prisutna u vezanom obliku za
kemijske komponente supstrata ili adsorbirana na povrsini supstrata. Udio vode i aktivitet vode
(aw) utjeCe na razvoj micelija, proizvodnju spora i produkciju sekundarnih metabolita radnog
mikroorganizma. Opcenito, bakterije za pravilan rast i metaboli¢ku aktivnost trebaju aw od 0,90 —
0,99; za kvasce aw vrijednost iznosi 0,80 — 0,90, a za gljive 0,60 — 0,70 (Chen, 2013). Udio vode
tijekom SSF predstavlja zavisnu varijablu pocetnog udjela vode, udjela vode koja nastaje tijekom
respiracije mikroorganizma, smanjenja udjela tijekom isparavanja vode, smanjenja udjela vode
tijekom hidrolize kompleksnih komponenti supstrata (npr. hidroliza polisaharida) te smanjenja
udjela vode tijekom sinteze biomase (Nagel i sur., 2000a). Sa stajaliSta prijenosa mase, voda
adsorbirana na povrsini supstrata predstavlja stacionarnu fazu u kojoj se otapaju nutrijenti potrebni
za rast mikroorganizama. Stoga je tijekom SSF procesa mogucée formiranje koncentracijskog
gradijenta vode i potrebnih hranjivih tvari u supstratu (Zhang i sur., 2017). S mikroskopskog
gledista, rast mikroorganizama na ¢vrstom supstratu ogranicen je povrsinskom napetosti vode, pa

se rast mikroba uglavnom odvija u porama supstrata (Chen, 2013).
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2.2.1.2. Utjecaj karakteristika radnog mikroorganizma na proces fermentacije

Mikroorganizmi koji se koriste u procesu SSF moraju imati odredena svojstva, kao sto je
sposobnost iskoriStavanja polisaharida kao izvora ugljika, osobito netopljivih neskrobnih
polisaharida (celuloza i hemiceluloza); sposobnost produkcije kompleksnog enzimskog sustava;
mogucnost prodiranja u matriks ¢vrstog supstrata; otpornost na patogene mikroorganizme; i rast
u uvjetima s malim udjelom vode (Chen, 2013). Tijekom definiranja procesnih uvjeta fermentacije,
odabir odgovaraju¢eg mikroorganizma od klju¢ne je vaznosti ne samo za postizanje visokog
prinosa Zeljenog produkta, veé i zbog €injenice da tijekom fermentacije radni mikroorganizam
producira veliki broj primarnih i sekundarnih metabolita koji mogu utjecati na tijek fermentacije.
Primjerice proizvodnja lipaze pomoc¢u Penicillium simplicissimum. Tijekom fermentacije
P. simplicissimum osim lipaze producira i enzim proteazu koja potencijalno moZe utjecati na
inhibiciju lipaze. Optimiziranjem uvjeta procesa fermentacije i odabirom odgovarajuéeg supstrata
moze se osigurati sinteza Zeljenog produkta uz minimalne nezeljene udinke proteaze (Di Luccio i
sur., 2004).

Proces fermentacije moze se provoditi uzgojem viSe razli€itih kultura ili primjenom prirodno
prisutnih mikroorganizama na koristenom lignoceluloznom materijalu. Medutim, takve je procese
teze kontrolirati nego kad se za fermentaciju koristi jedna Cista kultura. 1z tog razloga potrebno je
sterilizirati supstrat prije inokulacije. Proces sterilizacije supstrata Cesto predstavlja "usko grlo" u
procesu fermentacije jer moze imati negativan utjecaj na ekonomi¢nost procesa. U suprotnosti,
termi¢ka predobrada lignoceluloznog supstrata prije inokulacije mozZe imati pozitivan ucinak na
produktivnost procesa i uzgoj radnog mikroorganizma u smislu otpustanja i otapanja jednostavnih
komponenti uslijed poviSene temperature (kao 5to su Seceri i aminokiseline) koje mikroorganizmi
koriste za rast (Chen, 2013).

Tijek fermentacije ovisi i o nacinu inokulacije supstrata kao i o udjelu inokuluma. Vedéi udio
inokuluma skracuje lag fazu SSF procesa te je za oCekivati da ¢e se maksimalni prinos SSF
procesa posti¢i u kracem vremenu. Medutim, istrazivanja su pokazala da s veéim udjelom
inokuluma SSF proces ide u smjeru vece sinteze biomase $to i ne znaci nuzno vecéu produktivnost

SSF procesa u smislu vece sinteze Zeljenih metabolita (npr. enzima) (Adinarayana i sur., 2003).
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2.2.1.3. Utjecaj karakteristika supstrata na proces fermentacije

Na uspjesnost provedbe SSF utjecu razli€iti Cimbenici Cija je kontrola iznimno vazna za postizanje
visoke ucinkovitosti fermentacije. Prije svega, odabir prikladnog supstrata za uspjeSnu
implementaciju SSF procesa ovisi 0 nizu ¢imbenika (kemijski sastav kao i cijena i dostupnost
supstrata). Cvrsti supstrat ne samo da sluzi kao nosaé za priévrééivanje mikroorganizama tijekom
SSF procesa, ve¢ osigurava izvor ugljika i dusika, faktore rasta i druge hranjive tvari neophodne
mikroorganizmu. Nadalje, prilikom odabira supstrata za SSF proces potrebno je provesti selekciju
supstrata tako da njegova upotreba rezultira maksimalnom proizvodnjom Zeljenog produkta. Na
primjer, upotrebom supstrata u SSF procesu koji sadrzi odredeni udio lipida (uljne pogace)

rezultira ve¢om produkcijom lipaze (Damaso i sur., 2008).

Nadalje, veli€ina Cestica supstrata direktno utjeCe na tijek SFF procesa. Vece Cestice supstrata
omogucuju adekvatnu opskrbu kisikom. U suprotnosti, manje €estice supstrata omogucuju vecu
dodirnu povrSinu s mikroorganizmom, a samim time i s hranjivim tvarima. Medutim, dodatkom
vode, u pravilu, dolazi do stvaranja aglomerata Cestica supstrata $to dovodi do usporavanja i/ili
inhibicije fermentacije zbog neadekvatne poroznosti supstrata (onemoguceno prodiranje hifa
gliiva u unutrasnjost ¢vrstog supstrata) te otezane izmjene plinova (kisik i ugljikov dioksid) i
energije (akumulacija metabolicke energije). Stoga, odgovarajuca veli¢ina ¢estica neophodna je

za rast micelija i adekvatnu opskrbu kisikom i hranjivim tvarima (Chen, 2013).

2.2.1.4. Utjecaj temperature u procesu fermentacije

Temperatura tijekom SSF utjeCe na rast i metabolizam radnog mikroorganizma i jedan je od
najvaznijin parametara procesa. Veliki problem predstavlja akumulacija metabolicke topline
tijekom uvecanja SSF procesa od laboratorijskog do industrijskog mjerila. U logaritamskoj fazi
rasta mikroorganizama, razlika u gradijentu temperature uzrokovana metaboli¢kim nakupljanjem
topline moze iznositi i do 3 °C, uzrokujuéi isparavanje vode iz supstrata. Osim toga, toplinska
vodljivost zraka znatno je niza u usporedbi s toplinskom vodljivoS¢u vode. Stoga, kada se koristi
plin kao kontinuirana faza (8to je jedna od osnovnih razlika SSF procesa od SmF u kojemu je voda

kontinuirana faza), tesko je posti¢i visoku ucinkovitost prijenosa topline (Zhang i sur., 2017).

Tijekom SSF procesa hife radnog mikroorganizma se isprepli¢u i adsorbiraju na &estice supstrata,
mijenjajuéi mehanitka svojstva supstrata i otezavajuéi prijenos mase i energije tijekom
fermentacije. Rezultati istrazivanja provedenog od grupe autora Zhang i sur. (2017) pokazali su

da u pocetnoj fazi SSF procesa postoje pozitivhe korelacije indeksa mehanickih svojstava
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supstrata s toplinskom vodljivos¢u i zadrzavanjem vode supstrata te negativne korelacije s
propusno$¢u plina i toplinskom difuzivno$¢u. Tijekom prvih 100 sati SSF procesa, indeks
mehanickih svojstava supstrata bio je u pozitivnoj korelaciji s provodenjem topline i zadrzavanjem
vode u mediju, Sto je bilo korisno za rast stanica. U nastavku SSF procesa tijekom 100 — 168 h,
akumulacija topline, slaba difuzivnost topline i slaba propusnost plina ukazuju na smanjenje uCinka
fermentacije. Rezultati su pokazali da su fizikalna svojstva medija znac¢ajno utjecala na prijenos
topline i mase te dodatno utjecala na performanse SSF procesa. Konkluzivan ishod cjelokupnog
istrazivanja sugerirao je da bi indeks mehanickih svojstava supstrata mogao sveobuhvatno
karakterizirati fizikalna svojstva medija, 5to bi moglo biti korisno za definiranje poCetnih uvjeta i

kontrole SSF procesa.

Nizak sadrzaj vode, nedovoljna toplinska vodljivost supstrata, ograni¢enje mijeSanja supstrata
tijekom fermentacije neki su od ¢imbenika koji utje¢u na prijenos topline tijekom SSF procesa
(Chen, 2013). Razvoj matematickih modela te sustavno praéenje i kontrola temperature
neophodni su za postizanje optimalnih procesnih parametara fermentacije (Figueroa-Montero i
sur., 2011). Dalsenter i sur. (2005) definirali su kineti¢ki model rasta mikroorganizma koji ukljuéuje
temperaturne oscilacije koje se obi¢no javljaju tijekom provedbe SSF procesa. Prema modelu,
konstanta specifine brzine rasta mikroorganizma ovisi o koncentraciji esencijalnih komponenti
hranjive podloge, dok sinteza ili razgradnja tih esencijalninh komponenti izravno ovisi o temperaturi.
Bilance plina, vode i energije definirane su kako bi se opisao SSF proces i uspostavili matematicki
modeli koji opisuju proces fermentacije u bioreaktorima razli€itih konstrukcija (Mitchell i sur.,
2003). Medutim, tijekom fermentacije fizikalno-kemijska struktura supstrata nije konstantna, Sto
utjeCe na poroznost supstrata i prijenos mase i topline ¢ime je monitoring SSF procesa otezan
(Chen, 2013).

2.2.2. Kemijski sastav lignoceluloznih supstrata koriStenih u provedbi fermentacije na

évrstim nosacima

Poljoprivredno-prehrambeni ostaci, nusproizvodi ili otpad koji se koriste kao supstrati u SSF
procesu s obzirom na kemijski sastav mogu se podijeliti na Skrobne ili lignocelulozne sirovine.
Lignoceluloza je najzastupljenija obnovljiva biomasa na Zemlji. Prema statistici, svake godine u
svijetu se proizvede 1,55 x 10" tona lignocelulozne bimase. U odnosu na ukupnu suhu tvar
lignocelulozne biomase, najveci udio imaju biopolimeri celuloza (35% ~ 50%), hemiceluloza (20%
~ 35%) i lignin (5% ~ 30%) (Slika 4) te tvari koje se mogu ekstrahirati (kao $to su Seceri, lipidi,
proteini, polifenoli, topljivi minerali) (Ali i sur., 2020). KoriStenje nusproizvoda iz poljoprivredno-
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prehrambenog sektora u proizvodniji bioplina, biogoriva, biognojiva, bioaktivnih spojeva i lijekova
u skladu je s odrzivim razvojem i poslovnim modelom recikliranja otpada u biogospodarstvu (Selo
i sur., 2021). Kemijski sastav osnovnih komponenti (biopolimera) lignoceluloznih supstrata ukratko

je objasnjen u sljede¢im poglavljima.

hemiceluloza

Slika 4. Osnovne komponente lignocelulozne biomase'

2.2.2.1. Celuloza

Celuloza (CeH100s)n je 8iroko rasprostranjeni dugolan&ani organski polimer biljnog porijekla.
Strukturna je komponenta biljnih stanica i tkiva. Celuloza je netopljiva u vodi i sastoji se od
monomernih jedinica B-D-glukoze povezanih B-(1,4)-glikozidnim vezama (Slika 5). Stupanj
polimerizacije celuloze (broj monomernih jedinica B-D-glukoze) definira svojstva celuloze (Haldar
i Purkait, 2020).
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Slika 5. Kemijska struktura celuloze?

Linearna molekula celuloze tvori paralelne mikrokristalne niti povezane vodikovim vezama u
celuloznim fibrilama, 8to oteZava njezinu razgradnju. Na povidenim temperaturama, vodikove
veze koje podupiru kristalnu strukturu celuloze se prekidaju, poboljSavajuéi topljivost celuloze
(Periyasamy i sur., 2022). Mikrokristalna celuloza koristi se u raznim industrijama zbog svoje
netoksi¢nosti, visokih sorpcijskih svojstava, kemijske inertnosti i higroskopnosti (Periyasamy i sur.,
2022). Koristi se kao farmaceutski ekscipijent, u prehrambenoj industriji (stabilizator, sredstvo

protiv zgrudnjavanja, supstituent za masti, emulgator, sredstvo za zeliranje, sredstvo za

1 7a izradu shematskog prikaza koridten program BioRender (https://app.biorender.com/)
2 Za izradu kemijske strukture koristen program ACD/ChemSketch (Freeware) 2021.1.1
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suspendiranje) te u kozmetici kao zamjena za masti i zgusnjiva€. Celuloza je vazna sirovina koja
se moze koristiti za proizvodnju biogoriva, u razvoju sofisticiranih materijala za dijagnostiku, u
biomedicini ukljuCuju¢i 3D printanje farmaceutskih proizvoda i termoplasti¢nih kompozita, u

procesima prociS¢avanja vode, proizvodnje bioplastike i agrokemikalija (Periyasamy i sur., 2022).

2.2.2.2. Hemiceluloza

Hemiceluloza je heteropolisaharid koji se sastoji od razli¢itih jednostavnih monomernih Secera
(heksoze: B-D-manoza, a-D-galaktoza, pentoze: B-D-ksiloza, a-L-arabinoza) i alduronskih kiselina
(a-D-4-O-metil galakturonska kiselina, a-D-glukuronska kiselina i a-D-galakturonska kiselina)
(Slika 6). Najrasprostranjeniji gradivni element hemiceluloze u tvrdom drvetu i poljoprivrednim
bilkama (kao &to su trave i slama) je arabinoksilan. Arabinoksilan se sastoji od a-(1,4)-D-
ksilopiranozilnih jedinica povezanih s a-(1,2)- i/ili a-(1,3)-L-arabinofuranozilnim jedinicama. U
manjoj mjeri, jedinice ksiloze mogu biti supstituirane s 4-O-metil eter glukuronskom kiselinom
(Zhang i sur., 2011). U mekom drvetu glukomanan je gradevni blok hemiceluloze. To je
ravnolanc€ani polimer D-manoze i D-glukoze povezanih 3-1,4-glukozidnim vezama (Maity, 2015).
Za razliku od celuloze, razgranati lanac hemiceluloze ima manju molekulsku masu, nizi stupanj
polimerizacije (oko 150 — 200 monomera) i amorfne je prirode te se zbog toga lakse hidrolizira do
monomernih komponenti. 1z navedenog razloga, tijekom termo-kemijske hidrolize hemiceluloze
moguce su degradativne reakcije ugljikohidrata $to rezultira formiranjem furfurala i hidroksil metil
furfurala (Yousuf i sur., 2020).

ksiloza galaktoza manoza arabinoza
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Slika 6. Kemijska struktura hemiceluloze i pripadaju¢ih monomernih jedinica®

Buduci da je hemiceluloza biorazgradiva, ima Siroku industrijsku primjenu. Zbog svojih kemijskih

svojstava, hemiceluloza je podlozna razli€itim modifikacijama (Zhang i sur., 2011). Veliki broj

3 Za izradu kemijske strukture koristen program ACD/ChemSketch (Freeware) 2021.1.1
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hidroksilnih skupina u lancu hemiceluloze ¢&ini ih lako dostupnim za kemijske modifikacije u
proizvodnji karboksimetil i acilirane hemiceluloze. Kemijski modificirana hemiceluloza moze se
koristiti u proizvodniji biopolimera koji imaju sposobnost ionske vodljivosti (Weerasooriya i sur.,
2021). Takoder, hemiceluloza se moze koristiti kao sirovina za proizvodnju bioetanola, butanola i
ksilitola, furfurala i njegovih derivata, hidroksimetilfurfurala i njegovih derivata, jantarne kiseline i
njezinih derivata, mlije€ne kiseline, levulinske kiseline, sorbitola, ksilitola i drugih visokovrijednih

produkata i derivata Secera (Takkellapati i sur., 2018).

2.2.2.3. Lignin

Lignin je amorfni aromatski polimer trodimenzionalne strukture. Netopljiv je u vodi i izvor je
aromatskih spojeva (sinapil, p-kumaril i koniferil alkohol). Lignin pokazuje visok indeks
polidisperznosti s razli€itim grananjem i medusobnim povezivanjem osnovnih gradevnih jedinica
(Yoo i sur., 2020) (Slika 7).

Sinapil p-Kumaril Koniferil
alkohol alkohol alkohol
OH O o
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Slika 7. Kemijska struktura lignina i osnovnih aromatskih jedinica*

Zbog razli€itih vrsta kemijskih veza koje nastaju povezivanjem razli€itih funkcionalnih skupina
(aromatske fenolne hidroksilne i metoksilne skupine, aldehidne i ketonske karbonilne skupine,

primarnih i sekundarnih alifatskih hidroksilnih skupina te karboksilne skupine), lignin ima iznimna

4 Za izradu kemijske strukture koristen program ACD/ChemSketch (Freeware) 2021.1.1
24



2. Teorijski dio

mehani¢ka svojstva koja otezavaju njegovu degradaciju (Poveda-Giraldo i sur., 2021). Stovise,
okosnica hemiceluloze moze biti povezana s mikrokristalnom celulozom vodikovim vezama te
svojim bo¢nim ogrankom hemiceluloza je povezana preko ferulinske kiseline s ligninom &ime se
formira kompleksni polimer celuloze/hemiceluloze/lignina koji se teSko razgraduje (Ali i sur.,
2020). Iz tog razloga, lignin doprinosi €vrstoci biljnih stanica, stite¢i ih od mikrobne degradacije i

osiguravajuci nepropusnost vodoopskrbnog sustava kroz biljku (Behling i sur., 2016).

Zbog svoje rezistentnosti, veliki broj istrazivanja usmjeren je prema razvoju tehnologija u svrhu
ucinkovite razgradnje lignina Cija valorizacija postaje bitan aspekt u biorafinerijama. U preglednom
istraZivanju dostupne literature provedenog od Poveda-Giraldo i sur. (2021) detaljno je navedena
i objasnjena metodologija depolimerizacije lignina pomocu termokemijskih, kemijskih i
biokemijskih metoda. Prvi korak valorizacije lignina je njegova izolacija iz polimernog kompleksa
celuloza/hemicelulozal/lignin razli¢itim toplinskim, kemijskim ili biokemijskim metodologijama
(Anderson i sur., 2017). U ovisnosti o strukturi, lignin je u odredenoj mjeri topiv u alkoholima male
molekulske mase, piridinu, dimetil sulfoksidu, acetonu i dioksanu, dok poviSena temperatura u
kombinaciji s kiselinom doprinosi depolimerizaciji lignina (Yoo i sur., 2020). Nakon izolacije,
provodi se konverzija lignina razlicitim metodama. Hidroprocesiranjem lignina moguce je dobiti
produkte poput benzena, fenola, anisola, guacamola, fenil etanola, cikloheksil etanola,
etilbenzena i toluena. KatalitiCkom oksidacijom lignina dobiveni su produkti siringaldehid,
p-hidroksibenzaldehid, vanilin, vanilin kiselina, mukonolakton, siringol, veratraldehid,
hidroksiketon, benzaldehid, p-benzokinon. BioloSkom razgradnjom razli¢itih lignoceluloznih
materijala pomo¢u mikroorganizama zabiljeZzena je visoka razgradnja lignina (od 14% do 53,3%)
(Poveda-Giraldo i sur., 2021). Prema navedenom, moZe se zakljuciti da je valorizacijom lignina

moguca proizvodnja Sirokog spektra monomernih i dimernih visokovrijednih spojeva.

2.2.2.4. Kemijski sastav supstrata iz industrije hladno presanoq ulja

Uljane pogace su nusproizvodi preostali nakon ekstrakcije ulja iz siemenki biljaka. Ovisno o metodi
obrade sjemena uljarica i iskoriStenju procesa, uljne pogace predstavljaju 50% pocetne mase
sjemenki (Mirpoor i sur., 2021). Buduc¢i da tijekom proizvodnje ulja zaostaje velika koli¢ina
biomase, njihova valorizacija klju¢na je u sprje€avanju akumulacije bioloSkog otpada. Ako se
proizvodnja ulja provodi hladnim preSanjem (a ne ekstrakcijom pomocu organskih otapala ili toplim
preSanjem), uljne pogace predstavljaju izvor visokovrijednih kemijskih spojeva (Mirpoor i sur.,
2021). U Tablici 3 prikazan je kemijski sastav za pogacu bu¢e (Budzaki i sur., 2018a), ricinusa
(Burlein i Rocha, 2014; Akande i sur., 2016; Annongu i sur. 2017; Ferreira i sur., 2022), suncokreta
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(Geneau-Sbartai i sur., 2008; Grasso i sur., 2019; Mirpoor i sur., 2021), sezama (Yasothai, 2014;
Melo i sur., 2021; Mirpoor i sur., 2021), konoplje (Budzaki i sur., 2018a; Mirpoor i sur., 2021), lana
(Budzaki i sur., 2018a; Mannucci i sur., 2019; Droztowska i sur., 2020) i masline (Nunes i sur.,
2018; Gomez-Cruz i sur., 2020; Ribeiro i sur., 2020).

Tablica 3. Kemijski sastav uljnih pogaca
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Pregledom literaturnih podataka moze se zakljuditi da uljne pogace sadrze visok udio pepela koji
ujedno predstavlja sadrzaj mineralnih tvari. Udio pepela i sastav mineralnih tvari bitno je poznavati
buduci da pepeo predstavlja anorganski ostatak kojega je potrebno zbrinjavati nakon termicke
valorizacije uljne pogace ili mozZe utjecati na toksikoloSku i nutritivnhu kvalitetu ako se uljna pogaca
koristi za proizvodnju hrane i hrane za Zivotinje (Bakker i Elbersen, 2005; Harris i Marshall, 2017).
Visoki udio proteina sadrzan u uljnim pogatama predstavlja visokovrijednu sirovinu u procesu
proizvodnje ekstrakta i proteinskih hidrolizata (bioloSki aktivnih peptida i esencijalnih
aminokiselina) koji se mogu primijeniti u prehrambenoj industriji kao funkcionalna komponenta ili
kao alternativni izvor proteina (Kotecka-Majchrzak i sur., 2020). Literaturni podatci koji se odnose
na ekstrakt etera predstavlja udio zaostalog ulja i svih lipofilnih komponenti (poput pigmenata) iz
uljarice. Udio zaostalog ulja ovisi o podrijetlu sirovine i nacinu prerade koji se koristi u proizvodnji
ulja. Nakon ekstrakcije ulja iz sjemenki dolazi do povecanja masenog udjela sirovih vlakana,
celuloze, hemiceluloze i lignina u uljnoj pogadi Cija je vaznost i vrijednost opisana u prethodnim
poglavljima. Kemijski sastav uljnih pogaca bitno je poznavati ako ¢e se uljna pogaca koristiti kao
supstrat u SSF procesu. Odnosno, odredeni udio proteina ili lipida moze imati supresivni ili
inducibilni u€inak na proizvodnju proteaza ili lipaza (Sarkar i sru., 2021). Osim toga, mali udio
topivih ugljikohidrata i veliki udio celuloze i hemiceluloze mogu utjecati na proizvodnju hidroliti¢kih
enzima radnog mikroorganizma. Veliki zna€aj primjene lignoceluloznih sirovina kao supstrata u
proizvodniji visokovrijednih produkata bioloSkom konverzijom objasnjen je u iduéem poglaviju s

fokusom na piramidu bioproizvoda dobivenih valorizacijom uljnih pogaca.

2.2.3. Proizvodnja visokovrijednih produkata fermentacijom na ¢vrstim nosa¢ima

Tradicionalna proizvodnja hrane uzgojem mikroorganizama u SSF procesu odvija se od davnina.
Namirnice dobivene SSF procesom, poput kruha, sira, vina, soja umaka i alkoholnog octa, dio su
svakodnevnih potreba ljudi. S razvojem tehnologije, SSF proces je pokazao svoju mogucéu
primjenu u farmaceutskoj i kemijskoj industriji za proizvodnju sekundarnih metabolita radnog
mikroorganizma (aminokiseline, vitamini i druge bioloSki aktivne tvari kao Sto su antibiotici,
bakterijski toksini, auksini, lijekovi za imunitet i alkaloidi) (Chen, 2013). Kao &to je prethodno
spomenuto, nusproizvodi, ostaci ili otpad iz poljoprivredno-prehrambenog sektora predstavljaju
izvore hranjivih tvari potrebnih za rast i metaboli¢ku aktivnost razli€itih mikroorganizama, &iji uzgoj
tijekom SSF procesa rezultira proizvodnjom Sirokog spektra visokokvalitetnih proizvoda.

Proizvodnja razli€itih visokovrijednih bioprodukata prikazana je u Tablici 4.
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Tablica 4. Uzgoj mikroorganizama u uvjetima fermentacije na &vrstim nosaCima u svrhu
proizvodnje visokovrijednih bioprodukata

Mikroorganizam

Supstrat

Produkt

Referenca

Rhizopus oligosporus

Pivski trop

Proteini

Canedo i sur., 2016

Trichoderma reesei

Secerna trska,

Ugljikohidrati

Zgg&%@iﬁs pSeniéne mekinje (reducirajuci Seceri) Liuisur., 2015
. . . Masti
Crypthecodinium Pogaca uljane repice (d . :
.. : okosaheksaenoi¢na | Gong i sur., 2015
cohnii i otpadna melasa kiselina (DHA))
Penicillium Organske kiseline .
chrysogenum Slama (oksalna kiselina) Saber i sur., 2010

Rhizopus oryzae

Trop grozda

Polifenoli

Selo i sur., 2023

Razliciti sojevi kvasca

Komina jabuke

Nositelji arome
(identificirano 132
komponente)

Madrera i sur., 2015

Mucor rouxii

Pogaca i ljuske od
soje

Biopolimeri (kitozan)

Mondala i sur., 2015

Pleurotus ostreatus

Ljuska sjemenki
suncokreta

Biosurfaktanti

Velioglu i Urek, 2015

Trametes versicolor

Kukuruzna silaza

Lakaza

Buci¢-Koji¢ i sur.,
2017

Trametes versicolor

Kukuruzna silaza

Mangan peroksidaza

Buci¢-Koji¢ i sur.,
2017

Aspergillus niger

Pogaca kikirikija

a-Amilaza

Suganthi i sur., 2011

Aspergillus niger

Kukuruzovina

a-L-
Arabinofuranozidaza

Patel i sur., 2015

Aspergillus aculeatus

Kukuruz

B-Glukozidaza

Wang i sur., 2013

Termitomyces Stabljika i slama .

clypeatus gorudice Celulaza Hu i sur., 2012
Thermomyces oy - . )
lanuginosus PSeni¢ne mekinje Ksilanaza Gaffney i sur., 2009
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Komina limunove

otpad

Aspergillus niger kore Pektinaza Ruiz i sur., 2012
Aspergillus oryzae Pogaca soje Proteaza Thakur i sur., 2015
Rhizopus arrhizus PSeni¢ne mekinje Lipaza Dobrev i sur., 2018
IZL%ZZ%ZZ ges Rizine mekinje Fitaza g(()egi‘l:ten  Kivanc,
Bacillus thuringiensis Komunalni organski Biopesticidi Molina-Penate i sur.,

2022

Trichoderma reesei

Penicillium Secerna trska
decumbens N . Biogoriva (bioetanol) | Liuisur., 2015
Saccharomyces pSeni¢ne mekinje
cerevisiae

. Ljuska crnog graha,
Burkholderia P A : . o
cenocepacia rizine mekinje, ljuska | Biognojiva Bibi i sur., 2022

kikirikija i suho liS¢e

Aspergillus niger

Candida utilis Lanena pogaca

Hrana za zZivotinje Zhai i sur., 2019

Uzgoj gljiiva na ¢vrstim nosacima ima veliku primjenu u proizvodniji enzima. Usporedno sa SmF
procesom, SSF proces simulira uvjete u kojima gljive prirodno rastu, Sto rezultira vecom
proizvodnjom enzima (Usha i sur., 2014). Dodatnu vrijednost SSF procesa ocituje se u primjeni
fermentiranih produkata kao potencijalnih izvora enzima i/ili zivih stanica radnog mikroorganizma.
Na primjer, organska gnojiva proizvedena SSF procesom sadrze Zive stanice mikroorganizama
koje mogu imati pozitivan ucinak na ekosustav i pobolj$ati kvalitetu tla. Time dolazi do povec¢anja
Zeljenog prinosa usjeva, a istovremeno se smanjuje pritisak na ekosustav zbog upotrebe
mineralnih gnojiva (Anuradha Jabasingh i sur., 2014). Osim toga, biognojiva dobivena SSF
procesom mogu se koristiti za obogacivanje tla mineralima u organskom uzgoju (Medina i sur.,
2004). Lignocelulozni ostaci iz raznih industrija (prehrambena industrija, industrija prerade
poljoprivrednih proizvoda) predstavljaju povoljan supstrat za SFF proces u proizvodnji razli€itih
visokovrijednih proizvoda, poput fermentirane hrane za prehranu Zivotinja. Pro tome, cilj SSF
procesa je povecati nutritivnu vrijednost stone hrane povecéanjem sadrzaja proteina ili
razgradnjom potencijalno toksi¢nih spojeva (pesticida) u otpadu (Aggelopoulos i sur., 2013).

Drugim rije€ima, primijenjeni supstrat nakon bioloSke obrade tijekom SSF procesa viSe se ne
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moze smatrati otpadom $to znacajno doprinosi u gospodarenju i zbrinjavanju otpada (Hsu i sur.,
2013).

Sukladno pregledu proizvodnje bioprodukata tijekom SSF procesa te svim navedenim
Cinjenicama, moze se zaklju€iti da uzgoj mikroorganizama na lignoceluloznim supstratima
doprinosi primjeni i razvoju biorafinerije s ciliem ekoloSke i ekonomske valorizacije nusprodukata
ili otpada razli¢itih industrija. BioloSkom konverzijom lignocelulozne biomase tijekom SSF procesa
moguca je proizvodnja Sirokog spektra bioprodukata, ali u razliitim koliCinama i s razli€itim
(trziSnim) vrijednostima. Kako bi se vizualizirao odnos izmedu koli€ine i vrijednosti bioproizvoda
dobivenih kroz SSF proces, moguce je konstruirati piramidu bioproizvoda (Orejuela-Escobar i sur.,
2021). U tom slu&aju, proizvodi s najve¢om potraznjom na trziStu (npr. biogoriva i biognojiva) ¢ine
bazu piramide, dok je njihova dodana vrijednost najmanja. Samim time, tro8kovi proizvodnje i
cijena produkta trebala bi biti niska. Kre¢u¢i se prema vrhu piramide, sljedecu kategoriju Cine
kemikalije i biomaterijali Cija je trziSha potraznja manja u odnosu na kategoriju s dna piramide
bioprodukata. Ovi proizvodi obi¢no zahtijevaju naprednu tehnoloSku obradu, $to povecava
troskove, a time i njihovu trziSnu vrijednost. Prateci hijerarhijski poredak dolazi se do kategorije
kojoj pripadaju hrana i hrana za Zivotinje. Bududéi da su proizvodnja i zdravstvena ispravnost hrane
i hrane za Zivotinje strogo regulirana zakonodavstvom, samim time im raste i trziSna vrijednost.
Na vrhu piramide nalaze se bioprodukti vrio visoke vrijednosti kao §to su enzimi, fitokemikalije,
nutraceutici i lijekovi koji su izolirani ili ekstrahirani iz supstrata u malim koli€inama i potrebni su u

manijim koli€¢inama, ali njihova je dodana vrijednost vrlo visoka (Williamson i sur., 2020).

Na temelju dostupnih literaturnin podataka konstruirana je piramida bioprodukata dobivenih
bioloSkom valorizacijom uljnih pogaca (Slika 8). U istrazivanju provedenog od grupe autora Leite
i sur. (2016) komina masline koriStena je kao supstrat za uzgoj A. niger s ciljem proizvodnje koktela
enzima ksilanaze i celulaze. U navedenoj studiji razvijena je metoda predobrade komine masline
ultrazvukom, $to je dovelo do poboljSanja proizvodnje ksilanaze. Dobiveni koktel enzima moze se
koristiti u procesu saharifikacije biomase za proizvodnju Secera i proSirenje opsega proizvodnje
kemikalija iz ugljikohidrata. Komina masline mozZe se koristiti u procesu kompostiranja i
proizvodnje sto¢ne hrane. Medutim, zbog rezidualnog sadrzaja ulja i polifenola, kao i niskog

sadrzaja bjelangevina, nuzna je pravilna prethodna obrada komine za proizvodnju sto¢ne hrane.

BioloSkom obradom komine masline pomoc¢u Kluyveromyces marxianus doslo je do povecanja
udjela sirovih proteina, masti i ugljikohidrata (Fathy i sur., 2018). Nadalje, tijekom istrazivanja
provedena je analiza udjela tanina. Tanini se mogu vezati za proteine i minerale, sprieCavajuci

njihovu probavu i apsorpciju. Osim toga, tanini mogu inhibirati probavne enzime. Zbog gore
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spomenutih antinutritivnih svojstava, tanini nisu pozeljni sastojci stoéne hrane. Analiza bioloSki
obradene komine masline pokazala je da se sadrzaj tanina nakon fermentacije smanjio za
96,75%.

Uzgoj R. oryzae na komini masline povecao je ekstraktibilnost polifenolnih spojeva za 12,9 puta
(Leite i sur., 2019). Takoder, nusprodukti industrije ulja mogu se Kkoristiti kao visokokvalitetne
sirovine u procesu proizvodnje biogoriva. Primjerice, bucina pogaca koridtena je u procesu
dvostupanjske biolodke obrade s ciliem proizvodnje bioetanola. U prvom stupnju, provedena je
saharifikacija polisaharida buce djelovanjem amilolitiCkih enzima. Nakon saharifikacije, provedena

je alkoholna fermentacija pomocu S. cerevisiae (Yesmin i sur., 2020).
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Slika 8. Piramida bioprodukata dobivenih bioloSkom obradom nusprodukata industrije ulja

Biorafinerije karakterizira multidisciplinarni oblik odrzivog industrijskog razvoja usmjeren na
mogucnost proizvodnje viSe bioproizvoda tijekom vremena s najveéom moguc¢om dodanom
vrijednoséu koja je tehnicki i ekonomski opravdana (Escamilla-Alvarado i sur., 2016). Na temelju
navedenih Cinjenica viSe je nego jasan razvojni potencijal biorafinerije temeljene na SSF procesu.
Dostupnost i relativnho niska cijena Sirokog spektra razli€itih industrijskih nusproizvoda ¢ini ih
pozZeljnom sirovinom za proizvodnju bioproizvoda visoke vrijednosti (Sassner i sur., 2008). U
bibliografskom pregledu istrazivatkog rada autorske skupine Sarkar i sur. (2021) prikazan je
potencijal iskoristivosti razliitih uljnih pogaca i njihove komercijalne upotrebe primjenom razli€itih
biotehnoloskih pristupa. Valorizacija uljnih poga¢a na principima biorafinerije predstavlja izazov,

ali u isto vrijeme omogucuje recikliranje nusprodukata prehrambene industrije. Iskoristavanjem
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takvih obnovljivih sirovina u proizvodnji bioprodukta s dodanom vrijednoS¢u u konacénici pozitivno
djeluje na gospodarski rast.

2.2.4. Bioreaktori koristeni u provedbi fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima

BioloSka obrada razli¢itih lignoceluloznih materijala uzgojem mikroorganizama u uvjetima
fermentacije na ¢vrstim nosacima ima viSestruku primjenu, ne samo u laboratorijskom nego i u
industrijskom mjerilu. Pretrazivanjem Pilots4U baze podataka postojecih pilot i demo infrastruktura
(kategorija: Industrijska biotehnologija; podrucje: fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima) rezultiralo je
pretragom 463 postrojenja u Europi (Slika 9) (Pilots4U Bioeconomy Innovation Database).
Rezultati pretrage nisu dali podatke o infrastrukturnim postrojenjima za Hrvatsku upisanih u bazu
podataka.
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Slika 9. Rezultati pretrazivanja Pilots4U baze podataka za infrastrukturna postrojenja temeljena
na industrijskoj biotehnologiji u podrucju provedbe fermentacije na &vrstim nosadima
(izvor: Pilots4U)

Sukladno navedenom, industrijski potencijal SSF procesa i iskoriStavanje lignocelulozne biomase
jos nije u potpunosti iskoriSten. Navedena Cinjenica posljedica je svih izazova koje donosi razvoj
SSF procesa. Prvo, sloZzenost kemijskog sastava i heterogenost supstrata zahtijeva optimizaciju
SSF procesa za svaki supstrat i radni mikroorganizam posebno. Nadalje, kompleksnost kontrole
velikog broja procesnih parametara u statiCkim uvjetima koji rezultiraju generiraju gradijenta u
koncentraciji nutrijenata, vode, pH supstrata te akumulaciji metaboliCke topline, zahtjevi su koje je
potrebno uzeti u obzir prilikom dizajniranja bioreaktora. Na temelju nacina rada, bioreaktori koji se
trenutno koriste u SSF procesu mogu se podijeliti na Cetiri kategorije: (i) bioreaktor s pliticama

(engl. tray bioreactor), (ii) bioreaktor s pakiranim slojem (engl. packed bed bioreactor), (iii)
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bioreaktor s pulsacijom komprimiranog zraka (engl. air pressure pulsation bioreactor), (iv)
bioreaktori s povremenim ili kontinuiranim mijeSanjem (engl. intermittent or continuously mixed
SSF bioreactors) (Arora i sur., 2018). U posljednjih nekoliko godina provedena su istrazivanja i
razvoj SSF procesa koja su izvijestili 0 nekoliko bioreaktorskih sustava koji su barem djelomi¢no
prevladali navedene izazove, no jo$ uvijek postoji veliki prostor za poboljSanje biotehnoloskih
procesa (Arora i sur., 2018). Primjeri primjene razli€itih vrsta bioreaktora u SSF procesu s ciliem

uvecanja mjerila valorizacije razli¢itih supstrata navedeni u sljedeéim poglavljima.

2.2.4.1. Bioreaktor s pliticama

Bioreaktor s pliticama je vrsta bioreaktora koji se koristi u proizvodnji tradicionalnih proizvoda kao
Sto su tempeh i soja umak (Ali i Zulkali, 2011). Osnovne jedinice bioreaktora su termostatske
komore i plitice koje mogu biti izradene od razliCitih materijala (drvo, metal ili plastika), s
perforacijama ili bez perforacija. Plitice na koje se nanosi supstrat slozene su jedna iznad druge
unutar komore bioreaktora. Tijekom provedbe SSF procesa moguca je kontrola temperature i
vlaznosti zraka unutar komore bioreaktora. Uvecéanje mijerila SSF procesa u bioreaktoru s
pliticama moguc¢a je poveéanjem broja plitica u bioreaktoru i/ili povecanjem povrsSine plitica
(odnosno koristenjem plitica velikih dimenzija). U Tablici 5 navedeni su primjeri provedbe SSF
procesa u bioreaktoru s pliticama.

Tablica 5. Proizvodnja visokovrijednih bioprodukata uzgojem mikroorganizama na ¢vrstim
nosacima u bioreaktoru s pliticama

Mikroorganizam Supstrat Produkt Referenca

P3eni¢ne mekinje,

Aspergillus giganteus kora naranée i limuna Pektinaza Ortiz i sur., 2017

Rizine posije,
. pSenicne posije, Fath i Fazaelipoor,

Aspergillus oryzae pogaca soje i Proteaza 2015
pSeni¢no brasno
Palmina pogaca i

Aspergillus oryzae palmina preSana Proteaza Tsouko i sur., 2017
vlakna

. PSeni¢ne mekinje i . -

Rhizopus oryzae pogaca lana Fitaza Rani i sur., 2011

Metarhizium Babassu (ostaci . .

anisopliae palme) Lipaza da Silva i sur., 2020

33



Darijo Sibalié: Razvoj procesa bioloske obrade bugine pogade u proizvodnii bioprodukata — koncept biorafinerije

Uljna pogaca Celulaza, ksilanaza,
Aspergillus niger suncokreta, uljane B-glukozidaza i Sousa i sur., 2023
repice i soje proteaza

2.2.4.2. Bioreaktor s fiksnim slojem

Konstrukcija bioreaktora s fiksnim slojem sastoji se od cilindri¢ne staklene ili metalne cijevi/bubnja
u koju se postavlja supstrat. Stijenke cilindra ili bubnja mogu biti oblozene izmjenjivagima topline
u svrhu kontrole temperature unutar bioreaktora. Karakteristi¢na znac€ajka bioreaktora s fiksnim
slojem je prisilna aeracija kroz staticki sloj supstrata ¢ime se osigurava kontinuirana opskrba
kisikom i vlagom, te se umanjuje brzina nakupljanja metabolicke topline i plinova (Mitchell i sur.,
2023). Bioreaktor s fiksnim slojem opcenito se koristi u SSF procesima gdje je mijeSanje
nepozelino (moguénost aglomeracije supstrata) ili negativno utjeCe na rast radnog
mikroorganizma (mehani¢ko oste¢enje hifa). Razvoj novih laboratorijskih SSF procesa obi¢no
zahtijeva izgradnju bioreaktora promjera od 5 do 15 cm i visine od 30 do 80 cm. Strategija
uvecanja mjerila SSF procesa primjenom bioreaktora s fiksnim slojem temelji se na povecanju
duljine cilindra bioreaktora ili poveéanjem promjera bioreaktora. U jednom ili drugom sluc¢aju
potrebno je voditi ratuna o razvoju strategije sprieCavanja akumulacije metabolicke topline
(Finkler i sur., 2021). Temperatura u nekim dijelovima sloja supstrata moze doseci tako visoke
vrijednosti da usporava rast ili uzrokuje inhibiciju radnog mikroorganizma. IstraZivanja su pokazala
da ako se cjelokupna masa supstrata “upakiranog ” unutar bioreaktora podijeli na viSe slojeva u
seriji, proces moze rezultirati boljom regulacijom akumulacije metaboli¢ke topline (Mitchell i sur.,
2010). Primjeri provedbe SSF procesa u bioreaktora s fiksnim slojem prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Proizvodnja visokovrijednih bioprodukata uzgojem mikroorganizama na cvrstim
nosacima u bioreaktoru s fiksnim slojem

Mikroorganizam Supstrat Produkt Referenca
: Secerna trska i .
Myceliophtora sp. p3enicne mekinje Endoglukanaza Zanelato i sur., 2012
Aspergillus niger éeée_rna trska_i . Pektinaza Pitol i sur., 2016
pSeni¢ne mekinje ”
Aspergillus niger Kora od banane Limunska kiselina Chysirichote, 2020
Odmas&cena pogaca A . . o
. - T Iturin A i poli-y- Piedrahita-Aguirre i
Bacillus subtilis soje, pSenicne , L
mekinje i ljuska rize glutaminska kiselina | sur., 2014
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2.2.4.3. Bioreaktor s pulsiranjem komprimiranog zraka

Princip rada bioreaktora s pulsiranjem komprimiranog zraka temelji se na periodi¢nom pulsiranju
komprimiranog zraka s prisilnom cirkulacijom zraka. Visoki parcijalni tlak kisika u plinovitoj fazi
tijekom kompresije ima za cilj povecati koncentraciju kisika u sloju fermentacijskog materijala.
Nakon faze kompresije zraka u materijalu, dolazi do dekompresije $to rezultira uklanjanjem
metabolicke topline i CO2. Ponavljanjem ciklusa kompresije i dekompresije simuliraju se uvijeti
mijeSanja, Sto ima velike prednosti u odnosu na smi¢no mijeSanje (Chen i He, 2012). Samim time,
moguce je ublaZiti posljedice heterogenosti procesa u smislu generiranja gradijenta topline, pH,
metabolita i sl (Liu i sur., 2007). Primjeri provedbe SSF procesa u bioreaktoru s pulsiranjem
komprimiranog zraka prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Proizvodnja visokovrijednih bioprodukata uzgojem mikroorganizama na ¢Cvrstim
nosacima u bioreaktoru s pulsiranjem komprimiranog zraka

Mikroorganizam Supstrat Produkt Referenca
Thermomyces Zrno kukuruza, . .
lanuginosus pSenicne mekinje Ksilanaza Yang i sur., 2011
Aspergillus niger Rizina slama Feruloil esteraza Zeng i Chen, 2009

PSenicna slama i

Trichoderma reesei penicne mekinje Celulaza Chenisur., 2014
P3eni¢ne mekinje, Pektinaza
Aspergillus niger rizine mekinje, kora glukoamilaza, He i Chen, 2013

citrusa u prahu i

kukuruzno brasno proteaza i celulaza

2.2.4.4. Bioreaktori s povremenim ili kontinuiranim mijeSanjem

Razli¢ite izvedbe bioreaktora s mijeSanjem konstruirani su s ciljem osiguravanja poboljSanog
prijenosa topline i mase te lakde proliferacije radnog mikroorganizma u &vrstom supstratu.
Optimizacija SSF procesa u bioreaktoru s mijeSanjem ima za cilj povecati produktivnost procesa
uz minimalno mijeSanje krutog supstrata, buduci da intenzivno mijeSanje moze mehanicki ostetiti
biomasu radnog mikroorganizma. Osim toga, intenzivho mijeSanje velike koli¢ine vlaznog
lignoceluloznog materijala zahtijeva utroSak energije (Arora i sur., 2018). MijeSanje supstrata

provodi se rotiranjem bubnja oko njegove srediSnje osi ili pomoc¢u mijeSala razli€itih izvedbi
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umetnutih unutar bubnja. Unutar rotiraju¢eg bubnja mogu postojati pregrade koje olakSavaju
proces mijeSanja. Medutim, ova metoda mijeSanja manje je u€inkovita od koriStenja mijeSalice s
lopaticom (Vandenberghe i sur., 2021). U Tablici 8 navedeni su primjeri provedbe SSF procesa
u bioreaktoru s mijeSanjem.

Tablica 8. Proizvodnja visokovrijednih bioprodukata uzgojem mikroorganizama na Cvrstim
nosacCima u bioreaktoru s povremenim ili kontinuiranim mijeSanjem

Mikroorganizam Supstrat Produkt Referenca

Aspergillus niger Sojina pogaca Fitaza Saithi i Tongta, 2016

Amiloglukozidaza,

Odmascene rizine | o0 Colla i sur., 2017

Aspergillus niger

mekinje poligalakturonaza
Aspergillus niger Komina jabuke Limunska kiselina Dhillon i sur., 2013
Kluveromyces &, .
marxianus Secerna trska Etanol Lin i sur., 2013

2.3. THERMOMYCES LANUGINOSUS

Thermomyces lanuginosus je filamentna gljiva prvotno izolirana iz krumpira 1899. Pripada skupini
Fungi imperfecti (Deuteromycetes) te se razmnozava nespolno formirajuci konidiofore, morfoloSki
sliene vegetativnim hifama. Zivotni ciklus T. lanuginosus sastoji se od dvije faze. Prva faza je
vegetativna faza u kojoj dolazi do razvoja micelija. Druga faza je reproduktivna faza u kojoj se

razvijaju konidiofori s konidijama (Xie i sur., 2020).

T. lanuginosus je termofilna gljiva koja raste na temperaturi od 20 °C do 60 °C uz temperaturni
optimum oko 50 °C (Singh i sur., 2003). Termofilni mikroorganizmi mogu rasti i razmnozavati se
pri poviSenim temperaturama, u ovisnosti o njihovom jedinstvenom mehanizmu prilagodbe. Prvo,
stani€nu membranu termofilnih mikroorganizama karakterizira visoki stupanj zasi¢enosti masnim
kiselinama ¢ime dolazi do formiranja kompozitne smole posebne strukture u lipidnom dvosloju
staniéne membrane. Drugo, termofilni mikroorganizmi mogu sintetizirati termostabilne proteine
koji su bogati leucinom, prolinom i glutamatom. Termicka stabilnost takvih proteina znatno je veca

od bakterijskih homolognih proteina. U konacnici, genetski materijal termofilnog mikroorganizma
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sadrzi povecane razine DNA G-C, koje imaju vise vodikovih veza Sto rezultira formiranjem

stabilnije strukture dvostruke spirale uzvojnice DNA (Chen, 2013).

UzevSi u obzir Cinjenicu da tijekom razgradnje organskog materijala dolazi do akumulacije topline
Sto pogoduje rastu i razvoju termofilnih mikroorganizama, T. lanuginosus Cini dio prirodne
mikroflore raspadajuceg bioloSkog materijala poljoprivredne i Sumarske industrije. Do danas
izolirano je viSe sojeva T. lanuginosus iz otpadnog materijala kao $to su juta, drvo bukve,
kukuruzna silaza, pSeni¢na slama, rezanci Secerne repe i drugi (Gomes i sur., 1993, Matsuzawa
i sur., 1999).

2.3.1. Proizvodnja enzima uzgojem Thermomyces lanuginosus

Uzgoj T. lanuginosus provodi se s ciliem proizvodnje velikog broja termostabilnih enzima od
znanstvenog i komercijalnog interesa kao Sto su a-amilaza, a-glukozidaza, (-glukozidaza,
glukoamilaza, invertaza, maltaza, ksilanaza, pektinaza, fitaza, proteaza, aminopeptidaza i lipaza
(Jensen i sur., 2002). S obzirom na €injenicu da T. lanuginosus ne producira enzim celulazu, za
svoj rast koristi izvore ugljika iz jednostavnih ugljikohidrata. Medutim, u prirodnom okruzenju
T. lanuginosus raste zajedno s ostalim prisutnim mikroorganizmima koji produciraju hidrolitiCke
enzime, cijepaju celulozu na jednostavnije Secere koje T. lanuginosus koristi za rast (Gramany i
sur., 2015). Od svih enzima koje producira T. lanuginosus, najveci znacaj imaju enzimi ksilanaza

i lipaza.

