Proizvodnja lipaze iz Thermomyces lanuginosus u
razvoja odr~ivog procesa enzimske sinteze biodiz

Tadi , Toma

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akadems&kasipslurajni stupar
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / Sveu iliate Josipa
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloaki fakultet Osijek

Permanent link / Trajna pbhmMpsfucmnsk.hr/urn:nbn:hr:109:410691

Rights / Prikveapyright

Download date / Datum pre 202ta®;a8

REPOZITORIJ

Pl I II ;I Repository / Repozitorij:

PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

Jobar

AN

zir.nsk.hr

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:410691
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:1755
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:1755
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:1755

SVEUILIZE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

PREHRAMBENTEHNOL®&I FAKULTET OSIJEK

Toma Tadi

PROIZVODNJA LIPAZEHZrmomyces lanuginosus CILJU RAZVOJA ODROG
PROCESANZIMSKE SINTEZE BIODIZELA

DIPLOMSKI RAD

Osijek, lipanj2019.



TEMELJNA DOKUMENTACIJISKA KARTICA
DIPLOMSKI RAD

Sveuili te Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Prehrambenaetehnolo ‘ki fakultet Osijek

Zavod za procesno ilenjerstvo

Katedra za termodinamikii reakcijsko inlenjerstvo
Franje Kuhaa 20, 31 000 Osijek, Hrvatska

Diplomski sveuili ‘hi studij procesna in lenjerstva
v VeSA v} %} ]}85 Zv] | v v}e3]
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija
Nastavni predmet: Kemijski i biokemijski reaktori
Temarada i % E]ZA shX & }A]S}i i v] ] & Ipos S«I}R AJi W
§ Zv}o}“I}P (IlposS § Keli l p | uel}i P} Jv] TiioXITi
Mentor: izv. prof.dr.scD E]v d]“u
Wlu} % @E] dr.sc. v]§ a-o8 Ipos 8 1 uliel}P Jvl vi E«8A ] § Zv}o}l
Zagrebu)

PROIZVODNJA LIPAZEHZrmomyces lanuginosus CILJU RAZVOJA ODROG PROCESA ENZIMSKE SINTEZE
BIODIZELA
Toma Tadi, 460-DlI
Saletak:

Enzimski kataliziranom transesterifikacijom biljnih ulja uz prisustvo alkohola (metanola) proizvodi se
biodizel visoke isto e pri blal] uprocesnimuvjetima (pH, temperatura), za razliku od kemijski katalizirane
transesterifikacijekoja je energetski zahtjAv]i i €&  } Ali v A]“Ju 3 u% E SPHE pl ulPp v
v 1 ohptodukatakoje je potrebno uklonitiU ovome radu istrdvan je procesproizvodng enzima lipaza
tijekom uzgojagljive Thermomyces lanuginosusuvjetima fermentacije navrstim nosaima na trinarazli itim
supstratma, poga Jbu e, konoplje i lana sciljem daljnje primjenelipazeu sinteZ biodizela z suncokretovog
uljai metanola Svakodnevno su mjerensolumna i specifi na aktivnostlipazetijekom 9 dana fermentacije.

Najve avolumna i specifina aktivhostipazepostignuta jep %o }lpep p 1}i u i 1}E]“S v %} P [} v} %oc
supstrat /.A.= 413 U cm®, S.A.= 682 U mg"). Postupkom isoljavanja s amonijevim sulfatom, volumna i

*% (] v [158]Av}kgazadduA jeza deset putaUdio metilnih estera nastalitransesterifikacipm

KL I}v  viu % Egrimjehom komercijalnog enzimiaza kao katalizatoraznosila je 95,2 %, primjenom

vlastito proizvedenogv %0 (E } ]“enzihRlipaza11,5%

Klju ne rije i: biodizel, lipaza, Thermomyces lanuginosusnzimsk katalizirana transesterifikacija
%o } P U U I}v}%oi ] o v

Rad sadii: 54 stranica
20 slika
2 tablice
28 literaturnih referenci
7 priloga

Jezik izvornikahrvatski
Sastav povjerenstva za ocjenwbranu diplomskog radadiplomskog ispita:
1. JTAX %E} (X EX « X ~ v E | predsjednik
2. J/1TAX % E}(X EX « X D E]v d lan-mentor
3. lzv. prof. drsc. Ivica Strelec lan
4. [TAX % E}(X EX « X E § o]i zamjena lana

Datum obrane: 10. lipanj 2019.
Rad je u tiskanoni elektroni kom (pdf format) obliku pohranjen WKnjiinici Prenrambene
tehnolo 'kog