2.3.2. Lipaza iz Thermomyces lanuginosus

Lipaza (EC 3.1.1.3) je enzim koji selektivno katalizira reakciju hidrolize triacilglicerola u vodenom
mediju. Zbog stabilnosti u Sirokom temperaturnom i pH rasponu, kompatibilnosti s organskim
otapalima, mogucnosti imobilizacije i ponovne upotrebe te Sirokoj supstratnoj specificnosti, lipaze
se istiCu kao dominantna skupina biokatalizatora (Salihu i Alam, 2015; Girelli i Chiappini, 2023).
Iz navedenih razloga, lipaza je enzim koji se koristi kao biokatalizator u Sirokom spektru
biotransformacija, ukljuCujuci sektore prerade mlijeka, pekarstva, celuloze i papira, polimera,

deterdZenata, koze, kozmetike, organske sinteze i gospodarenja otpadom (Singh i sur., 2016).

Struktura lipaze (Slika 10) sastoji se od a-uzvojnice (oblik spiralne prostorne strukture
polipeptidnog lanca proteina) i B-nabrane plo€e (nastala medusobnim povezivanjem vodikovim
vezama dvaju ili viSe istegnutih lanaca preko karbonilnih i amidnih skupina) (Fischer i Pleiss,

2003). Aktivno mjesto lipaze sastoji se od kataliticke trijade. Kataliticku trijadu Cine serin kao
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nukleofil, te kiselinski ostatak koji moze biti asparaginska kiselina ili glutaminska kiselina te
histidina (Casas-Godoy i sur., 2012). Buduéi da se trodimenzionalna struktura lipaze razlikuje u
ovisnosti od njezina porijekla (biljna, zivotinjska, humana, fungalna, bakterijska lipaza), kod veéine
do sad definiranih trodimenzionalnih struktura uocen je hidrofobni polipeptidni lanac (Khan i sur.,
2017). Hidrofobni lanac se nalazi iznad aktivhog mjesta lipaze te izolira katalitiCku trijadu od
reakcijskog medija. Kada se enzim lipaza nalazi u vodenom mediju u kojemu su disperzirane
micele ulja, odnosno kad se hidrofobni lanac lipaze nade na granicama faza izmedu vode i ulja,
dolazi do konformacijske promjene trodimenzionalne strukture lipaze. Time aktivho mjesto postaje
izloZzeno reakcijskom mediju i formira se enzim-supstrat kompleks ¢ime zapocinje kataliticki ciklus.

Iz navedenog razloga, enzim lipaza ne prati klasi¢nu Michaelis-Mentenicinu kinetiku.

EC 3 - Hidrolaza
EC 3.1 - Kataliza na esterskoj skupini
EC 3.1.1 - Hidrolaza karboksilnih estera

‘ EC 3.1.1.3 - Triacilglicerol lipaza

Slika 10. Komisijski broj lipaze (EC: Enzyme Commision Number) i 3D struktura Thermomyces
lanuginosus lipaze®

2.3.3. Biotransformacije katalizirane lipazom

Industrijska sinteza Zeljenih produkata uglavnom se temelji na upotrebi kemijskih katalizatora kao
Sto su mineralne kiseline, luZine i metalni alkoksidi. Dok upotreba kemijskih katalizatora rezultira
visokom konverzijom supstrata u zeljeni produkt i takvi su industrijski procesi ekonomski
opravdani, odvajanje sintetiziranog produkta od katalizatora i/ili nezeljenih nusproizvoda
predstavlja izazov. Uklanjanje kemijskih katalizatora i produkata zahtijjeva dodatne korake
proCiScavanja, Sto u konacnici dovodi do dodatne potroSnje kemikalija i energije. Cjelokupna
proizvodnja mozda jeste ekonomski isplativa, ali dovodi se u pitanje dugoroCne odrzivosti i

negativnog okoliSnog utjecaja (Sheldon, 2017; Sheldon, 2018).

5 Struktura lipaze preuzeta sa web izvora: https://www.rcsb.org/
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Razvoj Sirokog spektra odrzivih industrijskih procesa temeljenih na nacelima zelene kemije dovodi
do zamjene kemijskih katalizatora ekolo$ki prihvatliivom alternativom: enzimima. Sinteze
katalizirane enzimima imaju velike prednosti u odnosu na kemijske sinteze, kao $to su visoki
prinos, visoka selektivnost, prihvatljivost za okoli5 i mogucnost katalize u blagim reakcijskim

uvjetima, Sto takoder utjeCe na ekonomski aspekt biokatalitickog procesa (Schmid i sur., 2001).

Godidnji prihodi trzista enzima na globalnoj razini kreée se u rasponu od 7 milijardi americkih
dolara (Arbige i sur., 2019). Najveca ekonomska dobit temelji se na primjeni amilolitiCkih enzima i
proteaza, dok je primjena enzima lipaze zauzela treCe mjesto na globalnom trziStu. Na temelju
ekonomske procjene, oekuje se da ¢e medunarodno trziste lipaze prijeci 797,7 milijuna americkih
dolara do 2025., uz porast od 6,2% ukupne godiSnje stope rasta od 2017. do 2025., kao odraz
primjene lipaze u raznim interdisciplinarnim podrucjima i industrijskoj proizvodnji (Fatima i sur.,
2021) zato Sto lipaza pokazuje Siroku supstratnu specifiCnost te je kombinacijom razliitih

elektrofila i nukleofila (supstrata) moguce sintetizirati Siroki spektar razli¢itin produkata (Slika 11).

H
H

R R1)

H E H :
:

Slika 11. Biotransformacija® triacilglicerola pomocu lipaze u reakcijama hidrolize (a) i
transesterifikacije (b)

2.3.3.1. Enzimski katalizirana hidroliza esterske veze

Lipaza je enzim Cija je osnovna biokemijska karakteristika kataliza hidrolize esterske veze u
molekuli triacilglicerola. U ovisnosti o nacinu cijepanja/hidrolize masnih kiselina u molekuli

triacilglicerola, razlikuju se tri osnovne kategorije lipaza. U prvu kategoriju pripadaju lipaze koje se

6 Za izradu shematskog prikaza koristen program BioRender (https://app.biorender.com/)
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nazivaju nespecifiCne lipaze. Takve lipaze kataliziraju reakciju hidrolize masnih kiselina s molekule
glicerola neovisno o tome preko kojega su ugljikova atoma vezane za glicerol, pri ¢emu kao
produkti nastaju slobodne masne kiseline i glicerol. Primjenom takvih lipaza, mogucéa je potpuna
hidroliza ulja (Ferreira-Dias i sur., 2013). U drugu skupinu pripadaju lipaze koje kataliziraju reakciju
hidrolize masnih kiselina povezanih esterskom vezom za prvi i treé¢i ugljikov atom molekule
glicerola te nemaju sposobnost direktne hidrolize masne kiseline s drugog ugljikova atoma
molekule glicerola. Takve lipaze zovu se sn-1,3-specifiCne lipaze (Gao i sur., 2020). U treéu
skupinu pripadaju lipaze koje mogu hidrolizirati samo specificne masne kiseline dugog lanca s cis-
dvostrukom vezom izmedu C-9 i C-10 atoma (Kapoor i Gupta, 2012). S obzirom na navedene

Cinjenice, lipaze mogu sudjelovati u velikom broju reakcija modifikacija ulja.

Odabirom odgovarajucih triacilglicerola te njihovom selektivnom hidrolizom moguce je provesti
sintezu visokovrijednih i esencijalnih mono- i diacilglicerola (poput omega-3-glicerida) (Morales-
Medina i sur., 2018). Znanstveno je dokazano da omega-3-gliceridi imaju pozitivni utjecaj na
ljudsko zdravlje (sprje€avaju kardiovaskularne bolesti, Alzheimerovu i Parkinsonovu bolest) te se
lakSe apsorbiraju i metaboliziraju od triacilglicerola (Gunathilake i sur., 2021). Primjerice, u
istrazivanju provedenog od grupe autora Akanbi i sur. (2013) termofilna fungalna lipaza iz
T. lanuginosus koriStena je za selektivnu hidrolizu ulja inéuna. Nakon optimizacije reakcijskih
uvjeta postignuta je hidroliza ulja za 60%, uz koncentriranje esencijalne omega-3 masne kiseline
DHA za 24%.

Osim hidrolize esterske veze u molekuli triacilglicerola, lipaza moze katalizirati estersku vezu u
drugim molekulama estera. Astaksantin je derivat karotenoida prirodno prisutan u mikroalgama,
vodenim Zivotinjama i kvascima. IstraZivanja su pokazala da astaksantin ima jako antioksidativno
djelovanje, >100 puta jaCe od vitamina E, te 6000 puta jac¢a od vitamina C (Zhao i sur., 2019).
Medutim, astaksantin se u prirodi pojavljuje u esterificiranom obliku (5% slobodni oblik, 95%
esterificiran oblik) te je njegova aktivnost daleko manja od aktivnosti slobodnog astaksantina.
Komercijalna priprema slobodnog oblika astaksantina podrazumijeva hidrolizu esterske veze
metodom kemijske saponifikacije pri ¢emu dolazi do generiranja nepozeljnih nusprodukata.
Primjenom lipaze kao biokatalizatora moguce je provesti reakciju hidrolize esterske veze na
ekoloski i ekonomski prihvatljiv nacin. Vodeci se navedenim €injenicama, uspjesno je provedena
hidroliza estera astaksantina iz ulja mikroalge Haematococcus pluvialis katalizirana lipazom u
mikroreaktoru (Mei i sur., 2020). KoriSteni mikroreaktorski sustav sastoji se od "T" spojnice koja
generira segmentirano strujanje vodene faze (enzim u puferu) i uljne faze, mikrokanala od

nehrdajuceg Celika, dvie pumpe i regulatora temperature. Primjenom navedenog

40



2. Teorijski dio

mikroreaktorskog sustava, esteri astaksantina u ulju H. pluvialis u€inkovito su hidrolizirani do
astaksantina pomocu lipaze iz Aspergillus niger. Nakon hidrolize, sadrzaj slobodnog astaksantina
u ulju H. pluvialis iznosio je 18,8 mg/dm?3, 7,83 puta viSe nego prije hidrolize (2,13 mg/ dm3) (Mei i
sur., 2020). Ovi rezultati pokazuju da se mikroreaktorski sustavi i segmentirani tok strujanja mogu
primijeniti i za proizvodnju slobodnog astaksantina iz njegovih estera, odnosno u reakciji hidrolize

esterske veze hidrofobnih molekula.

2.3.3.2. Enzimski katalizirana sinteza jednostavnih estera

Osim reakcije hidrolize, lipaze mogu katalizirati reakcije esterifikacije i transesterifikacije u
reakcijskom mediju koji sadrzi malu koli€¢inu vode. Buduéi da su navedene reakcije reverzibilne,
odnosno u prisutnosti vode dolazi do povratne reakcije (hidroliza estera), reakcije esterifikacije se
moraju odvijati u sustavima bez ili uz minimalni udio vode. U takvim sustavima Cesto se koriste
organska otapala kao reakcijski medij. Navedeni reakcijski uvjeti mogu nepovoljno utjecati na
veliki broj enzima (lipaze i esteraze iz razliitih izvora) te dovesti do smanjenja njihove kataliticke
aktivnosti ili moZe doci do ireverzibilne inhibicije i denaturacije. 1z navedenih razloga, za
biokataliticku sintezu estera moze se Kkoristiti lipaza buduci da pokazuje stabilnost u razli€itim
organskim otapalima (Doukyu i Ogino, 2010). Esteri imaju Siroku primjenu u razli¢itim industrijama
(prehrambena, farmaceutska, kozmeti¢ka industrija, industrija parfema), te predstavljaju glavne
nositelje Sirokog spektra karakteristi€nih aroma poput arome $ljive (butil-formijat) ili vocnog mirisa
s notom ruze i naranCe (n-oktil-formijat) (Burdock, 2016). Osim Sto su nositelji arome, u
industrijskoj sintezi jednostavni esteri mogu se koristiti kao zelena otapala, prekursori u proizvodnji

tekstila, emulgatora i polimernih plastifikatora (Jaiswal i Rathod, 2018).

Jedan od primjera sinteze nositelja vo¢ne note manga i banane etil-butirata proveden je od grupe
autora Paludo i sur. (2015). U istrazivanju je ispitan utjecaj razli€itih procesnih uvjeta (udio enzima,
koncentracija reaktanata te njihovog molarnog omijera, i temperature) na ultrazvukom
potpomognutu sintezu estera pomocu lipaze iz T. lanuginosus. Nakon provedene optimizacije
uvjeta sinteze estera postignuta je visoka konverzija od 90% nakon 6 sati sinteze. Provedbom
istrazivanja sinteze estera butil-kaprilata (ester izraZzenog voénog i cvjetnog mirisa) predstavljeni
su bitni zaklju€ci prilikom ispitivanja utjecaja dodatka adsorbensa za vodu prilikom sinteze.
Istrazivanja su pokazala da dodatak adsorbensa za vodu znacajno utje€e na poboljSanje prinosa
sinteze estera (sa 60% na 92%) (Sose i sur., 2017). Primjenom inovativnih metoda inkapsulacije
lipaze s ciliem imobilizacije biokatalizatora takoder su postignute visoke konverzije sinteze
industrijski vaznih estera kao Sto su pentil-valerijat, oktil-valerijat, lauril-valerijat (iskoriStenje
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reakcije > 98%) (Dudu i sur., 2021). Veliki broj primjera sinteze jednostavnih estera samo
potvrduju Cinjenicu da lipaza pokazuje afinitet prema Sirokom spektru supstrata te da ima veliku

potencijalnu industrijsku primjenu.

2.3.3.3. Enzimski katalizirana sinteza aromatskih estera

Esteri koji u svojoj kemijskoj strukturi sadrze aromatsku komponentu (benzenski prsten)
predstavljaju grupu aromatskih estera. Kemijska sinteza ili izolacija aromatskih estera iz prirodnih
izvora zahtjeva veliku potrodnju kemikalija za samu proizvodniju ali i tijekom procesa proc¢iS¢avanja
Zeljene komponente. |z navedenih razloga dolazi do potrebe razvoja biokatalitiCkin procesa

sinteze spojeva temeljenih na naCelima zelene kemije i biotehnologije (Van Pelt i sur., 2011).

Jedan od primjera aromatskih estera je benzil-butirat, nositelj note voénog mirisa koji ima primjenu
u Sirokom spektru industrija (kozmeti¢ka industrija, u proizvodnji parfema, $ampona i sredstava
za CiS¢enje). Primjenu benzil-butirata kao u proizvodnji odredenih namirnica namijenjenih za
ljudsku prehranu odobrila je Americka Agencija za hranu i lijekove (FDA) (McGinty i sur., 2012).
S obzirom na navedene industrijske potrebe za sintezom navedenog estera, razvijeni su i testirani
procesni uvjeti sinteze benzil-butirata u $arznim sustavima primjenom ultrazvuka i enzima lipaza.
Postignut je prinos od 99% uz mogucnost primjene imobiliziranog enzima u 5 ciklusa sinteze bez
znacajnog smanjenja enzimske aktivnosti, odnosno u prinosu sinteze estera (Badgujar i Bhanage,
2015). Nadalje, primjenom imobilizirane lipaze ispitana je moguénost sinteze aromatskih estera
kombinacijom razli¢itih aromatskih alkohola s vinil acetatom kao acil donorom (Dhake i sur, 2011).
U navedenom istrazivanju, provedena je sinteza aromatskog estera cinamil-acetata (aroma
jagode) s iskoristenjem od 99% u 24h, te estera (4-metoksifenil)metil-acetata (99%, 48h). Veliki
broj primjera biokatalitiCke sinteze aromatskih estera pomocu lipaze s velikim iskoristenjem
reakcije znacajno doprinose razvoju i razumijevanju biotehnoloSkih procesa temeljenih na

enzimskoj tehnologiji (Badgujar i Bhanage, 2014; Badgujar i sur., 2016).

2.3.3.4. Enzimski katalizirana sinteza estera polifenola

Polifenolni spojevi poznati su prirodni antioksidansi koji, zahvaljuju¢i njihovom kemijskom
strukturom, imaju dobre ucinke na zdravlje ljudi (Grgi¢ i sur., 2020). Znanstvena istraZivanja
pokazala su da esterificirani oblici polifenolnih spojeva pokazuju izuzetna bioaktivha svojstva
(antivirusna, antikancerogena, antimikrobna, protuupalna svojstva) (Murtaza i sur., 2014).
Takoder, esterifikacijom polifenola poboljSava se njihova bioraspolozivosti i stabilnost (Jokioja i

sur., 2021). Sinteza estera polifenola moZe se provesti kemijskim putem. Medutim, kemijska
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sinteza zahtjeva provodenje procesa pri povisenim temperaturama $to moze dovesti do
degradacije polifenolnih spojeva §to znacajno limitira konvencionalnu sintezu estera polifenola. 1z
tog razloga, razvijaju se enzimski katalizirani procesi esterifikacije. Primjeri sinteze polifenolnih
estera primjenom lipaze uklju€uju modifikacije Sirokog spektra spojeva poput cimetne kiseline,
narginina, cijanidin-3-glukozida, galne kiseline, hidroksicimetne kiseline, te razli€itih spojeva iz
skupine antocijana (Priya i Chadha, 2003; Stevenson i sur., 2006; Bouaziz i sur., 2010;

Fernandez-Aulis i sur., 2020; Marathe i sur., 2021; Suarez-Escobedo i Gotor-Fernandes, 2021).

2.3.3.5. Enzimski katalizirana sinteza estera ugljikohidrata

Enzimskim modifikacijama jednostavnih SecCera reakcijom esterifikacije s masnim kiselinama
nastaju neionski biorazgradivi surfaktanti. Buduéi da odlikuju odredenim svojstvima poput
netoksicnosti te su bez mirisa i okusa, navedeni surfaktanti mogu se koristiti u Sirokom spektru
industrija. Takoder, dokazano je da imaju odredena antitumorska i antimikrobna svojstva $to im
daje veliku prednost u odnosu na kemijske konvencionalne surfaktante za primjenu u
prehrambenoj i kozmetickoj industriji (Casas-Godoy i sur., 2016). Neki od primjera sinteze estera
jednostavnih ugljikohidrata obuhvaéaju reakcije esterifikacije glukoze, fruktoze, laktoze, ksiloze i
saharoze sa miristinskom, oleinskom i palmitinskom kiselinom (Cauglia i Canepa, 2008; Neta i
sur., 2012; Gongalves i sur., 2021). Istrazivanja su pokazala dobre rezultate u pogledu prinosa
reakcije te je dokazana prednost primjene enzimske tehnologije u odnosu na kemijski kataliziranu
sintezu estera. Regioselektivno aciliranje SeCera moZzZe imati znaCajan utjecaj na sintezu
surfaktanata, zasladivaca, emulgatora i kemijskih ili farmaceutskih intermedijera. Osim toga,
i dimetilformamid, ali ta otapala &esto inaktiviraju enzim i nekompatibilna su s primjenom u
prehrambenoj industriji. 1z navedenih razloga, ispitana je moguénost sinteze derivata Secera u
reakciji transesterifikacije s vinil palmitatom. U tu svrhu, koridten je proto¢ni kontinuirani
mikroreaktorski sustav s imobiliziranom lipazom iz T. lanuginosus (Lipozyme TL IM). Optimiranjem
reakcijskih uvjeta, provedena je sinteza estera Seéera u vremenu zadrzavanja od 30 minuta,
osiguravajudi izvrsnu CistoCu (95% — 99%) i visoke prinose (82% — 98%) izoliranog proizvoda (Du
i Luo, 2012).

Nadalje, modifikacija polisaharida poput Skroba provedena je pomo¢u Candida antartica lipaze
esterifikacijom s palmitinskom kiselinom (Wang i sur., 2014). Cilj navedenog istraZivanja bio je
predloziti reakcijski mehanizam i razviti matemati¢ki model za reakciju sinteze modificiranog
Skroba. Nakon optimizacije reakcijskih uvjeta, maksimalna konverzija palmitinske kiseline bila je
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70% nakon 4 sata reakcije, a predloZzeni model pokazao je dobra slaganja s eksperimentalnim

rezultatima.

2.3.4. Metode procisc¢avanja lipaze

Industrijska primjena biokatalizatora je ograni¢ena zbog problematike koja se javlja prilikom
uvecanja mijerila na industrijsku razinu. Primjerice, provedbom Sarzne sinteze zeljenog spoja
pomocu enzima u dvofaznim sustavima (sustavi u kojima je enzim pripremljen u vodenoj fazi, a
supstrati u organskoj fazi razliite polarnosti) naj¢edée rezultira nemogucnoséu separacije dviju
faza i uCinkovite izolacije produkta uslijed formiranja emulzije. Navedena tvrdnja proizlazi kao
posliedica primjene vece koli€ine enzima tijekom sinteze buduéi da enzimi kao proteinske
molekule imaju svojstava emulgatora. Osobito kada se enzimi koriste u obliku sirovih ekstrakata,
dobivenih ekstrakcijom nakon fermentacije, koji sadrze druge kontaminirajuce proteine (Adebar i
sur., 2019).

lako je razvoj novih bioindustrijskih procesa temeljenih na enzimskoj biokatalizi ograniCen zbog
cijene enzima (Budzaki i sur., 2018b), sve je viSe istrazivanja usmjereno prema razvoju odrzivih
procesa proizvodnje biokatalizatora iskoriStavanjem industrijskog otpada i/ili nusprodukata te
imobilizacijom lipaze (Salgado i sur., 2021). Proces imobilizacije lipaze nerijetko zahtjeva visoki
stupanj CistoCe proteina Sto utjeCe na ekonomsku isplativost biokatalitickog procesa zbog
kompleksnih postupaka prociS¢avanja sirovog ekstrakta enzima. Napose ako se za imobilizaciju
koriste neprociS¢eni enzimi dobiveni uzgojem mikroorganizama na bioloskim supstratima, Ciji je
kemijski sastav kompleksan. Medutim, dodavanjem soli poput amonijeva sulfata ili organskih
otapala (aceton, etanol) koja se mijeSaju s vodom ili neionskih polimera (polietilen glikol) u vodene
ekstrakte, dolazi do talozenja proteina kao fiziCkih agregata proteinskih molekula, medusobno
povezanih nekovalentnim vezama bez narusavanja tercijarne strukture i denaturacije enzima (Tan
i sur., 2015). Naknadno umrezZavanje nastalih proteinskih agregata (primjerice pomocu
glutaraldehida) ¢&ini ih trajno netopljivima u vodi uz oCuvanje enzimske aktivnosti. Navedene
karakteristike enzima dovele su do razvoja nove tehnologije za imobilizaciju enzima takozvanih
unakrsno povezanih enzimskih agregata (cross-linked enzyme aggregates, CLEA®). CLEA®
tehnologija u sustini kombinira proci§¢avanje i imobilizaciju u jednu operaciju koja ne zahtijeva
enzimski pripravak visoke Cisto¢e. Na primjer, moze se koristiti za izravnu imobilizaciju enzima iz
sirovog ekstrakta nakon procesa fermentacije i proizvodnje lipaze. Osim poboljSane stabilnosti
tijekom skladistenja, prednost CLEA® tehnologije je Sto dobiveni enzimski agregati imaju bolju

operativnu stabilnost tijekom biotransformacije pri poviSenim temperaturama i prisutnosti
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organskih otapala te su otporni na ispiranje u vodenom mediju. CLEA® tehnologija izvrsna je
metoda za stabilizaciju kvaternarne strukture enzima, koji mogu postojati kao dimeri ili monomeri,
Sto je strukturna znacajka mnogih industrijski vaznih enzima (Sheldon i van Pelt, 2013). Iz
navedenih razloga, u idu¢im poglavljima opisane su metode te pregled relevantnih rezultata

proc€iséavanja lipaze precipitacijom pomocu soli i organskih otapala.

2.3.4.1. ProciSéavanje lipaze precipitacijom pomodu soli

Jedna od najCeScCe koriStenih metoda za procCiS¢avanje i frakcioniranje proteina je njihovo
talozenje uz dodatak anorganskih soli. Amonijev sulfat, (NH4).SO4, Cesto se koristi za taloZzenje
proteina iz vodenih otopina (isoljavanje proteina) zbog visoke topljivosti i mogucnosti pripreme
vodene otopine visoke ionske jakosti, niske cijene i komercijalne dostupnosti soli visoke &istoce.
Osim toga, ioni NH4" i SO4% su na kraju Hofmeisterova niza (pobolj$avaju isoljavanje proteina) te
se pokazalo da stabiliziraju strukturu proteina (Duong-Ly i Gabelli, 2014). Hofmeisterov niz
odreduje relativni utjecaj iona na fizikalna svojstva i karakteristike vodenih otopina kao Sto su

koloidno povezivanije i savijanje proteina (Zhang i Cremer, 2006).

Topivost proteina u otopinama ovisi o ionskoj jakosti otopine (koncentraciji otopljenih soli),
polaritetu otapala, pH i temperaturi te strukturi proteinske molekule (omjerima i polozaju hidrofilnih
i hidrofobnih aminokiselina u proteinu). Na topljivost ili precipitaciju proteina prvenstveno utjecu
interakcije protein-otapalo i protein-protein. Povecanje interakcije protein-otapalo povecava se
topljivost proteina. Postoje tri glavne interakcije protein-voda: hidratacija iona boénih lanaca
aminokiselina (asparaginska kiselina, glutaminska kiselina, lizin), vodikova veza izmedu polarnih
skupina i vode (serin, treonin, tirozin) i hidrofobna hidratacija (valin, izoleucin, leucin, fenilalanin)
(Wingfield, 2016).

Dodatkom i disocijacijom soli u vodi dolazi do vezanja iona ionskim vezama za kisele i baziéne
skupine bo¢nih ogranaka aminokiselina na povrsini proteina. Pri niskim koncentracijama soli
povecava se topljivost proteina u vodenim otopinama jer se ioni soli vezani na proteine veZu na
molekule vode i povecavaju hidratacijski sloj oko molekule proteina. Kao rezultat toga, interakcija
protein-protein se smanjuje, a interakcija protein-otapalo se povecava. Topivost proteina u
vodenoj otopini raste sve dok se ne postigne koncentracija soli u kojoj su svi ioni (nastali
disocijacijom soli) vezani za slobodne naboje na povrsini proteina. Kako se koncentracija soli u
vodi povecava, topljivost proteina se smanjuje jer slobodni ioni soli u otopini (kao jaci elektroliti)

vezu slobodne molekule vode iz hidratacijskog sloja oko proteina. Ovo smanjuje interakcije
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protein-otapalo i povecava interakcije protein-protein. Kao rezultat toga, smanjuje se topljivost i
dolazi do talozenja proteina (Moon i sur., 2000). Na talozenje proteina dodavanjem soli izravno
utje€e pH otopine buduci da topljivost proteina ovisi o pH otopine. Najniza topljivost proteina javlja
se pri pH kod kojeg je zbroj naboja bo¢nih aminokiselinskih ogranaka jednak nuli, tj. u

izoelektri€noj tocki proteina (Novak i Havli¢ek, 2016).

Amonijev sulfat koriSten je u procesu prociS¢avanja lipaze iz razli€itih izvora (Shafei i Allam, 2010;
TiSma i sur., 2019; Al-Haidari i sur., 2020; Jamilu i sur., 2022; Ali i sur., 2023; Ezenwelu i sur.,
2022). Medutim, primarni nedostatak primjene metode isoljavanja za prociS¢avanje proteina jeste
precipitacija kontaminirajuéih proteina s proteinom od interesa. Takoder, nakon prociS¢avanja
enzim se nalazi u otopini soli visoke koncentracije za Cije je uklanjanje potrebno provesti postupak
dijalize. U konacnici, za dobivanje uzorka Cistog proteina, neophodno je provesti dodatke korake
proCiScavanja kao $to je kromatografija ionske izmjene i kromatografija gel filtracije (iskljuCivanjem

po veli€ini) (Duong-Ly i Gabelli, 2014).

2.3.4.2. ProciSéavanje lipaze precipitacijom pomodu organskih otapala

ProciS¢avanje lipaze iz sirovog enzimskog ekstrakta moze se provesti precipitacijom pomocu
organskih otapala koji se mijeSaju s vodom (metanol, etanol, aceton). Dodatkom organskog
otapala u vodenu otopinu proteina dolazi do smanjenja dielektri¢ne konstante vode $to rezultira
medusobnim priblizavanjem molekula proteina te u konacnici i njihovom agregacijom. Odnosno,
organsko otapalo mozZe postupno istiskivati molekule vode s povrSine proteina ¢ime se smanjuje
hidratacijski sloj vode oko molekule proteina te se oni mogu agregirati privianim elektrostatskim
silama. Osim vrste otapala, na precipitaciju proteina utjeCe temperatura, pH i koncentracija

proteina (Novak i Havli¢ek, 2016).

U istrazivanju provedenog od grupe autora Cao i sur. (2012) provedena je precipitacija lipaze LC2-
8 iz Pseudomonas stutzeri postupnim dodavanjem hladnog acetona do volumnog udjela acetona
od 60% (faktor prociscavanja iznosio je 2,9). Nakon precipitacije, proteini su izolirani
centrifugiranjem. Dodatno prociS¢avanje provedeno je primjenom kromatografije anionske
izmjene. Na isti nacin, provedeno je prociScavanje lipaze iz Bacillus subtilis (Shah i Bhatt, 2012)
dok je zaostali aceton iz precipitata uklonjen suSenjem u vakuum susSioniku. lako primjena
organskih otapala u procesu proci§¢avanja lipaze ima velikih prednosti u odnosu na precipitaciju
pomocu soli (jednostavnija separacija proteina od precipitanta, tj soli ili otapala), organska otapala
ne djeluju selektivno na taloZenje proteina kao $to je to u slu¢aju primjene amonijeva sulfata. Osim

proteina, primjena acetona moze utjecati na talozenje i drugih komponenti iz sirovog ekstrakta
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poput ugljikohidrata (Abbou i sur., 2019). Takoder, prilikom prociS¢avanja enzima primjenom
organskih otapala bitno je poznavati toksikologiju primijenjenog organskog otapala te njegov

mogudi inhibicijski u€inak na enzim (Kumar i sur., 2016).
2.4. PROCJENA ODRZIVOSTI BIOTEHNOLOSKIH PROCESA

Jedan od glavnih ciljeva razvoja biorafinerije jeste postupna zamjena eksploatacije fosilnih izvora
ugliika na odrzivu proizvodnju biogoriva i drugih bioproizvoda iz obnovljivih izvora ugljika
(Borawski i sur., 2019). Lignocelulozna biomasa, kao prirodna sirovina s nultom emisijom ugljika
(ugljicna neutralnost), postala je visokovrijedna sirovina za odrzivu proizvodnju bioprodukata te ju
nije moguce zamijeniti drugim obnovljivim izvorima energije. Medutim, odrziva proizvodnja
bioprodukata iz lignocelulozne biomase uvelike ovisi 0 dostupnosti resursa, njihovim ucinkovitim
ili ¢ak industrijski odrzivim procesima konverzije i vremenu obnavljanja sirovina (Mika i sur., 2018).
Stovi$e, ubrzani razvoj velikog broja metoda konverzije lignocelulozne biomase na principima
biorafinerije zahtjeva procjenu njihove odrzivosti i u€inkovitosti. Dijagram ChemisTREE, temeljen
na 12 principa ,Zelene kemije* moze sluZiti kao alat za razvoj strategije unaprijedena odrzivosti
procesa. Medutim, ne postoji niti jedna metrika koja moze obuhvatiti sve aspekte ,Zelene kemije®
i stoga je vazno da se izbor metrike(a) temelji na kontekstu namjeravane evaluacije (Erythropel i
sur., 2018).

Prvi indeks ,Zelene kemije®, E-faktor, definiran je 1990. kao mjera u€inkovitosti procesa. E-faktor
definira ukupne kvantitete proizvedenog otpada na svaki kg Zeljenog produkta. Drugi indeksi
temeljeni na bilanci mase kao $to su M/l (engl. mass intensity) i PMI (engl. process mass intensity)
etablirani su u poticanju ucinkovitog iskoriStavanja resursa i minimiziranju otpada (Sheldon, 2017,
2018).Treba akcentirati da jedinstveni indeks odrzivosti ne postoji jer se ekspertiza mora oslanjati
na termodinamickim i ekonomskim aksiomima te mora biti koherentna i mjerljiva (Sheldon, 2018).
Nadalje, E-faktor, Ml i PMI ne ukljuCuje karakteristike i utjecaj produkta i/ili nastalog otpada na
okoli§, Sto znadi da proces valorizacije biomase treba ocijeniti procjenom zZivotnog ciklusa (LCA)
(Escobar i Laibach, 2021). Ipak, implementacija citiranih metrika temeljenih na bilanci mase moze
posluziti kao obecavajuéi alat u ocjeni odrzivosti ne samo cjelokupnog procesa, nego svake
pojedine faze u procesu konverzije biomase. Time je moguée procijeniti koja od pojedinih faza
najviSe utjeCe na odrzZivost procesa (u vidu generiranja otpada), ¢ime je moguce u ranim fazama

razvoja biorafinerije unaprijediti proces.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Glavni cilj ovog rada bio je razvoj bioloSke metode obrade bucine pogace u svrhu proizvodnje

enzima lipaza i poboljSanja kvalitete bucine pogace.

Hipoteza istrazivanja:

BioloSkom obradom bucine pogace s T. lanuginosus moguce je, na ekonomski i ekoloski prihvatljiv
nacin, proizvesti ekstrakt enzima lipaza koji ima visoku operativnu stabilnost i Siroku supstratnu
specificnost te se zbog toga moze primjenjivati kao biokatalizator u razli¢itim biotransformacijama.
Ostatak nakon ekstrakcije lipaze predstavlja nutritivno obogac¢en materijal s moguénoséu primjene

u proizvodnji sto€ne hrane, biognaijiva ili biogoriva.

Kako bi se postigli postavljeni ciljevi i testirala hipoteza, pojedina¢ni zadaci predloZenog

istrazivanja bili su:

+ Razvoj brzog spektrofotometrijskog testa za mjerenje poletne reakcijske brzine hidrolize
esterske veze pomocu lipaze iz T. lanuginosus;

+ Odredivanje kemijskog sastava pogacCe buc€e, nusproizvoda procesa proizvodnje hladno
preSanog ulja;

» Optimiranje procesnih uvjeta fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima metodom odzivnih povrsina s
ciliem proizvodnje lipaze visoke volumne aktivnosti;

» Karakterizacija sirovog ekstrakta lipaze;

* Procis¢avanije lipaze;

* Biotransformacija biljnih ulja katalizirana sirovom i djelomi¢no prociS¢enom lipazom;

» Biotransformacija otpadnog ulja katalizirana djelomi¢no procis¢enom lipazom;

+ Odredivanje kemijskog sastava pogace buce nakon bioloSke obrade pomocu T. lanuginosus;

* Procjena odrzivosti procesa (“Green Metrics”).
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Razvoj bioloSke metode obrade buéine pogace Analiza kemijskog sastava i procjena zdravstvene
s ciljem proizvodnje visokovrijednih produkata ispravnosti biolo8ki obradenog supstrata

nusprodukt L mikrobno- ®
prehrambene ) SSF izmijenjena
industrije biomasa

Doprinos u podrucju

gospodarenja otpadom ili E-faktor = =
nusproizvodima iz prehrambene | ® M »~Zero-waste“ TLLe@......... Razvoj spektrqfotometrljlskog .
industrije temeljenim na PMI koncept testa za mjerenje TLL aktivnosti

nacéelima biorafinerije

Razvoj matemati¢kog modela s

RSM ® -t N e ¢ C

. . ciljem predikcije proizvodnje TLL

biotransformacije karakterizacija
° prociSéavanje

Hidroliza modelih supstrata (hladno
preSana ulja) i otpadnog ulja

Slika 12. Shematski prikaz provedenog istrazivanja

3.2. MATERIJALI | METODE

3.2.1. Kemikalije
Popis kemikalija koriStenih tijekom provedbe eksperimentalnog dijela doktorskog rada:

e Acros Organics (Geel, Belgija): 3,4-Dihidroksibenzojeva kiselina (97%), 3,5-dinitrosalicilna
kiselina (98%), amonij sulfamat, bakrov (I1) klorid dihidrat, bakrov(ll)sulfat (98%), cinkov klorid,
D(-)-fruktoza (99%), D(+)-saharoza (99%), D-glukozamin hidroklorid (98+%),
heksadeciltrimetil amonijev bromid (CTAB), kvercetin hidrat (95%), natrijev borat dekahidrat,
natrijev dodecil sulfat (SDS) (85%), natrijev fosfat dibazni bezvodni, natrijev fosfat monobazni
monohidrat, natrijev lauril sulfat neutralni, PEG 6000, trolox (97%), Tween 40, vanilinska
kiselina (97%).

o Alfa Aesar (Saint Louis, SAD): p-Nitrofenil palmitat (pNP-palmitat).

o Alfa Aesar GmbH & Co KG (Kandel, Njemacka): Aluminijev klorid heksahidrat.

e Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza (Milan, Italija): Krumpirov agar (PDA).

e Extrasynthese (Genay, Francuska): Procijanidin B1, procijanidin B2.
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Fisher Chemical (Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo): Bromfenolplavo, kloroform, natrijev-
kalijev tartarat tetrahidrat.

Fisher Scientific (Crawley, Ujedinjeno Kraljevstvo): 2-Etoksietanol, Triton X-100.

Fluka (Milwaukee, Wisconsin, SAD): Coomassie Brilliant Blue G-250.

Fluka Chemie GmbH (Buchs, Svicarska): Tween 80.

Gram Mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska): Aceton (p.a.), D(+)-glukoza bezvodna, DMSO, etanol
(96%, p.a.), fenolftalein, kalijev hidroksid (perle), klorovodi¢na kiselina (ampula, 0,1 mol/dm?3),
L-(+)askorbinska kiselina, natrijev hidrogenfosfat dihidrat, natrijev hidroksid (1 mol/dm3, p.a.),
natrijev hidroksid (ampula, 0,1 mol/dm3), natrijev karbonat bezvodni (p.a.), natrijev klorid (p.a.),
natrijev nitrit, natrijev sulfat bezvodni.

J. T. Baker (Arnhem, Nizozemska): |1zopropanol (HPLC C¢istoc¢e), acetonitril (HPLC Cistoce),
metanol (HPLC Cistoce).

Kemika (Zagreb, Hrvatska): Barijev klorid dihidrat, cinkov sulfat heptahidrat, Folin-Ciocalteu
reagens, kalijev klorid, octena kiselina (ledena, 99,5%), sumporna kiselina (95 — 98%).
Liofilchem (Roseto degli Abruzzi TE, Italijja): Ekstrakt kvasca.

Sigma-Aldrich (Bec€, Austrija): 2-Etoksietanol, glicin (99%), govedi serumski albumin (96%),
klorovodi¢na kiselina (37%), magnezijev sulfat (99%), manganov sulfat monohidrat (98%), N-
acetil-D-glukozamin (299%), sephadex G-100, Thermomyces lanuginosus lipaza (Lipolase
100 L; 2100000 U/g), B-merkaptoetanol.

Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, SAD): (-)-Epikatehin, (+)-katehin hidrat (98%), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil radikal, DL-arabinoza, epikatehin galat (98%), elaginska kiselina, ergosterol,
ferulinska kiselina (99%), galna kiselina monohidrat (98+% A.C.S. reagent), galokatehin galat,
kaempferol, kafeinska kiselina, natrijev sulfit, n-oktanol (99%), o-kumarinska kiselina, p-
hidroksibenzojeva kiselina (99%), p-kumarinska kiselina, rutin hidrat, siringinska kiselina
(95%).

Sigma-Aldrich (Steinheim am Albuch, Njemacka): Triton X-45, Span 80, guma arabika.
T.T.T., d.o.o. (Sveta Nedjelja, Hrvatska): Etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol
dihidrat (EDTA, Kompleksal III).

Thermo Fisher Scientific™ (Waltham, Massachusetts): Proteinski markeri PageRuler™
Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa.

VWR BDH Prolabo Chemicals (Harlow, Ujedinjeno Kraljevstvo): 1,4-Dioksan, PEG 4000,
Tween 20.

VWR Chemicals (Leuven, Belgija): Tris(hidroksimetilJaminometan (TRIS) (99%).
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o VWR Chemicals (Lutterworth, Ujedinjeno Kraljevstvo): n-Heksan (HPLC CcistocCe), heptan,

toluen, zeljezo (ll) klorid heksahidrat.

3.2.2. Uredaji

Popis uredaja koristenih prilikom izrade eksperimentalnog dijela doktorskog rada:

* Analizator ugljika i duSika (TOC-LcpHicen, SSM 5000A, Shimadzu, Japan),

* Autoklav (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd, Srbija),

» Bioreaktor s pliticama (Euclid d.o.o0., Vinkovci, Hrvatska),

* Inkubator (KB 115, BINDER GmbH, Tuttlingen, Njemacka),

* Jedinica za destilaciju uzoraka Kjeldahl (Gerhard, Vapodest 1, Kénigswinter, Njemacka),

+ Jedinica za digestiju uzoraka Kjeldahl (Behr Labor-Tecnik, Behrotest K12, Dusseldorf,

Njemacka),
+ Laboratorijski rotacijski vakuum uparivaé (Biichi, Rotavapor® R-210, Flawil, Svicarska),
» Laboratorijski ultracentrifugalni mlin (Retsch ZM200, Haan, Njemacka),
» Liofilizator (Martin Christ, Alpha 2-4 LSCplus i CRV PRO 4, Osterode am Harz, Njemacka),
» Orbitalna tresilica (PSU-10i, Orbital shaker, Biosan, SAD),
* pH-metar (HI 2211 pH/ORP Meter, Hanna instruments, Zagreb, Hrvatska),

+ Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC Nexera XR, Shimadzu, Kyoto,

Japan),

* Ultrazvu€na kupelj (Elmasonic P 120H, Elma Schmidbauer GmbH, Singen (Hohentwiel)

Njemacka),

* Univerzalni sustav za ekstrakciju (Buchi, B-811 LSV, Bichi Laboryechnik AG, Flawil,

Svicarska),
» Uredaj za odredivanje sirovih vlakana (FIWE 3, VELP Scientifica, Usmate Velate, Italija),
+ Uredaj za radijacijsko-infracrveno susenje (HR-73, Mettler Toledo, Ziirich, Svicarska),
* UV-VIS spektrofotometar (UV-1280, Shimadzu, Japan),

* Vakuum susSionik (witeg Labortechnik GmbH, WOV Vacuum Oven, Wertheim, Njemacka),
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» Vertikalna jedinica za elektroforezu (Mini Vertical Electrophoresis Unit, SE260 Mighty Small Il
Deluxe, Hoefer, SAD),

* Vodena kupelj s treSnjom (Julabo, SW-23, Seelbach, Njemacka),
* Vrtlozna mijeSalica (Vortex MX-S, DLAB Scientific Co., d.o.o., Peking, Kina),

« Zamrzivac (Freezer SWUF-80 UniFreeze Smart-Lab™ Wertheim, Njemacka).

3.2.3. Razvoj brzog spektrofotometrijskog testa za mjerenje pocetne reakcijske brzine

hidrolize esterske veze pomocu lipaze iz T. lanuginosus

lako su testovi za mjerenje hidroliticke aktivnosti lipaze dostupni u literaturi, reakcijski uvjeti
provedbe testa medusobno se znatno razlikuju s obzirom na podrijetlo (biljno, animalno, humano,
mikrobno) lipaze. |1z navedenih razloga, u prvom djelu doktorskog rada istrazivani su optimalni
uvjeti hidrolize pNP-palmitata katalizirane komercijalnom lipazom iz T. lanuginosus u svrhu

razvoja spektrofotometrijskog testa za mjerenje hidrolitiCke aktivnosti enzima.

3.2.3.1. Utjecaj poéetne koncentracije lipaze na hidrolitiCku aktivnost

Da bi se ispitao utjecaj koncentracije enzima na hidroliticku aktivnost, pripremljene su razli€ite
pocéetne koncentracije enzima u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?3, pH = 8) s faktorom razrjedenja
od 500 do 80 000. Emulzija pNP-palmitata pripremljena je u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?,
pH = 8) intenzivnim mije$anjem 0,160 cm? otopine supstrata i 2,840 cm?® pufera s 0,4% gume
arabike. Otopina supstrata u koncentraciji od 20 mmol/dm? pripremljena je u izopropanolu. Nakon
pripreme i inkubacije emulzije supstrata na 35 °C, u PMMA kivetu dodano je 1 cm?® reakcijske
smijese i 0,01 cm? razrijedene otopine komercijalne lipaze u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm3, pH
= 8). Reakcija hidrolize pNP-palmitata provedena je u trajanju od 120 sekundi te je zabiljeZzena
promjena apsorbancije u vremenskom intervalu od 60. do 120. sekunde pri valnoj duljini od 440
nm. Volumna aktivnost lipaze (r1), odnosno brzina reakcije hidrolize pNP-palmitata katalizirana

lipazom (TLL) izraCunata je prema formuli (1):

V, -FR dA

_ a4 (1)
AT

gdje je: r1 = volumna aktivnost enzima [U/cm?3]
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Vi = ukupni volumen uzorka u kiveti [cm?]

FR = faktor razrjedenja [-]

Ve = volumen enzimskog pripravka [cm?]

€ = molarni ekstinkcijski koeficijent [2,6159 dm3/(mmol cm)]
d = promjer kivete [1 cm]

dA/dt = promjena apsorbancije u vremenu [1/min]

Jedinica aktivnosti enzima (U) definirana je kao koliina enzima potrebna da se oslobodi 1 pmol

p-nitrofenola u trajanju od 1 minute reakcije pri definiranim reakcijskim uvjetima.

3.2.3.2. Odredivanje molarnog ekstinkcijskoq koeficijenta p-nitrofenola

U svrhu izraCuna molarnog ekstinkcijskog koeficijenta (¢) p-nitrofenola provedena je hidroliza
pNP-palmitata na sljedeéi nacin: Otopine supstrata pripremljene su otapanjem razli€itih
koncentracija pNP-palmitata (1 — 4 mmol/dm®) u izopropanolu. Emulzija pNP-palmitata
pripremliena je u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?, pH = 8) intenzivnim mijeSanjem 0,160 cm?®
otopine supstrata i 2,840 cm? pufera s 0,4% gume arabike. Nakon pripreme i inkubacije emulzije
supstrata na 35 °C, u PMMA kivetu dodano je 1 cm? reakcijske smjese i 0,01 cm?® razrijedene
otopine komercijalne lipaze u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?3, pH = 8). Reakcija hidrolize pNP-
palmitata provedena je u trajanju od 20 minuta. Nakon provedene kompletne hidrolize supstrata
izmjerena je apsorbancija oslobodenog p-nitrofenola pri valnoj duljini od 440 nm. Molarni

ekstinkcijski koeficijent izraunat je prema formuli (2) za svaku pripremljenu koncentraciju

supstrata:
_ Agao
€= e d (2)
gdje je: € = molarni ekstinkcijski koeficijent [dm?/(mmol cm)]

Aus0 = apsorbancija izmjerena pri 440 nm [-]
¢s = koncentracija supstrata [mmol/dm?]

d = promjer kivete [1 cm]
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Svi eksperimenti provedeni su u tri paralelna mjerenja. Iz izraCunatih vrijednosti molarnog
ekstinkcijskog koeficijenta za svaku koncentraciju supstrata, izracunata je srednja vrijednost ¢ te

je koristena u svrhu izracuna volumne aktivnosti lipaze prema formuli (1).

3.2.3.3. Utjecaj pocetne koncentracije supstrata na aktivnost lipaze

Utjecaj poCetne koncentracije pNP-palmitata na hidrolitiCku aktivhost TLL ispitana je na sljedeci
nacin:

Otopine supstrata pripremljene su otapanjem razli¢itih koncentracija pNP-palmitata (0,1875 — 30
mmol/dm?®) u izopropanolu. Emulzija pNP-palmitata pripremlijena je u TRIS-HCI puferu (50
mmol/dm?3, pH = 8) intenzivnim mije$anjem 0,160 cm? otopine supstrata i 2,840 cm?® pufera s 0,4%
gume arabike. Volumna aktivnost lipaze mjerena je spektrofotometrijski i izraCunata prema

prethodno opisanom postupku.

3.2.3.4. Utjecaj pH na aktivnost lipaze

Utjecaj pH (pH 7 — 10) na hidrolitic¢ku aktivnost TLL ispitana je na sljedeéi nacin:

Otopina supstrata u koncentraciji od 10 mmol/dm? pripremljena je u izopropanolu. Reakcijska
smjesa pripremljena je mijeSanjem 0,160 cm?® otopine supstrata i 2,840 cm? pufera s 0,4% gume

arabike. Koristeni su sljedeci puferi:

« 50 mmol/dm?® natrij-fosfatni pufer pH 7,
« 50 mmol/dm? TRIS-HCI pufer pH 8 — 10.

Koncentracija pNP-palmitata u pripremljenim reakcijskim smjesama bila je konstantna i iznosila je
0,53 mmol/dm3. Volumna aktivnost lipaze mjerena je spektrofotometrijski i izraGunata prema
prethodno opisanom postupku. Za svaki pH odreden je molarni ekstinkcijski koeficijent prema

prethodno opisanom postupku (poglavlje 3.2.3.2.).

3.2.3.5. Utjecaj organskog otapala na aktivnost lipaze

Utjecaj razliCitih organskih otapala (acetonitril, metanol, izopropanol, etanol, 2-etoksietanol,
DMSO, aceton i 1,4-dioksan) na stabilnost reakcijske smjese i na aktivhost TLL ispitan je na

sljedeéi nacin:
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Otopine supstrata pripremliene su u razli¢itim koncentracijama (8 — 40 mmol/dm?®) u razli¢itim
organskim otapalima. Zatim je pripremljena reakcijska smjesa u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?3,
pH = 9) s 0,4% gume arabike tako da je koncentracija supstrata bila konstantna u svim
eksperimentima, a udio organskog otapala u reakcijskoj smjesi razli¢it (2 — 10%, v/v). Volumna

aktivnost lipaze mjerena je spektrofotometrijski i izraCunata prema formuli (1).

3.2.3.6. Utjecaj dodatka razliCitih emulgatora na aktivnost lipaze

S obzirom na to da je za odredivanje hidroliticke aktivnosti TLL koridten supstrat pNP-palmitat koji
nije topljiv u vodi, ispitan je utjecaj razli€itih emulgatora (Qguma arabika, PEG 4000, PEG 6000,
Triton X45, Triton X-100, SDS, CTAB, Tween 20, Tween 40, Tween 80 i Span 80) na pripremu
stabilne reakcijske smjese (emulgiranja nepolarnog supstrata u vodi) te na aktivhost TLL na
sljedeéi nacin:

Otopina pNP-palmitata (20 mmol/dm?®) pripremljena je u acetonitrilu. Emulzija supstrata
pripremljena je u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm3, pH = 9) intenzivnim mijeSanjem 0,120 cm?3
otopine supstrata i 2,880 cm? pufera s dodanim emulgatorom u razli¢itim koncentracijama (0,05 —
0,5%, w/v). Koncentracija pNP-palmitata u pripremljenim reakcijskim smjesama bila je konstantna
i iznosila je 0,8 mmol/dm?3. Volumna aktivnost lipaze mjerena je spektrofotometrijski i izracunata

prema formuli (1).

3.2.3.7. Procjena kineti¢kih parametara hidrolize pNP-palmitata pomocu lipaze

Emulzija supstrata pripremliena je u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?, pH = 9) intenzivnim
mijeSanjem 0,120 cm?® otopine supstrata i 2,880 cm?® pufera s 0,3% gume arabike. Reakcijska
smjesa inkubirana je 1 minutu na 35 °C u ultrazvu¢noj kupelji pri djelovanju ultrazvuka frekvencije
35 kHz i jacine rada od 100%. Otopina supstrata pripremljena je otapanjem razli€itih koncentracija
pNP-palmitata (1 — 40 mmol/dm3) u acetonitrilu. Volumna aktivnost lipaze mijerena je

spektrofotometrijski i izraCunata prema prethodno opisanom postupku.

Brzina reakcije hidrolize pNP-palmitata pomoc¢u TLL opisana je pomo¢u Michaelis-Menteni€inog
kinetickog modela (formula (3)) i Hillovog kinetickog modela (formula (4)):

| /e

—_m s (3)
Ky, + ¢

r
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Vi - c

= 5 (4)
K,, + cZ

r

gdje je: r = brzina reakcije [U/cm?3]
Vim = maksimalna brzina reakcije [U/cm?]
K~ = Michaelisova konstanta [mmol/dm?]
¢s = koncentracija supstrata [mmol/dm?]
n = Hillov koeficijent [-]

Parametri kinetiCkog modela procijenjeni su nelinearnom regresijskom analizom eksperimentalnih
podataka primjenom metode najmanjih kvadrata implementirane u programskom paketu
SCIENTIST (MicroMath Scientist 3,0 MicroMath Scientific Software, Salt Lake City, UT, SAD).
Procijenjeni podaci usporedeni su s eksperimentalnim podacima, te su prema potrebi ponovno
izraCunati i prilagodeni sve dok nije postignuta minimalna pogreska izmedu eksperimentalnih i
procijenjenih vrijednosti. Razlika izmedu vrijednosti eksperimentalnih podataka i procijenjenih

pomoc¢u modela je dana kao suma kvadrata odstupanja.

Za razlikovanje dvaju predlozenih modela (Michaelis-Mentenicin i Hillov model) koristen je kriterij
odabira modela (eng. “model selection criterion®, MSC) (ugraden u Scientist). MSC prikazuje
“sadrzaj informacija“ zadanog skupa parametara povezujuéi koeficijent determinacije s brojem
parametara koji su bili potrebni za postizanje prilagodbe. Kada se usporeduju dva modela s
razliitim brojem parametara, ovaj kriterij opterecuje model s viSe parametara. Najprikladniji model

bit ¢e onaj s najve¢im MSC-om.

3.2.3.8. Test za mjerenje hidroliticke aktivnosti lipaze

Nakon procjene kineti¢kih parametara reakcije hidrolize pNP-palmitata pomoéu TLL odredeni su

optimalni reakcijski uvjeti za provedbu testa kako slijedi:

Emulzija supstrata pripremljena je u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm3, pH = 9) intenzivnim
mijeSanjem 0,120 cm?® otopine supstrata i 2,880 cm® pufera s 0,3% gume arabike. Otopina
supstrata pripremliena je otapanjem pNP-palmitata (10 mmol/dm®) u acetonitrilu. Reakcijska
smjesa inkubirana je 1 minutu na 35 °C u ultrazvuénoj kupelji pri djelovanju ultrazvuka frekvencije
35 kHz i jaCine rada od 100%. Volumna aktivnost lipaze mjerena je spektrofotometrijski i
izraCunata prema prethodno opisanom postupku.
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Definirani test koriSten je u daljnjim koracima istrazivanja za mjerenje aktivnosti lipaze tijekom

procesa proizvodnje, karakterizacije, proc¢is¢avanja i provedbe biotransformacija.

3.2.4. Optimiranje procesa proizvodnje lipaze primjenom metode odzivnih povrsina

3.2.4.1. Supstrat

Bucini peleti, nusprodukt proizvodnje hladno preSanog bucinog ulja (SME Lazi¢, VraneSevci,
Hrvatska), koriSteni su kao supstrat za uzgoj radnog mikroorganizma i proizvodnju lipaze. Peleti
buce skladiSteni su u zamrzivacu na -20 °C te su neposredno prije provedbe eksperimenata

usitnjeni na ultracentrifugalnom mlinu na veli€inu Cestica 1 — 5 mm.

3.2.4.2. Radni mikroorganizam

Thermomyces lanuginosus Tsiklinsky (ATCC®76323™) (Leibniz institut DSMZ, Braunschweigu,
Njemacka) termofilna kultura uzgajana je na hranjivoj podlozi od krumpirova agara (PDA) uz

dodatak 0,5% (w/v) ekstrakta kvasca u inkubatoru deset dana pri 45 °C.

3.2.4.3. Eksperimentalna matrica i optimiranje procesa proizvodnje lipaze

U ovom radu metoda odzivnih povrSina (RSM) koriStena je za procjenu utjecaja i optimiranje
procesnih uvjeta proizvodnje lipaze uzgojem T. lanuginosus na bucinoj pogaci kao supstratu
tijekom fermentacije u uvjetima na &vrstim nosacima. Podrucje eksperimentalnog ispitivanja
utjecaja neovisnih varijabli Xi_s (masa supstrata, udio inokuluma, udio vlage, vrijeme fermentacije
i temperatura) na odaziv Y (aktivnost lipaze) prikazano je u Tablici 9 u obliku kodiranih i

nekodiranih vrijednosti.

Tablica 9. Faktori utjecaja i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine za proizvodnju lipaze

Kodirana varijabla
Faktor (varijabla)

-1 0 1
Xi - Masa supstrata [g] 30 50 70
X - Broj micelijskih diskova [-] 3 5 7
X3 - Udio vlage [%)] 50 60 70
X4 - Vrijeme fermentacije [dani] 2 3 4
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Xs - Temperatura [°C] 35 40 45

Na temelju definiranog eksperimentalnog ispitnog podrucja te s obzirom na broj promatranih
faktora utjecaja definirana je eksperimentalna matrica (Box-Behnken dizajn eksperimenata

Tablica 20). Dobiveni eksperimentalni podaci aproksimirani su polinomom drugog reda:

k k k-1 k
YZBO"‘ZBJ'XJ""Zﬁjj zz (5)
j=1 j=1 j=1i=1
gdje je: Y = modelom predvidena odzivna funkcija

Po= konstanta jednadzbe odzivnog polinoma

;= koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
;= koeficijent kvadratnog ¢lana jednadZbe odzivhog polinoma
i = koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma
Xij= ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti)

k = broj varijabli

RSM analiza eksperimentalnih podataka, prikladnost odabranog modela, procjena konstante
jednadzbe odzivhog polinoma, procjena koeficijenata modela, statisticka analiza (ANOVA)
znacajnosti ispitnih faktora na proces proizvodnje lipaze, te numeri¢ka optimizacija ispitnih
procesnih parametara provedena je primjenom softverskog paketa Design-Expert® (verzija 7.0.0
Stat Ease, Inc. Minneapolis, SAD). Nakon provedene aproksimacije eksperimentalnih podataka,
konstruirana je odzivna povrSina koja omogucava 3D vizualni prikaz medusobnog utjecaja ispitnih

nezavisnih varijabli na promatrani odaziv (aktivnost lipaze).

3.2.4.4. Proizvodnja lipaze u laboratorijskim staklenkama

Za provedbu procesa optimizacije uvjeta proizvodnje lipaze koriStene su laboratorijske staklenke
ukupnog volumena 650 cm?3. Eksperimentalni plan koji ukljuuje provedbu 46 eksperimenata sa 6
ponavljanja u centralnoj tocki ispitnog podrucja prikazan je u Tablici 20. Prema navedenom
eksperimentalnom planu provedena je fermentacija na Cvrstim nosa¢ima na nacin da su u

laboratorijske staklenke odvagani usitnjeni peleti buCe te je provedena korekcija pocetne viaznosti
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supstrata dodatkom potrebnog volumena demineralizirane vode (varijable Xi i X3). Uzorci su
sterilizirani u autoklavu (15 min, 121 °C), ohladeni na sobnu temperaturu te inokulirani. Inokulum
je pripremljen suspendiranjem spora s micelijskih diskova (d = 1 cm; varijabla X2) T. lanuginosus
na PDA agaru (poglavlje 3.2.4.2.) u 5 cm?® demineralizirane i sterilizirane vode. SSF je proveden
inkubiranjem inokuliranog supstrata u inkubatoru s ventilacijom postavljienom na 20% i
temperaturom definiranom prema eksperimentalnom planu (varijabla Xs). Nakon fermentacije
(vrijeme fermentacije definirano kao varijabla Xi) provedena je ekstrakcija lipaze intenzivnim
mijeSanjem 2 g fermentiranog materijala i 10 cm?® TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm?3, pH = 9) tijekom
15 minuta. Ekstrakti su izbistreni centrifugiranjem (5 minuta, 10 000 rpm). Dobiveni supernatant
koristen je za mjerenje volumne aktivnosti lipaze (r1) prema postupku opisanom u poglavlju
3.2.3.8. te za mjerenje koncentracije proteina Bradfordi¢inom metodom (poglavlje 3.2.4.5.). 1z
izracunate vrijednosti za volumnu aktivnost lipaze (r1) [U/cm?] i poznate masene koncentracije
proteina u uzorku (yprotein) [Mg/cm?] izradunata je specifi¢na aktivnost lipaze (r2) [U/Mgprotein] prema

formuli:

n

T‘2=

(6)

yprotein

Aktivnost lipaze preraCunata je na masu suhe tvari bioloski obradene bucine pogace (r3) [U/gsi]

prema izrazu:

T Ve

ry = -100 (7)

My, Wy
gdje je: r1 = volumna aktivnost lipaze [U/cm3]
r» = specifitna aktivnost lipaze [U/mgprotein]
rs = aktivnost lipaze preracunata na masu suhe tvari [U/gsi]
Ve = volumen enzimskog preparata [cm?]
my; = masa uzorka [g]

Wst = maseni udio suhe tvari u urozku [%]

3.2.4.5. Odredivanje koncentracije proteina Bradfordi¢inom metodom

Koncentracija proteina u uzorcima dobivenih nakon provedene ekstrakcije bioloSki obradene

bucine pogace odredena je spektrofotometrijski reakcijom bazi¢nih i aromatskih bo¢nih ogranaka
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proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 uslijed ¢ega dolazi do stvaranja kompleksa

protein:boja, na sljedeéi nadin:

U PMMA kivetu dodano je 0,1 cm? razrijedene otopine proteina i 2 cm?® Bradfordi¢inog reagensa.
Nakon inkubacije (25 °C, 5 minuta) izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm. Mjerenje
je provedeno nasuprot slijepe probe za &iju je pripremu koristeno 0,1 cm?® demineralizirane vode i
2 cm? Bradfordi¢inog reagensa. Mjerenja su provedena u najmanje tri ponavljanja. Standard
proteina govedi serumski albumin koristen je za kreiranje bazdarnog pravca (formula (8)) prema

kojemu je izraCunata masena koncentracija proteina (formula (9)):

y =0,8002-x — 0,0628 (8)
Yprotein = 0,8002 - A595 — 0,0628 (9)
gdje je: Yorotein = Masena koncentracija proteina [mg/cm?®]

Asgs = apsorbancija izmjerena pri 595 nm [-]

3.2.4.6. Analiza udjela suhe tvari u uzorcima bucéine pogace

Uredaj za radijacijsko-infracrveno susenje koriSten je za analizu udjela suhe tvari u uzorcima
bucine pogace prije, tijekom i nakon SSF procesa termogravimetrijskom metodom pri temperaturi

od 105 °C (kriterij zavrSetka suSenja: gubitak mase od 1 mg u 50 s).

3.2.4.7. Mjerenje pH supstrata

U svrhu praéenja promjene pH vrijednosti bucine pogace prije, tijekom i nakon fermentacije,
provedena je ekstrakcija intenzivnim mijeSanjem 2 g uzorka i 10 cm® demineralizirane vode
tijekom 15 minuta. Ekstrakti su izbistreni centrifugiranjem (5 minuta, 10 000 rpm). Dobiveni

supernatant koriSten je za mjerenje pH vrijednosti laboratorijskim pH-metrom.

3.2.4.8. Mjerenje temperature supstrata tiiekom fermentacije

U svrhu pracenja temperature tijekom SSF procesa koriSten je laboratorijski termometar (LLG-
termometar opée namjene) postavljen u srediste inokuliranog supstrata. Promjena temperature je

biliezena u pravilnim vremenskim intervalima svaka 24 sata.
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3.2.5. Koncentriranje i prociSc¢avanje sirovog enzimskog pripravka kromatografskom

metodom

Proizvodnja lipaze provedena je prema optimiranim uvjetima SSF procesa (ms = 50 g, nwp = 7,
Wh2o = 60%, t = 2 dana, T = 45 °C). S ciljem proizvodnje potrebnog volumena ekstrakta enzima
provedena je kruto-tekuca ekstrakcija 40 g bioloski obradene budine pogace u 200 cm?® TRIS-HCI
pufera (50 mmol/dm?3, pH = 9). Ekstrakt je izbistren centrifugiranjem (5 min, 10 000 rpm). Zatim je
provedeno koncentracije uparivanjem 100 cm?® enzimskog ekstrakta na rotacijskom vakuum

uparivacu do 7,1 cm?® pri temperaturi od 40 °C i vakuumu od 30 mbar tijekom 2 sata.

Nakon koncentriranja sirovog enzimskom pripravka, izuzeto je 0,5 cm?® koncentriranog enzimskog
ekstrakta te je provedeno procid¢avanje lipaze kromatografskom metodom temeljenom na
isklju€ivanju po veli€ini pojedinog analita. U tu svrhu, koriStena je staklena kromatografska kolona
dimenzija 34,5 cm x 1 cm ispunjena stacionarnom fazom Sephadex G-100. Eluiranje analita
provedeno je primjenom TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm?; pH = 8) kao mobilne faze uz protok od
0,67 cm®min. Tijekom proci§cavanja provedeno je prikupljanje frakcija. Volumen jedne frakcije
iznosio je 0,5 cm?®. U svakoj frakciji izmjerena je aktivnost lipaze (poglavlje 3.2.3.8.). Postupak
kromatografskog proc¢iS¢avanja koncentriranog enzimskog pripravka ponovljen je 5 puta. Frakcije
u kojima je izmjerena najveca aktivnost lipaze su prikupljene u jednu epruvetu. ProciSéena lipaza

koristena je za elektroforezu i procjenu molekulske mase lipaze.

Dobiveni rezultati volumne aktivnost (r1 [U/cmd]), koncentracije proteina (Yprotein [Mg/cm?)]) i
volumena enzimskog pripravka (Ve [cm®]) prije i nakon proci§¢avanja koristeni su za izradun
ukupne aktivnosti [U], ukupnih proteina [mg], specificne aktivnosti lipaze (r. [U/mQ@protein]), Stupnja

proCiScavanja (F [-]) i prinosa prociS¢avanja [%] prema formulama:

Ukupna aktivnost =r; * V, (10)
Ukupni proteini = Yprotein - Ve (11)
F= "2 nakon protistavanja (12)

2 prije protiséavanja

] Ukupna aktivnost nakon procis¢avanja (13)
Prinos = - — — —- 100
Ukupna aktivnost prije procis¢avanja
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3.2.6. Elektroforeza prociséene lipaze

3.2.6.1. Priprema kemikalija za elektroforezu

Pufer za elektroforezu:

Otopina pufera pripremljena je otapanjem 30,285 g TRIS baze, 144,134 g glicinai 10 g SDS-a u
1 dm? ultraciste vode uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici pri 400 rpm. Dobivena otopina pufera

razrijedena je 10 puta prije koristenja.
Pufer za uzorak:

Otopina pufera za uzorke pripremljena je mije$anjem 1,25 cm?® TRIS-HCI pufera (0,5 mol/dm?3;
pH = 6,8), 2,50 cm? glicerola, 2,00 cm® vodene otopine SDS-a (10%, w/v), 0,20 cm® vodene

otopine bromfenolplavo (10%, w/v) i 3,55 cm? ultradiste vode.
Otopina za tretiranje proteina:

Otopina za tretiranje proteina pripremljena je mijeSanjem 0,950 cm? pufera za uzorke i 0,005 cm?®

B-merkaptoetanola.
Otopina za bojenje:

Otopina je pripremljena otapanjem 0,1 g Commassie Brilliant Blue G-250 u 50 cm® metanola,

7 cm® vodene otopine octene kiseline (10%, v/v) i 43 cm?® ultradiste vode.

3.2.6.2. Postupak provedbe elektroforeze

Elektroforeza proteina provedena je primjenom 6% gela za sabijanje i 12% gela za razdvajanje
pripremljenih u vertikalnoj jedinici za elektroforezu na sljede¢i nacin: izmedu stakala koji se
postavljaju na drzace jedinice za elektroforezu najprije je izliven gel za razdvajanje do 3 cm ispod
ruba stakla ¢ime je zapoc&ela polimerizacija gela u trajanju od oko 30 minuta. U sljede¢em koraku
izliven je gel za sabijanje do vrha stakla. Na vrhu je uronjen ¢eslji¢ koji formira jazice u koje se
nanose uzorci za elektroforezu. Nakon toga komora za pufer, prostor iznad gela i prostor jaZica

ispunjen je puferom za provedbu elektroforeze.

Uzorci za elektroforezu pripremljeni su na nacin da je 0,01 cm? uzorka proteina pomije$ano sa
0,01 cm?® otopine za tretiranje proteina. Uzorci su potom centrifugirani (1 min, 6000 rpm) te

inkubirani na 95 °C 10 minuta.

Nakon pripreme uzorka, provedeno je injektiranje uzoraka u jazice gela. U prvu jazicu dodano je

0,005 cm? pripremljenog uzorka koji sadrzi proteinske markere (PageRuler™). U drugu jaZicu
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dodano je 0,01 cm? pripremljenog uzorka koji sadrzi neproci$¢eni koncentrirani ekstrakt lipaze. U
trecu jazicu dodano je 0,01 cm? pripremljenog uzorka koji sadrzi standard komercijalne lipaze
(Lipolase 100L). U ¢etvrtu jaZicu dodano je 0,01 cm? pripremljenog uzorka koji sadrzi prociscéeni

ekstrakt lipaze (protokol progiS¢avanja opisan u poglavlju 3.2.5.).

Nakon §to su u jazice dodani uzorci te je jedinica za elektroforezu napunjena puferom za provedbu
elektroforeze, sustav je zatvoren poklopcem i priklju¢en na izvor istosmjerne struje. Prvih 10
minuta elektroforeza gelova provedena je pri konstanthom naponu od 100 V, a nakon toga pri
naponu od 200 V. Elektroforeza je provedena u trajanju od oko 45 minuta, odnosno sve dok se
crta s uzorcima nije spustila do dna stakalaca. Nakon zavr3etka elektroforeze, gel je odvojen od

stakalaca te je provedeno bojanje gela.

Bojanje je provedeno u digestoru, na orbitalnoj tresilici pri 100 rpm. Uzorak se uroni u otopinu za
bojanje u kojoj se boji 1 h. Kada je bojanje uzoraka zavrdeno, gel se odbojava. Otopina za bojanje
uklonjena je iz posudice, u koju je zatim dodana 10%-tna otopina octene kiseline na nacin da
prekrije cjelokupnu povrsinu gela. Pri istim uvjetima koriStenim pri bojanju, uzorak je ostavljen na

tresilici da se odbojava 1 h, uz jednu izmjenu 10%-tne octene kiseline.

3.2.7. Karakterizacija neprocisc¢ene lipaze

Proizvodnja lipaze provedena je prema optimalnim uvjetima fermentacije dobivenim RSM
optimizacijom (ms = 50 g, nup = 7, Wh2o = 60%, t = 2 dana, T = 45 °C). Sirovi enzimski pripravak
dobiven je ekstrakcijom lipaze prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.4.4. Tijekom provedbe
biokemijske karakterizacije lipaze, aktivnost enzima mjerena je prema prethodno opisanom

protokolu u poglavlju 3.2.3.8.

3.2.7.1. Ovisnost aktivnosti lipaze o temperaturi

U svrhu procjene utjecaja temperature na hidrolitiCku aktivnost neprociséene lipaze pripremljena
je reakcijska smjesa mijeSanjem 0,120 cm?® otopine pNP-palmitata (prethodno pripremljenog u
acetonitrilu u koncentraciji od 10 mmol/dm?3) i 2,880 cm?® TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm?3; pH = 9)
sa 0,3% (w/v) gume arabike (reakcijska smjesa koriStena u standardnom testu za odredivanje
aktivnosti lipaze). Pripremljena reakcijska smjesa inkubirana je u temperaturnom intervalu od
25 °C do 60 °C. Nakon inkubacije, aktivnost lipaze odredena je prema standardnom protokolu
(poglavlje 3.2.3.8.). Buduéi da inkubiranjem reakcijske smjese pri temperaturi vecoj od 40 °C

dolazi do spontane hidrolize supstrata pNP-palmitata, paralelno je provedeno mjerenje promjene
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apsorbancije u vremenu slijepe probe na nacin da je u kivetu dodano 0,9 cm? reakcijske smjese i
0,1 cm?® TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm?3; pH = 9). Glavna proba provedena je na isti nadin ali je
umijesto pufera dodano 0,1 cm?® razrijedene otopine neproci$éene lipaze. Kona¢na volumna

aktivnost izraCunata je kao razlika mjerenja aktivnosti glavne probe i aktivnosti slijepe probe.

3.2.7.2. Stabilnost lipaze tijekom inkubacije pri poviSenoj temperaturi

Termostabilnost neprociscene lipaze ispitana je inkubacijom enzima u temperaturnom rasponu od
25 °C do 80 °C, te je aktivhost mjerena periodiéno tijekom 24 sata. Aktivnost lipaze izrazena je
kao relativna aktivnost, u odnosu na pocetnu aktivnost neproci§éene lipaze (r1 = 5,44 Ulcm?3).
Eksperimentalni podaci koristeni su za procjenu numeriCke vrijednosti konstante brzine

deaktivacije lipaze (kds) pomocu kinetike prvog reda:

drelativna aktivnost __

dt

—kg - relativna aktivnost (14)

Za procjenu kq primijenjena je nelinearna regresijska analiza eksperimentalnih podataka metodom
najmanjih kvadrata implementirana u programskom paketu SCIENTIST (MicroMath Scientist®).
IzraCunati podaci usporedeni su s eksperimentalnim podacima, a varijanca je definirana zbrojem

kvadrata razlika izmedu eksperimentalnih i izracunatih podataka.

3.2.7.3. Ovisnost aktivnosti lipaze o pH

Ovisnost aktivnosti neprociSéene lipaze o pH provedena je pripremom reakcijske smjese u TRIS-
HCI puferu (50 mmol/dm?) u pH rasponu od 7 do 10. Buduéi da je ekstrakcija lipaze provedena
pomoéu TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm®; pH = 9), korekcija pH neproci§¢enog ekstrakta
provedena je pomoc¢u 0,1 mol/dm? ili 0,1 mol/dm? HCI ili NaOH. Volumna aktivnost lipaze mjerena

je spektrofotometrijski i izraCunata prema formuli (1).

3.2.7.4. Stabilnost lipaze tijekom skladiStenja

Da bi se ispitala stabilnost enzimskog preparata tijekom skladiStenja, neprociSéena lipaza
skladistena je na 25 °C, 4 °C i -20 °C te je mjerena aktivnost TLL periodi¢no tijekom 100 dana.
Enzimski ekstrakti skladisteni pri temperaturi od -20 °C pripremljeni su u zasebnim Eppendorf

epruvetama da bi se isklju€io utjecaj zamrzavanja i odmrzavanja na aktivnost lipaze. Dobiveni
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rezultati koriSteni su za procjenu konstante deaktivacije lipaze (kq) prema formuli (14) i protokolu
opisanom u poglavlju 3.2.7.2. Procjena vremena skladistenja za koje se aktivnost lipaze smaniji
za 50% (ti2) ispitana je za svaku temperaturu skladiStenja prema sljede¢em izrazu (Yang i sur.,
2010):

. _In2 (15)
12 =

3.2.7.5. Utjecaj organskoq otapala na aktivnost lipaze

Procjena utjecaja organskog otapala na aktivhost neprociScene lipaze ispitana je mjerenjem
aktivnosti lipaze nakon inkubacije enzimskog preparata uz dodatak 1% (v/v) organskog otapala
pri 25 °C i 60 min. Aktivnost lipaze izrazena je kao relativna aktivnost, u odnosu na aktivnost lipaze
izmjerena testom u kojem je umjesto organskog otapala koristen TRIS-HCI pufer (50 mmol/dm?;
pH = 9). Organska otapala kori§tena u istrazivanju su: aceton, acetonitril, etanol, heksan, heptan,

kloroform, metanol, toluen.

3.2.7.6. Utjecaj iona metala na aktivnost lipaze

Ispitivanje utjecaja iona metala na aktivnost neprocidéene lipaze provedeno je prema sliedecem
protokolu: u epruvetu je dodano 0,5 cm?® TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm?; pH = 9), 0,2 cm? otopine
soli i 0,2 cm?® neprodiSéenog ekstrakta lipaze. Nakon inkubacije (30 minuta, 25 °C) provedeno je
mjerenje aktivnosti lipaze. Aktivnost lipaze izrazena je kao relativha aktivnost, u odnosu na
aktivnost lipaze izmjerena testom u kojem je umjesto otopine soli koristen TRIS-HCI pufer (50
mmol/dm?; pH = 9). Otopine su pripremljene otapanjem soli u vodi u koncentraciji od 10 mmol/dm?.
Koncentracija soli u smijesi tijekom inkubacije iznosila je 2,22 mmol/dm3. Soli koritene u
istraZivanju su: kalijev klorid (KCI), natrijev klorid (NaCl), magnezijev sulfat (MgSQ.), bakrov (IlI)
klorid dihidrat (CuCl, « 2H,0), barijev klorid dihidrat (BaCl, « 2H,O), manganov sulfat (MnSQ.),
cinkov klorid (ZnCly), cinkov sulfat (ZnSQO.), Zeljezo (ll) klorid (FeCls).
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3.2.8. Bioreaktor s pliticama

Uvecanje mijerila proizvodnje lipaze SSF procesom provedeno je u bioreaktoru s pliticama
(dimenzija 75 x 154 x 70 cm) izgradenom od nehrdajuéeg Celika (Slika 13). Bioreaktor se sastoji
od termostatske komore s moguénoséu kontrole temperature u rasponu od 25 °C do 65 °C.
Pomoc¢u temperaturnih sondi povezanih PLC sustavom provedeno je on-line mjerenje
temperature na razli¢itim mjestima u bioreaktoru. S vanjske strane bioreaktora nalazi se spremnik
s demineraliziranom i steriliziranom vodom Kkoji je integriran s gornjim dijelom bioreaktora, a sluzi
za ovlaZivanje zraka unutar termostatske komore. U termostatskoj komori bioreaktora postavljene
su tri plitice dimenzija 50 x 5 x 40 cm. Gornja plitica s perforacijama osigurava ravnomjernu
raspodjelu vlaznog zraka po supstratu. U srednju pliticu bez perforacija postavlja se supstrat
pripremlijen za SSF proces. U pliticu bez perforacija na dnu termostatske komore postavlja se
demineralizirana i sterilizirana voda u svrhu dodatnog ovlaZivanja zraka postupnim isparavanjem
vode. Prije provedbe SSF procesa, provedena je sterilizacija termostatske komore bioreaktora i

plitica 70%-tnim etanolom te vru¢im zrakom (121 °C, 20 min).

Slika 13. Shematski prikaz bioreaktora s pliticama: 1) termostatska komora, 2) plitica s
perforacijama, 3) plitica za uzorak, 4) plitica za vodu, 5) grijadi, 6) ventil za zrak, 7) temperaturne
sonde, 8) sustav za ovlazivanje zraka, 9) PLC sustav povezan na PC
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3.2.8.1. Priprema inokuluma za proces proizvodnje lipaze u bioreaktoru s pliticama

Inokulum koriSten za proces bioloske obrade bucine pogace pripremljen je na sljedec¢e nacine:

a) Inokulum pripremljen suspendiranjem spora s 28 micelijskih diskova (d = 1 cm) T. lanuginosus
na PDA agaru u 20 cm?® demineralizirane i sterilizirane vode.
b) Inokulum pripremlien uzgojem T. lanuginosus na razli€itim lignoceluloznim supstratima

(bucina pogaca, pljevica pira, pljevica je€ma, repini rezanci) u laboratorijskim staklenkama.

Postupak pripreme suspenzije spora T. lanuginosus na PDA agaru opisan je u poglavlju 3.2.4.4.
Postupak pripreme inokuluma za svaki od odabranih lignoceluloznih supstrata proveden je na
nacin da je u 4 laboratorijske staklenke odvagano 30 g supstrata te je provedena korekcija
poCetne vlaznosti supstrata dodatkom potrebnog volumena demineralizirane vode. U
eksperimentima u kojima je kori§tena bucina pogaa dodano je 37 cm® (Who = 60%)
demineralizirane vode. U eksperimentima u kojima su koriSteni pljevica pira i pljevica je€ma
dodano je 60 cm? (W20 = 70%), a u eksperimentima u kojima su kori$teni repini rezanci 80 cm?
(W20 = 75%) demineralizirane vode. Uzorci su sterilizirani u autoklavu (15 min, 121 °C), ohladeni
na sobnu temperaturu te inokulirani. Inokulum je pripremlien suspendiranjem spora sa
7 micelijskih diskova (@ = 1 cm) T. lanuginosus uzgojene na PDA agaru u 5 cm?® demineralizirane
i sterilizirane vode. Uzgoj T. lanuginosus na PDA agaru proveden je u inkubatoru s ventilacijom

rzina ventilatora postavljena na 20%) pri u trajanju o ana.
(brzi tilat tavlj 20%) pri 45 °C u trajanjuod 7 d

Nakon pripreme inokuluma provedena je bioloSka obrada bucine pogace. U 4 laboratorijske
staklenke odvagano je 62,5 g usitnjenih bucinih peleta te je dodano 87,5 cm® demineralizirane
vode (ukupna masa vlaznog supstrata 600 g, wh2o = 60%). Uzorci su sterilizirani u autoklavu (15
min, 121 °C) te ohladeni na sobnu temperaturu. Sterilizirani supstrat prebacen je u sterilnim
uvjetima u prethodno sterilizirane plitice (27,5 x 1,5 x 18,5 cm) u steriliziranoj termostatskoj komori
bioreaktora na 45 °C. Potom je supstrat inokuliran s 20 cm?® suspenzije spora ili inokuluma
pripremljenog uzgojem T. lanuginosus na lignoceluloznim supstratima. Tijekom 7 dana SSF
procesa provedeno je ovlaZivanje zraka unutar komore bioreaktora rasprSivanjem
demineralizirane i sterilizirane vode iznad gornje plitice s perforacijama (2 dm?® vode po danu) te
postupnim isparavanjem demineralizirane i sterilizirane vode s plitice postavljene na dno
bioreaktora. Tijekom fermentacije, svakodnevno je provedeno uzorkovanje na nacin da je izuzeto
oko 10 g fermentiranog materijala s 3 mjesta plitice (ukupna masa uzorka = 30 g). Uzorak je
homogeniziran te koriSten za ekstrakciju enzima i mjerenje volumne aktivnosti lipaze prema

metodi opisanoj u poglavlju 3.2.4.4.).
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3.2.8.2. Uvedanje mjerila procesa bioloSke obrade budine pogace u bioreaktoru s pliticama

Priprema inokuluma:

Inokulum je pripremljen na nacin da je u 17 laboratorijskih staklenki odvagano po 30 g repinih
rezanaca te je dodano 80 cm?® demineralizirane vode kako bi se postigao udio vlage od 75%.
Uzorci su sterilizirani u autoklavu (15 min, 121 °C), ohladeni na sobnu temperaturu te inokulirani.
Inokulum je pripremljen suspendiranjem spora sa 7 micelijskih diskova (& = 1 cm) T. lanuginosus
na PDA agaru u 5 cm® demineralizirane i sterilizirane vode. Uzgoj inokuluma radnog
mikroorganizma je proveden inkubiranjem inokuliranog supstrata u inkubatoru s ventilacijom
postavljenom na 20% i 45 °C u trajanju od 7 dana. U svrhu izraCuna proizvedene mase inokuluma
provedeno je vaganje praznih laboratorijskih staklenki i laboratorijskih staklenki nakon postupka

proizvodnje inokuluma T. lanuginosus na repinim rezancima.
Inokulacija bu€ine pogace i provedba procesa bioloske obrade u bioreaktoru s pliticama:

U svrhu uvecanja mjerila proizvodnje lipaze koristen je bioreaktor s pliticama (dimenzije plitice 50
x 5 x 40 cm). U 17 laboratorijskih staklenki odvagano je 62,5 g usitnjene bucine pogace te je
dodano 87,5 cm?® demineralizirane vode (ukupna masa vlaznog supstrata 2550 g, Wizo = 60%).
Uzorci su sterilizirani u autoklavu (15 min, 121 °C) te ohladeni na sobnu temperaturu. Sterilizirani
supstrat prebacen je u prethodno sterilizirane plitice postavljene u steriliziranu termostatsku
komoru bioreaktora na 45 °C. Potom je supstrat inokuliran s 1350 g inokuluma pripremljenog
uzgojem T. lanuginosus na repinim rezancima. Tijekom 7 dana SSF procesa provedeno je
ovlazivanje zraka unutar komore bioreaktora rasprSivanjem demineralizirane i sterilizirane vode
iznad gornje plitice s perforacijama (2 dm® vode po danu) te postupnim isparavanjem
demineralizirane i sterilizirane vode s plitice postavljene na dno bioreaktora. Tijekom fermentacije,
svakodnevno je provedeno uzorkovanje tako da je izuzeto oko 50 g fermentiranog materijala s 3
mjesta plitice (ukupna masa uzorka = 150 g). Uzorak je homogeniziran te koristen za mjerenje
suhe tvari supstrata (protokol opisan u poglavlju 3.2.4.6.) ekstrakciju lipaze (protokol opisan u
poglavlju 3.2.4.4.) i mjerenje volumne aktivnosti lipaze (protokol opisan u poglavlju 3.2.3.8.), za
mjerenje koncentracije proteina (protokol opisan u poglavlju 3.2.4.5.), i mjerenje pH supstrata
(protokol opisan u poglavlju 3.2.4.7.). Tijekom SSF procesa u bioreaktoru s pliticama, provedeno
je on-line mjerenje temperature pomoc¢u temperaturnih sondi. Promjena temperature biljeZzena je
u pravilnim vremenskim intervalima od 60 min tijekom 7 dana SSF procesa na tri mjesta: unutar

sloja supstrata, na povrsini supstrata i iznad povrSine supstrata.
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3.2.9. Optimiranje biokataliticke hidrolize jestivog ulja

Nakon proizvodnje TLL u bioreaktoru s pliticama ispitana je moguénost primjene lipaze kao
biokatalizatora u reakciji hidrolize jestivin ulja. Proizvedeni enzimski ekstrakt prvotno je
koncentriran liofilizacijom. Enzimska hidroliza razli€itih vrsta jestivih ulja (navedenih u poglavlju
3.2.9.4.) provedena je pri prethodno optimiranim reakcijskim uvjetima enzimske hidrolize hladno

preSanog suncokretovog ulja.

3.2.9.1. Ekstrakcija i koncentriranje enzimskoq ekstrakta liofilizacijom

Postupak liofilizacije koristen je u svrhu koncentriranja lipaze u sirovom enzimskom pripravku. U
tu svrhu, provedena je bioloSka obrada bucine pogace u bioreaktoru s pliticama prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.8.2. Nakon tri dana SSF procesa, provedena je kruto-tekuca ekstrakcija
na nacin da je u 200 g bioloski obradenog materijala dodano 1400 cm® demineralizirane vode.
Ekstrakcija je provedena mijeSanjem pomodéu mijeSala s lopaticama pri 250 rpm i sobnoj
temperaturi u trajanju od 60 minuta. Tekucéi ekstrakt odvojen je od krutog materijala filtracijom kroz
pamucnu gazu (Tosama d.o.0., Domzale, Slovenija) te je izbistren centrifugiranjem (5 minuta, 10
000 rpm).

Dobiveni supernatant profiltriran je pomoc¢u nabranog filter papira (Munktell 21/N) te koriSten u
procesu liofilizacije. Prije liofilizacije, 150 cm?® tekuceg enzimskog pripravka zamrznuto je u
Petrijevoj zdjelici na temperaturi od -80 °C (Freezer SWUF-80) kroz 3 sata. Nakon toga, proveden
je postupak primarnog susenja liofilizacijom u trajanju od 19 sati pri tlaku od 0,250 mbar. Nakon
primarnog susenja provedeno je sekundarno susenje pri tlaku od 0,001 mbar u trajanju od 2 sata.
Dobiveni sirovi liofilizirani pripravak lipaze skladisten je u tamnim bogicama na temperaturi od
4 °C.

Aktivnost TLL mjerena je tijekom 80 dana kako bi se procijenila stabilnost sirovog ekstrakta
liofilizirane lipaze tijekom skladiStenja pri temperaturi od 4 °C. Termostabilnost proizvedene TLL
ispitatna je nakon otapanja neproclis¢enog liofiliziranog ekstrakta lipaze u TRIS-HCI puferu
(50 mmol/dm3, pH = 7,31) u koncentraciji od 112,66 mg/cm? tijekom inkubacije na 40 °C u trajanju
od 96 sati. Odredivanje volumene aktivnosti TLL provedeno je prema metodi opisanoj u poglavlju
3.2.3.8. u tri paralelna ponavljanja. Rezultati su prikazani kao srednja relativna vrijednost aktivnosti
izraCunata u odnosu na pocetnu aktivhost TLL prije skladiStenja ili inkubacije na povisenogj

temperaturi.
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3.2.9.2. Eksperimentalna matrica i optimiranje procesa biotransformacije suncokretovog ulja

Metoda odzivnih povrSina (RSM) koriStena je za procjenu utjecaja i optimiranje procesnih uvjeta
hidrolize hladno preSanog suncokretovog ulja (Tvornica ulja Vinkovci d.o.o., Vinkovci, Hrvatska)
pomocu sirovog liofiliziranog pripravka lipaze. Podrucje eksperimentalnog ispitivanja utjecaja
neovisnih varijabli Xs-s (maseni udio ulja, maseni udio enzima i pH) na odaziv Y (konverzija
triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina, Xhigroliza [%]) prikazano je u Tablici 10 u obliku
kodiranih i nekodiranih vrijednosti.

Tablica 10. Faktori utjecaja i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine za hidrolizu
suncokretovog ulja pomocu sirovog liofiliziranog pripravka lipaze

Kodirana varijabla
Faktor (varijabla)

-1 0 1
Xs - Maseni udio ulja [%] 25 50 75
X7 - Maseni udio enzima [%] 5,0 7,5 10,0
Xs - pH [-] 6,0 7,5 9,0

Na temelju definiranog eksperimentalnog ispitnog podrucja te s obzirom na broj promatranih
faktora utjecaja definirana je eksperimentalna matrica (Box-Behnken dizajn eksperimenata
Tablica 23).

Hidroliza ulja provedena je u tamnim staklenim vijalicama ukupnog volumena od 20 cm3. Tijekom
optimiranja procesa hidrolize ulja, masa dodane vode (pufera) bila je konstantna dok su se
mijenjali maseni udio ulja i maseni udio enzima. U staklene vijalice dodano je 1,5 g pufera. Natrij-
fosfatni pufer (50 mmol/dm?3, pH 6) i TRIS-HCI pufer (50 mmol/dm?, pH 7,5 i 9) koristeni su za
procjenu utjecaja razli€itih pH vrijednosti reakcijskog medija (varijabla Xg) na hidrolizu ulja. Prema
Box-Behnken dizajnu, izraCunata je potrebna masa ulja (varijabla Xs) za pojedini eksperiment

prema formuli (16) (maseni udio ulja izrazen na ukupnu masu reakcijske smjese) i dodana u

vijalicu:
_ Wulje Mpyfer
gdje je: Mmuje = Masa ulja u reakcijskoj smjesi [g]

Wuie = maseni udio ulja u reakcijskoj smjesi [%]
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Muuter = Masa pufera u reakcijskoj smjesi [g]

Masa potrebnog sirovog liofiliziranog pripravka lipaze dodana u vijalicu izraCunata je prema formuli
(17) kao maseni udio enzima izrazen na ukupnu masu reakcijske smjese definiran prema Box-

Behnken dizajnu (varijabla X7).

(m + Myjje) * Wenzi
Mengim = pufer 1(;10]e enzim (17)
gdje je: Menzim = Masa sirovog liofiliziranog pripravka lipaze [g]

Wenzim = maseni udio enzima u reakcijskoj smjesi [%]

Nakon dodavanja pufera, ulja i enzima u vijalicu, reakcijska smjesa je homogenizirana na
magnetskoj mijesalici (350 rpm, 5 min). Nakon homogenizacije, 0,2 cm?® reakcijske smjese
izdvojeno je u Erlenmeyerovu tikvicu postavljenu na analiticku vagu te je oCitana masa uzorka

(slijepa proba koriStena za izraCun konverzije triacilglicerola).

Potom je u Erlenmeyer tikvicu dodano 20 cm?® smjese etanol:aceton (1:1) u svrhu denaturacije
enzima i otapanja ulja. U pripremljenu smjesu dodano je 0,2 cm?® indikatora (0,5%-tna otopina
fenolftaleina u 50%-tnom etanolu) te je provedena titracija natrijevim hidroksidom (20 mmol/dm3)
do pojave svjetlo ruziaste boje koja je postojana minimalno 10 sekundi te je ocitan volumen

utroSenog natrijeva hidroksida.

Nakon uzorkovanja i mjerenja slijepe probe, provedena je hidroliza ulja pri 40 °C na magnetnoj
mijesSalici (350 rpm) u trajanju od 24 h. Nakon hidrolize, provedeno je uzorkovanje i titracija na isti
nacin kao Sto je provedeno uzorkovanje slijepe probe. Svi eksperimenti provedeni su u ftri
ponavljanja. Konverzija triacilglicerola izracunata je prema formuli (18) za slijepu i glavnu probu.

Konacni rezultat dobiven je iz razlike postotka hidrolize glavne probe i slijepe probe.

Vnaor * Myaon = 107° - MWk sk 100
Mpidarotizat * Wulje (18)

Xhidroliza =
gdje je: Xhidroliza = konverzija triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina [%]
Vnaon = volumen utro$enog natrijevog hidroksida za titraciju [dm?]
Mnaon = molarnost koristenog natrijevog hidroksida za titraciju [mmol/dm?3]

MWk sr = prosjecna molekulska masa masnih kiselina ulja [g/mol]
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Mhigrolizat = Masa hidrolizata koristenog za titraciju [g]
Wuie = maseni udio ulja u reakcijskoj smjesi [%)]

Nakon provedene hidrolize suncokretovog ulja, dobiveni eksperimentalni podaci aproksimirani su
polinomom drugog reda (formula (5)), provedena je RSM analiza, statisticka analiza (ANOVA),
numeri¢ka optimizacija ispitnih procesnih parametara te je konstruirana odzivna povrsina koja
omogucava 3D vizualni prikaz medusobnog utjecaja ispitnih nezavisnih varijabli na promatrani
odaziv (konverzija triacilglicerola) primjenom softverskog paketa Design-Expert® (verzija 7.0.0

Stat Ease, Inc. Minneapolis, SAD).

3.2.9.3. Utjecaj temperature na hidrolizu ulja pomodu lipaze

Da bi se ispitao utjecaj temperature na konverziju triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina
pomocu sirovog liofiliziranog preparata lipaze, provedena je hidroliza hladno preSanog
suncokretovog ulja u temperaturnom rasponu od 30 °C do 70 °C pri optimiziranim reakcijskim
uvjetima: wuje = 37,69%, Wenzim = 7%, pH = 7,31. U vijalicu je dodano 1,5 g pufera (natrij-fosfatni
pufer, 50 mmol/dm?3, pH = 7,31), 0,9073 g ulja i 0,1685 g liofilizata. Proces hidrolize proveden je
prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.9.2., te je izraCunata konverzija triacilglicerola do

slobodnih masnih kiselina prema formuli (18).

3.2.9.4. Hidroliza razliéitih vrsta ulja pomocu sirovoq enzimskoq liofilizata

Proces hidrolize razli¢itih vrsta ulja proveden je pri optimiziranim reakcijskim uvjetima: wyje =
37,69%, Wenzim = 7%, pH = 7,31. Svaki eksperiment proveden je u dva ponavljanja. U pravilnim
vremenskim intervalima provedeno je uzorkovanje u dvije paralelne probe prema prethodno
opisanom protokolu opisanom u poglavlju 3.2.9.2., te je izraCunata konverzija triacilglicerola do

slobodnih masnih kiselina prema formuli (18). U istraZivanju su koristena sljedeca ulja:

1) Hladno preSano suncokretovo ulje (Tvornica ulja Vinkovci d.o.o., Vinkovci, Hrvatska)

2) Omegol ulje (ZVIJEZDA plus d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

3) Hladno preSano ulje konoplje (Biovega d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

4) Ekstra djeviansko maslinovo ulje (ZVIJEZDA plus d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)

5) Djevi€ansko bucino ulje (SKZ Ljutomer KriZzevci d.o.o., Ljutomer, Slovenija)

6) Hladno presano laneno ulje (SPACK B.V. Oudelandsedijk, Nieuwe-Tonge, Nizozemska)
7) Rafinirano kokosovo ulje (SPACK B.V. Oudelandsedijk, Nieuwe-Tonge, Nizozemska)
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Za izraCun konverzije triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina prema formuli (18) potrebno je
u izraz uvrstiti srednju vrijednosti molekulske mase masnih kiselina prisutnih u ulju (MW sr,
[g/mol]). Srednja vrijednost molekulske mase masnih kiselina za pojedinu vrstu ulja izraCunata je
prema formuli (19) na osnovi molekulske mase (MW, [g/mol]) i masenog udjela pojedine masne
kiseline u ulju (wwk, [%]) prema podacima dostupnim u literaturi (Rezig i sur., 2012; Khattab i
Zeitoun, 2013; Mikulcova i sur., 2017; Giakoumis, 2018), te je prikazana u Tablici 11. Buduci da
omegol ulje predstavlja mjeSavinu suncokretovog ulja, ulja kukuruzne klice i repicina ulja,

koriStena je MWk sr izraCunata za hladno preSano suncokretovo ulje.

MWy " wyng
MWyk sr = ZT (19)

Tablica 11. Molekulska masa (MW, [g/mol]) i maseni udio (wwk, [%]) pojedinih masnih kiselina
u kemijskom sastavu razliitih ulja koriStenih za izraCun srednje vrijednosti molekulske mase
masnih kiselina ulja (MW sr, [g/mol])

Hladno Hladno Ekstra Hladno

presano preSano djevicansko Djevi¢ansko presano Egﬂgisrgcg
suncok.retovo ulje _ masli_novo bucino ulje Iangno ulje
ulje konoplje ulje ulje
vasna ["E;’/'r’n'/“c”)f] wk[%]  wk (%] wak %] wk (%] Wk [%] wk [%]
Kaprilna 144,210 - - - - - 6,44
Dekanska 172,260 - - - - - 5,62
Laurinska 200,320 - - - - - 46,70
Miristinska 228,370 0,04 0,04 0,08 - - 18,75
Palmitinska 256,400 6,35 5,90 11,26 15,97 5,22 9,73
Palmitoleinska 254,414 0,07 0,10 0,88 - - 0,11
Stearinska 284,480 3,92 2,20 2,79 4,68 4,12 2,78
Oleinska 282,470 20,90 9,00 74,52 4411 18,30 6,86
Linolna 280,447 67,58 55,30 9,82 34,77 15,60 2,25
Alfa-linolenska 278,430 0,17 20,30 0,51 - 56,28 0,04
Arahidinska 312,530 0,22 1,70 0,49 0,41 - 0,10
MWk sk [g/mol] 277,426 264,076 280,406 277,651 277,247 214,584
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3.2.10. Djelomiéno procis¢avanje sirovog liofiliziranog enzimskog preparata

U idu¢im poglavljima objasnjen je protokol procis¢avanja TLL iz sirovog liofiliziranog enzimskog
pripravka precipitacijom proteina primjenom soli i organskog otapala s ciliem uklanjanja

kontaminirajucih proteina i koncentriranja TLL.

3.2.10.1. ProéiSéavanje lipaze pomocéu amonijeva sulfata

U Eppendorf epruvetu (ukupnog volumena od 5 cm?®) odvagano je od 0,1 + 0,001 do 0,4 + 0,001 g
sirovog liofiliziranog enzimskog pripravka (postupak liofilizacije objasnjen u poglavlju 3.2.9.1.).
Potom je dodano 2 cm?® vodene otopine amonijeva sulfata (70%, w/w). Istovremeno je
pripremljena otopina liofilizata u istom volumenu demineralizirane vode. Nakon otapanja liofilizata,
provedena je precipitacija proteina tijegkom 24 h na 4 °C. Nakon precipitacije, uzorci su
centrifugirani (5 min, 5000 rpm) te je odvojen supernatant od precipitata. Precipitat je
rekonstituiran u 2 cm® demineralizirane vode. U liofiliziranim uzorcima otoplienim u
demineraliziranoj vodi, dobivenom supernatantu i rekonstituiranom precipitatu izmjerena je
volumna aktivnost lipaze (r1, [U/cm?®]) (poglavlje 3.2.3.8.), masena koncentracija proteina (yprotein,
[mg/cm?®]) (poglavlje 3.2.4.5.) i specificna aktivnost lipaze (rz, [U/Mgprotein]) (formula (6)) prema

standardnom protokolu.

Molarnost zasi¢ene otopine amonijeva sulfata u vodi pri temperaturi od 25 °C iznosi 4,1 mol/dm?3
(Wingfield, 2016). Molarnost 70%-tne otopine amonijeva sulfata u vodi pri temperaturi od 25 °C
iznosi 2,87 mol/dm3. Sukladno navedenom, otopina amonijeva sulfata (70%, w/w) koriStena za
precipitaciju proteina pripremliena je otapanjem 5,6886 g amonijeva sulfata u 15 cm?

demineralizirane vode.

3.2.10.2. ProcdiSéavanije lipaze pomocéu acetona

ProciS¢avanije lipaze precipitacijom pomoc¢u acetona provedeno je na nacin da je u Eppendorf
epruvetu (ukupnog volumena od 5 cm?®) odvagano 0,2 + 0,001 g sirovog liofiliziranog enzimskog
pripravka (postupak liofilizacije objasnjen u poglavlju 3.2.9.1.). Potom je dodano 2 cm? vodene
otopine acetona (40 — 65%, v/v). Nakon otapanja liofilizata, provedena je precipitacija proteina
tijekom 24 h na 4 °C. Nakon precipitacije, uzorci su centrifugirani (5 min, 5000 rpm) te je odvojen
supernatant od precipitata. Zaostali aceton u precipitatu uklonjen je hlaplienjem u vakuum

susioniku u trajanju od 60 min pri temperaturi od 25 °C i vakuumu. Precipitat je rekonstituiran u
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2 cm®demineralizirane vode. U dobivenom supernatantu i rekonstituiranom precipitatu izmjerena
je volumna aktivnost lipaze (r1, [U/cm?®]) (poglavlje 3.2.3.8.), masena koncentracija proteina (Yprotein,
[mg/cm?]) (poglavlje 3.2.4.5.) i specificna aktivnost lipaze (r2, [U/mgprotein]) (formula (6)) prema

standardnom protokolu.

3.2.10.3. ProciSéavanje lipaze postupnom precipitacijiom pomocu acetona

ProciS¢avanje TLL iz sirovog liofiliziranog enzimskog pripravka (postupak liofilizacije objasnjen u
poglavlju 3.2.9.1.) postupnom precipitacijom proteina provedeno je pomocéu acetona kako slijedi.
U plasti¢nu falkon epruvetu (ukupnog volumena od 50 cm?) odvagano je 2 g liofilizata i dodano je
11 cm? demineralizirane vode. Nakon otapanja liofilizata postupno je dodano 9 cm? acetona uz
mije$anje na vrtloznoj mijesalici. Poetna masena koncentracija liofilizata iznosila je 100 mg/cm?,
a volumni udio acetona u smjesi iznosio je 45% (v/v). Potom je provedena precipitacija proteina
tijekom 24 h na 4 °C. Nakon precipitacije, uzorci su centrifugirani (5 min, 5000 rpm) te je odvojen
supernatant od precipitata. Potom je u supernatant dodana nova koli¢ina acetona u omjeru 1:1
(20 cm? supernatant + 20 cm?® aceton) ¢ime je udio acetona u smjesi povecan na 72,5% (v/v).
Precipitacija proteina u drugom koraku provedena je tijekom 24 h na 4 °C. Nakon precipitacije,
uzorci su centrifugirani (5 min, 5000 rpm) te je odvojen supernatant od precipitata. Zaostali aceton
u precipitatu uklonjen je u vakuum susioniku u trajanju od 60 min pri temperaturi od 25 °C i
vakuumu. Precipitat je rekonstituiran u 0,5 cm® TRIS-HCI pufera (50 mmol/dm?®, za mijerenje
volumne aktivnosti TLL pH =9, te za provedbu hidrolize ulja pH = 7,31). Konacni volumen
proci¢enog enzima dobivenog iz 2 g liofilizata iznosio je 1,5 cm®. Analiza volumne aktivnosti
lipaze (r1, [U/cm?3]) (poglavlje 3.2.3.8.), masene koncentracije proteina (Yprotein, [Mg/cm?]) (poglavlje
3.2.4.5.) i specificne aktivnosti lipaze (r2, [U/mgprotein]) (formula (6)) provedena je u uzorku
dobivenog nakon otapanja liofilizata u demineraliziranoj vodi, u supernatantu s 45% acetona, te u
rekonstituiranom precipitatu nakon drugog koraka precipitacije acetonom (72,5%). Dobiveni
rezultati koriSteni su za izraCun stupnja prociS¢avanja (F [-]) (formula (12)) i prinosa prociS¢avanja
[%] (formula (13)) usporedno s izmjerenom volumnom aktivnosti TLL i masenom koncentracijom
proteina u uzorku dobivenom nakon provedene kruto-tekuée ekstrakcije bioloski obradene budine

pogace (poglavlje 3.2.8.2.).
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3.2.10.4. Hidroliza ulja katalizirana djelomi¢no proéiSéenom lipazom

Proces hidrolize hladno preSanog suncokretovog ulja i otpadnog suncokretovog ulja pomocu
djelomi¢no procis¢ene TLL proveden je u tamnim staklenim vijalicama ukupnog volumena od
20 cm®. U vijalice je odvagano 3,5 g djelomi¢no prociséene TLL (poglavlje 3.2.10.3.) i 1,3192 g
ulja (wuje = 37,69%, w/w). Hidroliza je provedena pri 40 °C u trajanju od 96 sati na magnetnoj
mijeSalici pri 350 rpm. Za svako ulje provedene su dvije paralelne hidrolize. U pravilnim
vremenskim intervalima provedeno je uzorkovanje u dvije paralele prema protokolu opisanom u
poglavlju 3.2.9.2., te je izraCunata konverzija triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina prema
formuli (18). Otpadno suncokretovo ulje prikupljeno je nakon pripreme przenih krumpira. Za
przenje krumpira koristeno je rafinirano suncokretovo ulje (ZVIJEZDA plus d.o.o., Zagreb,

Hrvatska).

Proces hidrolize modelnih supstrata (omegol ulje, hladno preSano ulje konoplje, ekstra
djeviCansko maslinovo ulje, djevi€ansko bucino ulje, hladno pre$ano laneno ulje, rafinirano

kokosovo ulje) proveden je na isti nacin, ali je provedeno jedno uzorkovanje nakon 24 h hidrolize.

3.2.10.5. Kemijska analiza frakcija dobivenih tiiekom proéiSéavanja sirovoq liofiliziranog

enzimskoq preparata

Tijekom procesa procCis¢avanja lipaze iz sirovog liofiliziranog preparata precipitacijom pomocu
acetona, osim djelomi¢no prociscene lipaze, separirane su dvije frakcije (Slika 14). Protokol

proc€iS¢avana lipaze objasnjen je u poglavlju 3.2.10.3.
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Slika 14. Shematski prikaz prociS¢avanja lipaze iz sirovog liofiliziranog enzimskog preparata

precipitacijom pomoc¢u acetona u dva stupnja
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Prva frakcija u obliku precipitata osuSena je postupkom liofilizacije. Prije liofilizacije, rezidualni
aceton u precipitatu uklonjen je u vakuum susioniku u trajanju od 60 min pri temperaturi od 25 °C
i vakuumu. Prikupljeni precipitat u plasti¢noj falkon epruveti zamrznut je na temperaturi od -80 °C
(Freezer SWUF-80) kroz 3 sata. Nakon toga, proveden je postupak primarnog suSenja
liofilizacijom u trajanju od 19 sati pri tlaku od 0,250 mbar. Nakon primarnog sudenja provedeno je
sekundarno suSenje pri tlaku od 0,001 mbar u trajanju od 2 sata. Nakon liofilizacije provedena je
kemijska hidroliza precipitata. U staklenu epruvetu odvagana je razliCita masa liofiliziranog
precipitata (od 0,1 £ 0,001 g do 0,5 + 0,001 g) te je dodano 5 cm?® sumporne kiseline (1 mol/dm3).
Nakon otapanja liofiliziranog precipitata provedena je analiza reduciraju¢ih Secera
spektrofotometrijski primjenom metode redukcije 3,5-dinitrosaliciine kiseline (DNS metoda)
opisana u poglavlju 3.2.11.10. Potom je provedena kiselinska hidroliza uzoraka na temperaturi od
120 °C tijekom 5 sati. Tijekom kemijske hidrolize u pravilnim vremenskim intervalima provedeno
je uzorkovanije tako da je automatskom pipetom izuzeto 0,1 cm?® hidrolizata te je razrijeden u 0,9
cm?® hladne demineralizirane vode. Razrjedenjem sumporne kiseline i hladenjem dolazi do
zaustavljanja kemijske hidrolize. Uzorci su potom analizirani prema opisanom DNS metodom.

Analiza reducirajucih Secera u kemijskom hidrolizatu provedena je u tri paralelne probe.

Druga frakcija prikupliena u obliku supernatanta koriStena je za analizu ukupnih polifenola,
ukupnih flavonoida i antioksidacijske aktivnosti. Prije provedbe spektrofotometrijskih analiza,
provedeno je uparivanje supernatanta tako da je 200 cm? upareno na laboratorijskom rotacijskom
vakuum uparivacu do volumena od 50 cm3. Uparivanje je provedeno pri temperaturi od 35 °C i
ukupnom tlaku od 50 mbar. U koncentriranom uzorku analizirani su ukupni polifenoli (prema
metodi opisanoj u poglaviju 3.2.11.14.), ukupni flavonoidi (prema metodi opisanoj u poglaviju
3.2.11.15.) te antioksidacijska aktivnost (prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.11.16.) u tri

paralelne probe.

3.2.11. Analiza kemijskog sastava bucine pogace

Analiza kemijskog sastava bucine pogace provedena je u uzorcima prije, tijekom i nakon bioloske
obrade pomoc¢u T. lanuginosus provedenom u laboratorijskim staklenkama (prema protokolu
opisanom u poglavlju 3.2.4.4.) i bioreaktoru s pliticama (prema protokolu opisanom u poglavlju
3.2.8.2.) tijekom 7 dana. Nakon bioloSke obrade, uzorci su sterilizirani (15 min, 120 °C), osuseni
na sobnoj temperaturi kroz 48 h (udio suhe tvari > 90%) te usitnjeni na laboratorijskom
ultracentrifugalnom mlinu (veli¢ina Cestica < 1 mm). Do provedbe kemijske analize, uzorci su
skladisteni u zamrzivacu na -20 °C. Sve analize provedene su u najmanje 3 ponavljanja.
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3.2.11.1. Provedba kruto-tekuée ekstrakcije u vodi

U svrhu analize ekstraktibilnih tvari u vodi provedena je kruto-tekuc¢a ekstrakcija na sliedeci nacin:
U laboratorijske tamne bodice odvagano je 1 + 0,001 g usitnjenog uzorka te je dodano 25 cm?
demineralizirane vode. Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji s treSnjom pri temperaturi od
30 °C i 170 rpm u trajanju od 30 minuta. Nakon ekstrakcije uzorci su izbistreni centrifugiranjem
(5 min, 10 000 rpm). Ekstrakcija je provedena u dvije paralele. U dobivenim vodenim ekstraktima
provedeno je odredivanje masenog udjela reduciraju¢ih Secera, pojedinaénih Secera UHPLC
metodom, masenog udjela proteina Bradfordi¢inom metodom, masenog udjela topivog ugljika i

masenog udjela topivog dusika.

3.2.11.2. Provedba kruto-tekuce ekstrakcije u etanolu

U svrhu analize ekstraktibilnih tvari u organskom otapalu (etanol, 50% v/v) provedena je kruto-
tekuca ekstrakcija na sljedeci nacin: U laboratorijske tamne bo€ice odvagano je 1 + 0,001 g
usitnjenog uzorka te je dodano 40 cm? etanola (50% v/v) razrijedenog u demineraliziranoj vodi.
Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji s treSnjom pri temperaturi od 80 °C i 200 rpm u trajanju
od 120 minuta. Nakon ekstrakcije uzorci su izbistreni centrifugiranjem (5 min, 10 000 rpm).
Ekstrakcija je provedena u dvije paralele. U dobivenim etanolnim ekstraktima provedeno je
odredivanje pojedinacnih polifenola UHPLC metodom, masenog udjela ukupnih polifenola,

masenog udjela ukupnih flavonoida i antioksidacijske aktivnosti.

3.2.11.3. Kvalitativna i kvantitativnha analiza N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina

Kemijska analiza N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina provedena je prema metodi definiranoj
od grupe autora Mohammadii sur. (2012). Masena koncentracija octene kiseline (yac [g/cm?])
(ekvivalent N-acetil-D-glukozamina) i 2,5-anhidromanoze (y2s5-anhigroman [9/cM?]) (ekvivalent
D-glukozamina) kvantificirana je tekuCinskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
(UHPLC). Iz dobivenih masenih koncentracija i volumena kiseline koristene pri analizi (Vih2sos =
8,7 cm?®) izracunata je masa octene kiseline (mac [g]) i 2,5-anhidromanoze (M2 5-anhigroman [g]) Prema
formulama (20) i (21):

Mac = Yac " Vizsoa (20)
m2,5—anhidroman = VZ,S—anhidroman ) VH2504 (21)
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Iz izraCunatih masa, relativne molekulske mase octene kiseline (Mrac = 60,052 g/mol) i relativne
molekulske mase 2,5-anhidromanoze (Mrz s-anhigroman = 162,14 g/mol) dobivene su mnozine octene

kiseline (nac [mol]) i 2,5-anhidromanoze (N2 s-anhidroman [MOI]) prema formulama (22) i (23):

myc
Nge = (22)
Mry,
mZ,S—anhidroman
N2 5—anhidroman = (23)

MTZ,S—anhidroman

U konachnici, prinos N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina izraCunati su prema formulama (24)
i (25) (Zamani i sur, 2008):

Nac " MTN_accic

Yy_accic = (24)
N=Acgle Ry_acGic " Myz
N2,5-anhidroman My
R Ry_
Yeic = = N-AcGle Mg (25)
myz
gdje je: Yn-aceic = prinos N-acetil-D-glukozamina [-]

Nnac = mnozina octene kiseline [mol]

Mrn-accic = relativna molekulska masa N-acetil-D-glukozamina [203 g/mol]
RN-acaic = ukupni iscrpak N-acetil-D-glukozamina iz hitina [0,953 g/g]

myz = masa uzorka [g]

Yaic = prinos D-glukozamina [-]

N2 ,5-anhidroman = MNOZina 2,5-anhidromanoze [mol]

Raic = ukupni iscrpak D-glukozamina iz hitina [0,920 g/g]

Mrgic = relativna molekulska masa D-glukozamina [161 g/mol]

3.2.11.4. Kvalitativna i kvantitativha analiza erqosterola

Kemijska analiza ergosterola provedena je prema metodi razvijenoj od grupe autora Barreira i sur.
(2014) uz modifikacije. Nakon provedene ekstrakcije lipofilnih komponenti (prema metodi opisanoj
u poglavlju 3.2.11.5.) u dobivene ekstrakte dodano je 2 cm? vodene otopine askorbinske kiseline
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(1 mol/dm3) i 10 cm?® otopine kalijeva hidroksida u etanolu (2 mol/dm?®). Saponifikacija uzoraka
provedena je u vodenoj kupelji s treSnjom (45 min, 60 °C, 125 rpm). Uzorci su potom ohladeni na
sobnu temperaturu, profiltrirani (filter papir, Munktell 21/N) i kvantitativho preneseni u staklene
epruvete uz ispiranje zaostalog uzorka s posuda i filter papira pomocu 2 cm? apsolutnog etanola.
U uzorke je potom dodano 2,5 cm® vodene otopine natrijeva klorida (100 mg/cm?®) i 5 cm?
n-heksana. Uzorci su mijeSani 1 minutu na vrtloznoj mijesalici. Nakon separacije vodene i
organske frakcije, gornja frakcija n-heksana odvojena je automatskom pipetom te prenesena u
epruvetu s bezvodnim natrijevim sulfatom (dodan vrhom Spatule). Tekuce-tekuéa ekstrakcija
sterola iz vodene frakcije ponovljena je 2 puta po 5 cm® n-heksana. Frakcije n-heksana su
profiltrirane (filter papir, Munktell 21/N) u okruglu tikvicu te uparene na laboratorijskom rotacijskom
vakuumuparivacu. Suhi ostatak rekonstituiran je u 2 cm® metanola (HPLC cgistoce), profiltriran
(filter za Sprice veli€ine pora 0,45 ym, Chromafil Xtra PTFE) te koristeni za UHPLC kvalitativnu i
kvantitativnu analizu prema prethodno publiciranoj kromatografskoj metodi (Selo i sur., 2023).
Kvantificirana masena koncentracija ergosterola (Yergosterol [Mg/cm?]) i volumen metanola u kojemu
je rekonstituiran ergosterol (Vmeon = 2 cm?®) kori$teni su za izraGun masene koncentracije
ergosterola (Cergosterol [M/Quiie]) izrazen na masu ulja (muje [g]) koridten za analizu prema formuli
(26):

_ Yergosterol " Vmeon
Cergosterol -

mulje

3.2.11.5. Odredivanje masenoq udjela slobodnih masti

Analiza masenog udjela slobodnih masti u uzorcima provedena je prema prethodno publiciranoj
metodi (Seo i sur., 2017). Ekstrakcija je provedena pomoc¢u univerzalnog sustava za ekstrakciju
(Buchi B-811) primjenom n-heksana kao organskog otapala u trajanju od 2 sata. Nakon provedene
ekstrakcije, uzorci su osuSeni u vakuum susSioniku (15 min, 45 °C), ohladeni u eksikatoru te je
odredena masa ekstraktibilne lipofilne frakcije. Maseni udio ulja izraZzen na masu suhe tvari uzorka

koriStenog za ekstrakciju izracunat je prema formuli (27):

_ Mygje 27
Watje = —— &y -100 (27)
Mz "\100
gdje je: Wuie = maseni udio ulja izraZzen na masu suhe tvari uzorka [%si]

Mmuje = masa ulja [g]
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myz = masa uzorka [g]

Wst = udio suhe tvari [%]

3.2.11.6. Odredivanje masenogq udjela sirovih proteina po Kjeldahlu

Analiza masenog udjela sirovih proteina u uzorcima provedena je prema Kjeldahl metodi (AOAC,
2002). Udio proteina u uzorcima (Wprotein [%0st]) izracunat je na masu suhe tvari u uzorku prema

formuli (28). Koristeni faktor za izraun masenog udjela bjelancevina iznosio je 5,3 (Jones, 1931).

N -f
Wprotein = W *100 (28)

st

gdje je: Wprotein = Maseni udio proteina izrazen na suhu tvar uzorka [%s]
N = koli€ina dusika [%]
f = faktor za izraCun udjela bjelanevina prema udjelu dusika (5,3)

wst = udio suhe tvari [%]

3.2.11.7. Odredivanje masenoq udjela ukupnog ugljika u krutim uzorcima

Analiza masenog udjela ukupnog ugljika provedena je prema prethodno publiciranoj metodi
primjenom analizatora ukupnog ugljika (SSM-5000A, Shimadzu) (Selo i sur., 2022). Udio ukupnog
organskog ugljika u uzorcima (wroc [%si]) izracunat je kao razlika udjela ukupnog ugljika (wrc [%ost])
i anorganskog ugljika (wic [%st]). U uzorcima nije detektiran anorganski ugljik, ¢ime vrijedi
jednakost wroc = wrc. Udio ukupnog organskog ugljika u uzorcima izra€unat je na masu suhe tvari

u uzorku prema formuli (29):

Wrc

Wroc = -100 (29)

st

3.2.11.8. Odredivanje masenoq udjela sirovih viakana

Analiza udjela sirovih vlakana provedena je prema Van Soest metodi (Goering i Van Soest, 1970)
pomocu uredaja za odredivanje sirovih vlakana (VELP). Rezultati analize izraunati su na udio
suhe tvari uzorka kao maseni udio neutralnih deterdZent vliakna (wnor [%st]), maseni udio kiselih

deterdZent vlakna (waor [%st]) i maseni udio kiselog deterdZenta lignina (waoL [%st]). 1z dobivenih
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rezultata izraCunat je maseni udio hemiceluloze (Whemiceluioza [Y0st]), maseni udio celuloze (Weeluioza

[%st]) i masni udio lignina (Wignin [%st]) prema formulama (30), (31) i (32):

Whemiceluloza = WNDF — WaDF (30)
Weeluloza = WabpF — WapL (31)
Wiignin = WabL (32)

3.2.11.9. Odredivanje masenog udjela pepela

Udio pepela u uzorcima odreden je prema AACC-08-03 metodi (AOAC, 1995). Maseni udio pepela

izraZzen na masu suhe tvari uzorka izraCunat je prema formuli (33):

m
Wpepeo = L‘Zzt -100 (33)
" (155)
gdje je: Wpepeo = Maseni udio pepela izrazen na masu suhe tvari uzorka [%s]

Mpepeo = Masa pepela [g]
my; = masa uzorka [g]

Wet = udio suhe tvari [%]

3.2.11.10. Odredivanje masenog udjela reducirajucih Secera

Analiza reduciraju¢ih Se¢era u prethodno pripremljenim ekstraktima (poglavije 3.2.11.1.)
provedena je spektrofotometrijski prema prethodno publiciranoj metodi (Miller, 1959). Masena
koncentracija reducirajucih Secera (yons [mg/cm?]) izracunata je iz jednadzbe bazdarnog pravca
(formula (34)) nakon izmjerene apsorbancije uzorka pri valnoj duljini od 540 nm (Ass [nm]). Za

konstruiranje bazdarnog pravca koristen je standard glukoze.
yDNS = 0,3353 ) A540 + 0,0211 (34)

Iz dobivene masene koncentracije reducirajucih Secera izraCunat je maseni udio reducirajucih

Secera prema formuli (35):
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_ Ypns * Veks " FR

Cpns = T W (35)
. t
Muz (150)
gdje je: Cons = maseni udio reducirajuéih Secera izmjeren DNS metodom [mg/gsi]

yons = masena koncentracija reducirajucih Secera izmjerena DNS metodom

[mg/cm?3]

Veks = volumen ekstrakta [cm?]
FR = faktor razrjedenja [-]

my; = masa uzorka [g]

Wst = udio suhe tvari [%]

3.2.11.11. Kvalitativna i kvantitativha analiza pojedinacnih Seéera UHPLC metodom

Kvantifikacija pojedinaénih Se¢era (DL-arabinoza, D(+)-saharoza, D(-)-fruktoza, D(+)-glukoza) u
prethodno pripremljenim ekstraktima (poglavlje 3.2.11.1.) provedena je UHPLC metodom prema
prethodno publiciranoj metodi (Martinovi¢ i sur., 2023). Separacija ispitnih analita provedena je
pomocu kromatografskih kolona Aminex® HPX column (HPX-87H, 300 x 7.8 mm, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, SAD) i Nucleogel® Sugar Pb column (VA, 300 x 7.8 mm, Macherey-
Nagel GmbH i Co. KG, Dueren, Njemacka). Detekcija pojedinih analita provedena je pomoc¢u RID
detektora. Kvalitativna analiza ispitnog analita provedena je usporedbom retencijskog vremena
sa standardom poznatog sastava, te injektiranjem standarda poznatog sastava u ispitni uzorak.
Kvantitativha analiza ispitnog analita provedena je pomoc¢u prethodno konstruiranih bazdarnih
pravaca. Obrada rezultata provedena je primjenom LabSolutions programa (verzija 5.87). 1z
dobivene masene koncentracija pojedinog $ecera (ysecer, [Mg/cm?®]) izraCunat je maseni udio
pojedinog Secera (Csecer, [MQ/gst]) prema formuli (36):

_ Vsecer " Veks

C§eéer - 36
e () 0

3.2.11.12. Odredivanje masenog udjela proteina Bradfordi¢inom metodom

Analiza koli¢ine ekstraktibilnih proteina u prethodno pripremljenim ekstraktima (poglavlje

3.2.11.1.) provedena je Bradfordi€inom metodom prema metodi objasnjenoj u poglavlju 3.2.4.5.
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Iz dobivene masene koncentracije proteina (Yprotein, [Mg/cm?3]) izracunat je maseni udio

ekstraktibilnih proteina (Cprotein, [MQ/gst]) prema formuli (37):

C _ Yprotein Veks " FR
protein — . (&) (37)
Muz *\100

3.2.11.13. Kvalitativna i kvantitativnha analiza pojedinacnih polifenola UHPLC metodom

Kvantifikacija pojedinacnih polifenola ((-)-epikatehin, (+)-katehin, epikatehin galat, elaginska
kiselina, ferulinska kiselina, galna kiselina, galokatehin galat, kaempferol, kafeinska kiselina,
o-kumarinska kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina, p-kumarinska kiselina, rutin, siringinska
kiselina, procijanidin B1, procijanidin B2, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina,
kvercetin) u prethodno pripremljenim ekstraktima (poglavlje 3.2.11.2.) provedena je UHPLC
metodom prema prethodno publiciranoj metodi (Martinovié i sur., 2023). Separacija ispitnih analita
provedena je pomoc¢u kromatografske kolone Kinetex® C18 core-shell (100 x 4.6 mm, 2.6 ym,
Phenomenex, Torrance, CA, SAD). Detekcija pojedinih analita provedena je pomocu PDA
detektora. Kvalitativna analiza ispitnog analita provedena je usporedbom retencijskog vremena
sa standardom poznatog sastava, te injektiranjem standarda poznatog sastava u ispitni uzorak.
Kvantitativha analiza ispitnog analita provedena je pomoc¢u prethodno konstruiranih bazdarnih
pravaca. Obrada rezultata provedena je primjenom LabSolutions programa (verzija 5.87). Iz
dobivene masene koncentracije (ypoifenol, [Mg/cm?]) izracunat je maseni udio pojedinog polifenola

(Cpolifenol, [MG/gst]) prema formuli (38):

C _ Ypolifenol Veks
polifenol — m—(w_st) (38)
uz \100

3.2.11.14. Odredivanje masenog udjela ukupnih polifenola spektrofotometrijski

Analiza masenog udjela ukupnih polifenola u prethodno pripremljenim ekstraktima (poglavlje
3.2.11.2.) provedena je spektrofotometrijski prema prethodno publiciranoj metodi (Martinovi¢ i
sur., 2023). Masena koncentracija ukupnih polifenola (yur [mg/cm?]) izracunata je iz jednadzbe
bazdarnog pravca (formula (39)) nakon izmjerene apsorbancije uzorka pri valnoj duljini od 765 nm
(A7es [nm]). Za konstruiranje bazdarnog pravca koriSten je standard galna kiselina monohidrat
(98+% A.C.S. reagent).
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YUP = 1,0188 ) A765 + 0,018 (39)

Iz dobivene masene koncentracije ukupnih polifenola izraCunat je maseni udio ukupnih polifenola

(ekvivalent galne kiseline) (Cup, [mgcek/gst]) prema formuli (40):

Covo = Yup * Veks " FR (40)
UrP — ] Wt
Muz (m)

3.2.11.15. Odredivanje masenog udjela ukupnih flavonoida spektrofotometrijski

Analiza koli¢ine ukupnih flavonoida u prethodno pripremljenim ekstraktima (poglavlje 3.2.11.2.)
provedena je spektrofotometrijski prema prethodno publiciranoj metodi (Martinovi¢ i sur., 2023).
Masena koncentracija ukupnih flavonoida (yur [mg/cm?®)) izraunata je iz jednadZbe bazdarnog
pravca (formula (41)) nakon izmjerene apsorbancije uzorka pri valnoj duljini od 510 nm (As1o [nm]).

Za kreiranje bazdarnog pravca koristen je standard (+)-katehin.
Yur = 0,3267 - A510 + 0,0056 (41)

Iz dobivene masene koncentracije ukupnih flavonoida izradunat je maseni udio ukupnih flavonoida

(ekvivalent katehina) (Cur, [mgka/gst]) prema formuli (42):

Cov = Yur * Vers " FR (42)
UF — ] Wt
mas (156)

3.2.11.16. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti prethodno pripremljenih ekstrakta (poglavije 3.2.11.2.)
provedena je spektrofotometrijski na temelju inhibicije radikala (DPPHe+) prema prethodno
publiciranoj metodi (Buci¢-Koji¢ i sur., 2009). Postotak inhibicije radikala (DPPH¢inivicia, [%])
izraCunat je prema formuli (43) kao razlika apsorbancije otopine DPPHe (AprrH) te apsorbancija
otopine DPPHe ocitana nakon inkubacije uz dodatak ekstrakta (Aperh,ex). Spektrofotometrijsko

mjerenje provedeno je pri valnoj duljini od 515 nm.

. Apppy — ApppH EK (43)

inhibicija —

DPPH

ADPPH
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Postotak inhibiranog DPPHe radikala preraCunat je na ekvivalent masene koncentracije
antioksidansa troloxa (ywoox, [Mg/cm?®]) prema jednadzbi bazdarnog pravca (formula (44))
(Martinovi¢ i sur., 2023):

Ytrotox = 0,0035 - DPPHi.nhibicija +0,0038 (44)

U konachnici, iz masene koncentracije ekvivalenta troloxa izraCunata je antioksidacijska aktivnosti

(AAtroiox, [MTirolox/gst]) Uzorka izrazena na masu suhe tvari prema formuli (45):

AA _ Ytrolox " Vers " FR
trolox — Wt (45)
mas (155)

3.2.11.17. Odredivanje masenoq udjela topivog ugljika i dusika

Analiza koli¢ine ukupnog topivog organskog ugljika i topivog dudika u prethodno pripremljenim
ekstraktima (poglavlje 3.2.11.1.) provedena je metodom kataliticke oksidacije pri 680 °C pomocu
analizatora ugljika i dusika (TOC-Lcphicen). 1z dobivenih masenih koncentracija topivog organskog
ugliika (yroc, [mg/cm?]) i masenih koncentracija topivog dusika (yrn, [mg/cm?®]) izracunati su
maseni udio topivog organskog ugljika (Croc, [mg/gst]) i maseni udio topivog dusika (Crn, [mg/gst])
prema formulama (46) i (47):

_Yroc* Vers " FR

Croc = ———Fw~— (46)
(st
Mz (100)
Co = YN " Vers - FR (47)
™ = ( Wse
Muz (100)

3.2.11.18. Analiza i procjena zdravstvene ispravnosti bucine pogacée

Analiza i procjena zdravstvene ispravnosti uzoraka (bucina pogaca, inokulirana bucina pogaca s
inokulumom pripremljenim uzgojem T. lanuginosus na repinim rezancima te bioloSki obraden
supstrat nakon provedenog SSF procesa u bioreaktoru s pliticama u trajanju od tri dana)
provedene su od akreditiranog laboratorija prema odgovarajucoj metodi. Parametri ispitivanja,

metode ispitivanja i tehnike ispitivanja navedeni su u Tablicama 12 - 16.
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Tablica 12. Popis kemijskih ispitivanja provedenih u uzorcima bucine pogace

Parametar ispitivanja Metoda ispitivanja Tehnika ispitivanja
Nitriti RU-308-01 HPLC

Nitrati RU-308-01 HPLC

Bruto energija HRN EN ISO 9831:2004 Kalorimetrijska metoda
Amonijski dusik RU-431-01 -

Octena kiselina RU-020-03 -

Maslacna kiselina RU-020-03 -

Mlije€na kiselina RU-020-03 -

Tablica 13. Popis koriStenih metoda za odredivanje udjela metala i metaloida u uzorcima bucine
pogace

Parametar ispitivanja Metoda ispitivanja Tehnika ispitivanja
Fosfor (P) HRN ISO 6491:2001 * spektrofotometrijski
Kalcij (Ca) RU-305-05 ** ICP-MS
Kalij (K) RU-305-05 ICP-MS
Zeliezo (Fe) RU-305-05 ICP-MS
Olovo (Pb) RU-305-05 ** ICP-MS
Kadmij (Cd) RU-305-05 ** ICP-MS
Arsen (As) RU-305-05 ** ICP-MS

* - akreditirana metoda prema HRN EN ISO/IEC 17025:2017
** - akreditirana metoda u fleksibilnom podruc¢ju prema HRN EN ISO/IEC 17025:2017

Tablica 14. Popis koriStenih metoda za odredivanje udjela nepozeljnih tvari (mikotoksina) u
uzorcima bucine pogace

Parametar ispitivanja Metoda ispitivanja Tehnika ispitivanja
Aflatoksin B1 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Aflatoksin B2 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Aflatoksin G1 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Aflatoksin G2 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Aflatoksini ukupni RU-287-04 ** LC-MS/MS
Deoksinivalenol RU-287-04 ** LC-MS/MS
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Fumonizin B1 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Fumonizin B2 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Fumonizini RU-287-04 ** LC-MS/MS
Zearalenon RU-287-04 ** LC-MS/MS
T-2 toksin RU-287-04 ** LC-MS/MS
HT-2 toksin RU-287-04 ** LC-MS/MS
Zbroj T-2 i HT-2 RU-287-04 ** LC-MS/MS
Okratoksin A RU-287-04 ** LC-MS/MS

** - akreditirana metoda u fleksibilnom podruc&ju prema HRN EN ISO/IEC 17025:2017

Tablica 15. Popis koristenih metoda za odredivanje udjela nepozeljnih tvari (alkaloidi) u uzorcima
bucine pogace

Parametar ispitivanja Metoda ispitivanja Tehnika ispitivanja

ERGOT ALKALOIDI

Ergokristinin
Ergokristin
Ergotaminin
Ergotamin
Ergokriptinin
a Ergokriptin
Ergokorninin
Ergokornin
Ergozinin
Ergozin
Ergometrinin
Ergometrin

Ukupni ergot alkaloidi

Atropin
Skopolamin

RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04
RU-149-04

TROPAN ALKALOIDI

RU-418-01
RU-418-01

LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS
LC-MS/MS

LC-MS/MS
LC-MS/MS
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Tablica 16. Popis koristenih metoda za odredivanje udjela nepozeljnih tvari (PCB i PAH) u
uzorcima buéine pogace

Parametar ispitivanja Metoda ispitivanja Tehnika ispitivanja

POLIKLORIRANI BIFENILI (PCB)

PCB ukupni RU-231-04 GC-MS/MS
PCB 28 RU-231-04 GC-MS/MS
PCB 52 RU-257-01 GC-MS/MS
PCB 101 RU-231-04 GC-MS/MS
PCB 118 RU-231-04 GC-MS/MS
PCB 138 RU-257-01 GC-MS/MS
PCB 153 RU-257-01 GC-MS/MS
PCB 180 RU-257-01 GC-MS/MS
POLICIKLICKI AROMATSKI UGLJIKOVODICI (PAH)
Benz(a)antracen RU-230-03 GC-MS/MS
Benzo(a)piren RU-230-03 GC-MS/MS
Krizen RU-230-03 GC-MS/MS
Benzo(b)fluoranten RU-256-02 GC-MS/MS

Zbroj benzo(a)pirena,
benz(a)antracena, RU-256-02 GC-MS/MS
benzo(b)fluorantena i krizena
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3.2.12. Procjena odrzivosti procesa proizvodnje i pro¢iS¢avanja lipaze

U svrhu procjene odrzivosti predloZzenog procesa proizvodnje i pro€iS¢avanja lipaze, proveden je
izraCun za E-faktor [g/g] (engl. ecological factor), Ml vrijednost [g/g] (engl. mass intensity) i PMI
vrijednost [g/g] (engl. process mass intensity) prema formulama (48), (49) i (50) (Roschangar i
sur., 2015):

E-faktor = M (48)

mprodukt

Mputina pogacta + Minokuium + Maceton + mpufer
MI = (49)
mprodukt

PMI = Mputina pogaca + Minokuium T Maceton + mpufer + Myoqa

Mprodukt
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4.1. SPEKTROFOTOMETRIJSKI TEST ZA MJERENJE AKTIVNOSTI
LIPAZE IZ T. LANUGINOSUS

U svrhu razvoja brzog spektrofotometrijskog testa za mjerenje aktivnosti lipaze, ispitan je utjecaj
koncentracije TLL, koncentracije supstrata, pH reakcijskog medija, vrste i koncentracije organskog
otapala te vrste i koncentracije emulgatora na hidrolitiCku aktivnost TLL, koriste¢i pNP-palmitat

kao supstrat. Rezultati mjerenja prikazani su tabli€no i grafiCki u sljede¢im poglavljima.

Prije provedbe razvoja testa, na temelju dostupne literature (Palacios i sur., 2014) definirani su
pocCetni reakcijski uvjeti opisani u poglavlju 3.2.3.1. Kao supstrat za enzim koridten je pNP-
palmitat. Zbog lipofilne komponente (palmitinske kiseline), supstrat je otopljen u izopropanolu.
Osim 3&to je pNP-palmitat jedan od supstrata koji je najéeSc¢e koristen za mjerenje hidroliticke
aktivnosti lipaze, navedeni supstrat odabran je zato $to je palmitinska kiselina visa masna kiselina
(C16:0) zastupljena u mnogim uljima, a uspjeSnost proizvedene lipaze bit Ce testirana u procesima
hidrolize odabranih ulja. Nadalje, reakcijska smjesa pripremljena je mijeSanjem otopine supstrata
u izopropanolu (organska faza) s puferom (vodena faza) u kojemu je prethodno otopljen
odgovarajuc¢i emulgator. Prilikom definiranja poCetnih reakcijskih uvjeta, guma arabika (0,4% w/v)
koriStena je kao emulgator. Udio izopropanola u reakcijskoj smjesi bio je konstantan te je iznosio
5,33% (Vv/v).

Razvoj testa temeljio se na mjerenju pocCetne reakcijske brzine hidrolize esterske veze u molekuli
pNP-palmitata, pri ¢emu nastaju produkti palmitinska kiselina i p-nitrofenol (koji daje Zzuto
obojenje). Intenzitet Zutog obojenja, koji je direktno proporcionalan koncentraciji oslobodenog
p-nitrofenola, odreden je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 440 nm kao promjena
apsorbancije u vremenu te je na osnovi dobivenog podatka izraCunata volumna aktivnost TLL
prema formuli (1). Valna duljina, na kojoj produkt reakcije (p-nitrofenol) daje maksimalni odaziv,
odredena je snimanjem karakteristicnog spektra reakcijske smjese nakon provedene enzimske

hidrolize pNP-palmitata.

4.1.1. Utjecaj koncentracije enzima na pocetnu reakcijsku brzinu

U prvom dijelu razvoja testa za mjerenje aktivnosti lipaze, ispitan je utjecaj koncentracije TLL na
hidrolizu supstrata (pNP-palmitata). Prema dobivenim rezultatima (Slika 15) vidljivo je da
koncentracija TLL u reakcijskoj smjesi znac¢ajno utjeCe na brzinu hidrolize supstrata. Najveca
hidroliticka aktivnost lipaze zabiljezena je pri faktoru razriedenja od 40 000 (koncentracija proteina

u reakcijskoj smjesi odredena Bradfordi¢inom metodom: yproein = 6,8:10* mg/cm?). Navedene
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tvrdnje mogu se objasniti Cinjenicom da TLL u vodenim otopinama ima tendenciju medusobne
agregacije Sto rezultira formiranjem smjese monomera i dimera enzima. Prisutnost lipaze u
vodenom mediju, ¢ak i u maloj koncentraciji, moze rezultirati medusobnim povezivanjem enzima
preko njihovih aktivnih mjesta (Palomo i sur., 2003). Posljedi¢no tomu, povecanje koncentracije
lipaze u vodenom mediju inicira formiranje bimolekularnih agregata $to rezultira redukcijom
hidroliticke aktivnosti TLL.
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Slika 15. Relativna aktivnost lipaze izmjerena pri razli¢itom faktoru razrjedenja (FR)
komercijalne otopine lipaze

4.1.2. Ovisnost volumne aktivnosti lipaze o koncentraciji supstrata

Nakon definirane optimalne koncentracije TLL u reakcijskoj smjesi, ispitan je utjecaj koncentracije
pNP-palmitata na po€etnu reakcijsku brzinu TLL. Prema dobivenim rezultatima (Slika 16) moze
se zakljuditi da povecanje koncentracije supstrata u reakcijskoj smjesi od 0,05 mmol/dm? do 0,53
mmol/dm?® znacajno utjeCe na hidroliticku aktivnost TLL. Daljnjim povecanjem koncentracije
supstrata nije doSlo do promjene hidroliticke aktivnosti TLL Sto znaci da nije doSlo do inhibicije
lipaze supstratom. Takoder, provedbom eksperimenta u kojemu je umjesto enzima dodan isti
volumen pufera (slijepa proba) zaklju¢eno je da nije doslo do spontane hidrolize supstrata.
Dobiveni eksperimentalni podaci aproksimirani su pomocu Michaelis-Menteni€inog (formula (3)) i
Hillovog modela (formula (4)), procijenjeni su kineti¢ki parametri (Km, Vi) i ispitana je prikladnost
modela (MSC) (Tablica 19).
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Slika 16. Ovisnost volumne aktivnosti lipaze o koncentraciji supstrata (otopine supstrata
pripremljene u izopropanolu; volumni udio organskog otapala u reakcijskoj smjesi 5,33%; maseni
udio gume arabike u reakcijskoj smjesi 0,4%; TRIS-HCI pufer pH = 8)

4.1.3. Utjecaj pH na pocetnu reakcijsku brzinu

Rezultati mjerenja poCetne reakcijske brzine hidrolize supstrata katalizirane pomocéu lipaze pri
razli¢itom pH prikazani su u Tablici 17. Molarnost koristenih pufera iznosila je 50 mmol/dm? zato
8to je zabiljeZzena autohidroliza supstrata primjenom pufera veée molarnosti (100 mmol/dm?3).
Najveca reakcijska brzina hidrolize pNP-palmitata zabiljezena je primjenom TRIS-HCI pufera pH
9 za pripremu reakcijske smjese. Navedeni rezultati u skladu su s literaturnim podacima (Zheng i
sur., 2011). Buduci da je za izraCun aktivnosti enzima (formula (1)) potrebno uzeti u obzir molarni
ekstinkcijski koeficijent € (koji je ovisan o kemijskim svojstvima medija), u Tablici 17 prikazane su

vrijednosti dobivene za € odgovarajuce pH vrijednosti.

Tablica 17. Utjecaj pH na poCetnu reakcijsku brzinu TLL

pufer pH r1 [U/cm3] € [dm3/(mmol cm)]
natrij-fosfatni pufer 7 45791 1+ 2032 1,7909
TRIS-HCI 8 139860 + 20321 2,4488
TRIS-HCI 9 192432 + 21938 2,6159
TRIS-HCI 10 112929 + 11832 3,0003

4.1.4. Utjecaj organskog otapala na aktivnost lipaze

Buduc¢i da odabrani supstrat pNP-palmitat nije topljiv u vodi, primjena i odabir odgovarajuéeg

organskog otapala za razvoj spektrofotometrijskog testa bila je nuzna iz nekoliko razloga: (a)

96



4. Rezultati i rasprava

organska otapala utjeCu na brzinu reakcije hidrolize (ne)moguc¢no$éu otapanja supstrata u
potrebnoj koncentraciji, (b) djeluju inhibicijski na enzim, (c) utje€u na konformacijske promjene
trodimenzionalne strukture aktivnog mjesta enzima te posljedi€no tomu mogu utjecati na
formiranje enzim-supstrat kompleksa kao i na prijelazna stanja reakcije (Kamal i sur., 2013). U
istrazivanju kojega su proveli Gang i sur. (2011) zabiljezeno je smanjenje enzimske aktivnosti
lipaze tolerantne na organska otapala (BF-3 lipaza iz Bacillus cereus), kad se koncentracija

organskog otapala povecala od 10% do 50% (v/v).

Iz navedenih razloga, u ovom istraZivanju ispitan je utjecaj 8 organskih otapala u volumnom udjelu
od 2% do 10% (v/v) na hidroliticku aktivnost TLL. Prema dobivenim rezultatima (Slika 17) moze
se zakljuciti da se reakcija hidrolize supstrata moze provoditi u prisutnosti svih ispitanih organskih
otapala, ali u razli¢itom volumnom udjelu organskog otapala u reakcijskom mediju. Takoder, bitno
je napomenuti da je tijekom pripreme reakcijske smjese doSlo do agregacije supstrata u slucaju
kad je koristeno manje od 3% (v/v) organskog otapala. Tijekom pregleda literature i postavljanja
poCetnih reakcijskih uvjeta, izopropanol je odabran kao najceSce koristeno otapalo za pNP-
palmitat. U ovom istraZivanju, veca hidroliticka aktivnost TLL zabiljezena je primjenom acetonitrila
u udjelu od 4% (v/v) usporedno s izopropanolom. Sli€na zapazanja zabiljezena su u drugim
eksperimentima, osim u slu€aju primjene metanola. Medutim, primjena metanola kao organskog
otapala za supstrat je iskljucena iz daljnjeg istrazivanja iz nekoliko razloga. Buduéi da u svojoj
kemijskoj strukturi metanol ima hidroksilnu skupinu, kao takav moze ujedno predstavljati i supstrat
za lipazu u povratnoj reakciji esterifikacije s oslobodenom palmitinskom kiselinom iz pNP-
palmitata. Nadalje, polarna organska otapala mogu djelovati inhibitorski na enzim vezanjem
slobodne vode u okolini aktivnog mjesta enzima (Wang i sur., 2021), a poznato je da metanol ima
vecu relativnu polarnost (0,762) u usporedbi s acetonitrilom (0,460). Da bi se iskljucila i najmanja
mogucnost povratne reakcije i kompeticije izmedu hidrolize i esterifikacije, te moguca inhibicija
enzima, u daljnjim koracima razvoja testa acetonitril je odabran kao organsko otapalo za supstrat
i pripremu reakcijske smjese. Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da TLL zadrzava aktivnost i
primjenom veceg udjela acetonitrila u reakcijskoj smijesi (od 5% do 8%). Daljnjim povecanjem
koncentracije organskog otapala u reakcijskoj smjesi dolazi do aglomeracije molekula proteina i
smanjenja aktivnosti lipaze. Nakon provedenih eksperimenata zaklju¢eno je da je 4% acetonitrila
u reakcijskoj smjesi neophodno za pripremu stabilne reakcijske smjese, uspostavljanje
odgovaraju¢e medufazne povrSine izmedu supstrata i enzima i isklju¢enje mogucnosti inhibicije

enzima.
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Slika 17. Utjecaj organskih otapala na volumnu aktivnost lipaze

4.1.5. Utjecaj emulgatora na aktivnost lipaze

Reakcija hidrolize pNP-palmitata katalizirana pomocu lipaze provodi se na granicama dviju faza:
Organska faza sa supstratom i vodena faza s enzimom. Buduéi da je odabrani supstrat netopljiv
u vodi, potrebno je provesti emulgiranje pNP-palmitata s ciliem pripreme stabilne reakcijske
smjese. Primjenom emulgatora moguée je emulgiranje lipofilnog supstrata u vodi $to rezultira
olak$anim prijenosom mase na granici faza gdje se odvija reakcija hidrolize. Samim time, dolazi
do povecanja hidroliticke aktivnosti enzima. Odredeni emulgatori utjeCu na aktivnost lipaze
djeluju¢i na hidrofobni polipeptidni lanac enzima koji se nalazi iznad aktivnog mjesta TLL te
promjenom konformacije lipaze iz zatvorenog u otvoreni oblik mogu povecati hidroliticku aktivnost
enzima (De Rose i sur., 2017). Medutim, emulgatori mogu narusiti strukturu enzima te time dovesti
do inhibicije. 1z navedenih razloga, ispitana je hidroliticka aktivnost TLL u prisutnosti razli€itih

emulgatora u razli¢itim koncentracijama.

U Tablici 18 saZeti su rezultati provedenih eksperimenata u kojima je ispitan utjecaj emulgatora
na aktivnost TLL. Najvecéa aktivnost TLL (r1 = 222857 U/cm?) zabiljezena je primjenom emulgatora
gume arabike u udjelu od 0,4% (w/v) u reakcijskoj smjesi (relativna aktivhost = 100%). Primjenom
polimernih emulgatora (PEG 4000 i PEG 6000) doslo je do redukcije hidroliticke aktivnosti TLL za
70%. U svim ostalim eksperimentima, dodatak emulgatora u reakcijsku smjesu rezultirao je 100%-

tnom redukcijom hidroliticke aktivnosti TLL.

U istrazivanju koje su proveli Mesa i sur. (2018) ispitan je utjecaj pH reakcijskog medija na hidrolizu
estera pNP-butirata pomoéu TLL u prisutnosti neionskog surfaktanta Triton X-100. Maksimalna

aktivnosti TLL zabiljeZena je pri pH 9 (Sto je u korelaciji s istraZivanjem provedenim u ovom radu)
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bez dodatka surfaktanta Triton X-100. U prisutnosti navedenog emulgatora, aktivnost TLL
smanijila se za 80% pri pH 9, za razliku od eksperimenta koji je proveden pri pH vrijednosti 5i u
prisutnosti Triton X-100 gdje je zabiliezena maksimalna aktivnost TLL. Nadalje, provedene su
raCunalne simulacije koje su razjasnile korelacije izmedu fizikalno-kemijskih promjena tijekom
formiranja kompleksa enzima i povrSinski aktivne tvari pri razli¢itim pH vrijednostima medija.
Rezultati su pokazali da pH medija ima znacajan utjecaj u formiranju kompleksa izmedu proteina
i surfaktanta, Sto u konacnici utjeCe na aktivnost i stabilnost TLL (Mesa i sur., 2018). Wang i sur.
(2013) ispitali su stabilnost TLL pri razli¢itoj pH vrijednosti medija u prisutnosti ionskog surfaktanta
SDS-a. U pH rasponu od 2 do 7 i od 9 do 11, prisutnost SDS-a dovodi do deaktivacije TLL.
Medutim, pri pH 8, TLL ostaje aktivan. SniZzavanje pH vrijednosti reakcijskog medija dovodi do
vezanja molekula ionskog surfaktanta za molekule enzima Sto dovodi do naruSavanja prostorne
strukture enzima, odnosno dolazi do denaturacije TLL. Takoder, smanjenje aktivnosti TLL u
prisutnosti drugih testiranih emulgatora (poput Tween 20, Tween 40, Tween 80 i Span 80)
zabiljeZeni su i u prethodno publiciranim istrazivanjima (De Rose i sur., 2017). Rezultati navedenih
istraZivanja su u korelaciji s rezultatima dobivenim tijekom razvoja spektrofotometrijskog testa. U
daljnjim ispitivanjima, za pripremu reakcijske smjese koristena je guma arabika kao emulgator u
udjelu od 0,3% zato Sto nije zabiljezena zna&ajna razlika primjenom emulgatora u udjelu od 0,4%,
dok povecanje udjela emulgatora u reakcijskoj smjesi utje€e na viskozitet medija te samim time i

na prijenos mase i aktivnost TLL.

Tablica 18. Utjecaj emulgatora na relativnu aktivnost lipaze

Emulgator w [%] (Wiv) 0,3 0,4 0,5
Guma arabika TLL relativha aktivnost [%] 97 100 70
Emulgator w [%] (Wiv) 0,05 0,1 0,2
PEG 4000 34 33 27
PEG 6000 28 30 26
Triton X-45 0 0 0
Triton X-100 0 0 0
SDS TLL relativna aktivnost [%] 0 0 0
CTAB 0 0 0
Tween 20 0 0 0
Tween 40 0 0 0
Tween 80 0 0 0
Span 80 0 0 0
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4.1.6. Procjena kineti¢kih parametara hidrolize pNP-palmitata pomo¢u lipaze

Nakon definiranja optimalnih reakcijskih parametara, ispitana je ovisnost aktivnosti lipaze o
koncentraciji supstrata. Eksperimentalni podatci aproksimirani su nelinearnom regresijom

Michaelis-Mentenicinog (formula (3)) i Hillovog kinetickog modela (formula (4)).

Prema dobivenim rezultatima, vidljivo je da se enzimski katalizirana reakcija hidrolize pNP-
palmitata u dvofaznom sustavu ne moZe opisati Michaelis-Menteni€inim kinetickim modelom
(Slika 18a). Rezultati ukazuju na C&injenicu da pri nizoj koncentraciji supstrata kinetika slijedi
sigmoidnu krivulju. Dobiveni rezultati potvrduju €injenicu da se lipaza u vodenom mediju nalazi u
“zatvorenoj konformaciji“ u kojoj se hidrofobni polipeptidni lanac nalazi iznad aktivhog mjesta
enzima. U prisutnosti male koncentracije lipofiine molekule (poput pNP-palmitata), dolazi do
konformacijske promjene iznad aktivhog mjesta lipaze te kataliticka trijada postaje dostupna za
stvaranje enzim-supstrat kompleksa ¢ime zapoc€inje kataliti¢ki ciklus (Noro i sur., 2020). Nadalje,
primjena Hanes-Woolfovog dijagrama (ovisnost koli¢nika koncentracije supstrata i brzine reakcije
o koncentraciji supstrata) omogucuje jednostavnu procjenu kineti¢kih parametara linearizacijom
eksperimentalnih podataka te je iz jednadzbe pravca (y = ax + b) moguce odrediti Vi, (1/a) i Kn
(b/a). Buduc¢i da eksperimentalne rezultate nije bilo moguée aproksimirati jednadzbom pravca

(Slika 18b), potvrdeno je odstupanje od Michaelis-Mentenicine kinetike za promatranu reakciju.

Navedeno odstupanje od klasi¢ne Michaelis-MentenicCine kinetike opisano je u radu autora
Marangoni (1994). Klju¢ni korak koji ograni€ava brzinu reakcije hidrolize jeste kooperativni proces
u kojem dolazi do vezanja molekule lipaze za supstrat na granicama dviju faza ¢ime dolazi do
spomenute konformacijske promjene strukture enzima. Hillova konstanta n (formula (4))
predstavlja broj molekula supstrata povezanih s lipazom po katalitiCkom ciklusu te se odnosi na
indeks kooperativnosti procesa. U slu€aju kada je n > 1, javlja se pozitivno kooperativno vezanije;
za n < 1 uoCava se negativno kooperativho vezanje, a ako je n = 1 vezanje je nekooperativho
(potpuno neovisno — Michaelis-Menteni€in model). Na temelju ove pretpostavke, eksperimentalni
podatci aproksimirani su primjenom Hillovog modela, te je vidljivo bolje slaganje usporedno s
Michaelis-Menteniinim modelom (Slika 18a). Nadalje, procijenjeni su kinetiCki parametri te su
dobiveni rezultati prikazani u Tablici 19. Hillov koeficijent, odreden za eksperimente provedene
pri poCetnim reakcijskim uvjetima te nakon provedene optimizacije reakcijskih uvjeta, ukazuje na
kooperativno vezanje enzima i supstrata. Takoder, Hillov koeficijent odreden nakon optimizacije
je veci 2,30 puta, Sto ukazuje da je optimizacijom reakcijskih uvjeta poboljSan navedeni
kooperativni proces. Zakljuéno, aktivnost TLL bila je vec¢a za 1,49 puta nakon provedene

optimizacije reakcijskih uvjeta hidrolize pNP-palmitata.
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Slika 18. a) Ovisnost volumne aktivnosti lipaze o koncentraciji supstrata (otopine supstrata
pripremlijene u acetonitrilu; volumni udio organskog otapala u reakcijskoj smjesi 4%; maseni
udio gume arabike u reakcijskoj smjesi 0,3%; TRIS-HCI pufer pH = 9); b) Hanes-Woolfov
dijagram

Za dodatnu potvrdu prikladnosti Hillovog modela, primijenjen je kriterij odabira modela (MSC),
ugraden u Scientist, koji je pokazao bolje slaganje eksperimentalnih podataka s Hillovim modelom
(Tablica 19). Takoder, prema rezultatima prikazanim u Tablici 19, mozZe se zakljuCiti da TLL
pokazuje veliki afinitet prema pNP-palmitatu kao supstratu (Km = 0,173 mmol/dm?3) $to je u skladu
s literaturnim podacima (Km,app = 0,183 mmol/dm?) (Palacios i sur., 2014).

Tablica 19. Kineti¢ki parametri procijenjeni za Michaelis-Mentenicin i Hillov model prije i nakon
optimizacije reakcijskih uvjeta hidrolize pNP-palmitata pomoc¢u lipaze

Pocetni reakcijski uvjeti (Slika 16) Optimirani uvjeti testa (Slika 18)
Michaelis- Hillova kriterij Michaelis- Hillova kriterij
Menteni€ina kinetika odabira Menteni€ina kinetika odabira
kinetika modela kinetika modela
£ £
Km 0,264 0,250 + rg . 0,173 0,173 + rg 2
[mmol/dm3] 10,066 0,02 o= o 0,058 0,010 (T N
TN O T~ B
= = 9 S .. °
Vim 174629 + 149028 + 62 g 266593 + 222781+ | 4 3 g
[U/ecm3] 13868 7727 © 2 > 26285 9112 © 9 >
© E ks © E O
238+ | G T S T
n(-) - 0.546 s - 548+155 | S
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4. Rezultati i rasprava

4.2. OPTIMIZACIJA PROCESNIH UVJETA PROIZVODNJE LIPAZE
VISOKE VOLUMNE AKTIVNOSTI

4.21. Rezultati proizvodnje lipaze prema procesnim uvjetima definiranim u

eksperimentalnoj matrici

U prvom djelu optimizacije proizvodnje lipaze ispitan je utjecaj 5 nezavisnih varijabli u 3 razine
(poCetna masa supstrata (X1), udio inokuluma (X2), udio vlage (Xz), vrijeme fermentacije (X),
temperatura fermentacije (Xs)) na proizvodnju lipaze (Y). U tu svrhu, definirana je eksperimentalna
matrica prema Box-Behnkenovom dizajnu prema kojemu je provedeno 46 eksperimenata sa 6
ponavljanja u centralnoj tocki ispithnog podruc¢ja. Rezultati mjerenja volumne aktivnosti lipaze
prikazani su u Tablici 20. Prema dobivenim rezultatima zaklju¢eno je da procesni uvjeti definirani
u ispitnom podrucju znacajno utje€u na proizvodnju lipaze. Navedena tvrdnja proizlazi iz dobivenih
eksperimentalnih rezultata volumne aktivnosti lipaze koji su bili u rasponu od 0,0085 U/cm? do
16,5096 U/cm?3.

Tablica 20. Srednje vrijednosti volumne aktivnosti lipaze u ekstraktima bioloSki obradene bucine
pogace dobivenim pri ispitivanju razli€itih procesnih uvjeta fermentacije prema Box-Behnkenovom
dizajnu (eksperimentalna matrica)

broj Xi X2 X3 Xa Xs Y

eksperimenta [a] [-] [%] [dani] [°C] [U/cm?]
1 30 3 60 3 40 1,8716
2 70 3 60 3 40 0,6617
3 30 7 60 3 40 2,4867
4 70 7 60 3 40 0,1467
5 50 5 50 2 40 1,4402
6 50 5 70 2 40 0,0109
7 50 5 50 4 40 4,1764
8 50 5 70 4 40 0,0537
9 50 3 60 3 35 0,0181
10 50 7 60 3 35 0,0194
11 50 3 60 3 45 16,2229
12 50 7 60 3 45 16,0079
13 30 5 50 3 40 9,9086
14 70 5 50 3 40 1,1626
15 30 5 70 3 40 0,0837
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16 70 5 70 3 40 0,0085
17 50 5 60 2 35 0,0103
18 50 5 60 4 35 0,0103
19 50 5 60 2 45 16,1751
20 50 5 60 4 45 2,1193
21* 50 5 60 3 40 1,5056
22* 50 5 60 3 40 1,5138
23" 50 5 60 3 40 1,6209
24 50 3 50 3 40 0,2787
25 50 7 50 3 40 4,4765
26 50 3 70 3 40 0,0486
27 50 7 70 3 40 0,3144
28 30 5 60 2 40 0,4377
29 70 5 60 2 40 0,3937
30 30 5 60 4 40 3,0229
31 70 5 60 4 40 0,8553
32 50 5 50 3 35 0,0194
33 50 5 70 3 35 0,0195
34 50 5 50 3 45 13,2841
35 50 5 70 3 45 14,2637
36 30 5 60 3 35 0,0175
37 70 5 60 3 35 0,0121
38 30 5 60 3 45 10,9188
39 70 5 60 3 45 16,5096
40 50 3 60 2 40 2,7065
41 50 7 60 2 40 3,5862
42 50 3 60 4 40 1,6495
43 50 7 60 4 40 2,0022
44> 50 5 60 3 40 1,7355
45* 50 5 60 3 40 1,3991
46* 50 5 60 3 40 1,8770

*centralne tocke ispitnog podrucja
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4.2.2. Modeliranje i statistiCka optimizacija procesnih uvjeta proizvodnje lipaze

Za procjenu utjecaja nezavisnih varijabli na proizvodnju lipaze, provedena je aproksimacija
eksperimentalnih podataka matemati¢kim modelom, evaluacija prikladnosti modela matematicko-
statistickim metodama, statisticka analiza utjecaja faktora modela te numeriCka optimizacija
nezavisnih varijabli pomoc¢u programskog paketa Design-Expert® 7.0.0 s ciliem definiranja
optimalnih uvjeta proizvodnje lipaze. Stoga je provedena analiza varijance kako bi se utvrdilo koji
od modela (linearni, dvofaktorijalni, kvadratni i kubi¢ni model) najbolje opisuje dobivene
eksperimentalne podatke. Prema kriteriju p < 0,05 za ocjenu nezavisnih varijabli, odabran je
kvadratni polinom (formula (51)):

Y = o+ f1X1 + BoXo + BsXs + BuXy + PsXs + BLXT + BEXE + PXT + BIXE + BEXS +

B1B2X1X5 + B1B3X1X3 + B1BaX1Xs + B1PsX1Xs + B2f3X2X3 + B2faX2Xs + B2BsX2Xs + (51)
B3PsX3X4 + P3PsX3X5 + BaPsXsXs

Bududéi da se odabrani model, s obzirom na broj promatranih varijabli koje utje€u na odaziv, sastoji
od 5 linearnih ¢lanova, 5 kvadratnih ¢lanova i 10 interakcijskih ¢lanova, provedena je statistiCka
analiza ¢lanova modela (ANOVA). Clanovi modela koji su imali najmaniji statisti¢ki znacajan utjecaj
na promatrani odgovor procesa isklju¢eni su iz modela, eksperimentalni podaci su ponovno
aproksimirani dobivenim reduciranim modelom te je provedena statisticka analiza ¢lanova
reduciranog modela. Proces se ponavljao sve dok nisu ostali samo oni ¢lanovi modela koji su
imali statisti¢ki zna€ajan utjecaj na promatrani proces (engl. “backward elimination approach®).
ANOVA analiza (Tablica 21) dobivenog reduciranog matematickog modela s pripadaju¢im
koeficijentima regresije (formula (52)) pokazali su da je model statistiCki zna€ajan za optimizaciju
proizvodnje lipaze.

Y =168+ (—1,10-X;) + 1,03 X, + (=1,82- X3) + 4,48 X5 + 2,82 - XZ + 2,17 -

52
Xl'X3+2,68'X2'X5+(_2,04'X3'X5)+(_2,29'X4'X5) ( )

Za provjeru znacajnosti svake od testiranih nezavisnih varijabli i njihove interakcije na odaziv
koriStene su p-vrijednosti. Sukladno tomu, temperatura (Xs) je imala najveci utjecaj na proizvodnju
lipaze, zatim udio vlage (X3), poCetna masa supstrata (Xi1) te udio inokuluma (Xz). Nezavisna
varijabla Xs (vrijeme fermentacije) uklonjena je iz modela kao linearni ¢lan. Medutim, kao ¢lan
interakcije s temperaturom (XsXs) vrileme kao nezavisna varijabla pokazuje statisti¢ki zna€ajan
utjecaj na proizvodnju lipaze. Signifikantnost u modelu takoder predstavlja i medusobna

interakcija temperature i udjela inokuluma (X2Xs) te temperature i udjela viage (X3X5s).
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"F-vrijednost" modela je 17,44 i izraCunava se kao omjer kvadrata regresije modela (MS = 50,72)
i kvadrata ostatka (2,96) te implicira da je model znaCajan sa samo 0,01% Sanse da bi se
"F-vrijednost" modela mogla pojaviti zbog “Suma modela“. Vrlo niska "P-vrijednost modela"
(< 0,0001) i R? = 0,8282 implicira da predloZeni reducirani kvadratni model dobro opisuje odnos
izmedu promatranog odziva procesa (proizvodnije lipaze) i utjecaja znacajnih neovisnih varijabli te
ovaj model moze objasniti 82,82% varijabilnosti u odazivu. Predlozeni matematicki model
primijenjen je u numerickoj optimizaciji optimalnih parametara za proizvodnju lipaze.

Tablica 21. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije eksperimentalno odredene

aktivnosti lipaze u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace polinomnim modelom primjenom
viSestruke regresije

SS df MS F-vrijednost p-vrijednost
Model 456,51 9 50,72 17,14 < 0,0001
Linearni ¢lanovi
Xi 17,76 1 17,76 6,00 0,0200
X 14,99 1 14,99 5,07 0,0314
X3 46,35 1 46,35 15,66 0,0004
Xs 162,02 1 162,02 54,75 < 0,0001
Kvadratni Clan
Xs? 50,48 1 50,48 17,06 0,0002
Clanovi interakcije
XiX3 18,80 1 18,80 6,35 0,0169
XoXs 18,48 1 18,48 6,25 0,0178
X3Xs 10,65 1 10,65 3,60 0,0668
XaXs 13,98 1 13,98 4,73 0,0372
Ostatak 94,69 32 2,96
Nedostatak modela 93,50 27 3,46 14,54 0,0036
Pogreska 1,19 5 0,24
Ukupno 551,20 41
R? 0,8282

SS = suma kvadrata odstupanja podataka od prosje¢ne vrijednosti; df = stupnjevi slobode;
MS = varijanca
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Vizualni prikaz medusobnog utjecaja statistiCki zna€ajnih ¢lanova na promatrani odaziv (aktivnost

lipaze) prikazani su trodimenzionalnim (3D) odzivnim povrSinama konstruiranin pomocu

definiranog matematickog modela (Slika 19 a — d).
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Slika 19. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrsine za proizvodnju TLL dobiven numeri¢kom
optimizacijom kao funkcija statisticki znaCajnih varijabli interakcije: a) udjela vode i mase
supstrata; b) temperature i udjela inokuluma; c) temperature i udjela vode; d) temperature i

vremena fermentacije

Reducirani matemati¢ki model (formula (52)) koriSten je za numeriCku optimizaciju procesnih

uvjeta fermentacije s ciliem proizvodnje lipaze maksimalne aktivnosti. Definirani optimalni uvjeti
su: ms =50 g, nwo =7, wi2o = 60%, t = 2 dana, T = 45 °C. Prema predikciji matemati¢kog modela

i primjenom definiranih uvjeta fermentacija, maksimalna aktivnost lipaze iznosila bi 14,9985

U/cm3. Sukladno navedenomu, provedena je validacija prema definiranim optimalnim uvjetima te
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je izmjerena aktivnost lipaze od 15,7690 U/cm? §to pokazuje kako je model sa 95,113% toc¢nosti

pokazao podudaranje s eksperimentalnim rezultatom.

Nakon optimizacije procesnih uvjeta proizvodnje lipaze, proveden je SSF proces prema
definiranim optimalnim uvjetima u trajanju od 7 dana. Tijekom fermentacije pracena je aktivnost
lipaze, udio vlage supstrata (tj. suhe tvari), gubitak mase supstrata, pH i promjena temperature
tijekom SSF procesa. Aktivnost lipaze prikazana je kao volumna aktivnost ry [U/cm?], specificna
aktivnost r» [U/mgprotein] te aktivnost lipaze izrazena prema masi suhe tvari biolodki obradenog

supstrata rs [U/gs]. Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 20 a-d i opisani u sljedec¢im poglavljima.
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Slika 20. a) Profil proizvodnje lipaze tijekom uzgoja T. lanuginosus tijekom 7 dana SSF
primjenom optimiziranih procesnih uvjeta; b) Utjecaj poCetne mase supstrata na udio vlage
tijekom SSF; c) Utjecaj poCetne mase supstrata na ukupni gubitak mase tijekom SSF; d)
Promjena temperature i pH vrijednosti supstrata tijekom proizvodnje lipaze
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4.2.2.1. Utiecaj vremena fermentacije na proizvodnju lipaze

Prema rezultatima prikazanim na Slici 20a, maksimalna aktivnost lipaze postignuta je nakon
drugog dana SFF procesa nakon Cega je uslijedila redukcija aktivnosti TLL. Prikazani rezultati
aktivnosti lipaze su u korelaciji s dobivenim reduciranim modelom (formula (52)) u kojemu je
sadrzan negativni predznak prije parametra interakcije koji sadrzi varijablu Xi (vrijeme
fermentacije). Trend smanjenja aktivnosti lipaze tijekom vremena fermentacije vidljiv je i pomocu
3D odzivne povrsine (Slika 19d). Najveca volumna aktivnost iznosila je 15,77 U/cm?, specifi¢na
aktivnost 26,94 U/mgprotein, te 162,15 U/gs: izraZeno na suhu tvar supstrata. Smanjenje aktivnosti
lipaze tijekom SSF procesa moze biti povezana s promjenom udjela vlage supstrata, promjene u
pH vrijednosti, te smanjenjem koncentracije potrebitih izvora ugljika poput ulja koji djeluju
inducibilno u proizvodnji lipaze. Takoder, na represiju proizvodnje lipaze ili ¢ak inhibiciju mogu
utjecati polifenolni spojevi koji se prirodno pojavljuju u supstratu ili su enzimatski otpusteni tijekom
fermentacije, kao i zbog izlu€ivanja sekundarnih metabolita radnog mikroorganizma (Yang i sur.,
2020). Sli¢an trend u aktivnosti tijekom proizvodnje lipaze zabiljezili su mnogi autori, dok se
djelovanje enzima proteaza smatrala glavnim razlogom inhibicije lipaze (Di Luccio i sur., 2004;
Kempka i sur., 2008). S obzirom na navedene rezultate, dodatni eksperimenti, u kojima bi se
trebala mijeriti aktivnost enzima proteaza, te utjecaj modelnih otopina polifenolnih spojeva i drugih

sekundarnih metabolita na aktivnost lipaze, klju¢ni su za potporu navedene hipoteze.

4.2.2.2. Utiecaj poéetne mase supstrata i pocetne viaznosti supstrata na proizvodnju lipaze

PocCetna masa supstrata i poCetni udio vlage supstrata pokazale su se kao statistiCki znacajne
varijable u proizvodniji lipaze tijekom SSF procesa (Tablica 21). U predlozenom modelu (formula
(52)), negativni predznak koji se nalazi ispred varijable X (po€etna masa supstrata) ukazuje da
bi poveéanje poCetne mase supstrata rezultiralo redukcijom u proizvodnji lipaze. Takoder, utjecaj
varijable X u interakciji s drugim varijablama na proces proizvodnje lipaze prikazan je vizualno
pomoc¢u 3D odzivnih povrSina (Slika 19a), iz Cega se takoder moze zakljuditi da povecanje
pocetne mase supstrata rezultira smanjenom proizvodnjom lipaze. Navedeno se mozZe objasniti
Cinjenicom da veca pocetna masa supstrata rezultira i veéom visinom sloja u laboratorijskom
bioreaktoru (laboratorijska staklenka) u kojoj je provedena fermentacija, a samim time otezana je
izmjena tvari, plinova i energije tijekom SSF. UzevSi u obzir interakcije s drugim nezavisnim
varijablama, provedena je matematicka optimizacija i definirana je optimalna poletna masa
supstrata od 50 g. Buduci da je predloZeni matematicki model favorizirao smanjenje poetne mase

supstrata s ciliem maksimalne proizvodnje lipaze, provedena je fermentacija s po¢etnom masom
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supstrata od 30 g. Prema dobivenim rezultatima (Slika 20b i Slika 20c) mozZe se zakljuciti da
smanjenje pocetne mase supstrata rezultira ve¢om stopom smanjenja udjela vlage supstrata kao
i gubitka mase supstrata. Navedeno je rezultiralo brzim isuSivanjem supstrata i smanjenom
proizvodnjom lipaze. U isto vrileme, povecanje pocetnog udjela vlage rezultiralo je smanjenom
proizvodnjom lipaze tijekom SSF procesa (potvrdeno negativnim predznakom ispred parametra
Xs, sadrzaj vlage). Vizualnim opazanjem zaklju¢eno je da veci udio vlage uzrokuje aglomeraciju
ili lijepljenje Cestica supstrata, $to negativno utje€e na proces fermentacije. Uzimajuci u obzir
dobivene rezultate, po€etni udio vlage supstrata od 60% i poCetna masa supstrata od 50 g bili su

optimalni za SSF &to je potvrdeno RSM analizom i validacijom predloZzenog modela.

4.2.2.3. Utjecaj temperature na proizvodnju lipaze

ANOVA analiza utjecaja nezavisnih varijabli na SSF proces pokazala je da varijabla Xs
(temperatura) ima najveéi utjecaj na proizvodnju lipaze. Prema predloZzenom modelu (formula
(52)) pozitivan predznak ispred varijable Xs implicira da poveéanje temperature tijekom SSF
rezultira povecanjem aktivnosti lipaze. Navedeni rezultati su u skladu s karakteristikama gljive
T. lanuginosus, buduci da povecéanje temperature pozitivnho utjeCe na rast i metabolicku aktivnost
termofilnog mikroorganizma. Da bi se vizualizirao medusobni utjecaj interakcije promatrane
varijable temperature i drugih statistiCki zna€ajnih varijabli, konstruirane su 3D odzivne povrSine
(Slike 19 b-d).

Kao $to je predvideno matematickim modelom (formula (52)) viSa temperatura rezultirala bi ve¢om
proizvodnjom lipaze. Medutim, treba istaknuti tehnoloSke zahtjeve za regulacijom temperature
tijekom SSF procesa koji se provodi u bioreaktoru bez mijeSanja. Tijekom fermentacije moze doci
do povecanja temperature u sloju supstrata zbog metabolicke aktivnosti radnog mikroorganizma,
smanjenog udjela vode i niske toplinske vodljivosti supstrata (Figueroa-Montero i sur., 2011;
Vauris i sur., 2022). Akumulacija topline kao i ograni¢enje mijeSanja supstrata moglo bi dovesti do
porasta temperature iznad optimalnih vrijednosti za rast mikroorganizma i proizvodnju enzima. 1z
tih razloga, temperaturu zraka u bioreaktoru treba odrzavati blizu optimalne temperature za rast
mikroorganizama. Iz navedenih razloga, u ovom istrazivanju provedeno je mjerenje temperature
u sloju supstrata. Prema rezultatima (Slika 20d) vidljiv je nagli porast temperature s 45 °C na
48,25 °C u sloju supstrata tijekom 24 sata fermentacije zbog akumulacije topline izazvane
metaboli¢kom aktivno$¢u mikroorganizma, $to bi mogao biti kljuéni razlog intenzivne proizvodnje

lipaze unutar prva dva dana SSF procesa.
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4.2.2.4. Promjena pH vrijednosti supstrata tijiekom fermentacije

Osim ispitanih procesnih parametara u ovom radu, proizvodnja metabolita i tijek SSF procesa pod
utjecajem je pH medija (Kumar i Ray, 2014). U ovom radu, pra¢ena je promjena pH supstrata
tijekom fermentacije (Slika 20d). pH vrijednost bioloSki neobradenog i nesteriliziranog supstrata
bila je 6,89. Porast pH vrijednosti uoCen je izmedu prvog i drugog dana fermentacije do pH
vrijednosti 8,60. U nastavku fermentacije, zabiljeZeno je blago smanjenje pH vrijednost do 8,27.
Povecanje pH vrijednosti i smanjenje aktivnosti lipaze nakon drugog dana fermentacije moze se
objasniti proteolitickom aktivnoS¢éu i oslobadanjem amonijevih iona tijekom deaminacije

aminokiselina (Di Luccio i sur., 2004).

4.2 3. Prociséavanje lipaze kromatografijom i elektroforeza lipaze

Pripremljeni ekstrakt lipaze je proCiséen kolonskom kromatografijom i Sephadexom G-100 kao
stacionarnom fazom. U prvom koraku, ekstrakt lipaze koncentriran je vakuum uparivanjem kako
bi se povecala koncentracija TLL u ekstraktu i dobio dobar vizualni odgovor na gelu koristenom u
postupku elektroforeze. Koncentriranje ekstrakta vakuum uparivanjem rezultiralo je povecanjem
volumne aktivnosti lipaze s 10,87 U/cm?® na 75,64 U/cm?3, te pove¢anjem masene koncentracije
proteina s 2,19 mg/cm® na 5,27 mg/cm?® (Tablica 22). Nakon proci$¢avanja kromatografijom,
volumna aktivnost lipaze nije zna€ajno povecana u odnosu na pocetnu aktivnost lipaze te je
iznosila 12,34 U/cm3. Medutim, tijekom proci§¢avanja doSlo je do uklanjanja drugih
kontaminirajucih proteina. Navedeno je vidljivo iz rezultata mjerenja masene koncentracije
proteina. Nakon kromatografskog frakcioniranja, masena koncentracija proteina u frakciji s
najve¢om volumnom aktivnosti lipaze iznosila je 0,46 mg/cm3. Odnosno, ukupni proteini u
ekstraktu lipaze prije proCiS¢avanja iznosili su 218,70 mg, dok je nakon procis¢avanja masa
ukupnih proteina bila 0,23 mg. Samim time, specifitna aktivnost lipaze je povecana s
4,97 U/mgprotein D@ 26,95 U/MQprotein, 0dnosno, stupanj prociSéavanja primjenom kolonske

kromatografije iznosio je 5,42.
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Tablica 22. Rezultati prociScavanja lipaze kromatografijom

v Ukupna  Ukupni p . r2 F Prinos

Uzorak [cm?] aktivnost  proteini [U/c1m3] [rggloéer#] [U/mg [] [%]
[U] [mg] protein]

Neprocisceni  4o0 1087 21870 10,87 219 497 100 100,00
ekstrakt
Upareni 710 537,04 3742 7564 527 1435 28 4941
ekstrakt
ProCisceni 05 6,17 023 12,34 046 2695 542 057
ekstrakt

Nakon kromatografije, proCi§¢eni uzorak podvrgnut je elektroforezi u poliakrilamidnom gelu u
svrhu procjene molekulske mase lipaze usporedbom s proteinskim markerima. Ujedno je
provedena i usporedba dobivenih rezultata proizvedene lipaze s komercijalnom lipazom
(Slika 21). Na temelju vizualne percepcije dobivenih rezultata, utvrdeno je da koncentrirani sirovi
ekstrakt (Slika 21, linija 2) sadrzi veliku koli€¢inu kontaminirajucih proteina, Sto je u skladu s
rezultatima prikazanim u Tablici 22. Dobiveni rezultati elektroforeze daju uvid u dodatne
informacije o veli€ini kontaminirajuéih proteina, iz ega se moZze zakljuciti da se radi o proteinima
molekulske mase manje od 35 kDa. Usporedbom rezultata dobivenih za komercijalnu i
proizvedenu TLL, moze se zakljuditi da se vrpce iz linije 3 i linije 4 poklapaju ¢ime je dokazano da
se radi o proteinskoj molekuli lipaze. Nadalje, iz rezultata za linije 3 i 4 vidljivo je da se po dvije
vrpce pojavljuju na istim mjestima. Kao $to je ranije opisano (poglavlje 4.1.1.), TLL se u vodenom
mediju javlja u obliku monomerna i dimera $to bi moglo objasniti detekciju dviju vrpci, kako u
uzorku s komercijalnom TLL, tako i u uzorku s proizvedenom i pro€is¢enom TLL. Sli¢ni rezultati
istrazivanja su ve¢ objavljeni u kojima je elektroforeza lipaze takoder pokazala dvije glavne vrpce,
jedna oko 50 kDa, a druga izmedu 25 i 37 kDa (Gongalves i sur., 2014).

Osim detekcije i potvrdivanja molekulske mase TLL, vizualno promatranje dobivenog
poliakrilamidnog gela jasno pokazuje da se vrlo Cisti enzimski pripravak moze dobiti koriStenjem
kolonske kromatografije buduci da nakon prociS¢avanja nisu zabiljeZzene vrpce u podrucju
molekulske mase manje od 35 kDa (kao $to je to u slu€aju s neprocis¢enom lipazom). Dobiveni
rezultati su u skladu s masenom koncentracijom proteina izmjerenom nakon prociScavanja i
visokim faktorom prociscavanja. Medutim, prinos kromatografske metode proci§¢avanja lipaze je
nizak (0,57%) te je iz tog razloga navedena metoda prociS¢avanja TLL isklju¢ena iz daljnjih
istrazivanja.
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Slika 21. Linija 1 - markeri proteina (PageRuler™ Prestained Protein Ladder); Linija 2 -
neprocCiS¢eni koncentrirani ekstrakt lipaze; Linija 3 - standard komercijalne lipaze (Lipolase 100L);

Linija 4 - proCiS¢eni ekstrakt lipaze

4.2 4. Karakterizacija neprocis¢ene lipaze

NeprocCidéeni enzimski ekstrakt lipaze dobiven ekstrakcijom biolodki obradene bucine pogace

nakon optimizacije uvjeta SSF procesa koristen je za biokemijsku karakterizaciju enzima.

Rezultati istrazivanja prikazani su graficki (Slika 22 a — f), a hidrolitiCka aktivnost TLL je izrazena

kao relativna aktivnost.
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Slika 22. Karakterizacija neprociScene lipaze: a) ovisnost aktivnosti lipaze o temperaturi; b)
termostabilnost lipaze; c) ovisnost aktivnosti lipaze o pH reakcijskog medija; d) utjecaj uvjeta
skladistenja na aktivnost lipaze; e) utjecaj organskog otapala na aktivnost lipaze; f) utjecaj iona
metala na aktivnost lipaze

4.2.4.1. Ovisnost aktivnosti lipaze o temperaturi

Istrazivanje utjecaja temperature na aktivnost lipaze provedeno je u temperaturnom rasponu od
25 °C do 60 °C. Prema rezultatima (Slika 22a), neproCis¢ena TLL pokazuje maksimalnu
hidroliticku aktivnost prema pNP-palmitatu pri temperaturi od 40 °C. Takoder, prema rezultatima
vidljivo je da povecéanjem ili snizenjem temperature za 5 °C u odnosu na temperaturu na kojoj TLL
pokazuje maksimalnu aktivnost, dolazi do redukcije hidrolitiCke aktivnosti lipaze za 20 — 30%.
Dobiveni eksperimentalni rezultati u skladu su s publiciranim rezultatima mjerenja ovisnosti

aktivnosti TLL o temperaturi (Ti8ma i sur., 2019).
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4. Rezultati i rasprava

4.2.4.2. Stabilnost lipaze tijekom inkubacije pri poviSenoj temperaturi

Prema rezultatima dobivenim u prethodnom poglavlju, vidljivo je da povecanje temperature
reakcijskog medija iznad 40 °C rezultira redukcijom hidroliticke aktivnosti TLL prema odabranom
supstratu. Kako bi se ispitala stabilnost neprocid¢ene lipaze pri poviSenoj temperaturi, provedena
je inkubacija lipaze u temperaturnom rasponu od 25 °C do 80 °C. Na temelju rezultata (Slika 22b)
zabiljeZena je redukcija hidroliticke aktivnosti TLL za 20% poc€etne aktivnosti u testiranom
temperaturnom rasponu. Buduéi da je lipaza zadrzala aktivhost nakon inkubacije na 80 °C u
trajanju od 24 sata, zakljuCeno je da povecana temperatura ne dovodi do inhibicije lipaze
termickom denaturacijom nego dolazi do redukcije hidrolitiCke aktivnosti prema testiranom
supstratu pNP-palmitatu pri temperaturi veéoj od 40 °C. Na temelju dobivenih rezultata
procijenjena je konstanta brzine deaktivacije lipaze (ks = 0,0044 + 0,0007 1/°C) prema kojoj je
potvrdena termicka stabilnost proizvedenog enzima. TermiCka stabilnost lipaze zabiljezena i u
drugim istrazivanjima (Dengic¢ i sur., 2013) koja je povezana s biokemijskom strukturom molekule.
Lipaza je amfifilna molekula koja sadrzi hidrofilne i lipofilne aminokiselinske boéne ogranke (Khan
i sur., 2017). lIstrazivanja su pokazala da lipofiine aminokiselinske skupine poveéavaju
termostabilnost proteina (Kumar i sur., 2000). UzevSi u obzir navedene rezultate, potvrdena je
Cinjenica da je TLL termostabilan protein koji se moze primijeniti u biokatalitiCkim procesima u

Sirokom temperaturnom rasponu, ovisno o drugim reakcijskim parametrima.

4.2.4.3. Ovisnost aktivnosti lipaze o pH

Eksperimentalno ispitivanje utjecaja pH na aktivnost lipaze provedeno je u rasponu od 7 do 10.
Prema dobivenim rezultatima (Slika 22¢) moze se zakljuliti da neprociS¢ena TLL pokazuje
maksimalnu hidrolitiCku aktivhost prema pNP-palmitatu pri pH = 9. Dobiveni podaci za
neprociséenu lipazu u dobrom su slaganju s eksperimentalnim podacima dobivenim za

komercijalnu lipazu opisanim u poglavlju 4.1.3. (Tablica 17).

4.2.4.4. Stabilnost lipaze tijekom skladiStenja

Stabilnost neprociscene lipaze tijekom skladistenja ispitana je pri temperaturama od 25 °C, 4 °C i
-20 °C periodi¢kim mjerenjem aktivnosti TLL tijekom 100 dana. Rezultati su prikazani na Slici 22d
te su koriSteni u svrhu procjene konstante deaktivacije lipaze (kq). U prvih 20 dana skladistenja pri
testiranim temperaturama aktivnost TLL nije se promijenila. Nakon toga doSlo je do redukcije

aktivnosti lipaze s najveéim trendom redukcije skladistenjem tekuéeg enzimskog ekstrakta pri
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temperaturi od 25 °C (ks = 0,0056 = 0,0004 1/dan) te pri temperaturi od 4 °C uz blazi trend
redukcije aktivnosti (ks = 0,0042 + 0,0003 1/dan). Skladistenjem enzimskog ekstrakta na
temperaturi od -20 °C, TLL zadrzava poCetnu aktivnosti tijekom 60 dana. Nakon 100 dana
skladistenja, TLL zadrzava 90% pocetne aktivnosti uz konstantu deaktivacije k4 = 0,0008 £ 0,0002
1/dan. Na temelju procijenjenih konstanti deaktivacije za svaku temperaturu, izracunato je vrijeme
tijekom kojega dolazi do redukcije aktivnosti TLL za 50% te iznosi 124 dana za 25 °C, 165 dana
za 4 °C i 866 dana za -20 °C.

4.2.4.5. Utjecaj organskih otapala na aktivnost lipaze

Stabilnost neprociS¢ene TLL u prisutnosti organskog otapala procijenjena je nakon inkubacije
enzimskog ekstrakta u trajanju od 60 minuta pri 25 °C i dodatkom 1% (v/v) otapala (aceton,
acetonitril, etanol, heksan, heptan, kloroform, metanol, toluen). Prema rezultatima (Slika 22e)
moze se zakljuciti da je TLL stabilan enzim u prisutnosti ispitivanih organskih otapala. Buduci da
je lipaza enzim koji moze katalizirati reakcije esterifikacije i transesterifikacije u reakcijskom mediju
s malim udjelom vode, za daljnja istrazivanja bilo bi neophodno ispitati stabilnost i aktivnost lipaze

u prisutnosti ve€eg udjela organskog otapala u reakcijskom mediju.

4.2.4.6. Utjecaj iona metala na aktivnost lipaze

Prema provedenim istrazivanjima (Yang i sur., 2016) dokazano je ioni metala mogu dolaziti u
interakciju s nabijenim skupinama bo¢nog lanca povrsinskih aminokiselina lipaze, Sto bi moglo
znatno utjecati na ionizaciju aminokiselinskih ostataka te utjecati na konformaciju enzima i
aktivnost lipaze. 1z navedenog razloga, u ovom istrazivanju ispitana je stabilnost neprociS¢ene
TLL u prisutnosti razli¢itih iona metala u koncentraciji od 2,22 mmol/dm3 u reakcijskoj smjesi.
Rezultati su prikazani graficki (Slika 22f) kao relativha aktivnost lipaze izracunata u usporedbi s
aktivnoScu lipaze izmjerenom bez dodatka anorganskih spojeva (100%). Prema dobivenim
rezultatima, jednovalentni ioni metala K* (KCI) i Na* (NaCl) pokazuju najveci inhibicijski u€inak na
TLL (redukcija aktivnosti TLL za 93% i 94%). Od testiranih dvovalentnih iona metala, Mg?*
(MgSO04) pokazao se kao jak inhibitor za nepro€iSéenu TLL s redukcijom hidroliticke aktivnosti za
93%. Takoder, dvovalentni ioni Cu?* (CuCl, « 2H,0) rezultirali su redukcijom aktivnosti TLL za
84%. Dvovalentni ioni Mn?* (MnSQ.) nisu djelovali inhibicijski na aktivnost lipaze nego je
zabiljeZzen blagi porast aktivnosti lipaze za 14%. Rezultati za dvovalentne ione Zn?* pokazali su

smanjenje hidroliticke aktivnosti TLL ali s manjim inhibicijskim u€inkom kad su ioni dodani u obliku
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sulfata (ZnSQ4) usporedno s kloridima (ZnCly). Trovalentni ioni metala Fe®* (FeCls) pozitivno su

djelovali na hidroliticku aktivnost TLL te se aktivnost lipaze povecala za 33%.

4.3. BIOLOSKA OBRADA BUCINE POGACE U BIOREAKTORU S
PLITICAMA

U sljedecoj fazi istrazivanja ispitana je moguénost uvecanja mjerila proizvodnje lipaze. Za potrebe
optimizacije uvjeta fermentacije kao bioreaktor koristena je laboratorijska staklenka te je
provedena fermentacija supstrata ukupne mase od 119 g (50 g buéine pogace + 69 g vode). U
svrhu uvecéanja mjerila SSF procesa, bioloSka obrada bucine pogace provedena je u bioreaktoru
s pliticama. Razvoj procesa biolodke obrade bucine pogace u bioreaktoru s pliticama proveden je
u dvije faze. U prvoj fazi istrazivan je utjecaj nacina pripreme inokuluma na proizvodnju lipaze
uzgojem T. lanuginosus na 600 g bucine pogace tijekom 7 dana u pliticama manijih dimenzija (27,5
x 1,5 % 18,5 cm) (poglavlje 3.2.8.1.). U tu svrhu, plitice manijih dimenzija postavljene su na srednju
pliticu vecCih dimenzija u termostatskoj komori bioreaktora. Nakon odabira nacina pripreme
inokuluma s ciliem maksimalne proizvodnje lipaze, provedeno je uvecanje mijerila proizvodnje
lipaze uzgojem T. lanuginosus na 2550 g bucine pogacCe tijekom 7 dana u pliticama vecih
dimenzija (50 x 5 x 40 cm) (poglavlje 3.2.8.2.).

4.3.1. Utjecaj pripreme inokuluma na proizvodnju lipaze u bioreaktoru s pliticama

U ovom dijelu istraZivanja procijenjena je mogucnost koriStenja lignoceluloznih sirovina
distinktivnih fizikalno-kemijskih karakteristika kao supstrata za uzgoj micelija i spora
T. lanuginosus u svrhu pripreme inokuluma za uvecéanje mjerila SSF procesa. Koristenje drugih
nusproizvoda ili ostataka iz poljoprivredno-prehrambenog sektora u predlozenom SSF procesu
dodatno doprinosi razvoju opsega lignocelulozne biorafinerije. Rezultati mjerenja aktivnosti TLL
tijekom SSF procesa u bioreaktoru s plitcama kao funkcija u ovisnosti o nacinu pripreme

inokuluma prikazani su graficki na Slici 23.
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Slika 23. Ovisnost proizvodnje lipaze uzgojem T. lanuginosus na bucinoj pogaci u bioreaktoru s
pliticama tijekom 7 dana fermentacije o nacinu pripreme inokuluma (suspenzija spora
T. lanuginosus i razli€iti lignocelulozni supstrati)

U prvom eksperimentu proizvodnja inokuluma i supstrata bila je analogna proizvodnji lipaze u
laboratorijskim staklenkama. Buc€ina pogaca inokulirana je suspenzijom spora T. lanuginosus.
Prema rezultatima, najve¢a volumna aktivnost TLL izmjerena je nakon drugog dana fermentacije.
Aktivnost lipaze proizvedene u bioreaktoru s pliticama bila je veéa (22,5 U/cm?®), usporedno s
maksimalnom aktivnosti TLL provedbom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama (15,77
U/cm?®). U nastavku fermentacije, uslijedila je redukcija aktivnosti TLL. Isti trend proizvodnje lipaze
evidentiran je provedbom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama. Veéa volumna aktivnost
TLL zabiljezena provedbom SSF procesa u bioreaktoru s pliticama moze se povezati sa sljedeéim
tvrdnjama. Usporedno sa SSF procesom provedenog u laboratorijskim staklenkama, cjelokupna
masa supstrata postavljena je na pliticu vec¢eg volumena nego 5to je volumen laboratorijske
staklenke. Samim time, u bioreaktoru s pliticama dobivena je manja visina sloja fermentacijskog
materijala te veci omjer dodirne povrsine supstrata i okolnog zraka. Navedene &injenice doprinose
boljoj izmjeni tvari i energije tijekom SSF procesa. Osim toga, volumen cjelokupnog bioreaktora s
pliticama puno je veci u odnosu s ukupnim volumenom laboratorijske staklenke. |z navedenog
razloga, sastav atmosfere okolnog zraka tijekom fermentacije u bioreaktoru s pliticama nije isti
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kao u laboratorijskim staklenkama nastao uslijed produkcije i akumulacije plinova metabolizma
radnog mikroorganizma. Osim toga, u bioreaktoru s pliticama omoguéena je veca relativha

vlaznost okolnog zraka induciranim ovlazivanjem.
Redukcija aktivnosti TLL tijekom proizvodnje u bioreaktoru s pliticama moze se povezati s:

a) Potrosnjom nutrijenata i ulja iz supstrata potrebnih za proizvodnju lipaze tijekom SSF procesa;

b) Sintezom proteolitickih enzima koji djeluju inhibicijski za lipazu;

c) Sintezom drugih metabolita T. lanuginosus koji djeluju inhibicijski za lipazu;

d) Sintezom ili otpuStanjem bioaktivnih spojeva supstrata koji mogu djelovati supresivho za
proizvodnju lipaze ili inhibitorski za aktivnost lipaze, odnosno promjenom kemijskog sastava

bugine pogace tijekom fermentacije.

U drugom eksperimentu kao supstrat za proizvodnju inokuluma koridtena je bucina pogaca. Nakon
7 dana uzgoja T. lanuginosus na bucinoj pogaci u svrhu proizvodnje inokuluma, svjeZa bucina
pogaca inokulirana je te je proveden SSF proces u bioreaktoru s pliticama. Nakon provedbe
mjerenja aktivnosti TLL, vidljivo je da primjena bucine pogace u svrhu proizvodnje inokuluma nije
djelovala pozitivno na SSF proces u smjeru proizvodnje lipaze. Maksimalna aktivnost TLL
izmjerena je nakon tre¢eg dana fermentacije te je iznosila 2,9 U/cm3. Dobiveni rezultati ukazuju
na Cinjenicu da do redukcije proizvodnje ili aktivnosti lipaze nije doslo kao posljedica potrosnje
nutrijenata potrebnih za proizvodnju lipaze ili potroSnjom ulja iz supstrata kao induktora za
proizvodnju lipaze. Navedene €injenice su opravdane buduci da je u proces fermentacije dodana
nova koli¢ina svjeze bucine pogace. Nadalje, u ovoj fazi istrazivanja, inhibicija lipaze ili redukcija
proizvodnje lipaze moZze biti povezana sa sintezom proteaza ili drugih metabolita gljive tijekom
uzgoja T. lanuginosus na bucinoj pogaci za proizvodnju inokuluma. Takoder, tijekom pripreme
inokuluma, moglo je doci do sinteze ili otpustanja bioaktivnih spojeva iz bu€ine pogace koji mogu
potencijalno djelovati inhibitorski na proizvodnju lipaze. Navedene &injenice su opravdane bududi

da u prvim danima SSF procesa nije niti doslo do znacajne proizvodnje lipaze.

U tre¢em i Cetvrtom eksperimentu za proizvodnju inokuluma koristeni su nusprodukti iz
poljoprivredno-prehrambenog sektora, pljevica pira i pljevica je€ma. Usporedno s primjenom
bucine pogale kao supstrata za proizvodnju inokuluma, primjena pljevice pira i pljevice je€ma
djelovala je pozitivno u smjeru proizvodnje TLL visoke volumne aktivnosti. Prema dobivenim
rezultatima, najveéa aktivnost lipaze zabiljezena je nakon €etvrtog dana fermentacije i iznosila je
25,0 U/cm?® za pljevicu pira, te 31,0 U/cm? za pljevicu jeéma. U nastavku SSF procesa zabiljeZena
je redukcija aktivnosti lipaze ali s manjim trendom usporedno s proizvodnjom lipaze u

laboratorijskim staklenkama.
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U petom eksperimentu za proizvodnju inokuluma koriSteni su repini rezanci, nusprodukt
prehrambene industrije nastao tijekom proizvodnje industrijskog Seéera saharoze. Prema
dobivenim rezultatima, primjena repinih rezanaca kao inokuluma djelovala je pozitivno za
proizvodnju TLL. Stovi$e, primjenom repinih rezanaca postignuta je najveé¢a aktivnost TLL u
usporedbi s ostalim naginima pripreme inokuluma. Do intenzivne produkcije lipaze doslo je izmedu
prvog (11,5 U/cm?3) i drugog dana (49,1 U/cm?®) SSF procesa. Nakon drugog dana, aktivnosti lipaze
ostala je konstanta do petog dana fermentacije. Manja odstupanja aktivnosti lipaze tijekom
fermentacije te povecanje aktivnosti $estog dana SFF procesa (57,8 U/cm?®) moze se povezati s
problemima uzorkovanja zbog heterogenosti sustava. Sedmi dan fermentacije zabiljezena je

redukcija aktivnosti lipaze $to je bio slu€aj i kod ostalih ispitanih nacina pripreme inokuluma.

Sumirajuéi rezultate dobivene primjenom pljevice pira, plievice jeCma i repinih rezanaca za
proizvodnju inokuluma, te usporedno s prethodno dobivenim rezultatima postavljene su sljedeée

premise:

a) Primjenom pljevice pira, pljevice je€ma i repinih rezanaca nije do8lo do sinteze proteolitiCkih
enzima tijekom pripreme inokuluma buduci da nije doSlo do inhibicije lipaze u poCetku SSF
procesa na bucinoj pogaci;

b) Primjenom pljevice pira, pljevice je€ma i repinih rezanaca nije doslo do sinteze metabolita
gljiive tijekom pripreme inokuluma buduci da nije doslo do inhibicije proizvodnje lipaze u
pocetku SSF procesa na bucinoj pogaci;

c) Primjenom pljevice pira, pljevice je€ma i repinih rezanaca nije doslo do sinteze ili otpustanja
bioaktivnih komponenti koriStene sirovine koji bi potencijalno inhibirali proizvodnju ili aktivnost
lipaze;

d) Primjenom repinih rezanaca kao supstrata za proizvodnju inokuluma uspostavljen je stabilan
SSF proces u pogledu proizvodnje lipaze s najve¢om volumnom aktivnosti te minimalne

redukcije u aktivnosti lipaze tijekom fermentacije.

Iz dobivenih rezultata te navedenih premisa, repini rezanci, kao lignocelulozni nusprodukt

prehrambene industrije, koridteni su u daljnjim koracima uvecanja mjerila proizvodnje lipaze.
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4.3.2. Uvecéanje mjerila procesa bioloske obrade bucine pogace u bioreaktoru s pliticama

Nakon optimizacije procesnih uvjeta proizvodnje lipaze u laboratorijskim staklenkama, ispitana je
mogucnost uvecanja mjerila SSF procesa u bioreaktoru s pliticama. Po¢etna masa supstrata u
laboratorijskim staklenkama iznosila je 119 g, te je povec¢ana na 2550 g u bioreaktoru s pliticama.
UzevSi u obzir masu dodanog inokuluma (repini rezanci + biomasa radnog mikroorganizma)
(1350 g), pocCetna masa tvari na plitici iznosila je 3900 g s udjelom inokuluma 34,62% (w/w)
izraZeno na ukupnu masu. Prema tome, proces proizvodnje lipaze uvecan je 32,77 puta. Tijekom
procesa bioloSke obrade buine pogale u bioreaktoru s pliticama provedena su mijerenja
aktivnosti lipaze, udjela vlage supstrata, pH supstrata te je pracena promjena temperature.
Rezultati su prikazani graficki na Slici 24. Rezultati prikazani za dan fermentacije “0“ odnosi se

na uzorkovanje provedeno odmah nakon inokulacije bucine pogace neposredno prije inkubacije i

fermentacije.
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Slika 24. Rezultati procesa proizvodnje lipaze bioloSkom obradom bucine pogace u bioreaktoru
s pliticama tijekom 7 dana primjenom repinih rezanaca kao sirovine za proizvodnju inokuluma:

121



Darijo Sibalié: Razvoj procesa bioloske obrade bugine pogade u proizvodnii bioprodukata — koncept biorafinerije

a) Profil proizvodnje lipaze; b) Promjena udjela vlage supstrata; c) Promjena pH vrijednosti
supstrata; d) Promjena temperature supstrata

4.3.2.1. Proizvodnja lipaze u bioreaktoru s pliticama

Prema rezultatima (Slika 24a) najve¢a volumna aktivhost TLL izmjerena je Cetvrti dan
fermentacije (58,55 U/cm?), te u nastavku fermentacije nije doslo do znacajne promjene volumne
aktivnosti TLL. Usporedno, maksimalna aktivnost lipaze izmjerena u laboratorijskim staklenkama
iznosila je 15,77 U/cm®. U bioreaktoru s pliticama proizvedena je lipaza sa 3,7 puta vecom
volumnom aktivnosti te nije zabiljezena inhibicija proizvedene lipaze kao $to je to bio slucaj tijekom
SSF procesa provedenog u laboratorijskim staklenkama. Najveca specificna aktivnost TLL u
bioreaktoru s pliticama izmjerena je Cetvrti dan fermentacije (138,46 U/mgprotein), te je usporedno
s izmjerenom specificnom aktivnosti u laboratorijskim staklenkama (26,94 U/mgprotein) doSlo do
povecanja specificne aktivnosti TLL za 5,14 puta. Maksimalna aktivnost TLL izrazena na suhu
tvar supstrata izmjerena je nakon treéeg dana provedbe procesa u bioreaktoru s pliticama
(400,83 U/gst) te je bila veca za 2,47 puta usporedno s procesom provedenim u laboratorijskim
staklenkama (162,15 U/gst). U nastavku SSF procesa, doslo je do smanjenja specificne aktivnosti

TLL (r2) i aktivnosti lipaze izraZzene na suhu tvar supstrata (rs).

4.3.2.2. Promjena udjela viage supstrata tiiekom proizvodnje lipaze u bioreaktoru s pliticama

Prema rezultatima (Slika 24b), udio vlage u pocetnom uzorku iznosio je 60%. Tijekom SSF
procesa doslo je do redukcije vlage supstrata te je udio vlage u uzorku izmjerenom nakon sedmog
dana SSF procesa iznosio 12,11%. Usporedno sa SSF procesom provedenim u laboratorijskim
staklenkama, udio vlage supstrata iznosio je 41,01% u uzorku izmjerenom nakon sedmog dana
SSF procesa. Veci trend redukcije vlage supstrata u bioreaktoru s pliticama moze se povezati s
¢injenicama da je SSF proces proveden na plitici koja omogucuje vecu dodirnu povrsinu izmedu
supstrata i okolnog zraka pri temperaturi od 45 °C. Kombinacija tanjeg sloja fermentacijskog
materijala na plitici nego u laboratorijskoj staklenki i bolje izmjene tvari i energije rezultirala je
vecim trendom isusSivanja materijala unato€ ovlazivanju zraka u termostatskoj komori bioreaktora.
Isti rezultati zabilieZeni su u istraZivanju provedenog od grupe autora Selo i sur. (2023). Vedéi trend
smanjenja udjela vlage supstrata zabiljezen je tijekom bioloSke valorizacije tropa grozda u
bioreaktoru s pliticama (10,1%) usporedno s laboratorijskim staklenkama (2,3%) nakon 15 dana

fermentacije pri 27 °C.
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4.3.2.3. Promjena pH supstrata tijiekom proizvodnje lipaze u bioreaktoru s pliticama

Tijekom SSF procesa mjerena je pH vrijednost supstrata. Prema rezultatima (Slika 24c), pH
pocetnog uzorka bio je 6,40. Nakon drugog dana SSF procesa doslo je do povecanja pH na 7,58.
Od drugog dana do sedmog dana SSF procesa zabiljeZena je redukcija pH supstrata do 6,54.
Usporedno, tijekom provedbe SSF procesa u laboratorijskim staklenkama zabiljezen je porast pH
do drugog dana fermentacije (8,60) te u nastavku SSF procesa pH vrijednost nije se zna&ajno
promijenila i kraju je iznosila 8,27. IstraZivanja su pokazala da pH vrijednost supstrata moze
znacajno utjecati na tijek proizvodnje i aktivnost lipaze uzgojem razli€itih sojeva T. lanuginosus
(Sreelatha i sur., 2017). Prema dobivenim rezultatima kojega su proveli Sreelatha i sur. (2017),
najveée aktivnosti lipaze zabiljeZzene su submerznim uzgojem T. lanuginosus u mediju pri pH od
6 do 7. Takoder, najveci porast biomase gljive zabiljezen je u istom pH rasponu. Pri pH vrijednosti
8, zabiljezena je redukcija u proizvodnji biomase gljive i produkciji lipaze. Buduci da je tijekom
proizvodnje lipaze u bioreaktoru s pliticama zabiljezena niza pH vrijednost supstrata i veéa
aktivnost TLL nego tijekom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama, potvrdeno je da niza pH
vrijednost supstrata doprinosi vec¢oj produkciji TLL. Povecéanje pH supstrata tiekom SSF procesa
moze biti indikacija aktivnosti proteolitickih enzima koji mogu potencijalno inhibirati lipazu. Tijekom
SSF procesa u bioreaktoru s pliticama osim vece aktivnosti TLL, nije zabiljezena inhibicija lipaze
kao Sto je to u sluCaju provedbe fermentacije u laboratorijskim staklenkama. Smanjenje pH
vrijednosti tijekom procesa fermentacije moze biti posljedica vece produkcije i akumulacije
ugljikova dioksida u okolnoj atmosferi unutar bioreaktora s pliticama te otapanjem ugljikova
dioksida u slobodnoj vodi prisutnoj u supstratu. Usporedno sa SSF procesom u laboratorijskim
staklenkama, u bioreaktoru s pliticama je doslo do vece produkcije lipaze, $to sugerira na vecu
metaboli¢ku aktivnost gljive. Samim time doslo je do potencijalne veée produkcije ugljikova
dioksida Sto je rezultiralo smanjenjem pH supstrata, dok je pH supstrata tijekom procesa u
laboratorijskim staklenkama ostao konstantan. Osim toga, tijekom fermentacije i metabolicke
aktivnosti moze doéi do sinteze i akumulacije organskih kiselina $to rezultira sniZzenjem pH
fermentacijskog medija. Promjena koncentracije organskih kiseline zabiljeZena je tijekom SSF

procesa u bioreaktoru s pliticama, te su dobiveni rezultati prikazani u poglavlju 4.6.12.

4.3.2.4. Mjerenje temperature supstrata tiiekom proizvodnje lipaze u bioreaktoru s pliticama

SSF proces u bioreaktoru s pliticama proveden je pri temperaturi od 45 °C, a fluktuacija
temperature tijekom fermentacije mjerena je on-line posredstvom tri temperaturne sonde.

Kontrolna sonda postavljena je u srediSte termostatske komore bioreaktora 20 cm iznad supstrata
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te sluzi za regulaciju temperature u bioreaktoru. Druga sonda postavljena je na povrsinu supstrata,
a tre¢a sonda postavljena je unutar sloja supstrata. Rezultati mjerenja fluktuacije temperature
prikazani su na Slici 24d. Prema rezultatima mjerenja provedenih pomocéu kontrolne
temperaturne sonde vidljivo je da tijekom SSF procesa nije doslo do akumulacije topline unutar
bioreaktora. lzmjerene oscilacije temperature od 45 °C ocitane pomoc¢u kontrolne sonde
posljedica su otvaranja bioreaktora u namjenu svakodnevnog uzorkovanja supstrata. Prema
rezultatima dobivenih pomocu temperaturne sonde postavljene na povrsini supstrata vidljivo je da
je temperatura od 45 °C postignuta nakon 20 h trajanja fermentacije, uz blago povecanje
temperature do 46,5 °C. Tijekom SSF procesa, temperatura na povrsini supstrata iznosila je oko
445 °C. Rezultati dobiveni mjerenjem promjene temperature unutar sloja fermentacijskog
materijala tijekom provedbe SSF procesa u bioreaktoru s pliticama ukazuju na jednu od glavnih
problematika povezanih s provedbom SSF procesa u bioreaktoru statiChe konstrukcije (bez
mehani¢kog mijeSanja fermentacijskog materijala te uz prirodnu cirkulaciju zraka konvekcijom
unutar bioreaktora) te uvecanjem mijerila procesa fermentacije. Prema rezultatima mjerenja
temperaturne sonde postavljene u sredidte supstrata olitana je akumulacija metaboliCke topline
u prvih 29 sati fermentacije kao porast temperature do 49,4 °C. Akumulacija topline unutar sloja
supstrata moZze rezultirati inhibicijom enzima ili metabolicke aktivnosti radnog mikroorganizma.
Prema rezultatima vidljivo je da je temperatura od 45 °C unutar supstrata postignuta 37. sat
fermentacije. Odnosno, bilo je potrebno 8 sati SSF procesa da se postigne radna temperatura
unutar sloja fermentacijskog materijala. Navedeno se mozZe povezati s toplinskom vodljivosti
fermentacijskog medija koji utjeCe na prijenos topline kroz fermentacijski materijal kondukcijom i
prijenos topline izmedu fermentacijskog materijala i okolnog zraka konvekcijom. Samim time,
moguca je heterogenost, odnosno temperaturni gradijenti unutar fermentacijskog materijala, $to
je jedan od glavnih nedostataka konstrukcije statiCnog bioreaktora (Figueroa-Montero i sur.,
2011). U nastavku SSF procesa, temperatura u sloju supstrata iznosila je oko 40 °C. Snizenje
temperature unutar sloja fermentacijskog medija moze se povezati s utroSkom osjetne topline
fermentacijskog materijala u korist latentne topline isparavanja vode s povrsine fermentacijskog
materijala (Nagel i sur., 2000b). Kao posljedica fenomena hladenja fermentacijskog materijala,
zabilieZzen je znatan gubitak vlage supstrata isparavanjem vode. Stopa hladenja isparavanjem
moze se kontrolirati reguliranjem brzine protoka zraka prisilnom ventilacijom te kontrolom sadrzaja
vode u mediju. PovecCanje brzine protoka zraka prisiinom ventilacijom moglo bi smanjiti
temperaturni gradijent unutar sloja supstrata. Medutim, provedbom SSF procesa u velikom mijerilu

teSko je odrzavati temperaturu u idealnom rasponu (Chen, 2013).
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4.4. BIOTRANSFORMACIJA ULJA KATALIZIRANA POMOCU LIPAZE

Proizvodnja kemikalija iz obnovljivih izvora poput otpadnih ulja i masti klju€na je u razvoju odrzivih
procesa nezavisnih o fosilnim izvorima (poput nafte i prirodnog plina). U takvim okolnostima,
razvoj selektivnih i efikasnih transformacija triacilglicerola i masnih kiselina nuzni su za uspostavu
ekoloski plauzibilnih i odrzivih industrijskih procesa. Razvijeni industrijski procesi transformacija
ulja i masti do visokovrijednih produkata konfrontiraju se s intenzivnim energetskim imperativima
(visoki tlakovi i temperature), potroSnjom kemikalija, zahtjevima u izolaciji i proci§¢avaniju finalnih
derivata te sintezom nepozeljnih nusprodukata (Fraile i sur., 2017). Navedeni nedostatci mogu se
premostiti implementacijom biokatalitickih procesa u kojima se kao katalizator koristi enzim lipaza.
BiokatalitiCki procesi obi¢no su energetski plauzibilniji u smislu potros$nje energije. Osim toga,
selektivnost biotehnoloskih procesa u sintezi primjenom enzima rezultira povecanjem prinosa
Zeljenih proizvoda, minimizirajuci postupke separacije i proCid¢avanja produkta $to u konacnici
rezultira redukcijom akumulacije kemijskog otpada. Iz gore navedenih razloga, proizvedena lipaza
testirana je kao biokatalizator za hidrolizu razli€itih biljnih ulja (hladno preSano suncokretovo ulje,
omegol ulje, hladno preSano ulje konoplje, ekstra djevicansko maslinovo ulje, djevi¢ansko buéino
ulje, hladno preSano laneno ulje, rafinirano kokosovo ulje) s ciljem ispitivanja supstratne
specificnosti proizvedene TLL. RSM optimizacija procesnih uvjeta biokataliticke hidrolize biljnih

ulja provedena je primjenom modelnog supstrata (hladno preSano suncokretovo ulje).

4.4.1. Priprema i karakterizacija neprociséenog liofiliziranog ekstrakta lipaze

U narednom odjeljku opisani su argumenti koncentriranja enzimskog pripravka liofilizacijom te su
izneseni ishodi mjerenja volumne aktivnosti TLL prije i nakon liofilizacije. U tu namjenu, proveden
je postupak liofilizacije opisan u poglavlju 3.2.9.1. Pripremljen liofilizat otopljen je u TRIS-HCI
puferu (50 mmol/dm?, pH = 7,31) u koncentraciji od 112,66 mg/cm3. Odabrani pH i koncentracija
liofilizata odgovaraju reakcijskim uvjetima dobivenim nakon RSM optimizacije hidrolize ulja

pomocu TLL koja je sadrzana u idu¢em poglavlju.

Izmjerena volumna aktivnost TLL u pripremljenom liofilizatu iznosila je 14,60 U/cm?, dok je
maksimalna volumna aktivnost TLL izmjerena tijekom bioloSke obrade bucCine pogace iznosila
58,55 U/cm®. Razlog smanjene volumne aktivnosti TLL u sirovom liofiliziranom enzimskom
pripravku posljedica je provedbe ekstrakcije lipaze u vodi, za razliku od provedbe ekstrakcije
lipaze u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm?, pH = 9) koristenom za mjerenje volumne aktivnosti TLL

tijekom bioloSke obrade. Nakon provedene ekstrakcije lipaze u vodi, volumna aktivhost iznosila je
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1,19 U/cm3. Primarni razlog provedbe ekstrakcije TLL u vodi temelji se na rezultatima mjerenja
utjecaja pH vrijednosti na konverziju triacilglicerola tijekom hidrolize ulja. Prema rezultatima, veca
konverzija triacilglicerola, a samim time i ve¢a hidroliticka aktivnost TLL zabiljezena je pri pH 7,31
tijekom hidrolize ulja. U suprotnosti, proizvedena TLL pokazala je maksimalnu hidroliticku
aktivnost pri pH 9 u slu¢aju kad je pNP-palmitat koristen kao supstrat za mjerenje aktivnosti. 1z
navedenog razloga, ne moze se izvesti zaklju¢ak da prilikom ekstrakcije u vodi nije doslo do
ekstrakcije lipaze, nego je niza aktivnost zabiljeZzena kao posljedica nize pH vrijednosti u odnosu

na pH koridten pri mjerenju aktivnosti TLL primjenom pNP-palmitata u testu.

Da bi se povecala volumna aktivhost enzimskog pripravka TLL, provedeno je koncentriranje
enzimskog ekstrakta liofilizacijom. U slu¢aju da je ekstrakcija TLL provedena u puferu (TRIS-HCI
pufer, 50 mmol/dm?) to znadi da bi liofilizacijom 1 dm?® ekstrakta u puferu u sirovom liofiliziranom
pripravku lipaze zaostalo 6,057 g TRIS baze. 1z navedenog razloga, bilo bi potrebno provesti
dodatni korak proci¢avanja i uklanjanja velike koli¢ine soli §to bi rezultiralo dodatnim koracima

pripreme enzima, akumulacijom kemijskog otpada i potencijalnim gubitkom aktivnosti lipaze.

Osim zbog povecanja volumne aktivnosti TLL, postupak liofilizacije odabran je iz razloga da bi se
povecala stabilnost enzimskog pripravka tijekom skladiStenja. Prema dobivenim rezultatima
mjerenja stabilnosti nepro€iS¢enog enzimskog ekstrakta tijekom skladistenja na 4 °C (poglavlje
4.2.4.4., Slika 22d), zabiljeZena je redukcija aktivnosti TLL za 30% nakon 80 dana skladiStenja.
Prema dobivenim rezultatima mjerenja stabilnosti neprociS¢enog liofiliziranog ekstrakta lipaze,
tijekom 80 dana na 4°C (Slika 25) nije zabiljezena redukcija aktivnosti TLL. Nakon toga, uslijedila

je redukcija aktivnosti TLL.
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Slika 25. Stabilnost neprociS¢enog liofiliziranog ekstrakta lipaze tijekom skladiStenja pri
temperaturi od 4 °C
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Da bi se ispitala stabilnost liofiliziranog ekstrakta lipaze pri poviSenoj temperaturi, liofilizat je
otopljen u TRIS-HCI puferu (50 mmol/dm3, pH = 7,31) u koncentraciji od 112,66 mg/cm?, inkubiran
pri temperaturi od 40 °C te je periodi¢ki mjerena aktivnost lipaze. Prema dobivenim rezultatima
mjerenja stabilnosti neprociS¢enog enzimskog ekstrakta tijekom inkubacije na 40 °C (poglavlje
4.2.4.2., Slika 22b), zabiljeZzena je redukcija aktivnosti TLL za 12% nakon 24h. Rezultati dobiveni
mjerenjem stabilnosti nepro€iS¢enog liofiliziranog ekstrakta lipaze tijekom inkubacije pri
temperaturi od 40 °C (Slika 26) ukazuju na termostabilnost proizvedenog enzimskog pripravka

buduci da je TLL zadrzala viSe od 92% pocCetne aktivnosti nakon inkubacije u trajanju od 96 sati.
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Slika 26. Stabilnost neproc€iséenog liofiliziranog ekstrakta lipaze tijekom inkubacije pri
temperaturi od 40 °C

4.4.2. Rezultati hidrolize ulja pomoc¢u lipaze prema procesnim uvjetima definiranim u Box-

Behnken eksperimentalnoj matrici

U prvom djelu optimizacije hidrolize hladno preSanog suncokretovog ulja pomocu lipaze istrazen
je utjecaj 3 nezavisne varijable u 3 razine (maseni udio ulja (Xs), maseni udio enzima (X7) i pH
(Xs)) na konverziju triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina (Y). U tu svrhu, definirana je
eksperimentalna matrica prema Box-Behnken dizajnu prema kojemu je provedeno 18
eksperimenata sa 6 ponavljanja u centralnoj tocki ispitnog podrucja. Rezultati mjerenja konverzije
triacilglicerola prikazani su u Tablici 23. Prema rezultatima vidljiva je signifikantnost utjecaja
procesnih uvjeta u definiranom ispitnom podrucju na hidrolizu suncokretovog ulja. Navedena
konstatacija proizlazi iz dobivenih eksperimentalnih rezultata konverzije triacilglicerola koji su bili
u rasponu od 11,06% do 41,66%.
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Tablica 23. Srednje vrijednosti konverzije triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina izraunate
temeljem rezultata istrazivanja utjecaja razlicitih procesnih uvjeta na hidrolizu suncokretovog ulja
pomocu lipaze prema Box-Behnken dizajnu (eksperimentalna matrica)

broj Xi Xz X3 Y
eksperimenta [%] [%] [] [%]
1 25 5,0 7,5 29,02
2" 50 7,5 7,5 38,96
3* 50 7,5 7,5 37,03
4> 50 7,5 7,5 41,02
5 75 7,5 9,0 11,06
6 75 7,5 6,0 26,51
7 25 7,5 9,0 31,17
8* 50 7,5 7,5 41,66
9 50 5,0 9,0 19,93
10 75 5,0 7,5 18,85
11 50 10,0 6,0 14,41
12 50 5,0 6,0 29,45
13 25 7,5 6,0 31,89
14* 50 7,5 7,5 41,55
15* 50 7,5 7,5 39,58
16 50 10,0 9,0 12,80
17 25 10,0 7,5 27,86
18 75 10,0 7,5 16,35

*centralne tocke ispitnog podrucja

4.4.3. Modeliranje i statistiCka optimizacija procesnih uvjeta hidrolize ulja

Dobiveni eksperimentalni podaci konverzije triacilglicerola hladno preSanog suncokretovog ulja
pomocu sirovog liofiliziranog pripravka lipaze aproksimirani su primjenom 4 modela (linearni,
dvofaktorijalni, kvadratni i kubi¢ni model) te je provedena statisticka analiza s ciliem definiranja
koji od modela najbolje opisuje dobivene eksperimentalne podatke. Prema dobivenim rezultatima

programskog paketa Design-Expert® (Tablica 24) odabran je kvadratni polinom.
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Tablica 24. Procjena prikladnosti modela za opisivanje eksperimentalnih podataka hidrolize ulja

Model SD R?

linearni 10,131 0,2403
dvofaktorijalni 11,146 0,2775
kvadratni 2,829 0,9662
kubiéni 1,805 0,9914

SD = standardna devijacija; R? = koeficijent determinacije

Kvadratni polinom s konstantom jednadzbe odzivnog polinoma, linearnim ¢lanovima, kvadratnim
Clanovima, clanovima interakcije i pripadajuéim koeficijentima regresije prikazani su opcéom
formulom (53), te u nekodiranom obliku formulom (54):

Y = By + 1Xe + BoXs + BaXg + PEXE + PX7 + P5XE + B1P2XeX7 + B1P3XeXs +

53
B2B3X7Xg (59)

Y = —289,31 + 1,42 - X¢ + 22,56 - X7 + 60,94 - Xg + (—0,01 - X2) + (—1,84 - X2) +

4
(4,15 - X2) + (=0,01 - X4X,) + (—0,10 - X4Xg) + 0,53 - X, Xg (4)

Za verifikaciju signifikantnosti testiranih nezavisnih varijabli i njihova medudjelovanja na odziv
koristene su p-vrijednosti. Prema rezultatima statistiCke analize prikazanih u Tablici 25, ispitane
nezavisne varijable kao linearni ¢lanovi pokazuju statistiCki znacajan utjecaj na proces hidrolize
suncokretovog ulja (p < 0,05). Maseni udio ulja (Xs) ima najveci utjecaj na proces hidrolize, nakon
Cega slijede pH (Xs) i maseni udio enzima (X7). Zatim, statistickom analizom dokazano je da svi
kvadratni ¢lanovi polinoma imaju signifikantan utjecaj na proces hidrolize te da najveci utjecaj na

proces hidrolize ima medusobna interakcija ispitanih varijabli Xs i Xs.

“F-vrijednost“ modela iznosi 25,38 (izracunat kao omjer kvadratne regresije modela (MS = 203,05)
i kvadratnog ostatka (8,00)) Sto implicira da je model signifikantan sa samo 0,01% Sanse da bi se
“F-vrijednost” modela mogla pojaviti zbog “Suma modela“. Vrlo niska "P-vrijednost modela"
(< 0,0001) i R? = 0,9662 implicira da predlozeni kvadratni model dobro opisuje odnos izmedu
promatranog odziva procesa (konverzija triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina) i utjecaja
signifikantnih neovisnih varijabli te ovaj model moze objasniti 96,62% promjenjivosti u odzivu. U
konachnici, “F-vrijednost® (4,88) i "P-vrijednost" (0,0601) indicira na Cinjenicu da nedostatak modela

nije signifikantan.
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Tablica 25. Statisticka analiza (ANOVA) prikladnosti aproksimacije dobivenih eksperimentalnih
podataka konverzije triacilglicerola nakon hidrolize suncokretovog ulja pomocu lipaze polinomnim
modelom primjenom viSestruke regresije

SS df MS F-vrijednost | p-vrijednost
Model 1827,46 9 203,05 25,38 < 0,0001
Linearni ¢lanovi
Xs 277,99 1 277,99 34,73 0,0004
X7 83,39 1 83,39 10,42 0,0121
Xs 93,15 1 93,15 11,64 0,0092
Kvadratni ¢lanovi
Xs? 130,48 1 130,48 16,30 0,0037
X7 574,82 1 574,82 71,82 < 0,0001
Xg? 380,68 1 380,68 47,57 0,0001
Clanovi interakcije
XeX7 0,45 1 0,45 0,06 0,8179
XeXs 54,19 1 54,19 6,77 0,0315
X7Xs 15,67 1 15,67 1,96 0,1992
Ostatak 64,02 8 8,00
Nedostatak modela 47,73 3 15,91 4,88 0,0601
Pogreska 16,28 5 3,25
Ukupno 1891,48 17
R? 0,9662

SS = suma kvadrata odstupanja podataka od prosjecne vrijednosti; df = stupnjevi slobode;
MS = varijanca
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Medusobni utjecaj ispitanih nezavisnih varijabli

na proces hidrolize ulja prikazani su

trodimenzionalnim (3D) odzivnim povrSinama konstruiranih pomocu definiranog matematickog
modela (Slika 27 a — ¢).
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Slika 27. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za konverziju triacilglicerola do slobodnih
masnih kiselina dobiven numeriCkom optimizacijom kao funkcija ¢lanova interakcije: a)
masenog udjela enzima i masenog udjela ulja; b) masenog udjela ulja i pH; c) pH i masenog
udjela enzima
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Sukladno navedenim &injenicama, predlozeni matematiCki model implementiran je u numerickoj
optimizaciji reakcijskih parametara hidrolize ulja s ciliem maksimalne konverzije triacilglicerola do
slobodnih masnih kiselina. Definirani optimalni uvjeti su: wyje = 37,69%, Wenzim = 7%, pH = 7,31.
Prema predvidanju matemati¢kog modela i implementacijom definiranih uvjeta hidrolize ulja,
maksimalna konverzija triacilglicerola iznosila bi 41,81%. Sukladno navedenomu, provedena je
provjera matemati¢kog modela prema definiranim optimalnim uvjetima te je izmjerena konverzija
triacilglicerola od 39,32% $to ukazuje kako je model sa 94,04% toCnosti pokazao podudaranje s

eksperimentalnim rezultatom.

4.4.3.1. Utjecaj temperature na hidrolizu ulja

Nakon provedene RSM optimizacije reakcijskih uvjeta hidrolize ulja (maseni udio ulja, maseni udio
enzima i pH), ispitan je utjecaj temperature na hidrolizu ulja. Tijekom optimizacije, reakcija
hidrolize ulja provedena je pri temperaturi od 40 °C iz razloga $to je u ranije provedenim analizama
karakterizacije neprolis¢ene TLL (poglavlje 4.2.4.1.) utvrdeno da lipaza pokazuje maksimalnu
hidroliticku aktivnosti prema pNP-palmitatu pri 40 °C. Prema dobivenim rezultatima (Slika 28)
maksimalna konverzija ftriacilglicerola izmjerena je pri temperaturi od 40 °C. Povecanje
temperature rezultiralo je redukcijom hidrolitiCcke aktivnosti TLL u reakciji hidrolize hladno

preSanog suncokretovog ulja.

45 T
40 + °
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30 T [ ] ®
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20 + °
15 | .
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g SN .
10 20 30 40 50 60 70 80
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Slika 28. Ovisnost konverzije triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina u reakciji hidrolize
hladno preSanog suncokretovog o temperaturi
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4.4.3.2. Hidroliza razliéitih vrsta ulja pomocu sirovoq liofiliziranoq preparata lipaze

Enzim lipaza klasificirana je kao triacilglicerol hidrolaza, te osim reakcije esterifikacije i
transesterifikacije, lipaza katalizira reakciju hidrolize esterske veze u molekuli triacilglicerola.
Nastale slobodne vise masne kiseline i glicerol imaju znacajnu primjenu u industrijskoj proizvodnji
Sirokog spektra produkata poput alkohola, amina i estera koji u svojoj strukturi sadrze lipofilni
ugljikovodicni lanac. Dobivene kemikalije se koriste kao lubrikanti, plastifikatori i emulgatori te kao
sastojci u proizvodnji sapuna, deterdzenata i stoCne hrane (Biermann i sur., 2021). Prema
dobivenim rezultatima opisanim u poglavlju 4.4.3., vidljivo je da se proizvedeni sirovi liofilizirani
pripravak TLL moZe koristiti u reakciji hidrolize esterske veze. Medutim, da bi se ispitala
mogucnost primjene TLL u hidrolizi drugih supstrata, provedena je hidroliza 7 razli¢itih ulja

koriStenih kao modelnih supstrata za TLL, a rezultati su prikazani graficki na Slici 29.
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Slika 29. Hidroliza razli¢itih vrsta ulja pri optimalnim reakcijskim uvjetima (wyje = 37,69%,
Wenzim = 7%, pH = 7,31, T =40 °C) pomocu sirovog liofiliziranog pripravka lipaze tijekom 96 h

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da proizvedena TLL pokazuje Siroku supstratnu
specificnost buduci da je za 5 od 7 testiranih ulja (hladno preSano suncokretovo ulje, omegol ulje,
hladno preSano ulje konoplje, ekstra djevicansko maslinovo ulje i djevi¢ansko bucino ulje) doslo
do konverzije triacilglicerola za vise od 40%. Najveca konverzija triacilglicerola zabiljeZena je
nakon 72 h hidrolize primjenom omegol ulja (56,74 + 0,32%) i hladno preSanog ulja konoplje
(56,72 £ 0,53%). Najniza konverzija zabiljeZena je primjenom rafiniranog kokosovog ulja (11,52 +
1,77% nakon 72h).

Kinetika hidrolize esterske veze u molekuli triacilglicerola u ovisnosti je o biokemijskim
karakteristikama enzima te o strukturi aktivnog mjesta lipaze. Lipaza iz T. lanuginosus je amfifilna
molekula koja u svojoj strukturi ima hidrofobni polipeptidni lanac pored aktivnhog mjesta. Reakcija
hidrolize odvija se u vodenom mediju $to rezultira “zatvorenom konformacijom® TLL, odnosno
hidrofobni polipeptidni lanac smjesten je iznad aktivnog mjesta lipaze. U prisutnosti lipofilne
molekule poput triacilglicerola, dolazi do konformacijske promjene hidrofobnog polipeptidnog

lanca Cime lipaza prelazi u “otvorenu konformaciju“ i zapoc€inje kataliticki ciklus (Brzozowski i sur.,
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2000; Skjold-dgrgensen i sur., 2014). Odnosno, kinetika reakcije u ovisnosti je o svojstvima
medufazne povrsine izmedu enzima u hidrofilnoj fazi i strukturi triacilglicerola u lipofilnoj fazi sto
je ranije potvrdeno u ovom istrazivanju prilikom optimiranja testa za mjerenje hidroliticke aktivnost

TLL i modeliranja hidrolize pNP-palmitata (poglavlje 4.1.6.).

Izmedu ostalog, reakcija hidrolize ulja katalizirana je sirovim liofiliziranim enzimskim pripravkom.
Tijekom liofilizacije dolazi do koncentriranja svih ekstraktibilnih komponenti iz bioloSki obradene
bu€ine pogacCe kao i produkata nastalih tijekom rasta i metaboli¢ke aktivnosti T. lanuginosus.
Navedene komponente takoder mogu utjecati na stabilnost medufazne povrsine tijekom reakcije
hidrolize ulja, te na samu kinetiku reakcije. Osim kontaminanata prisutnih u sirovom enzimskom
pripravku, prirodno prisutni negliceridni sastojci koriStenih ulja (voskovi, fitosteroli, tokoferoli,
pigmenti, fenolne kiseline) (Rezig i sur., 2012) mogu imati utjecaj na stabilnost i formiranje

medufazne povrsine.

Osim biokemijskih svojstava lipaze (poput hidrofobnog polipeptidnog lanca lokaliziranog iznad
aktivnog mijesta lipaze) i stabilnosti medufazne povrSine na kojoj dolazi do reakcije, kinetika
hidrolize ulja u izravnoj je ovisnosti o kemijskoj strukturi triacilglicerola. Enzim TLL pokazuje
selektivnost prema odredenoj vrsti triacilglicerola s obzirom na duljinu ugljikovodi€nog lanca (broj
ugljikovih atoma), broju i polozaju dvostrukih veza na ugljikovodi€énom lancu te polozaju pojedine
masne kiseline na gliceridnom ostatku. Navedene &injenice afirmiraju dobivene eksperimentalne
rezultate prema kojima je jasno da TLL pokazuje veéi afinitet prema hidrolizi odredenih ulja
(hladno presano suncokretovo ulje, omegol ulje, hladno preSano ulje konoplje). U istrazivanju
kojega su proveli Akanbi i sur. (2013) dokazana je visoka selektivnost lipaze iz T. lanuginosus
prema esencijalnim visokolan¢anim omega-3 masnim kiselinama (dokosaheksaenoi¢na kiselina
(DHA) i eikosapentaenoicna kiselina (EPA)) tijekom hidrolize ribljeg ulja. U navedenom
istraZivanju, tijekom hidrolize ribljeg ulja najprije je doslo do oslobadanja masnih kiselina s manjim
brojem ugljikovih atoma poput miristinske (C14:0), palmitinske (C16:0), palmitoleinske kiseline
(C16:1 n-7) i oleinske (C18:1 n-9) kiseline. Nakon $to je zabiljeZena konverzija triacilglicerola
ribljeg ulja za oko 25%, doslo je do hidrolize EPA (C20:5 n-3). U nastavku hidrolize do konverzije
ulja od oko 60% doSlo je do potpune hidrolize EPA, uz istovremeno koncentriranje DHA (C20:6
n-3) kao monoacilglicerola. Ovi rezultati pokazuju da se EPA i DHA mogu razdvoijiti i koncentrirati
djelomi¢nom i selektivnom hidrolizom ribljeg ulja uz separaciju oslobodenih neesencijalnih
srednjelan€anih masnih kiselina. RSM optimizacijom reakcijskih uvjeta selektivne hidrolize ribljeg
ulja pomocu TLL, Sun i sur. (2023) proveli su 55%-tnu konverziju triacilglicerola ulja do glicerida

zasicenih s esencijalnim visokolan€anim omega-3 masnim kiselinama EPA i DHA. |z dobivenih
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rezultata eksperimentalnog istrazivanja te prema literaturnim podacima, vidljivo je da je primjenom
sirovog liofiliziranog enzimskog pripravka moguce provesti djelomi¢nu hidrolizu razli€itih vrsta ulja
$to znacajno doprinosi razvoju daljnjeg opsega istrazivanja u proizvodnji pojedinaénih produkata

hidrolize ulja.

4.5. REZULTATI DJELOMICNOG PROCISCAVANJA SIROVOG
LIOFILIZIRANOG ENZIMSKOG PREPARATA

Tijekom optimizacije procesa hidrolize ulja koriSten je sirovi liofilizirani enzimski preparat. Maseni
udio liofilizata apliciran u reakcijsku smjesu, s obzirom na ukupnu masu dodane vode (pufera) i
ulja, iznosio je 7%. Odnosno, pripremljen je enzimski preparat u koncentraciji od 112,33 mg/cm?
otapanjem 0,1685 g liofilizata u 1,5 g pufera (ekvivalent 1,5 cm?® pufera). Masena koncentracija
proteina u enzimskom preparatu izmjerena Bradfordi¢inom metodom iznosila je 9,28 mg/cm?.
UzevSi u obzir masenu koncentraciju proteina te masu liofilizata koristenog za pripremu
enzimskog pripravka u 1,5 cm?® pufera, izracunata koncentracija proteina po gramu liofilizata
iznosila je 82,6113 mg/gicfiizat. Prema dobivenim rezultatima, moze se zakljuditi da proteini ¢ine
8,26% ukupne mase liofilizata. 1z navedenog razloga provedeno je prociSéavanje TLL

precipitacijom proteina pomoci soli (amonijev sulfat) i organskog otapala (aceton).

4.5.1. Rezultati precipitacije lipaze pomo¢u amonijeva sulfata

Prema podacima dostupnim u literaturi, precipitacija lipaze iz enzimskih pripravaka dobivenih iz
klijajucih sjemenki, bakterija (Pseudomonas sp.) i gljiva (Aspergillus sp., Penicillium chrysogenum
i Thermomyces lanuginosus) provedena je uz zasi¢enje amonijevim sulfatom od 70% (Shafei i
Allam, 2010; TiSma i sur., 2019; Al-Haidari i sur., 2020; Jamilu i sur., 2022; Ali i sur., 2023;
Ezenwelu i sur., 2022). Iz navedenog razloga, u ovom istraZivanju za precipitaciju lipaze iz sirovog
liofiliziranog enzimskog preparata koristeno je zasi¢enje amonijevim sulfatom od 70%. Nadalje,
ispitan je utjecaj poetne masene koncentracije liofilizata (50 — 200 mg/cm?) na precipitaciju TLL.
Volumna aktivnost lipaze, masena koncentracija proteina te specifi¢na aktivnost lipaze izmjerena
je u pocetnom uzorku (liofilizat otoplien u vodi bez dodatka soli), u supernatantu te u

rekonstituiranom precipitatu. Dobiveni rezultati prikazani su graficki (Slika 30 a — c).
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Slika 30. Rezultati mjerenja volumne aktivnosti lipaze (a), masene koncentracije proteina (b) i
specificne aktivnosti lipaze (¢) u supernatantu i precipitatu tijekom proc¢iS¢avanja lipaze iz
razli¢itih poCetnih koncentracija liofilizata primjenom amonijeva sulfata

Prema rezultatima mjerenja volumne aktivnosti TLL (Slika 30a) vidljivo je da volumna aktivhost

rekonstituiranog precipitata nije bila veca (ili ista) volumnoj aktivnosti poCetnog uzorka. Prema

tome, zaklju€eno je da po€etna masa liofilizata u ispitanom podrucju ne utje€e na separaciju TLL

u precipitat. Uzevsi u razmatranje dobivene rezultate, perfektuirano je da primjenom amonijeva

sulfata u zasi¢enju od 70% nije dostatno za iscrpnu precipitaciju TLL, to je potvrdeno mjerenjem

aktivnost TLL u supernatantu. Rezultati analize masene koncentracije proteina u uzorcima

(Slika 30b) kulminiraju zaklju¢kom da primjenom amonijeva sulfata u zasi¢enju od 70% dolazi do

precipitacije proteina. Medutim, neovisno o pocetnoj masenoj koncentraciji liofilizata, masena
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koncentracija proteina bila je istovjetna u supernatantu i precipitatu. UzevSi u obzir dobivene
rezultate analize specificne aktivnosti lipaze (Slika 30c) vidljivo je da je primjenom amonijeva
sulfata za postupak procis¢avanja i precipitacije proteina doslo do povecanja specifiCne aktivnosti
u supernatantu i precipitatu, usporedivsi rezultate dobivene mjerenjem specificne aktivnosti TLL
u poCetnom uzorku pripremlijenim u demineraliziranoj vodi, iz ¢ega se moze zakljuciti da je
primjenom amonijeva sulfata mogucée provesti proCiS¢avanje lipaze. lako je najveéa izmjerena
specificna aktivnost zabiljeZena primjenom enzimskog preparata poCetne masene koncentracije
liofilizata od 100 mg/cm?, aktivnost TLL u navedenom slucaju zabiljeZzena je u supernatantu, a ne
u precipitatu. Dobiveni rezultati impliciraju Cinjenicu da primjenom amonijeva sulfata u zasi¢enju
od 70% i pocetne koncentracije liofilizata od 100 mg/cm? znacajno utjece na diferencijaciju lipaze
od ostalih kontaminirajuéih proteina. Medutim, dobiveni supernatant sadrzi kontaminante koji se
ne mogu taloziti uz dodatak amonijeva sulfata. Nadalje, da bi se provelo procis¢avanje lipaze
primjenom 1 dm?® 70%-tne vodene otopine amonijeva sulfata (pripremljena otapanjem 379,24 g
soli), bilo bi potrebno provesti naknadno prociS¢avanje i uklanjanje velike koli€ine amonijeva
sulfata. |z navedenog razloga postupak progiS¢avanja TLL precipitacijom pomoc¢u amonijeva

sulfata isklju€en je iz daljnjeg istrazivanja.

4.5.2. Rezultati precipitacije lipaze pomoc¢u acetona

Primjenom organskih otapala, poput acetona, provedeno je proc€iS¢avanje lipaze nakon
fermentacije uzgojem razli€itih mikroorganizama poput A. niger, B. subtilis i P. stutzeri (Cao i sur.,
2012; Shah i Bhatt, 2012; Chen i sur., 2019). Osim toga, primjenom acetona provedena je
precipitacija lipaze iz mikroorganizama C. antarctica i T. lanuginosus u svrhu imobilizacije enzima
(Prabhavathi Devi i sur., 2009). Buduc¢i da primjenom acetona dolazi do precipitacije lipaze, te
pritom nije zabiljeZena inhibicija enzima, u ovom istrazivanju istrazena je moguc¢nost precipitacije
i proCid¢avanja lipaze iz sirovog liofiliziranog preparata enzima posredstvom acetona u razlicitim
volumnim udjelima. Rezultati mjerenja volumne aktivnosti lipaze, masene koncentracije proteina
te specifi€ne aktivnosti lipaze u supernatantu te u rekonstituiranom precipitatu prikazani su graficki
(Slika 31 a-c).
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Slika 31. Rezultati mjerenja volumne aktivnosti lipaze (a), masene koncentracije proteina (b) i
specificne aktivnosti lipaze (¢) u supernatantu i precipitatu tijekom procis¢avanja lipaze
precipitacijom primjenom razli¢itih volumnih udjela acetona

Prema dobivenim rezultatima mjerenja volumne aktivnosti TLL tijekom postupka precipitacije
pomocu acetona (Slika 31a) vidljivo je da povecanjem volumnog udjela acetona do 45% u smjesi
rezultira povec¢anjem volumne aktivnosti TLL u supernatantu. Daljnjim poveéanjem volumnog
udjela acetona dolazi do redukcije volumne aktivnosti TLL u supernatantu, uz istovremeno
povecanje volumne aktivnosti u precipitatu. Prema rezultatima vidljivo je da je primjenom acetona
moguca separacija lipaze iz supernatanta u precipitatu pove¢anjem volumnog udjela acetona do
60% (v/v). Daljnjim povecanjem volumnog udjela acetona u smjesi dolazi do redukcije volumne

aktivnosti TLL. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su tijekom proc¢iS¢avanja lipaze proizvedene uzgojem
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A. niger. Prema publiciranim rezultatima, povecanje omjera aceton:sirovi ekstrakt lipaze do 2,5:1
(71,33%, v/v) rezultira povecanjem volumne aktivnosti i koncentracije lipaze u precipitatu (Chen i
sur., 2019). Mjerenjem masene koncentracije proteina u uzorcima (Slika 31b) vidljivo je da je pri
volumnom udjelu acetona od 40% izmjerena podjednaka masena koncentracija proteina u
supernatantu (3,25 mg/cm?®) i u precipitatu (3,20 mg/cm?). Povec¢anjem koncentracije acetona u
smijesi rezultira zna¢ajnom precipitacijom proteina, te je izmjerena masena koncentracija proteina
od 0,28 mg/cm?® u supernatantu i 4,85 mg/cm? u precipitatu pri volumnom udjelu acetona od 60%.
Sli¢ni rezultati zabiljeZeni su tijekom precipitacije lipaze i proteina u istraZivanju kojeg su proveli
Hsu i Tsai (2001). Prema publiciranim rezultatima, dodatak acetona u volumnom udjelu od 41,18%
rezultiralo je precipitacijom proteina za 50%. Povecanjem volumnog udjela acetona do 60%, u
supernatantu zaostalo je 13,8% pocetne koncentracije proteina, odnosno precipitirano je 86,2%
proteina. S obzirom na izmjerenu volumnu aktivnost lipaze i masenu koncentraciju proteina u
uzorcima, izraCunata je specificna aktivhost TLL (Slika 31¢). Najveca specificna aktivhost
zabilieZzena je u supernatantu uz dodatak 45% volumnog udjela acetona. Nadalje, najveca
specifi€na aktivhost TLL u precipitatu izmjerena je primjenom acetona u volumnom udjelu od 60%,
ali za 3,26 puta manja nego u supernatantu s 45% volumnog udjela acetona. Navedeni rezultati
proizlaze iz €injenice da dodatak 45% volumnog udjela acetona rezultira zna¢ajnom precipitacijom
kontaminirajucih proteina, dok u supernatantu zaostaje enzim TLL. |z dobivenih rezultata vidljivo
je da je primjenom acetona moguca selektivna separacija TLL od kontaminirajuéih proteina te je
u iduéem poglavlju predloZen i objaSnjen postupak precipitacije TLL dodatkom acetona u dva

stupnja.

vaw 7

4.5.3. Rezultati pro¢iS¢avanja lipaze postupnom precipitacijom pomoc¢u acetona

Kao $to je specificirano u prethodnom poglavlju, koncentracija proteina izmjerena Bradfordi€¢inom
metodom te izraCunata na masu koristenog liofilizata iznosi 82,6113 mg/Qicfiizat. Prema tome, za
povecanje aktivnosti lipaze u enzimskom pripravku nije bilo dovoljno provesti koncentriranje
enzima liofilizacijom nego odabrati metodu koja omoguéuje selektivhu diferencijaciju lipaze od
kontaminirajucih proteina te ostalih u vodi ekstraktibilnin komponenti. U prvom dijelu istrazivanja
pro€iS¢avanja lipaze ispitana je precipitacija TLL pomocu amonijeva sulfata. Amonijev sulfat
odabran je zbog kemijskih karakteristika koje omogucuju selektivhu precipitaciju proteina od
ostalih kontaminanata prisutnih u ekstraktu (primjerice fenolnih spojeva, topivih oligosaharida,
pigmenata). Prema rezultatima (poglavlje 4.5.1.) zabiljeZzena je precipitacija proteina i lipaze.

Medutim, primjena amonijeva sulfata nije se pokazala kao pogodna metoda za povecanje
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volumne aktivnosti TLL u precipitatu. Iz navedenog razloga, provedena je precipitacija lipaze
pomocu acetona. Prema dobivenim rezultatima (poglavlje 4.5.2.), vidljivo je da aceton u volumnom
udjelu od 60% (v/v) znaCajno utjeCe na precipitaciju lipaze ali i svih prisutnih kontaminirajucih
proteina. Osim proteina, primjena acetona, kao neselektivne metode za prociS¢avanje proteina iz
sirovog ekstrakta, rezultirala je precipitacijom prisutnih oligosaharida iz ekstrakta. Medutim,
postupnim povecanjem volumnog udjela acetona u sirovom enzimskom preparatu moguca je
selektivna precipitacija kontaminirajuc¢ih proteina i oligosaharida od enzima lipaze. Rezultati
predlozene metode prikazani su u Tablici 26. Stupanj pro€iS¢avanja i prinos izracunati su u

odnosu na enzimski ekstrakt dobiven nakon ekstrakcije bioloSki obradene bucine pogace.

Tablica 26. Sazeti rezultati proCiS¢avanja lipaze postupnom precipitacijom pomoéu acetonom

Ukupna  Ukupni p r

Uzorak [cm?] akti[\br]ost p?r)r’:;i]ni [U/c1m ; [n)](g/oct:erigs] [:rjo/tz]g [I_-'] PFJZ(])S
Ekstrakt 42,5 51 75 1,19 1,76 0,68 1,00 100,00
Liofilizat 11 148 117 13,48 10,67 1,26 1,86 292,56
Supernatant 20 260 38 12,98 1,89 6,88 10,12 512,32
Precipitat 1,5 457 62 304,87 41,11 7,42 10,91 902,15

Nakon bioloSke obrade bucine pogace, provedena je ekstrakcija lipaze u demineraliziranoj vodi te
je izmjerena volumna aktivnost TLL od 1,19 U/cm?® i masena koncentracija proteina 1,76 mg/cm3.
Za postupak prociS¢avanja lipaze koristeno je 2 g liofilizata. Da bi se dobila potrebna masa
liofilizata za postupak proci§éavanja, liofilizirano je 42,5 cm? ekstrakta lipaze. Nakon liofilizacije,
2 g liofilizata otopljeno je u 11 cm® demineralizirane vode. U pripremlijenom uzorku izmjerena je
volumna aktivnosti TLL (13,48 U/cm?®) i masena koncentracija proteina (10,67 mg/cm?). Poveéanje
volumne aktivnosti TLL i masene koncentracije proteina u odnosu na pocetni ekstrakt lipaze
posliedica je koncentriranja enzimskog pripravka suSenjem zamrzavanjem. Medutim, u ovom
koraku prociS¢avanja zabiljezen je porast specificne aktivnosti TLL sa 0,68 U/mQprotin Na

1,26 U/mgprotein $tO je rezultiralo poveéanjem faktora procis¢avanja (F = 1,86).
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Navedeno povecanje specificne aktivnosti TLL povezano je s poveéanjem aktivnosti i stabilnosti
enzima tijekom liofilizacije. Podaci dobiveni nakon FT-IR analize liofilizirane lipaze iz P. cepacia i
C. antarctica ukazuju na Cinjenicu da tijekom procesa susenja zamrzavanjem dolazi do promjene
u sekundarnoj strukturi lipaze. Udio a-uzvojnice u strukturi lipaze se smanjuje, dok istovremeno
dolazi do povecanja udjela B-nabrane plo€e. Takoder, istrazivanja su pokazala da su navedene
konformacijske modifikacije proteina uzrokovane liofilizacijom reverzibilne u slu¢aju kad se
liofilizirani prah rekonstituira u vodi, dok su ireverzibilne ako se liofilizirani prah lipaze suspendira
u organskom otapalu (Secundo i Carrea, 2002). Nadalje, istrazivanja su pokazala da dodatak
odredenih spojeva mogu povecati aktivnosti i stabilnost lipaze tijekom procesa liofilizacije.
Primjerice, dodatak kalijeva klorida i etera (18-crown-6) prije liofilizacije rezultiralo je povecanjem
aktivnosti lipaze iz Humicola lanuginosa (dana$nji naziv: T. lanuginosus) do 46 puta, usporedno
s provedbom liofilizacije bez dodatka navedenih spojeva, dok je stabilnost lipaze tijekom procesa
liofilizacije poveéana uz dodatak trehaloze (Kreilgaard i sur., 1999; Persson i sur., 2002). Drugi
krioprotektori i lioprotektori, kao §to su Seceri i ciklodekstrini, mogu sprijeciti strukturna ostecenja
lipaza tijekom procesa liofilizacije. U€inak razli¢itih aditiva na aktivnost i stabilnost lipaze tijekom
liofilizacije odreden je vrstom i koncentracijom aditiva (poput hidrolizata proteina sirutke,
amonijeva sulfata, maltodekstrina, glicerola, saharoze, trehaloze, manitola), vremenom
liofilizacije, udjelom vode, itd. (Secundo i Carrea, 2005; Shu i sur., 2010; Darvishi i sur., 2012;
Jasinska i sur., 2021).

Nadalje, u otopljeni liofilizat dodano je 9 cm?® acetona te je proveden prvi stupanj proc¢i§éavanja
precipitacijom kontaminiraju¢ih proteina i oligosaharida (24h, 4 °C). Nakon precipitacije i
centrifugiranja, volumna aktivnost TLL i masena koncentracija proteina u dobivenom supernatantu
iznosila je 12,98 U/cm® i 1,89 mg/cm?®. Iz dobivenih rezultata mozZe se zakljuciti da je u prvom
stupnju prociS¢avanja doslo do diferencijacije lipaze od kontaminirajuéih proteina buduci da se
masa ukupnih proteina smanijila sa 117 mg na 38 mg. Odnosno, u prvom stupnju prociséavanja
doslo je do precipitacije kontaminirajucih proteina (i ugljikohidrata), to je rezultiralo poveéanjem
specifine aktivnosti TLL u dobivenom supernatantu na 6,88 U/mgprotein Uz faktor prociS¢avanja
10,12.

U drugom stupnju proci§¢avanja, u 20 cm?® supernatanta (prikuplienog u prvom stupnju
proc¢iScavanja) dodano je 20 cm?® acetona te je provedena precipitacija TLL i zaostalih
kontaminirajucih proteina (24h, 4 °C). Nakon proc&iS¢avanja, precipitat je rekonstituiran u TRIS-HCI
puferu (50 mmol/dm?3, pH = 9). Volumna aktivnost lipaze u pro¢i§¢enom pripravku enzima iznosila

je 304,87 U/cm?®. Specifi¢na aktivnost lipaze (7,42 U/mgprotein) i faktor proci¢avanja (10,91) nisu
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se znacajno promijenili u odnosu na mjerenja provedena uzorkovanjem supernatanta dobivenog
u prvom stupnju prociS¢avanja. Iz navedenog, zaklju¢eno je da prvi stupanj proci§¢avanja rezultira
kompletnom diferencijacijom TLL od kontaminanata u supernatantu, ¢ime je uslijedila precipitacija
i koncentriranje enzima u precipitatu postupnim povecanjem volumnog udjela acetona. U
konacnici, volumna aktivnhost proc¢is¢enog enzimskog preparata bila je ve¢a za 256,19 puta u
odnosu na volumnu aktivnost TLL u pocetnom ekstraktu &to je rezultiralo prinosom procis¢avanja
za 902,15%.

Takoder, ispitana je stabilnost djelomi¢no prociS¢ene TLL tijekom skladiStenja na 4 °C u trajanju
od 80 dana. Prema dobivenim rezultatima (Slika 32) zabiljeZzena je postupna redukcija aktivnosti

TLL. Nakon 80 dana skladiStenja, relativna aktivnost TLL iznosila je 65,79%.

120
100 o
80 i
60
40
20

0
0 20 40 60 80 100
t [dani]

Relativna aktivnost [%]

Slika 32. Stabilnost djelomi¢no procis¢enog liofiliziranog ekstrakta lipaze tijekom skladistenja pri
temperaturi od 4 °C

4.5.4. Rezultati hidrolize ulja katalizirane pomoc¢u djelomiéno prociséene lipaze

Nakon djelomi¢nog procid¢avanja sirovog liofiliziranog pripravka TLL precipitacijom pomocu
acetona u dva stupnja provedena je hidroliza hladno preSanog suncokretovog ulja i otpadnog
suncokretovog ulja. Rezultati su prikazani na Slici 33. Prema rezultatima dobivenim hidrolizom
hladno preSanog suncokretovog ulja maksimalna konverzija triacilglicerola od 98,71% zabiljezena
je nakon 48 h hidrolize. Na grafickom prikazu usporedeni su rezultati dobiveni nakon provedene
hidrolize hladno preSanog suncokretovog ulja pomoc¢u sirovog i djelomiéno prociséenog
liofiliziranog pripravka TLL. Slijedom dobivenih usporednih rezultata, vidljivo je da primjenom
djelomi¢no prociséene TLL zabiljezena veéa konverzija triacilglicerola kao posljedica vece

volumne i specifi€ne aktivnosti djelomi¢no procisc¢ene TLL. Nadalje, tijekom prociSéavanja sirovog
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liofiliziranog pripravka TLL pomocu acetona doslo je do precipitacije kontaminirajucih proteina i
ugljikohidrata u prvom stupnju prociS¢avanja, dok su polifenolni spojevi i pigmenti zaostali u
supernatantu nakon drugog stupnja prociS¢avanja (pogledati poglavlje 4.5.5.). Sukladno
navedenom, eliminacija kontaminirajuc¢ih spojeva iz enzimskog pripravka rezultira formiranjem
stabilnije medufazne povrSine izmedu vodene faze u kojoj je otoplijen enzim te supstrata (ulja).
Uklanjanjem kontaminanata poboljSan je prijenos mase tijekom reakcije hidrolize $to je rezultiralo
vecom reakcijskom brzinom i ve¢om konverzijom tijekom hidrolize ulja. Nadalje, rezultati dobiveni
nakon provedene hidrolize otpadnog suncokretovog ulja pokazali su moguénost primjene
djelomiéno procis¢ene TLL u valorizaciji otpadnih ulja, s kompletnom konverzijom triacilglicerola

(100%, 36h), 8to poveéava doprinos predlozenog koncepta biorafinerije.

Hladno preSano suncokretovo ulje Otpadno suncokretovo ulje
100 ; ® o o ° 100 ® 2 6 ¢ e
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O Sirovi liofilizirani pripravak TLL

Slika 33. Hidroliza hladno preSano suncokretovog ulja i otpadnog suncokretovog ulja pomocu
djelomiéno prociséene TLL

U iduéem koraku istrazivanja, ispitan je potencijal biokataliticke primjene djelomi&no prociséene
TLL u reakciji hidrolize razli¢itih vrsta ulja kao modelnih supstrata za proizvedenu lipazu. Rezultati
su prikazani na Slici 34 kao usporedni prikaz konverzije ulja pomocu sirovog liofiliziranog

pripravka TLL i djelomi¢no pro€iSéene TLL nakon provedene hidrolize u trajanju od 24 sata.
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Slika 34. Hidroliza razlicitih vrsta ulja pomoc¢u neprociS¢ene i djelomi¢no proc¢iS¢ene TLL u
trajanju od 24 h

U prethodno publiciranim rezultatima, ispitana je hidroliticka aktivnost imobiliziranih komercijalnih
enzima lipaze iz razli€itih izvora: Novozyme 435 (lipaza iz C. antarctica B), Lipozyme RM IM
(lipaza iz R. miehei) te Lipolase 100T (lipaza iz T. lanuginosus) u reakciji hidrolize suncokretovog
ulja. Za pripremu reakcijske smjese koristeno je 1 g suncokretovog ulja, 2,5 g pufera (pH 7),
1,4 cm? heptana i 0,050 g imobilizirane lipaze. Najveca konverzija zabilijeZzena je primjenom lipaze
iz T. lanuginosus (85,3%) nakon 6 h reakcije (Gutiérrez-Ayesta i sur., 2007). Prema dobivenim
rezultatima, vidljivo je da lipaza iz T. lanuginosus pokazuje veliku biokatalitiCku aktivnost u reakciji
hidrolize triacilglicerola. U istrazivanju provedenom u ovom radu, nakon enzimske hidrolize
modelnih supstrata u trajanju od 24 sata, vidljivo je da je primjenom djelomi¢no procis¢ene TLL
doslo do povecanja konverzije triacilglicerola kod svih testiranih modelnih supstrata, uz najvecu

konverziju triacilglicerola hidrolizom djevi€anskog bucinog ulja (92,33%).

Rezultati dobiveni nakon enzimske hidrolize hladno preSanog suncokretovog ulja primjenom
djelomi¢no prociS¢ene TLL pokazuju povecanje konverzije suncokretovog ulja do 76,37%. U
istraZivanju provedenog od Abdelmoez i sur. (2013) proveden je submerzni uzgoj C. rugosa ATCC

14830 s ciliem proizvodnje lipaze iskoriStavanjem otpada industrije biljnih ulja. Proizvedena
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neprociSéena lipaza koriStena je u reakciji hidrolize suncokretovog ulja te je zabiljezena
maksimalna konverzija triacilglicerola od 39,5% nakon 24h hidrolize pri 39 °C. Sli¢ni rezultati
zabiljezeni su u ovom istrazivanju primjenom neproci§¢ene lipaze uz konverziju suncokretovog
ulja od 35,56 %.

Visoka konverzija triacilglicerola modelnih supstrata zabiljezena je hidrolizom ekstra djevi€anskog
maslinovog ulja. Nakon prociS¢avanja lipaze zabiljeZzena je konverzija triacilglicerola od 68,06%.
Song i sur. (2007) proveli su hidrolizu maslinovog ulja kataliziranu pomocu imobilizirane lipaze iz
C. rugosa. Nakon 12 sati reakcije hidrolize, zabiljeZena je konverzija triacilglicerola za 50%.
Povecanje konverzije triacilglicerola hidrolizom ulja (60%) zabiljezeno je u slucaju kad je tijekom
hidrolize koridteno organsko otapalo izooktan. Veca konverzija maslinovog ulja primjenom
organskog otapala povezana je s manjom viskoznosti reakcijske smjese 3to je u konacnici utjecalo

na prijenos mase te samim time i vec¢u reakcijsku brzinu.

Nize konverzije triacilglicerola zabiljeZzene su primjenom hladno pre$anog ulja konoplje (29,80%),
hladno preSanog lanenog ulja (32,29%) te rafiniranog kokosovog ulja (18,60%). Prema
publiciranim rezultatima, visoka konverzija triacilglicerola iz ulja konoplje zabiljeZena je primjenom
imobilizirane lipaze iz P. cepacia u proto¢no-kotlastom reaktoru. Nakon vremena zadrZavanja
supstrata pripremlijenog u smjesi tert-butanol:voda od 38 minuta i volumnog protoka od 0,092
cm®min zabiljeZzena konverzija iznosila je 60% (Bavaro i sur., 2020). Prema rezultatima
istrazivanja provedenog od Nguyen i sur. (2018) nakon optimizacije reakcijskih uvjeta hidrolize
kokosovog ulja maksimalna zabiljeZena konverzija triacilglicerola iznosila je 79,64% nakon 16 sati

hidrolize katalizirane pomo¢u lipaze iz C. rugosa.

UzevSi u obzir dobivene rezultate u ovom istrazivanju te usporedivsi ih s literaturnim podacima
konverzije razlicitih ulja pomoc¢u komercijalne lipaze, konkluzivan ishod istrazivanja sugerira
mogucnost optimizacije procesa biotransformacija Sirokog spektra supstrata pomocu proizvedene

lipaze s ciliem proizvodnje visokovrijednih produkata.

4.5.5. Rezultati kemijske analize frakcija dobivenih tijekom proéiséavanja sirovog

liofiliziranog enzimskog preparata

Slijed procis¢avanja TLL iz sirovog liofiliziranog enzimskog pripravka postupnom precipitacijom
posredstvom organskog otapala (acetona) kulminirao je separacijom dvije frakcije. Prva frakcija
separirana je u obliku precipitata u prvom stupnju prociSéavanja. Druga frakcija predstavlja

supernatant organskog otapala (acetona). Glavni cilj predlozene metode bio je provesti
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proc€iS¢avanje proizvedene lipaze, a dodatne kemijske analize provedene su da bi se procijenila
mogucnost valorizacije prve i druge frakcije s ciliem procis¢avanja TLL bez akumulacije i retencije

otpada.

4.5.5.1. Kemijska analiza prve frakcije (precipitata)

Provedba kruto-tekuce ekstrakcije TLL bioloSki obradene buCine pogace rezultira ekstrakcijom
lipaze te velikog broja drugih visokovrijednih (makro)molekula. Prema literaturnim podacima,
buCine sjemenke sadrZe veliki udio topivih proteina, aminokiselina, polifenola, tokoferola,
fitosterola i mineralnih za koje je poznato da imaju funkciju u oCuvanju zdravlja i prevenciji
kroni€nih bolesti kod ljudi (Dotto i Chacha, 2020). Istrazivanje provedeno od Kushawaha i sur.
(2016) argumentiralo je inhibicijski efekt vodenog ekstrakta sjemenki bu¢e prema enzimima
a-amilaze (inhibicija enzima za 46,03 + 1,37%, ICso = 7,00 + 0,29 mg/cm?®) i a-glukozidaze
(inhibicija enzima za 35,11 £ 1,04%, ICso = 8,11 £ 0,36 mg/cm?). Rezultat provedenih istrazivanja
ukazao je na potencijalnu primjenu vodenog ekstrakta sjemenki buce u kontroli postprandijalne
hiperglikemije koja uzrokuje dijabetes melitus tipa 2. U istrazivanju provedenog od grupe autora
Song i sur. (2011) ispitana je mogucnost proizvodnje sirovog vodenog ekstrakta
heteropolisaharida iz bue (Lady Godiva). Nakon provedene GC-MS i NIR analize, kvalificiran je
kemijski sastav dobivenog heteropolisaharida molekulske mase od 10,1 kDa koji se u najveéem
udjelu sastojao od 1,6-disupstituirane-a-galaktopiranozil jedinice (33,33%) sastavljene od
monomernih jedinica L-fukoze, D-galaktoze, D-glukoze i D-manoze. Nadalje, u vodi topivi
polisaharidi manje molekulske mase (3,5 kDa) izolirani su kao polimeri sastavljeni od ramnoze,
glukoze, arabinoze, galaktoze i uronske kiseline (u masenom omjeru 1:1:4:6:15) te je afirmiran
njihov inhibicijski efekt prema enzimima koji kataliziraju hidrolizu sloZenih ugljikohidrata tijekom
probave. Osim toga, izolirani polisaharidi djelovali su inhibicijski prema DPPH i ABTS slobodnim
radikalima (Li i sur., 2021). StoviSe, moguénost pripreme oligosaharida nize molekulske mase
kemijskom hidrolizom polisaharida iz pulpe buce (Cucurbita moschata) provedeno je u istrazivanju
grupe autora Du i sur. (2011). Prema rezultatima, analizirani jednostavni Seceri u dobivenim
oligosaharidima su galaktoza (99,03%) i glukoza (0,97%). Proizvedeni oligosaharidi pokazali su
rezistentnost tijekom simulacije probave te prema enzimskom djelovanju a-amilaze. Znac¢ajna
svojstva prebiotika proizvedeni oligosaharidi pokazali su tijekom in-vitro ispitivanja kao
sposobnost stimuliranja rasta pozeljnih laktobacila u probavnom traktu. Moguénost precipitacije
polisaharida pomocu acetona ranije je dokazana u provedenim istraZivanjima (Abbou i sur., 2019).

Takoder, precipitacija polisaharida gradijentnim poveé¢anjem volumnog udjela organskog otapala

147



Darijo Sibalié: Razvoj procesa bioloske obrade bugine pogade u proizvodnii bioprodukata — koncept biorafinerije

rezultira frakcioniranjem ugljikohidrata prema molekulskoj masi. Pri nizim koncentracijama
organskog otapala, najprije dolazi do precipitacije ugljikohidrata ve¢e molekulske mase (poput
polisaharida i oligosaharida). Poveéanjem udjela organskog otapala, dolazi do precipitacije

jednostavnijih ugljikohidrata poput monosaharida i disaharida (Shi, 2016).

U eksperimentalnom istrazivanju doktorskog rada, u prvom stupnju prociS¢avanja sirovog
liofiliziranog enzimskog preparata koriSten je aceton u volumnom udjelu od 45% (v/v).
ProciS¢avanjem 2 g liofiliziranog enzimskog preparata dobiveno je 0,8577 £+ 0,0392 g precipitata.
Analogno rezultatima, konstatirano je da prvi stupanj procid¢avanja TLL rezultira uklanjanju 43%
kontaminirajucih spojeva izraunato na masu pocéetnog liofilizata. Masena koncentracija proteina
u precipitatu iznosila je 4,16 mg/cm? (Slika 31b), odnosno masa proteina dobivena precipitacijom
2 g liofilizata iznosila je 0,0832 g. Prema rezultatima moze se zakljuciti da proteini ¢ine samo 9,7%
ukupne mase precipitata. Uzevsi u obzir navedene &injenice pregleda literature u prethodnom
poglavlju, iznesena premisa glasi da ostatak mase precipitata ¢ine ugljikohidrati, odnosno slozeni
polisaharidi velike molekulske mase. Da bi se potvrdila navedena premisa te donio konkluzivan
ishod istraZivanja, provedena je kemijska hidroliza dobivenog precipitata uz analizu masene
koncentracije (Slika 35) i masenog udjela (Slika 36) reducirajuéih Se¢era u uzorcima prije i nakon

hidrolize.

Kemijska hidroliza precipitata provedena je primjenom 5 cm?3 sumporne kiseline (1 mol/dm?®) pri
temperaturi od 120 °C tijekom 5 h. PoCetna masa precipitata iznosila je od 0,1 do 0,5 g. Prema
dobivenim rezultatima najvec¢a masena koncentracija reducirajucih Secera dobivena je kemijskom
hidrolizom 0,5 g liofilizata nakon 2 h reakcije te je iznosila 36,28 mg/cm®. Odnosno, masa
dobivenih reducirajucih Secera iznosila je 181,4 mg. U nastavku kemijske hidrolize zabiljezena je
redukcija masene koncentracije reduciraju¢ih Secera kao posljedica njihove degradacije do

razgradih produkata (de Moura i sur., 2015).
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Slika 35. Masena koncentracija reducirajuc¢ih SeCera izmjerena prije, tijekom i nakon kiselinske
hidrolize razliCite poCetne mase liofiliziranog precipitata dobivenog nakon prvog stupnja
prociS¢avanja lipaze postupnom precipitacijom pomoc¢u acetona

Prema rezultatima prikazanih na Slici 36, prosjeCni maseni udio reducirajucih Se¢era u po¢etnom
uzorku prije enzimske hidrolize iznosio je 138,42 + 27,11 mg/gs:.. Najveci prinos reducirajucih
Secera dobiven je kemijskom hidrolizom 0,1 g precipitata u trajanju od 5 sati te je iznosio
486,35 mg/gst, Cime je potvrdeno da ugljikohidrati ¢ine najmanje 48,64% mase dobivenog

precipitata.

U istraZivanju provedenog od grupe autora Swigtek i sur. (2020) ispitan je utjecaj temperature na
hidrolizu tri lignocelulozne sirovine (sjeCka bukve, sjeCke smreke i Miscanthus x giganteus).
Tijekom hidrolize, mjerena je koncentracija Secera, furfurala i organskih kiselina. Rezultati
istrazivanja pokazali su da je povec¢anje temperature reakcije imalo pozitivan ucinak na sintezu
furfurala i organskih kiselina, posebno na hidroksimetilfurfural (HMF) i levulinske kiseline.
Maksimalni maseni udio glukoze, ksiloze i manoze bio je u rasponu 70,7 — 148,0 mg/gst,
9,5 -60,8 mg/gst i 0,0 — 17,6 mg/gst nakon provedene kiselinske hidrolize navedenih sirovina u
trajanju od 40 minuta pri 200 °C. Nadalje, optimizacijom reakcijskih uvjeta kiselinske hidrolize

slame (Teff) primjenom Box-Behnken eksperimentalnog dizajna (120 °C, 55 min, 4% H>SO.,
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omijer kruto:tekuée = 1:20), maksimalni maseni udio reducirajuc¢ih Sec¢era iznosio je 26,56 mg/g
(Tesfaw i Tizazu, 2021). Zhou i sur. (2021) objavili su pregled nedavno objavljenih rezultata
hidrolize razli€ite lignocelulozne biomase pod razli€itim uvjetima primjenom sumporne kiseline.
Prema pregledu literature, kiselinskom hidrolizom lignoceluloznih sirovina bilo je moguce
proizvesti hidrolizate koji sadrze 25 mg/g — 111 mg/g glukoze i 53,3 mg/g — 256 mg/g ksiloze.
Prema dobivenim rezultatima i usporedno s literaturom vidljivo je da visokovrijedni nusprodukt koji
zaostaje tijekom prociS¢avanja TLL predloZzenom metodom gradijentne precipitacije pomocu

acetona, moze se dodatno valorizirati s ciliem proizvodnje Sirokog spektra produkata.

Optimizacijom procesnih uvjeta kemijske hidrolize, dobiveni polisaharidni precipitat moze se
djelomiéno hidrolizirati u svrhu proizvodnje oligosaharida te rezistentnog prebiotika (Du i sur.,
2011). Nadalje, moguca je kompletna hidroliza polisaharidnog precipitata do jednostavnijih
ugljikohidrata poput monosaharida i disaharida. Dobiveni Seceri predstavljaju platformu za
proizvodnju Sirokog spektra industrijski vaznih produkata poput bioetanola, hidroksimetilfurfurala
i levulinske kiseline (van Putten i sur., 2013; Aditiya i sur., 2016; Kang i sur., 2018). lako kemijski
katalizirana hidroliza polisaharida primjenom koncentriranih kiselina zahtjeva nizu procesnu
temperaturu, glavni nedostatak navedene metode je slozenost procesa separacije katalizatora od
produkta te gubitak velike koli€ine kiseline i Secera. S druge strane, primjenom razrijedenih
kiselina dolazi do manje potroSnje kemikalije, ali takav proces zahtijeva poviSenu procesnu
temperaturu s ciliem visokog stupanja konverzije supstrata. Samim time, moguca je razgradnja
$ecéernih hidrolizata do nepozeljnih produkata (Zhou i sur., 2021). Stovise, kiselinskom hidrolizom
lignoceluloznih sirovina dolazi do formiranja razgradnih spojeva hemiceluloze, celuloze i lignina
(poput furfurala, hidroksimetilfurfurala, mravlje kiseline, octene kiseline, levulinske kiseline,
vanilina, siringaldehida, hidroksibenzaldehida) koji mogu djelovati inhibitorski ukoliko bi se
dobiveni hidrolizati koristili u daljnjem procesu enzimske biotransformacije (proizvodnja
bioetanola) (Alawad i Ibrahim, 2022). U tom smislu, proces proizvodnje reducirajuc¢ih Secera iz
dobivenog precipitata moze rezultirati reduciranom akumulacijom nepoZeljnih razgradnih spojeva
budu¢i da dobiveni precipitat ne sadrzi potencijale izvore inhibitora (poput lignina). Proces
saharifikacije dobivenog precipitata mogao bi se provesti primjenom enzimske tehnologije, ¢ime
je moguée provesti hidrolizu u smjeru proizvodnje specifi¢nih produkata (Baral i sur., 2022). U
korist navedenoj konstataciji dodatno doprinosi €injenica da koridteni radni mikroorganizam u
ovom istrazivanju, T. lanuginosus, tijekom svoje metaboliCke aktivnosti producira koktel
hidrolitickih enzima koji se mogu koristiti u svrhu proizvodnje jednostavnijih Secera hidrolizom
polisaharida (Singh i sur., 2003).
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Slika 36. Maseni udio reducirajuc¢ih Secera izmjeren prije, tijekom i nakon kiselinske hidrolize
razliCite poCetne mase liofiliziranog precipitata dobivenog nakon prvog stupnja prociS¢avanja
lipaze postupnom precipitacijom pomoc¢u acetona

4.5.5.2. Kemijska analiza druqge frakcije (koncentrata)

Vodeni ekstrakt TLL pripremljen ekstrakcijom biolodki obradene bucine pogace predstavlja
kompleksni matriks kojega Cine razliCite interferirajuée tvari koje je potrebno ukloniti u svrhu
pripreme visokokvalitetnog enzimskog preparata. BuCina pogaca sadrzi Siroki spektar razlicitih
spojeva, kao Sto su polifenoli, lipidi, pigmenti, organske kiseline i ugljikohidrati, koji uvelike ometaju
ekstrakciju i prociS¢avanje proteina (Niu i sur., 2018). U prethodnom paragrafu priloZeni su te
argumentirani rezultati precipitacije polisaharida i kontaminirajucih proteina primjenom vodene
otopine acetona u volumnom udjelu od 45%. U drugom stupnju prociS§¢avanja, u djelomi¢no
proCiSceni supernatant dodan je aceton (u omjeru 1:1) &ime je ukupni volumni udio acetona
iznosio 72,5% (v/v). Nakon precipitacije TLL, dobivena organska frakcija podvrgnuta je vakuum
uparivanju. Nakon uparivanja, dobivene su dvije frakcije, aceton i koncentrat. Aceton se moze
reciklirati te ponovo koristiti tijekom prociS¢avanja lipaze, dok koncentrat predstavlja izvor bioloSki
aktivnih spojeva €ime je u potpunosti zatvoren ciklus ekolo$ki prihvatljive proizvodnje lipaze bez
akumulacije kemijskog ili biolodkog otpada Sto je temelj predlozenog koncepta biorafinerije u ovom

istrazivanju.
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U dobivenom koncentratu izmjereni su ukupni polifenoli (38,90 £ 0,17 mgaa/gst), ukupni flavonoidi
(2,91 £ 0,01 mgka/gst) te antioksidacijska aktivnost (11,58 = 0,24 MQioox/gst). Usporedbom s
rezultatima izmjerenim u ekstraktima bioloSki neobradene bucine pogace (pogledati poglavlje
4.6.10.), zabiliezeno je povecanje koncentracije ukupnih polifenola (10,73 puta), ukupnih
flavonoida (3,80 puta) i antioksidacijske aktivnosti (14,23 puta) u koncentratu dobivenom nakon
proc€iS¢avanja TLL. U istrazivanju provedenog od Meneses i sur. (2013) ispitan je utjecaj razli€itih
otapala (metanol, etanol, aceton, heksan, etil acetat, voda, smjese metanol:voda, smjese
etanol:voda i smjese aceton:voda) na ekstrakciju polifenola iz matriksa bogatog proteinima (pivski
trop, Cprotein = 24,69 g/100gst). Prema dobivenim rezultatima, najve¢a koncentracija ukupnih
polifenola izmjerena je u ekstraktu dobivenog primjenom acetona u volumnom udjelu od 60% (v/v)
te je maseni udio ukupnih polifenola iznosio 9,9 mgea/gst. Prema tvrdnjama autora navedenog
istraZivanja, primjena vodene otopine acetona (50 — 95% v/v) navodi se kao jedno od
najucinkovitijin otapala za ekstrakciju polifenola iz razli€itih prirodnih izvora, posebno iz uzoraka
bogatih proteinima buduéi da mjedavina aceton:voda moze disocirati komplekse polifenol-protein
Cime se povecava ekstraktibilnost polifenolnih spojeva uz istovremenu precipitaciju

kontaminirajucih proteina.

UzevSi u obzir poCetnu masu liofilizata koristenog tijekom proci§¢avanja TLL (2 g), maseni udio
suhe tvari liofilizata (98,64%) te kori$teni volumen vodene otopine acetona (40 cm?®), masena
koncentracija polifenola u dobivenom koncentratu iznosila je 1,92 mg/cm?3. Usporedivsi dobivene
rezultate s prosje¢nom koncentracijom ukupnih polifenolnih spojeva u bijelim vinima (0,2 — 0,5
mg/cm?) i crnim vinima (1 — 5 mg/cm?®) (Gutiérrez-Escobar i sur., 2021) jasno je da je dobiveni

koncentrat izuzetno bogat visokovrijednim prirodnim antioksidansima.

Sukladno rezultatima, moze se zakljuciti da predloZeni postupak proc€iS¢avanja lipaze rezultira
proizvodnjom tri visokovrijedna produkta: djelomi¢no prociS¢ena TLL visoke volumne aktivnosti i
operativne stabilnosti, ugljikohidratnim precipitatom kao izvorom jednostavnih Secera, te

koncentratom biolo3ki aktivnih polifenolnih spojeva.
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4.6. REZULTATI KEMIJSKE ANALIZE BUCINE POGACE

Da bi se ispitao utjecaj bioloSke obrade bucine pogace na kemijski sastav supstrata te provela
procjena zdravstvene ispravnosti bioloSki obradenog materijala kao potencijalno nutritivno
obogacene stone hrane, provedena je kemijska analiza supstrata prije, tijekom i nakon SSF
procesa. U tu svrhu, provedena je bioloSka obrada bucine pogace u laboratorijskim staklenkama
(prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.4.4.) i u bioreaktoru s pliticama (prema metodi opisanoj u
poglavlju 3.2.8.2.). Usporedni rezultati dobiveni nakon provedenih mjerenja prikazani su graficki.
Rezultati dobiveni za pocetni uzorak buc€ine pogace (nesterilizirana i bioloSki neobradena bucina
pogaca) oznaceni su u rezultatima za vrijeme fermentacije t = 0 dan. Svi rezultati prikazani su kao
srednje vrijednosti od najmanje tri ponavljanja svake ispitne metode. Uz rezultate srednjih

vrijednosti, prikazane su i standardne devijacije mjerenja.

4.6.1. Rezultati analize masenog udjela N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina

Spojevi N-acetil-D-glukozamin i D-glukozamin su monomerne jedinice biopolimera hitina i
kitozana te predstavljaju gradevne jedinice staniénog zida gljiva (Zamani i sur., 2008). Mjerenjem
koncentracije navedenih spojeva tijekom mikrobioloskog procesa moguée je pratiti tijek rasta
mikroorganizma odredivanjem koncentracije biomase navedenom indirektnom metodom. Osim
toga, prema udjelu N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina moguce je provesti morfoloSku
karakterizaciju mikroorganizma (Mohammadi i sur., 2012). Rezultati istraZivanja su pokazali da
filamentozne gljive sintetiziraju vecu koncentraciju hitina i kitozana, usporedno s drugim
morfoloSkim oblicima poput stanica kvasca (Mohammadi i sur., 2012). Prema rezultatima
dobivenim u ovom istrazivanju (Slika 37a) prinos N-acetil-D-glukozamina povecava se tijekom
bioloSke obrade bucine pogace provedenog u laboratorijskim staklenkama i u bioreaktoru s
pliticama do tre¢eg dana SSF procesa. Nakon tre¢eg dana prinos N-acetil-D-glukozamina nije se
znacajno mijenjao. Prema dobivenim rezultatima, porast koncentracije biomase izmjeren
indirektnom metodom (mjerenjem prinosa N-acetil-D-glukozamina) moze se povezati s profilom
proizvodnje lipaze, buduc¢i da su maksimalne koncentracije N-acetil-D-glukozamina, a time i
najveca koncentracija biomase te maksimalna proizvodnja lipaze pokazale isti trend tijekom SSF
procesa. Prema rezultatima mjerenja koncentracije D-glukozamina (Slika 37b) vidljivo je da je u
pocetnom uzorku detektirana prisutnost D-glukozamina. Veéi udio D-glukozamina izmjeren je u
inokuliranom uzorku buc€ine pogace pripremljenog za SSF proces u bioreaktoru s pliticama

(inokulumom pripremljenim uzgojem T. lanuginosus na repinim rezancima) usporedno s uzorkom
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bez dodanih repinih rezanaca. Tijekom procesa fermentacije u laboratorijskim staklenkama doslo
je do redukcije udjela D-glukozamina. Moguca redukcija D-glukozamina posljedica je vecée
aktivnosti enzima hitinaze iz T. lanuginosus koja katalizira reakciju hidrolize hitina (Khan i sur.,
2015; Poria i sur., 2021).
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Slika 37. Prinos a) N-acetil-D-glukozamina i b) D-glukozamina tijekom bioloSke obrade bucine
pogace uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.2. Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize masenog udjela ergosterola

Zbog svog kemijskog sastava ergosterol pripada skupini sterola i vazna je komponenta stani¢ne i
mitohondrijske membrane gljiva (odrzava strukturu, fluidnost i propusnost stanicne membrane)
(Rodrigues, 2018). Buduci da je ergosterol prisutan u kemijskoj strukturi stani¢cne membrane gljiva,
odredivanje koncentracije ergosterola moze se primijeniti kao indirektna metoda za mjerenje
koncentracije biomase tijekom procesa fermentacije (Mansoldo i sur., 2020). Koncentracija
ergosterola ovisi o okoliSnim €imbenicima, stani¢noj detoksikaciji, transportu hranjivih tvari i
interakciji s potencijalno prisutnim patogenom (Bhattacharya, 2021). Prema rezultatima
prikazanim na Slici 38, za procese promatrane u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s
pliticama, zabiljezeno je povecanje masenog udjela ergosterola do Cetvrtog dana fermentacije,
nakon Cega slijedi redukcija koncentracije ergosterola. Maksimalni maseni udio ergosterola
izmjeren u laboratorijskim staklenkama iznosio je 0,28 + 0,01 mg/guje, dok je maksimalni udio
ergosterola izmjeren u bioloSki obradenom uzorku provedbom SSF procesa u bioreaktoru s
pliticama bio veci za 41,57 puta te je iznosio 11,64 mg/guije. UzevSi u obzir usporedne rezultate

dobivene tijekom praé¢enja SSF procesa u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama te
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navedene literaturne cinjenice, moguce je objasniti dobivene rezultate mjerenja koncentracije
ergosterola prema kojima je veca koncentracija ergosterola izmjerena tijekom procesa
fermentacije provedenog u bioreaktoru s pliticama. Buduéi da je ve¢a koncentracija ergosterola
(odnosno vecéa koncentracija biomase) izmjerena tijekom SSF procesa u bioreaktoru s pliticama,
dobiveni rezultati mogu se povezati i s vecom proizvodnjom lipaze izmjerenom tijekom bioloSke

obrade bucine pogace u bioreaktoru s pliticama.
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Slika 38. Masena koncentracija ergosterola u uzorcima bioloski obradene bugine pogace
uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.3. Rezultati odredivanja masenog udjela slobodnih masti

Istrazivanja su pokazala da udio ulja u supstratu tijekom proizvodnje lipaze SSF procesom
znacajno utjeCe na ucinkovitost procesa. Primjerice, u svrhu maksimalne proizvodnje lipaze
uzgojem A. niger na pljevici je€ma da bi se postignula maksimalna aktivnost lipaze od 58,6 U/gst,
u supstrat je bilo potrebno dodati 2% (w/w) maslinovog ulja (Damaso i sur., 2008). U istrazivanju
provedenog od grupe autora Fernandes i sur. (2007) proveden je SSF proces proizvodnje lipaze
uzgojem B. cepacia na kukuruznim mekinjama uz dodatak kukuruznog ulja (8%, w/w) te je
izmjerena maksimalna aktivnost lipaze od 108 U/gs:. lako je dodavanje ulja tijekom SSF procesa
rezultiralo poboljS3anom proizvodnjom lipaze, dodavanje ulja moze znacajno utjecati na
ekonomicnost proizvodnje enzima. |z tog razloga, za proizvodnju lipaze mogu se Koristiti
nusprodukti industrije ulja poput uljnih pogac¢a koje u svom sastavu sadrze odredeni udio ulja. U
ovom istrazivanju koristena je bucina pogaca, kao nusprodukt prehrambene industrije, s udjelom
ulja od 9,50 * 0,35% (Slika 39). Tijekom provedbe procesa fermentacije u laboratorijskim
staklenkama u trajanju od 7 dana, vidljivo je da je doSlo do redukcije masenog udjela ulja za
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45,06%. Odnosno, nakon SSF procesa u laboratorijskim staklenkama maseni udio ulja iznosio je
5,22 £ 0,02%s:. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su proizvodnjom lipaze u bioreaktoru s pliticama u
kojemu je doSlo do redukcije poCetnog udjela ulja za 44,27% iz ega se moze zakljuciti da T.
lanuginosus za svoj rast i metaboli¢ku aktivhost moze koristiti ulje kao izvor uljika. Nadalje, vec¢a
aktivnost lipaze izmjerena je tijekom SSF procesa u bioreaktoru s pliticama iako je poc¢etni udio
ulja bio nizi (6,37 + 0,40%st) kao poslijedica dodatka inokuluma pripremlijenog na repinim
rezancima. Dobiveni rezultati ukazuju na €injenicu da je poceti udio ulja od 6,37% dostatan za

produkciju lipaze u predloZzenom SSF procesu.
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Slika 39. Maseni udio ulja u uzorcima bioloski obradene bucine pogace uzgojem T. lanuginosus
u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.4. Rezultati odredivanja masenog udjela sirovih proteina po Kjeldahlu i ekstraktibilnih

proteina po Bradfordu

Uljne pogace predstavljaju proteinski obogacéen i djelomi¢no odmascen nusprodukt zaostao nakon
proizvodnje biljnih ulja. Kao takve, uljne pogace imaju veliku primjenu u proizvodnji proteinskih
nadomjestaka kao zamjena animalnim proteinskim izvorima. Kvaliteta i funkcionalna svojstva
ekstrahiranih bjelanevina uljne pogace ne samo da nadopunjuju postojece izvore bjelancevina
za ljudsku prehranu i animalnu ishranu, veC rjeSavaju i problem zbrinjavanja pogaca te
predstavljaju dodatni prihod proizvodadima i preradivacima uljarica. Samim time, proizvodnja
proteinskih nadomjestaka iz uljnih pogata mozZe znacajno reducirati ekoloski otisak (engl.
Ecological footprint) i ugljini otisak (engl. Carbon footprint) na okoli§ usporedno s proizvodnjom
proteinskih proizvoda animalnog porijekla (Singh i sur., 2022). Prema dobivenim rezultatima

(Slika 40a) udio sirovih proteina u bucinoj pogadi iznosio je 48 * 0,11%s. Prema literaturnim
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podacima, udio sirovih proteina u bucinoj pogaci moze se iznositi od 45,6%s: do 59,8%s: (Budzaki
i sur., 2018a). Tijekom provedbe SSF procesa u laboratorijskim staklenkama udio sirovih proteina
bio je u rasponu od 46,31%s: do 48,27 %s:, te u bioreaktoru s pliticama od 32,94%s: do 36,29%st.
Nizi udio sirovih proteina u svim uzorcima izuzetih tijekom biolodke obrade bucine pogace u
bioreaktoru s pliticama posljedica je dodatka inokuluma pripremljenog na repinim rezancima. Udio
sirovih proteina u repinim rezancima nizZi je nego u buéinoj pogaci, odnosno iznosi od 20% do 35%
(Rana i sur., 2022).

Veci maseni udio ekstraktibilnih proteina izmjeren je u eksperimentu provedenog u laboratorijskim
staklenkama (Slika 40b). Maseni udio ekstraktibilnih proteina tijekom SSF procesa u
laboratorijskim staklenkama bio je u rasponu od 66,13 + 1,10 mg/gst do 90,34 + 1,27 mg/gst.
Najvecéi maseni udio ekstraktibilnih proteina izmjeren je nakon drugog dana SSF procesa uz
povecanje od 1,36 puta. Maseni udio ekstraktibilnih proteina tijekom SSF procesa u bioreaktoru s
pliticama bio je u rasponu od 26,03 + 0,19 mg/gs do 37,57 = 1,81 mg/gs. Najveéi maseni udio

ekstraktibilnih proteina izmjeren je nakon drugog dana SSF procesa uz povecanje od 1,40 puta.

Tijekom bioloSke obrade bucine pogaCe povecanje udjela sirovih proteina moze biti rezultat
proizvodnje biomase radnog mikroorganizma ili povecanje udjela sirovih proteina na racun
smanjenja udjela drugih komponenti bucine pogace (primjerice smanjenje udjela ulja u bucinoj
pogaci tijekom SSF procesa, vidi poglavlje 4.6.3.). Smanjenje udjela sirovih proteina moze biti
povezana s potencijalnom aktivnosti proteaza produciranih od radnog mikroorganizma. Sli¢ni
rezultati zabiljeZeni su prilikom mjerenja udjela sirovih proteina nakon bioloSke obrade razli€itih
uljnih pogaca (bucina pogaca, konopljina pogaca, pogaca lana) pomoc¢u H. grisea u trajanju od
10 dana (Budzaki i sur., 2018a).
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a) sirovi proteini po Kjeldahlu b) ekstraktibilni proteini po Bradfordu
60 ¢ 120
F r <
55 t+g @ =) ~ N 0 : 3 © _
e &5 2 3 2 g 9z 2 ot 8 2 8 g 2
i ¢ 8 ¥ % 5 - o & = & g 8 8
i E _ - = - u - T 3 g0 AN > ® - _ 2
=45 ¢ © o = &8 E 8
5 g i pE o R S N [} E [ = ==
s401 s g |18 |18 ||y ||y & |8 £60 f o ||
2| o e |9 g & |9 ||y ||~
35 |2 o 3 3 5 s 2|28 3
40 < clle N |y | e
30 + « S [
20 : : : 0 . ,
7 0

o 1t 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 & 7
t [dan] t [dani]
Laboratorijske staklenke DO Bioreaktor s pliticama Laboratorijske staklenke O Bioreaktor s pliticama

Slika 40. a) Maseni udio sirovih proteina odredeni po Kjeldahlu i b) maseni udio ekstraktibilnih
proteina odredeni Bradfordi€inom metodom u uzorcima bioloSki obradene bucine pogace
uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.5. Rezultati odredivanja masenog udjela ukupnog ugljika u krutim uzorcima

Maseni udio ukupnog organskog ugljika tijekom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama bio
je u rasponu od 57,29 £ 1,12%s do 59,55 + 1,48%,:. Provedbom SSF procesa u bioreaktoru s
pliticama, maseni udio ukupnog organskog ugljika bio je u rasponu od 55,68 + 0,44%s: do 57,53
1 0,49%st. Prema rezultatima (Slika 41) vidljivo je da se udio ukupnog organskog ugljika tijekom

provedbe SSF procesa nije zna¢ajno mijenjao.

Promjene masenog udjela ukupnog organskog ugljika i ukupnog dusika u supstratu tijekom
fermentacije mogu imati znaCajan utjecaj na tijek i prinos procesa. Na primjer, omjer ugljika i
duSika u supstratu izravno utjeCe na prinos bioplina tijekom anaerobne digestije i proizvodnje
biometana (Ghaleb i sur., 2021). U ovom istrazivanju, iako nije doSlo do znacajne promjene
masenog udjela ukupnog organskog ugljika i ukupnog dusika tijekom SSF procesa (rezultati
prikazani kao maseni udio sirovih proteina odredeni metodom prema Kjeldahlu, poglavlje 4.6.4.)
vidljivo je da dodatkom repinih rezanaca prilikom inokulacije bu€ine pogace u svrhu provedbe SSF
procesa u bioreaktoru s pliticama rezultira zna¢ajnom promjenom C:N omjera. Promjena C:N
omjera mogla je utjecati na profil proizvodnje lipaze kao i na povecanje proizvodnje lipaze
provedbom SSF procesa u bioreaktoru s pliticama, kao i vecom produkcijom ergosterola

(biomase).
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Slika 41. Maseni udio organskog ugljika u uzorcima bioloski obradene bucine pogace uzgojem
T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.6. Rezultati odredivanja masenog udjela sirovih viakana

Prema dobivenim rezultatima odredivanja vlakana bucine pogace (Slika 42 a — ¢) vidljivo je da je
maseni udio za NDF, ADF i ADL iznosio 10,05 + 0,13%st, 5,25 + 0,16%st, i 0,93 + 0,34%s: Sto je u
skladu s prethodno publiciranim rezultatima (Budzaki i sur., 2018a). Inokulacijom bucine pogace
inokulumom pripremljenim uzgojem T. lanuginosus na repinim rezancima, rezultiralo je
povecanjem udjela navedenih vlakana u supstratu tijekom SSF procesa (wnor = 19,09 £ 0,20%st,
waor = 12,51 £ 0,97%st, te wapL = 1,30 £ 0,28%st). Povecéanje udjela vlakana u supstratu dodatkom
inokuluma posljedica je veceg udjela vlakana u repinim rezancima (NDF = 389 * 2 g/kg, ADF =

229 * 2 g/kg) nego u bucinoj pogaci (Vazquez-de-Aldana i sur., 2020).

Prema dobivenim rezultatima za maseni udio NDF, ADF i ADL izraun je udio hemiceluloze,
celuloze i lignina. Prema rezultatima (Slika 42 d — f) vidljivo je da je udio hemiceluloze i celuloze
u bucinoj pogali podjednak te iznosi 4,80%s: i 4,32%st, dok je udio lignina iznosio 0,93%s:.
Dodatkom repinih rezanaca kao inokuluma promijenjen je udio pojedinacnih vlakana. Udio
hemiceluloze, celuloze i lignina iznosio je 6,58%st, 11,21%st i 1,30%st. Osim povecanja udjela
pojedinacnih vlakana, dodatkom repinih rezanaca kao inokuluma povecao se maseni udio
celuloze u odnosu na hemicelulozu. Prema rezultatima dobivenih mjerenjem masenog udjela
hemiceluloze, vidljivo je da je doslo do redukcije udjela hemiceluloze sa 4,80%s: na 2,42%: tijekom
SSF procesa u laboratorijskim staklenkama. Istodobno, doslo je do poveéanja masenog udjela
hemiceluloze sa 6,58%st na 8,16%s: tijekom SSF procesa u bioreaktoru s pliticama. Navedeno

moze biti povezano s €injenicom da T. lanuginosus u pocetku za svoj rast koristi jednostavne i
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lako dostupne izvore ugljika kao Sto su jednostavni Seceri. Nakon toga slijedi proizvodnja
hidrolitickih enzima koji kataliziraju reakciju hidrolize slozenih polisaharida u jednostavnije
polisaharide (Gramany i sur., 2015). Buduéi da je nakon dodatka repinih rezanaca kao inokuluma
udio reduciraju¢ih Seéera bio veci u eksperimentu provedenog u bioreaktoru s pliticama,
usporedno sa supstratom pripremljenog za SSF proces u laboratorijskim staklenkama (vidi
poglavlje 4.6.8.), moze se argumentirati veéa redukcija masenog udjela hemiceluloze u supstratu
provedbom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama na ra¢un proizvodnje reducirajucih Secera

potrebnih radnom mikroorganizmu kao izvor ugljika za rast i metabolicku aktivnost.

Tijekom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama udio celuloze povecao se sa 4,32%s: na
5,31%st, te u bioreaktoru s pliticama sa 11,21%st na 12,83%st. Povecanje udjela celuloze moze se
argumentirati Cinjenicom da T. lanuginosus ne producira enzim celulazu koja bi katalizirala
hidrolizu celuloze na jednostavnije ugljikohidrate (Manimaran i sur., 2009), ¢ime je povecanje

masenog udjela celuloze u supstratu tijekom SSF procesa posljedica potrosnje ostalih komponenti

supstrata.
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Slika 42. Maseni udio sirovih vlakana u uzorcima bioloSki obradene bucine pogace uzgojem
T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.7. Rezultati odredivanja masenog udjela pepela

U biogospodarstvu, obnovljiva lignocelulozna biomasa vazna je sirovina koja se moze koristiti u

procesu konverzije u biogoriva, kemikalije, elektricnu energiju i toplinu. Odredeni maseni udio

biomase Cine anorganske komponente (pepeo) koje se ne mogu konvertirati u energiju. Stoga je

potrebno poznavati udio pepela u sirovini pri odabiru odgovaraju¢e metode konverzije

lignocelulozne biomase (Bakker i Elbersen, 2005). Nadalje, maseni udio pepela predstavlja udio

ukupnih minerala u uzorku €¢ime udio pepela moze biti vazan sa stajaliSta prehrane, toksikologije

i kvalitete hrane (Harris i Marshall, 2017). Prema literaturnim podacima, maseni udio pepela u
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bucinoj pogaci kre¢e se od 6,09%s: do 7,82%s: (Kachel-Jakubowska i sur., 2016; Budzaki i sur.,
2018a; Morején Caraballo i sur., 2023). Maseni udio pepela izmjeren u bu€inoj pogadi koristenoj
u ovom istrazivanju iznosi 8,14 + 0,02%s: (Slika 43). Dodatkom inokuluma (repinih rezanaca)
maseni udio pepela iznosio je 7,28 + 0,05%s:. Tijekom procesa fermentacije u laboratorijskim
staklenkama udio pepela bio je u rasponu od 8,14 + 0,02%st do 9,38 + 0,07 % (najvecéi maseni
udio pepela izmjeren nakon drugog dana fermentacije). Provedbom SSF procesa u bioreaktoru s
pliticama maseni udio pepela bio je u rasponu od 7,28 0,05%st do 8,46 + 0,10%st, te je maksimalni

udio pepela izmjeren nakon sedmog dana fermentacije.
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Slika 43. Maseni udio pepela u uzorcima bioloSki obradene bucine pogace uzgojem
T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.8. Rezultati odredivanja masenog udjela reducirajuéih i pojedinacénih Secera

U istrazivanju provedenog od grupe autora Mchunu i sur. (2013) provedena je karakterizacija
utjecaja 95 izvora ugljika na uzgoj i rast T. lanuginosus. Rezultati istraZivanja pokazali su da
T. lanuginosus moze asimilirati Sirok spektar izvora ugljika za svoj rast i metabolicku aktivnost,
ukljuCujuc¢i ugljikohidrate, aminokiseline, karboksilne kiseline, polimere, aromatske spojeve,
estere, fosforilirane i Secerne alkohole. Ugljikohidratni izvori (pojedinacni Seceri i oligosaharidi)
pokazali su najveci utjecaj na rast gljive. Od svih ispitanih jednostavnih Secera, primjena ksiloze
rezultirala je pove¢anom proizvodnjom biomase usporedno s primjenom drugih jednostavnih
Secera. Nadalje, od ispitanih disaharida saharoza je imala najveci uc€inak na proizvodnju micelija
T. lanuginosus. U ovom istrazivanju provedeno je mjerenje masenog udjela reducirajucih Secera

DNS metodom te masenog udjela pojedinacnih Secera UHPLC vodenog ekstrakta supstrata
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koristenog tijekom procesa proizvodnje lipaze u laboratorijskim staklenkama i u bioreaktoru s

pliticama uzgojem T. lanuginosus.

Prema dobivenim rezultatima mjerenja masenog udjela reducirajuéih Secera (Slika 44a), vidljivo
je da bucina pogaca sadrzi 7,33 £ 0,79 mg/gs: reducirajucih Secera. Tijekom 24 sata fermentacije
u laboratorijskim staklenkama, doslo je do povec¢anja masenog udjela reducirajucih Secera za 2,68
puta (19,65 + 1,04 mg/gs). Poveéanje masenog udjela reducirajuéih $e¢era moze se povezati s
rezultatima dobivenim mjerenjem masenog udjela hemiceluloze (poglavlje 4.6.6., Slika 42d) iz
Cega je vidljivo da je u prva 24 sata SSF procesa doSlo do redukcije masenog udjela hemiceluloze
Cime je potencijalno do8lo do oslobadanja reduciraju¢ih 3ec¢era. Rezultati UHPLC analize
pojedinaénih Secera u vodenom ekstraktu bucine pogace (Slika 44b) pokazali su da je saharoza
dominantan Secer (24,20 £ 0,55 mg/gst) $to je u skladu s literaturnim podacima (BudzZaki i sur.,
2018a). Tijekom 24 sata fermentacije u laboratorijskim staklenkama doSlo je do smanjenja
masenog udjela saharoze na 4,21 = 0,17 mg/gs.. Takoder, primijenjenom kromatografskom
metodom analize pojedinacnih SecCera nije utvrden porast koncentracije jednostavnih Secera
tijiekom SSF procesa kao posljedica asimilacije i iskoriStavanja oslobodenih Secéera za rast gljive.
Nakon tre¢eg dana fermentacije detektiran je jednostavni Sec¢er arabinoza Cija se koncentracija
tijiekom fermentacije povecala do 2,60 + 0,01 mg/gs: (Slika 44c¢), dok se maseni udio reducirajuéih

Secéera smanjio na 15,31 + 0,02 mg/gs: (Slika 44a).

Prema dobivenim rezultatima mjerenja masenog udjela reduciraju¢ih Secera u eksperimentu
provedenog u bioreaktoru s pliticama (Slika 44a), vidljivo je da je u poCetku fermentacije pocetni
maseni udio reducirajucih Secera bio veéi (15,66 + 0,46 mg/gs;) usporedno s procesom
provedenim u laboratorijskim staklenkama kao posljedica dodatka repinih rezanaca koristenih za
pripremu inokuluma. Kao posljedica vece pocetne koncentracije reducirajucih Secera, vidljivo je
da se maseni udio reducirajucih Secera nije zna¢ajno povecao tijekom 24 sata fermentacije kao
§to je to bio slu€aj prilikom provedbe SSF procesa u laboratorijskim staklenkama. UzevSi dobivene
rezultate u razmatranje kao €injenicu da je prisutnost reducirajucih Seéera dostatna za rast i razvoj
T. lanuginosus, mogu se argumentirati rezultati dobiveni mjerenjem masene koncentracije
saharoze UHPLC metodom (Slika 44b). Prema dobivenim rezultatima vidljivo je da tijekom 24
sata SSF procesa u bioreaktoru s pliticama nije doSlo do asimilacije ili hidrolize saharoze.
Povecéanje masenog udjela reducirajuéih Se¢era moze se povezati s povecanjem koncentracije
arabinoze u vodenom ekstraktu supstrata tijekom procesa fermentacije (Slika 44c). Prema
dobivenim rezultatima, maseni udio reducirajucih Secera povecavao se tijekom prva tri dana SSF

procesa, nakon Cega je uslijedila redukcija masenog udjela reducirajucih Seéera. Dobiveni
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rezultati mogu se argumentirati Cinjenicom da gljiva T. lanuginosus producira veliki broj
hidrolitickin enzima (B-ksilanaza, B-ksilozidaza, acetil ksilan esteraza, acetil esteraza, a-L-
arabinofuranoza, p-kumaril esteraza, feruloil esteraza, (-glukozidaza, 3-manaza, B-manozidaza)
(Singh i sur., 2000), te moze asimilirati i koristiti Siroki spektar spojeva kao izvora uljika za svoj
rast (Mchunu i sur., 2013). Stovi$e, dobiveni rezultati potvrduju zahtjevnost monitoringa SSF

procesa uzgojem mikroorganizama na kompleksnim supstratima poput lignocelulozne biomase.
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Slika 44. Maseni udio reducirajucih i pojedinacnih Secera u uzorcima biolo$ki obradene
bucine pogace uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama
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4.6.9. Rezultati analize pojedinacnih polifenola UHPLC metodom

Polifenoli su spojevi s brojnim blagotvornim ucincima na ljudsko zdravlje, koji se pripisuju njihovim
antioksidativnim, protuupalnim, antialergijskim, antivirusnim, antikancerogenim, antibakterijskim,
antimutagenim i kardiovaskularnim svojstvima, usko povezanih s njihovom kemijskom strukturom
(Grgic¢ i sur., 2020). Na primjer, derivati hidroksicimetne kiseline kao sto su ferulinska kiselina i
kafeinska kiselina vazni su predstavnici polifenolnih spojeva jer se nalaze u mnogim sastojcima
hrane, a njihovi esterificirani oblici pokazuju jedinstvena bioaktivna svojstva (Murtaza i sur., 2014).
Bucino ulje je izvor mnogih bioaktivnih spojeva, ukljuCujuci polifenolne spojeve kao Sto su
protokatehuinska kiselina, luteolin, p-hidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina, kafeinska
kiselina, feruli¢na kiselina, vanilin, p-kumarna kiselina, tirosol i siringi¢na kiselina (Dotto i Chacha,
2020). Buduc¢i da je identificirana prisutnost polifenolnih spojeva u bucinom ulju, to znaci da se
postupkom preSanja sjemenki bu¢e odredeni udio polifenolnih spojeva ekstrahira u ulju. Nadalje,
u istrazivanju provedenog od grupe autora Pericin i sur. (2009) dokazana je razliCita razdioba
polifenolnih spojeva u sjemenkama buce (uzevsi u obzir sjeme buce bez ljuske, brasno od uljnih
pogaca, kozicu sjemenke, oljustenu jezgru i ljusku). Osim razliCite razdiobe, polifenolni spojevi
prisutni u siemenkama buce mogu se nalaziti u slobodnom obliku i u vezanom (netopljivom) obliku.
Polifenoli se mogu vezati za razli¢ite biline komponente esterskim, eterskim ili acetilnim vezama i
vec¢inom su ugradeni u strukturu stani¢ne stijenke. Upravo je navedeno istrazivanje pokazalo da
su polifenolni spojevi identificirani u siemenkama buce golice prisutni u obliku vezanih polifenolnih

spojeva (84,1% od ukupnih polifenolnih spojeva) (Peri€in i sur., 2009).

U ovom istrazivanju provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza slobodnih polifenolnih spojeva
UHPLC metodom u etanolnom ekstraktu buc€ine pogaée. Prema dobivenim rezultatima (Slika 45),
u ekstraktu bucine pogace identificirani su i kvantificirani sljedeci polifenolni spojevi, odnosno
derivati hidroksibenzojeve kiseline: p-Hidroksibenzojeva kiselina (10,53 + 0,30 pg/gst), elaginska
kiselina (0,17 £ 0,00 pg/gst) i vanilinska kiselina (2,27 + 0,00 ug/gst); te derivati hidroksicimetne
kiseline: p-Kumarna kiselina (15,82 + 0,07 ug/gst) i ferulinska kiselina (6,66 + 0,15 pg/gst). Bududi
da je u svrhu pripreme supstrata za SSF proces u bioreaktoru s pliticama supstrat inokuliran s
inokulumom pripremljenim na repinim rezancima, profil polifenolnih spojeva ostao je isti ali se
znacajno razlikovao u masenom udjelu pojedinacnih polifenolnih spojeva. Tijekom procesa
fermentacije u laboratorijskim staklenkama i u bioreaktoru s pliticama doSlo je do promjene
masenog udjela pojedina¢nih polifenolnih spojeva. Primjerice, maseni udio p-hidroksibenzojeve
kiseline tijekom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama povecao se za 4,20 puta nakon

drugog dana fermentacije te je iznosio 44,23 + 0,99 pg/gst. Najveci porast masenog udjela
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polifenola zabiljezen je provedbom SSF procesa u bioreaktoru s plitcama mjerenjem
koncentracije ferulinske kiseline &iji se maseni udio povec¢ao za 2,86 puta nakon tre¢eg dana
fermentacije te je iznosio 84,59 + 1,27 ug/gs.. Osim toga, elaginska kiselina nije kvantificirana u
uzorku izuzetom neposredno prije fermentacije provedene u bioreaktoru s pliticama, dok je nakon
sedmog dana SSF procesa maseni udio elaginske kiseline iznosio 5,64 + 0,00 pg/gst. Uzevsi u
obzir navedene Cinjenice da se polifenolni spojevi u bucinoj pogaci uglavnom nalaze u vezanom
(esterificiranom) obliku, promjena masenog udjela pojedinacnih polifenolnih spojeva mozZe se
povezati s kompleksnim djelovanjem enzima nastalih tijekom metaboliCke aktivnosti
T. lanuginosus (Singh i sur., 2000). Producirani enzimi katalitickim djelovanjem mogu hidrolizirati

veze izmedu polifenolnih spojeva i kompleksa te time poboljSati njihovu ekstraktibilnost i bioloSku

dostupnost.
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Slika 45. Maseni udio pojedinaénih polifenola u uzorcima bioloski obradene bucine pogace
uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.10. Rezultati odredivanja masenog udjela ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i

antioksidacijske aktivnosti

Kao sekundarni metaboliti, polifenoli su vazna skupina bioloski aktivnih spojeva s antioksidativnim
svojstvima. Hidroksilna funkcionalna skupina sadrzana u kemijskoj strukturi polifenola moze vezati
slobodne radikale, sto polifenole €ini bithim komponentama u sprje€avanju oksidativnih procesa
(Grgi¢isur., 2020). U prethodnom poglavlju provedena je identifikacija i kvantifikacija pojedinacnih
polifenolnih spojeva UHPLC metodom. U nastavku istraZivanja provedeno je spektrofotometrijsko

odredivane masenog udjela ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i antioksidacijske aktivnosti.

Prema dobivenim rezultatima (Slika 46a) maseni udio ukupnih polifenola u bu&inoj pogaci iznosio
je 3,63 £ 0,06 mgek/gst, dok je u uzorku izuzetog neposredno prije provedbe SSF procesa u
bioreaktoru s pliticama iznosio 5,57 + 0,39 mgek/gst. Tijekom provedbe bioloSke obrade bucine
pogace doslo je do povecanja masenog udjela ukupnih polifenola. Najveéi maseni udio ukupnih
polifenola provedbom SSF procesa u laboratorijskim staklenkama izmjeren je nakon sedmog
dana fermentacije te je iznosio 16,87 + 0,46 mgck/gst (povecanje masenog udjela ukupnih
polifenola za 4,46 puta). Najvec¢i maseni udio ukupnih polifenola provedbom SSF procesa u
bioreaktoru s pliticama izmjeren je nakon petog dana fermentacije te je iznosio 16,96 + 0,13

Mgck/gst (povecanje masenog udjela ukupnih polifenola za 3,05 puta).

Maseni udio ukupnih flavonoida (Slika 46b) u bucinoj pogadi iznosio je 0,77 + 0,01 mgka/gst, dok

je u uzorku izuzetog neposredno prije provedbe SSF procesa u bioreaktoru s pliticama iznosio
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1,21 £ 0,07 mgka/gst. Tijekom procesa fermentacije mijenjao se maseni udio ukupnih flavonoida
te je najveci maseni udio ukupnih flavonoida izmjeren provedbom SSF procesa u bioreaktoru s
pliticama nakon sedmog dana fermentacije (1,54 + 0,10 mgka/gst). BioloSka obrada bucine pogace
u laboratorijskim staklenkama rezultirala je povec¢anjem masenog udjela flavonoida do drugog
dana procesa (1,25 £ 0,03 mgka/gst). U nastavku SSF procesa u laboratorijskim staklenkama doslo

je do redukcije masenog udjela flavonoida.

Prema rezultatima dobivenim mjerenjem antioksidacijske aktivnosti u pripremljenim ekstraktima
(Slika 46c¢) vidljivo je da je vec¢a antioksidacijska aktivnost izmjerena u svim uzorcima izuzetim
tijekom bioloSke obrade bucline pogace u bioreaktoru s pliticama. Tijekom SSF procesa u
laboratorijskim staklenkama doslo je do povecanja antioksidacijske aktivnosti za 2,70 puta nakon
sedmog dana fermentacije. Antioksidacijska aktivnost ekstrakta poCetnog uzorka izuzetog iz
bioreaktora s pliticama iznosila je 1,41 + 0,05 mMmgwoox/gst. Tijekom provedbe SSF procesa
antioksidacijska aktivnost ekstrakta se povecala za 2,29 puta uz maksimalnu vrijednost izmjerenu

nakon petog dana fermentacije (3,22 + 0,13 MQuolox/Jst).

Navedene promjene masenog udjela ukupnih polifenola, masenog udjela ukupnih flavonoida i
antioksidacijske aktivnosti u pripremlijenim ekstraktima bucCine pogace tijekom SSF procesa
posliedica su veé spomenutog djelovanja kompleksnog sustava hidrolitickih enzima
T. lanuginosus. Medutim, producirani hidroliticki enzimi mogu cijepati slozene polisaharide
(hemicelulozu) na jednostavnije oligomerne komponente koji u koristenom testu za mjerenje
antioksidacijske aktivnosti (inhibicija DPPHe) mogu pokazati antioksidacijsko djelovanje. U
istrazivanju provedenog od grupe autora Mahmoud i sur. (2022) provedena je enzimska hidroliza
ksilana pomocu sirove ksilanaze proizvedene uzgojem Bacillus amyloliquifaciens NRRL B-14393
fermentacijom na &vrstim nosacima. Proizvedeni ksilooligosaharidi (ksilobioza i ksilopentoza)
pokazali su antioksidativnu aktivnost inhibicijom DPPHe. Navedeni rezultate ukazuju na Cinjenicu
da izmjerene antioksidacijske aktivnosti u ekstraktima bioloski obradene bucine pogace ne moraju
proizlaziti kao rezultat prisutnosti i/ili promjene koncentracije isklju€ivo polifenolnih spojeva, nego

i sintezi bioloski aktivnih oligosaharida.
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Slika 46. Maseni udio ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i antioksidacijske aktivnosti u
uzorcima bioloski obradene bucine pogale uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim
staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.11. Rezultati odredivanja masenog udjela topivog organskog ugljika i topivog dusika

Kao $to je navedeno u poglavlju 4.6.8., T. lanuginosus ima moguénost asimilacije razli€itih spojeva
koje koristi za svoj rast i metaboliCku aktivnost. Iz navedenog razloga, provedeno je mjerenje
masenog udjela topivog organskog ugljika i topivog dusika tijekom bioloSke obrade bucine pogace

uzgojem T. lanuginosus.

Prema rezultatima (Slika 47a) maseni udio topivog organskog ugljika u uzorcima izuzetih prije
provedbe SSF procesa u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama iznosili su 48,58 +

0,89 mg/gst i 41,46 £ 0,19 mg/gs. Tijekom procesa fermentacije u laboratorijskim staklenkama
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doslo je do povecanja masenog udjela te je najveéi maseni udio topivog organskog ugljika
izmjeren sedmi dan fermentacije uz povecanje za 4,23 puta te je iznosio 206,56 + 3,47 mg/gst.
BioloSkom obradom bucline pogade u bioreaktoru s pliticama najve¢i maseni udio topivog
organskog ugljika izmjeren je nakon tre¢eg dana fermentacije uz povecanje za 2,45 puta te je
iznosio 101,63 £ 1,07 mg/gs:.. Nastavkom fermentacije u bioreaktoru s pliticama zabiljezena je
redukcija masenog udjela topivog organskog ugljika te je nakon sedmog dana fermentacije

maseni udio iznosio 91,79 + 1,25 mg/gs:.

Maseni udio topivog duSika (Slika 47b) u bucinoj pogaci iznosio je 8,72 + 0,17 mg/gst. Tijekom
SSF procesa u laboratorijskim staklenkama do$lo je do povec¢anja masenog udjela topivog dusika.
Najveci maseni udio topivog dusika izmjeren nakon sedmog dana SSF procesa te je iznosio 59,31
+ 0,43 mg/gs: (povecanje masenog udjela za 6,80 puta). Maseni udio topivog duSika u uzorku
izuzetog neposredno prije provedbe SSF procesa u bioreaktoru s pliticama iznosio je 5,06 £ 0,07
mg/gst. Tijekom bioloSke obrade bucine pogace u bioreaktoru s pliticama doSlo je do povec¢anja
masenog udjela topivog dusika. Maseni udio topivog dusika nije se zna¢ajno mijenjao od drugog
do sedmog dana SSF procesa te je bio u rasponu od 25,51 + 0,14 mg/gst do 28,17 + 0,13 mg/gst

(povecanje masenog udjela za 5,57 puta).

Sumirajuéi dobivene rezultate mjerenja masenog udjela topivog organskog ugljika i topivog dusika
moze se zakljuciti da je nakon sedmog dana SSF procesa izmjerena vecéa koncentracija topivog
organskog ugljika u uzorcima izuzetih nakon SSF procesa u laboratorijskim staklenkama za 2,25
puta, kao i vec¢i maseni udio topivog dusika za 2,13 puta usporedno sa SSF procesom provedenog
u bioreaktoru s pliticama. Povecanje masenog udjela topivog dusSika i ugljika mozZe se povezati sa
sintezom i kompleksnim djelovanjem hidrolitickih enzima T. lanuginosus. Stovise, kada se
mikroorganizmi nadu u uvjetima u kojima njihov preferirani izvor ugljika nedostaje ili je potroSen,
dolazi do aktivacije gena i enzima koji kataboliziraju izvore ugljika koji su manje preferirani.
Medutim, veci udio topljive organske tvari, tj. veCe organsko opterecenje tijekom fermentacije,
mozZe dovesti do kataboli¢ke represije, $to dovodi do inhibicije sinteze Zeljenih enzima (Nair i
Sarma, 2021). Navedeno se moZe dovesti u korelaciju s rezultatima dobivenim mjerenjem
volumne aktivnosti lipaze tijekom uzgoja T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i u
bioreaktoru s pliticama. Kao $to je ve¢ opisano, izmjerena hidrolitiCka aktivnost TLL bila je niza
tijekom proizvodnje lipaze u laboratorijskim staklenkama usporedno sa SSF procesom
provedenog u bioreaktoru s pliticama, $to moze biti posljedica ve¢eg organskog opterecenja

provedbom proizvodnje lipaze u laboratorijskim staklenkama.
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Slika 47. Maseni udio topivog organskog ugljika i topivog dusika u uzorcima bioloski obradene
bucine pogace uzgojem T. lanuginosus u laboratorijskim staklenkama i bioreaktoru s pliticama

4.6.12. Rezultati analize i procjene zdravstvene ispravnosti buéine pogace

Kako bi se ispitala moguénost iskoridtenja bioloski obradene bucine pogaée u proizvodn;ji sto¢ne
hrane, provedena je analiza i procjena zdravstvene ispravnosti koristenog supstrata. Analize su
provedene na uzorcima bucine pogace, bucine pogace nakon dodatka inokuluma pripremljenog
uzgojem T. lanuginosus na repinim rezancima te bioloski obradene bucine pogace nakon tri dana

fermentacije u bioreaktoru s pliticama.

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 27, maseni udio nitrita u svim uzorcima bio je ispod
granice detekcije ispitne metode. Maseni udio nitrata u poCetnom uzorku bucine pogace iznosio
je 123 mg/kg. Nakon inokulacije i fermentacije maseni udio nitrata bio je ispod granice detekcije.
Nitrati su dobro topljivi u vodi i imaju zna€ajnu ulogu kao hranjive tvari za biljke koje se mogu
koristiti za ishranu Zivotinja. Medutim, nitrati u gastrointestinalnom traktu Zivotinja prelaze u nitrite,
Sto rezultira stvaranjem methemoglobina (MetHb) u krvi Zivotinje. MetHb je molekula s vrlo
ograniCenom sposobnoséu prijenosa kisika do tkiva. Stvaranje MetHb, kao rezultat reakcije
izmedu nitrita i oksihemoglobina, smatra se posrednikom vecine Stetnih u€inaka kod Zivotinja
nakon izlaganja nitratima i nitritima. Iz navedenih razloga, Povjerenstvo za kontaminante u
prehrambenom lancu (CONTAM) (EFSA) je definiralo maksimalne dozvoljene koli€ine unosa
nitrita i nitrata po kilogramu konzumenta (zivotinje) na temelju razina methemoglobina (MetHb) u
krvi Zivotinje koje ne bi izazvale klinicke znakove hipoksije (EFSA Panel on Contaminants in the
Food Chain (CONTAM), 2020). Uzimajuéi u obzir rezultate dobivene u ovom istrazivanju i

standarde koje je postavila EFSA, moZe se zakljuiti da predlozeni postupak bioloSke obrade ima
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pozitivan ucinak na poboljSanje kvalitete hrane za zZivotinje, buduci da je SSF proces rezultirao

redukcijom masenog udjela nitrata ispod granice detekcije ispithe metode.

Iz podataka dobivenih mjerenjem bruto energije vidljivo je da inokulirana bucina pogaca s repinim
rezancima ima manju vrijednost bruto energije usporedno s pocetnim uzorkom bucine pogace.
Buduci da na kalorijsku vrijednost najveci utjecaj ima sadrzaj masti (Merrill i Watt, 1955) dobiveni
rezultati mogu se povezati s masenim udjelom masti izmjerenim u uzorcima. Prema rezultatima
(poglavlje 4.6.3., Slika 39) maseni udio slobodnih masti u bu€inoj pogadi iznosio je 9,50 £ 0,35%st.
Dodatkom inokuluma pripremlijenog na repinim rezancima u bucinu pogacu, maseni udio
slobodnih masti iznosio je 6,37 + 0,40%s:. Nadalje, maseni udio slobodnih masti u uzorku smanjio
se nakon treCeg dana fermentacije te je iznosio 3,68 * 0,27%s: Sto je rezultiralo redukcijom

kalorijske vrijednosti bioloski obradene bucine pogace.

Koncentracija amonijskog dusSika u po¢etnom uzorku bucine pogace iznosila je 0,15%, odnosno
0,19% nakon inokulacije bu€ine pogace repinim rezancima. Navedeno povecanje koncentracije
amonijskog dusSika nakon inokulacije moze se povezati s dodatkom fermentiranih repinih rezanaca
u svjezu bucinu pogacu, buduci da su rezultati pokazali da tijekom fermentacije dolazi do
povecanja koncentracije amonijskog duSika. Nakon tre¢eg dana fermentacije, koncentracija
amonijskog du$ika iznosila je 0,65%. Poznata je Cinjenica da amonijski duSik moze nastati
denitrifikacijom nitrata (Cija je redukcija zabiljezena tijekom procesa fermentacije) do molekulskog
duSika te njegovom fiksacijom u amonijski dusik djelovanjem dusi¢nih bakterija (Cole i Brown,
1980). Takoder, amonijski dusik moze nastati razgradnjom aminokiselina i polifenola te mjerenjem
koncentracije amonijskog duSika moguce je pratiti tijek procesa fermentacije i kvalitete
fermentiranog proizvoda (Hue, 2014) ¢ime se moze zakljuciti da je do promjene masenog udjela

amonijskog dusika doSlo kao posljedica metabolicke aktivnhosti radnog mikroorganizma.

Koncentracija organskih hlapivih kiselina mjerena je tijekom procesa fermentacije. Rezultati su
izraZeni u postotku ukupnog udjela pojedinaénih kiselina. U po&etnom uzorku bucine pogace udio
octene kiseline iznosio je 12,56%, masla¢na kiselina nije detektirana dok je udio mlije¢ne kiseline
iznosio 87,44%. Inokulacijom bucine pogace repinim rezancima, detektirana je prisutnost samo
octene kiseline te se omjer organskih hlapivih kiselina promijenio nakon treéeg dana fermentacije

kao posljedica metaboli¢ke aktivnosti radnog mikroorganizma (Vandenberghe i sur., 2018).
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Tablica 27. Rezultati provedenih kemijskih ispitivanja u uzorcima bucine pogace

Bucina pogaca

Parametar ispitivanja  Mjerna jedinica Bucina pogaca + inokulum SSF 3D
Nitriti mg/kg < 50,0 < 50,0 < 50,0
Nitrati mg/kg 123 < 50,0 <50,0
Bruto energija kJ/kg 19327 18050 17391
Amonijski dusik % 0,15 0,19 0,65
Octena kiselina % 12,56 100 31,39
Maslacna kiselina % 0 0 0
Mlije€na kiselina % 87,44 0 68,61

Prisutnost opasnih kemijskih kontaminanata ili nepoZzeljnih tvari u hrani i sto€noj hrani ¢esto je
neizbjeZzna jer se kontaminacija mozZe dogoditi u svim fazama rukovanja i obrade, “od polja do
stola“ (Alexander i sur., 2012). Ovisno o podrijetlu, kontaminanti koji se nalaze u hrani mogu se
podijeliti na: (i) prirodne kontaminante (mikotoksini, enterotoksini i alkaloidi); (ii) okoliSne
kontaminante (teSki metali, dioksini, policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH), organofosforni i
organoklorni spojevi, uklju€ujuci poliklorirane bifenile (PCB) i pesticide); te (iii) kontaminante koji
nastaju obradom hrane, odnosno procesni kontaminanti (klorpropanoli, akrilamid, ostaci sredstava
za Cis¢enje, PCB, PAH). Prisutnost kontaminanata u hrani mozZe imati negativan utjecaj na
zdravlje potroSaCa te je neophodno provoditi monitoring kontaminanata prema propisanim

zakonskim regulativama (Silano i Silano, 2017).

Rezultati mjerenja koncentracija biogenih i teSkih metala prikazani su u Tablici 28. Fosfor je bitan
element za sve oblike Zivota, od jednostanicnih do viSestani¢nih organizama. Neophodan je za
pravilan rast misi¢a i formiranje jajne stanice, vazna je komponenta nukleinskih kiselina,
genetskog koda i fosfolipida te kofaktor u mnogim enzimskim sustavima (Li i sur., 2016).
Formulacije koriStene za ishranu Zivotinja obi¢no zahtijevaju dodatak anorganskog fosfora zbog
niskih koncentracija i niske bioloSke dostupnosti ukupnog fosfora u sastojcima sto¢ne hrane od
zitarica. Medutim, prekomjerne koli¢ine anorganskog fosfora u stajskoj gnojnici doprinose
oneciséenju jezera, potoka i mocvara Sto dovodi do eutrofikacije povrsinskih voda (Li i sur., 2016).
Budine sjemenke izuzetno su bogat izvor minerala. Rezultati istrazivanja provedenog od grupe
autora Seymen i sur. (2016) pokazali su da su najzastupljeniji minerali u bucinim sjemenkama
kalij (2704,75 — 1033,63 mg/kg), fosfor (3569,690 — 9108,835 mg/kg) i magnezij (1275,15 —
3938,16 mg/kg). Medutim, fosfor prisutan u sjemenkama buc€e nalazi se u obliku fitata &ime je
znacajno smanjena bioloSka dostupnost fosfora. Nadalje, problem s fitatima u hrani je taj $to mogu
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vezati druge minerale u probavnom traktu zivotinje i tako smanijiti njihovu bioraspolozivost (Elinge
i sur., 2012). Kako bi se rijeSio navedeni problem, dodavanje mikrobnog enzima fitaze u sto¢nu
hranu moze smanijiti antinutritivni ucinak fitata, poboljSati probavljivost fosfora, kalcija i
aminokiselina te smanijiti negativne ucinke izlu€ivanja anorganskog fosfora u okoli§ (Dersjant-Li i
sur., 2015). Kao &to je ranije navedeno u ovom istraZivanju, T. lanuginosus tijekom svoje
metaboliCke aktivnosti producira veliki broj izvanstanicnih enzima, izmedu ostalih i enzim fitazu
(Berikten i Kivanc, 2014). Istrazivanje primjene fitaze iz T. lanuginosus rezultiralo je visokom
redukcijom masenog udjela fitata u testiranom uzorku (Makolomakwa i sur., 2017). Prema
dobivenim rezultatima u ovom istrazivanju vidljivo je da se udio fosfora nakon treéeg dana
fermentacije smanjio sa 1,9% na 1,3% $to ukazuje na pretpostavku da je tijekom SSF procesa
doslo do redukcije fitata te oslobadanja biogenog fosfora kojega je radni mikroorganizam koristio
tijlekom svog rasta i metabolicke aktivnosti. Odnosno, moze se pretpostaviti da je tijekom SSF

procesa doslo do pobolj$anja bioloSke raspolozivosti fosfora.

Mjerenjem masenog udjela teskih metala (Zeljezo, olovo, kadmij i arsen) vidljivo je da je tijekom
SSF procesa doSlo do poveéanja koncentracije navedenih elemenata kao posljedica
kontaminacije tijekom pripreme uzorka (mljevenje u laboratorijskom mlinu, provedbom SSF
procesa na metalnoj plitici). Prema preporukama FEEDAP Panela (The Panel on Additives and
Products or Substances used in Animal Feed) maksimalan sadrzaj Zeljeza u potpunim krmivima
za goveda i perad iznosi 450 mg/kg, te za ku¢ne ljubimce 600 mg/kg (EFSA Panel on Additives
and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2016). Izmjereni maseni udio
Zeljeza u biolo3ki obradenoj bucinoj pogadi iznosi 355 mg/kg. Direktiva 2002/32/EZ Europskog
parlamenta i vije¢a (7. svibanj 2002.) o nepozeljnim tvarima u hrani za Zivotinje koju je izmijenila
Uredba Komisije (EU) 2019/1869 7. studenoga 2019. (sluzbeni list broj: L 289, stranica: 32, datum:
8.11.2019) propisala je maksimalno dozvoljene koncentracije za navedene metale u hrani za
Zivotinje. Izmjereni maseni udio olova, kadmija i arsena u bioloski obradenoj bucinoj pogaci nakon
SSF procesa iznosio je 0,40 mg/kg, 0,24 mg/kg i 0,24 mg/kg. Prema Direktivi, maksimalno
dozvoljene koncentracije za olovo, kadmij i arsen u hrani za Zivotinje (krmiva) iznose 10 mg/kg, 1
mg/kg i 2 mg/kg. Sukladno dobivenim rezultatima, maseni udio ispitanih teSkih metala nalazio se

unutar dozvoljenih granica propisanim za hranu za zivotinje.

Prema rezultatima ispitivanja prisutnosti nepozeljnih tvari (mikotoksina, alkaloida, PCB-a i PAH-
ova) u uzorcima bucine pogace prikazanih u Tablicama 29, 30, i 31, ispitivane tvari bile su ispod

granice detekcije ispitne metode. Dobiveni rezultati i iznesene Cinjenice potvrduju superiornost

174



4. Rezultati i rasprava

predlozene bioloSke metode poboljSanja kemijskog sastava bucine pogace kao visokokvalitetnog

pripravka koji se moze koristiti u proizvodniji sto¢ne hrane.

Tablica 28. Rezultati ispitivanja udjela metala i metaloida u uzorcima buéine pogace

Peleti buce +

Parametar ispitivanja  Mjerna jedinica Peleti buce nokulum SSF 3D
Fosfor % 1,9 1,3 1,3
Kalcij mg/kg 1069 3445 3920
Kalij mg/kg 17726 16779 13616
Zeljezo mg/kg 215 356 355
Olovo mg/kg 0,075 0,37 0,40
Kadmij mg/kg 0,038 0,20 0,24
Arsen mg/kg 0,016 0,058 0,24

Tablica 29. Rezultati ispitivanja udjela nepozeljnih tvari (mikotoksina) u uzorcima bugine pogace

Parametar ispitivanja  Mjema jedinica  Peletibute ' /o0 D€ ¥ SSF 3D
Aflatoksin B1 mg/kg < 0,001 < 0,001 < 0,001
Aflatoksin B2 mg/kg < 0,0005 < 0,0005 < 0,0005
Aflatoksin G1 mg/kg < 0,001 < 0,001 < 0,001
Aflatoksin G2 mg/kg < 0,001 < 0,001 < 0,001
Aflatoksini ukupni mg/kg < 0,0003 < 0,0003 < 0,0003
Deoksinivalenol mg/kg <0,20 <0,20 <0,20
Fumonizin B1 mg/kg <0,20 <0,20 <0,20
Fumonizin B2 mg/kg <0,15 <0,15 <0,15
Fumonizini mg/kg <0,30 <0,30 <0,30
Zearalenon mg/kg < 0,030 < 0,030 < 0,030
T-2 toksin mg/kg <0,010 < 0,010 <0,010
HT-2 toksin mg/kg <0,010 <0,010 <0,010
Zbroj T-2 i HT-2 mg/kg < 0,020 < 0,020 < 0,020
Okratoksin A mg/kg < 0,001 < 0,001 < 0,001
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Tablica 30. Rezultati ispitivanja udjela nepozeljnih tvari (alkaloidi) u uzorcima bucine pogace

Peleti buce +

Parametar ispitivanja  Mjerna jedinica Peleti buce nokulum SSF 3D
ERGOT ALKALOIDI
Ergokristinin Ma/kg <10 <10 <10
Ergokristin Ma/kg <10 <10 <10
Ergotaminin Ma/kg <10 <10 <10
Ergotamin Ma/kg <10 <10 <10
Ergokriptinin Ma/kg <10 <10 <10
a Ergokriptin Ma/kg <10 <10 <10
Ergokorninin Ma/kg <10 <10 <10
Ergokornin Ma/kg <10 <10 <10
Ergozinin Ma/kg <10 <10 <10
Ergozin Ma/kg <10 <10 <10
Ergometrinin Ma/kg <10 <10 <10
Ergometrin Ma/kg <10 <10 <10
Ukupni ergot alkaloidi Ma/kg <120 <120 <120
TROPAN ALKALOIDI
Atropin Ma/kg <1,0 <1,0 <1,0
Skopolamin Ma/kg <1,0 <1,0 <1,0

Tablica 31. Rezultati ispitivanja udjela nepozeljnih tvari (PCB i PAH) u uzorcima bucine pogace

Peleti buce +

Parametar ispitivanja  Mjerna jedinica Peleti buce nokulum SSF 3D
POLIKLORIRANI BIFENILI (PCB)
PCB ukupni mg/kg < 0,035 < 0,035 < 0,035
PCB 28 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
PCB 52 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
PCB 101 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
PCB 118 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
PCB 138 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
PCB 153 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
PCB 180 mg/kg < 0,0050 < 0,0050 < 0,0050
POLICIKLICKI AROMATSKI UGLJIKOVODICI (PAH)
Benz(a)antracen mg/kg < 0,0050 < 00,0050 < 0,0050

176



4. Rezultati i rasprava

Benzo(a)piren mg/kg 0,012 0,0087 0,0092
Krizen mg/kg 0,0092 0,0092 0,0092
Benzo(b)fluoranten mg/kg 0,0092 0,0060 0,0067
Zbroj benzo(a)pirena,

erepana . maka 009 oots oo
krizena

4.7. REZULTATI PROCJENE ODRZIVOSTI PROCESA PROIZVODNJE |
PROCISCAVANJA LIPAZE

Da bi se provela procjena odrzivosti predloZzenog procesa proizvodnje i proCiS¢avanja lipaze
temeljena na konceptu biorafinerije, postavljena je bilanca mase (Slika 48). Analizirane su Cetiri
oshovne faze procesa: proizvodnja lipaze (SSF), ekstrakcija lipaze, liofilizacija ekstrakta i
proc€is¢avanje lipaze. Mase koriStenih procesnih struja prikazane su kao ulazne veli¢ine plavim

strelicama te kao izlazne veli€ine (otpad) crvenim strelicama.

U svrhu procjene odrzivosti procesa, najprije je proveden izraCun E-faktora. E-faktor daje uvid u
koli¢inu otpada generiranog tijekom proizvodnje Zeljenog produkta. Idealan E-faktor iznosi 0. Visi
E-faktor sugerira na procese u kojima dolazi do odredene akumulacije otpada. Medutim, dobivene
vrijednost za E-faktor mogu se tolerirati u ovisnosti o vrijednosti, Cistoci i koli€ini dobivenog
produkta te o broju stupnjeva procesa. Na primjer, prihvatljivi E-faktor za industrijsku proizvodnju
kemikalija (kao $to su plastika i polimeri) u koli€inama od deset tisu¢a do milijun tona godiSnje
obi¢no je izmedu 1 kg/kg i 5 kg/kg, te se takvi procesi obi¢no provode u jednom ili dva stupnja. Za
proizvodnju visokovrijednih i posebnih kemikalija (premazi, elektronicke komponente,
farmaceutske sirovine), ¢ija godiSnja proizvodnja doseze desetke tisu¢a tona godisnje, dopustena
vrijednost E-faktora moze biti reda veli€¢ine od 5 kg/kg do 50 kg/kg, ako je vrijednost proizvoda
dovoljno visoka da opravda troSkove obrade i zbrinjavanja nastalog otpada. Takvi procesi obi¢no
se provode u tri do Cetiri stupnja. U farmaceutskoj industriji (proizvodnja antibiotika, lijekova,
cjepiva) s godiSnjom proizvodnjom od 1000 tona, prihvatljiva vrijednost E-faktora moze biti od 25
kg/kg do oko 100 kg/kg buduci da proizvodnja farmaceutika zahtjeva visoku Cisto¢u produkta te

se proizvodnja provodi u vise od 6 stupnjeva (Roschangar i sur., 2015).

Osim E-faktora, izraCunate su M/ i PMI vrijednosti da bi se dobio podatak o koli€ini sirovina

potrebnih za proizvodnju bioprodukata u predlozenom procesu.
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U prvoj fazi procjene odrzivosti izraCunat je E-faktor za svaku fazu proizvodnje i procesa
procCiS¢avanja lipaze kako bi se procijenilo u kojoj fazi dolazi do najveceg nakupljanja otpada.
Prema rezultatima prikazanima u Tablici 32, najveéi E-faktor izraCunat je za proces koncentriranja
ekstrakta enzima postupkom liofilizacije (39,00 g/g). NiZa vrijednost E-faktora izraCunata je za
proces proc¢iS¢avanja lipaze (19,13 g/g). Najmanje vrijednosti dobivene su za proces fermentacije
(3,25 g/g) i proces ekstrakcije lipaze (0,33 g/g). Prema rezultatima, vidljivo je da se najveca
akumulacija otpada javlja tijekom procesa liofilizacije enzima. Medutim, ako se uzme u obzir
Cinjenica da je tijekom navedenog procesa doSlo do akumulacije otpada u obliku vode uklonjene
postupkom liofilizacije, mozZe se pretpostaviti da nastala otpadna voda ne predstavlja ekolosko
opterecCenje. Nadalje, izraCunati E-faktor za proces prociS¢avanja lipaze mozZe se reducirati ako
se uzme u obzir Cinjenica da masu akumuliranog otpada Cine frakcije koje se mogu naknadno
reciklirati (aceton) ili koristiti kao izvor potencijalno visokovrijednih produkata (koncentrirani

polifenoli u vodi i ugljikohidrati u talogu).

Tablica 32. E-faktor izraCunat za pojedinacne faze proizvodnje i prociS¢avanja lipaze

Faza proizvodnje Motpad [d] Mprodukt [d] E-faktor [g/g]
SSF 9100 2800 3,25
Ekstrakcija 5600 16800 0,33
Liofilizacija 16380 420 39,00
ProciS¢avanje 7231,56 378 19,13

U drugom koraku provedena je procjena odrzivosti cjelokupnog procesa proizvodnje i
proCiSCavanja lipaze na temelju E-faktora. lzraCuni su provedeni za tri razliCita sluCaja
(Tablica 33). U prvom slu€aju, masa produkta predlozenog procesa odnosi se samo na masu
dobivene djelomi¢no prociS¢ene lipaze, dok su sve ostale struje uzete u izraCun kao otpad. Prema
dobivenim rezultatima E-faktor iznosi 101,35 g/g. U drugom slu€aju, masa produkta predlozenog
procesa odnosi se ha masu dobivene prociScene lipaze i masu krutog ostataka bioloSki obradene
bucine pogace zaostale nakon procesa ekstrakcije lipaze vodom. Zaostali kruti ostatak moze se
koristiti za sto€nu ishranu te u ovom procesu ne predstavlja otpadnu struju. Nakon ponovljenih
izraCuna, E-faktor iznosi 5,47 g/g. U tre¢em slucaju, masa produkta uzeta za izraCun ista je kao u
drugom slucaju (glavni produkti procesa su djelomi¢no proc¢iS¢ena TLL i kruti ostatak biolo3ki
obradene bucine pogace zaostao nakon ekstrakcije). Masu otpada Cine otpadne struje iz procesa

fermentacije i liofilizacije. Zaostala masa nakon provedenog procesa proc¢iS¢avanja TLL nije uzeta
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u izracun buduci da se aceton moze reciklirati i ponovo koristiti u procesu procis¢avanja lipaze,
dok preostale frakcije ne predstavljaju nuzno otpad ali ne i glavne produkte predlozenog procesa.
U tom slu€aju, E-faktor iznosi 4,26 g/g. U Cetvrtom slucaju, ako glavni produkti predlozenog
procesa predstavljaju djelomi¢no proc¢iS¢ena TLL, kruti ostatak bioloSki obradene bucine pogace
zaostao nakon ekstrakcije lipaze, te frakcije zaostale nakon prociS¢avanja lipaze (koncentrat
polifenola u vodi i ugljikohidrati u obliku taloga), a masu otpada Cine otpadne struje procesa

fermentacije i liofilizacije, u tom slu¢aju E-faktor iznosi 3,02 g/g.

Tablica 33. E-faktor izraCunat za razliCite slu¢ajeve proizvodnije i procis¢avanja lipaze

Sluéaj Motpad [D] Mprodukt [9] E-faktor [g/g]
1 38311,56 378 101,35
2 32711,56 5978 5,47
3 25480 5978 4,26
4 25480 8435 3,02

Da bi se procijenila potrebna koli€ina ulaznih sirovina u svrhu proizvodnje Zeljenih produkata,
izraCunata je M! vrijednost za tri razliCita slu€aja (Tablica 34). Za svaki promatrani sluc¢aj koriStena
je jednaka masa ulaznih procesnih struja i ulaznih sirovina (mprces = Masa buéine pogace + masa
inokuluma + masa acetona + masa pufera). Za izraCun M/ vrijednosti, masa koriStene vode ne
uzima se u obzir. Za prvi slu€aj, masa produkta odnosi se samo na masu dobivene djelomi¢no
proCiSc¢ene TLL. U tom slu€aju, M/ vrijednost iznosi 19,29 g/g. U drugom slu¢aju, masa produkta
odnosi se na masu djelomicno proc€iS¢ene TLL i krutog ostataka bioloSki obradene bucine pogace
zaostale nakon ekstrakcije lipaze. Prema izracunu, doslo je do redukcije Ml vrijednost na 1,22 g/g.
U treé¢em slu€aju, masa produkta odnosi se na masu djelomi¢no prociS¢ene TLL, krutog ostatka
bioloski obradene bucine pogaCe zaostale nakon ekstrakcije lipaze, te frakcije zaostale nakon
proCiScavanja lipaze (koncentrat polifenola u vodi i ugljikohidrati u obliku taloga). U navedenom

slu¢aju, Ml vrijednost iznosi 0,86 g/g.
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Tablica 34. M/ vrijednost izraCunata za razli€ite sluCajeve proizvodnje i pro€is¢avanja lipaze

SIUéaJ Mproces [g] Mprodukt [g] Mi [g/g]
1 7292,06 378 19,29
2 7292,06 5978 1,22
3 7292,06 8435 0,86

Buduci da u svrhu izracuna M/ vrijednosti nije uraCunata masa vode proveden je izraCun PMI/
vrijednosti koji uzima u obzir i masu vode. Kao za Ml vrijednost, izraCunata je PMI vrijednost za tri
razliita slu¢aja (Tablica 35). U prvom slu¢aj PMI vrijednost iznosila je 102,35 g/g, u drugom

sluc¢aju 6,47 g/g te u treéem sluéaju 4,59 g/g.

Tablica 35. PMI vrijednost izraCunata za razli€ite sluCajeve proizvodnije i prociS¢avanja lipaze

SlUéaj mproces [g] mprodukt [g] PM/ [g/g]
1 38689,56 378 102,35
2 38689,56 5978 6,47
3 38689,56 8435 4,59

Prema dobivenim rezultatima za E-faktor, Ml vrijednost i PMI vrijednost moze se zakljuciti da se
predlozeni proces proizvodnje bioprodukta rangira u kategoriju proizvodnje finih kemikalija. UzevSi
u obzir €injenicu da je E-faktor proporcionalan broju stupnjeva procesa, vidljivo je da dobivena
vrijednost E-faktora odgovara literaturnim podatcima buduci da je predlozZeni proces proveden u
Cetiri stupnja. Nadalje, kako sam koncept biorafinerije nalaze proizvodnju viSe od jednog
bioprodukta u proizvodnom lancu, u ovom istrazivanju potvrdena je Cinjenica da se viSestrukim
iskoriStavanjem sirovine znacajno utje€e na redukciju akumulacije otpada. Navedena Cinjenica
potvrdena je redukcijom E-faktora, Ml vrijednosti i PMI vrijednosti za promatrane slu¢ajeve u

kojima su nusprodukti u predlozenom procesu koristeni kao visokovrijedni bioprodukti.
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5. Zakljucci

Nakon provedene prve faze eksperimentalnog istrazivanja (razvoj novog spektrofotometrijskog

testa za mjerenje aktivnosti TLL u reakciji hidrolize pNP-palmitata), doneseni su sljedeéi zaklju&ci:

Povecéanje koncentracije TLL u vodenom mediju dovodi do smanjenja hidroliticke
aktivnosti lipaze zbog stvaranja bimolekularnih proteinskih agregata.

Maksimalna hidrolitiCka aktivnost lipaze izmjerena je pripremom reakcijske smjese u
TRIS-HCI puferu, 50 mmol/dm?3, pH 9.

Provedbom reakcije enzimski katalizirane hidrolize pNP-palmitata, zaklju€eno je da je TLL
stabilan protein u prisutnosti razli¢itih organskih otapala koristenih za pripremu otopine
supstrata. Maksimalna hidrolitiCka aktivnost lipaze izmjerena je pri volumnom udjelu
acetonitrila u reakcijskoj smjesi od 4% (v/v).

Maksimalna hidrolitiCka aktivnost TLL izmjerena je emulgiranjem supstrata u reakcijskoj
smjesi uz upotrebu arapske gume (0,3% w/v) kao emulgatora.

PredloZzena su dva kineticCka modela hidrolize supstrata te su procijenjene vrijednosti
kinetickih parametara za Michaelis-Mentenicin kineticki model (K» = 0,173 = 0,058
266593 + 26285 U/cm3) i Hillov kineticki model (K» = 0,173 + 0,010
222781 + 9112 U/cm?®). Usporedbom modela pokazano je da Hillov

mmol/dm?3, Vi

mmol/dm?3, Vi,
kinetiCki model bolje opisuje eksperimentalne podatke biokataliticke hidrolize supstrata

pomocu TLL.

U drugoj fazi eksperimentalnog istrazivanja provedena je optimizacija uvjeta procesa proizvodnje

TLL primjenom RSM metode te su doneseni sljedeéi zakljucci:

Uzgojem T. lanuginosus u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosaCima potvrdena je
mogucnost provedbe bioloSke obrade buc€ine pogace s ciljem proizvodnje TLL.
Statisticka analiza utjecaja procesnih parametara pokazala je da ispitivani parametri
(poCetna masa supstrata, udio inokuluma, udio vlage, vrijeme fermentacije, temperatura
fermentacije) imaju zna€ajan utjecaj na tijek SSF procesa, pri Eemu najvedi utjecaj na tijek
procesa proizvodnje TLL ima temperatura.

"P-vrijednost modela" < 0,0001 i R> = 0,8282 impliciraju na statisticku znacajnost
predlozenog modela u predikciji proizvodnje TLL uzgojem T. lanuginosus tijekom SSF

procesa na bucinoj pogadi.
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Validacija dobivenog matematickog modela pokazala je dobro slaganje izmedu
eksperimentalnih i modelom predvidenih vrijednosti aktivnosti lipaze s predikcijom modela
uz 95,113% todnosti.

Maksimalna volumna aktivhost TLL zabiljezena je nakon drugog dana SSF procesa
(15,77 U/cm3) uzgojem T. lanuginosus na 45 °C.

Usporedbom rezultata elektroforeze uzorka djelomi¢no proéiS¢enog enzimskog pripravka
i komercijalne TLL potvrdena je prisutnost lipaze u ekstraktu bioloski obradene bucine
pogace.

Karakterizacijom sirovog enzimskog ekstrakta potvrdena je termostabilnost proizvedene
TLL s maksimalnom hidrolitickom aktivno$¢u pri 40 °C. Dobiveni enzimski pripravak

stabilan je tijekom skladiStenja na -20 °C te u prisutnosti organskih otapala i metalnih iona.

Sliedeci zakljuCci izvedeni su nakon provedenog procesa uvec¢anja mijerila proizvodnje TLL,

proc€iS¢avanja i testiranja neprocis¢ene i djelomi¢no prociS¢ene TLL u reakciji biotransformacije

biljnih ulja:

Upotreba bioreaktora s pliticama i repinih rezanaca kao lignoceluloznog supstrata za

proizvodnju inokuluma pokazala se ucinkovitom strategijom za uvecCanje mijerila

proizvodnje lipaze.

Provedbom SSF procesa u bioraktoru s pliticama maksimalna volumna aktivnost TLL

izmjerena je Cetvrti dan fermentacije (58,55 U/cm?).

RMS metodom optimizirani su uvjeti reakcije hidrolize suncokretovog ulja (Wuje = 37,69%,

Wenzim = %, pH = 7,31) provedbom eksperimenata prema Box-Behnkenovom planu

pokusa.

StatistiCka analiza utjecaja procesnih parametara pokazala je da ispitivani parametri imaju

znacajan utjecaj na hidrolizu suncokretovog ulja. "P-vrijednost modela" < 0,0001 i

R? = 0,9662 impliciraju na statisticku znacajnost predloZzenog modela.

Primjenom optimiziranih reakcijskih uvjeta u hidrolizi drugih biljnih ulja kao modelnih

supstrata (omegol ulje, hladno preSano ulje konoplje, ekstra djevicansko maslinovo ulje,

djevi€ansko bucino ulje, hladno preSano laneno ulje, rafinirano kokosovo ulje) zaklju¢eno

je da proizvedena TLL pokazuje Siroku supstratnu specifi¢nost.

ProciS¢avanje TLL iz sirovog liofiliziranog enzimskog ekstrakta precipitacijom u

dvostupanjskom postupku s acetonom rezultiralo je zna€ajnim povecéanjem hidrolitiCke

aktivnosti TLL s faktorom procis¢avanja od 10,91. Volumna i specifiCna aktivnosti TLL prije
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proci§¢avanja iznosili su 1,19 U/cm?® i 0,68 U/mgprotein. Volumna i specifi¢na aktivnosti TLL
nakon proéi§¢avanja iznosili su 304,87 U/cm? i 7,42 U/mgprotein.

Razvijena metoda prociS¢avanja TLL ukljuCuje odvajanje dviju visokovrijednih frakcija,
sloZzenih ugljikohidrata i polifenola, 3to omogucuje proSirenje opsega predloZzenog
koncepta biorafinerije.

Djelomi¢no prociS¢ena TLL pokazala je visoku hidrolitiCku aktivnost u hidrolizi otpadnog
suncokretovog ulja (Xhigroliza > 99%, t = 36 h), $to dovodi do zakljuCka da predlozeni proces

proizvodnje i primjene TLL u valorizaciji otpada industrije biljnih ulja ima veliki potencijal.

ZavrSna faza eksperimentalnog rada ukljucivala je provodenje kemijske analize bucine pogace

prije, tijekom i nakon SSF procesa te ocjenu odrzivosti predlozenog procesa. Kao rezultat toga,

doneseni su sljededi zakljuéci:

BioloSkom obradom poboljSan je kemijski sastav i kvaliteta bu€ine pogace. Pokazalo se
da T. lanuginosus proizvodi sloZeni enzimski sustav mijenjajuci kemijski sastav supstrata
tijiekom SSF procesa.

Provedene analize su pokazale da su teski metali prisutni u dopustenim granicama u
uzorcima bioloski obradene bucine pogace.

Nakon bioloSke obrade bucine pogace nisu detektirane nepoZeljne tvari (mikotoksini,
alkaloidi, PCB i PAH) te je doSlo do redukcije udjela nepozeljnih nitrata. Na temelju
navedenog moze se zakljuciti da bioloski obradena bucina pogaca moze biti sirovina za
proizvodniju poboljSanog dodatka hrani ili hrani za Zivotinje.

Nakon procjene predloZenog procesa bioloSke obrade bucine pogacle (Green Metrics:
E-faktor = 3,02 g/g, Ml = 0,86 g/g, PMI = 4,59 g/g), zaklju€eno je da je razvijen odrzivi
proces proizvodnje visokovrijednih bioprodukata (enzima lipaze i bucine pogace
unaprijedene kvalitete kao potencijalne sto€ne hrane) &ime je zaokruzen proces
valorizacije lignocelulozne biomase, ostvaren “zero-waste“ pristup i potvrden predlozeni

koncept biorafinerije.
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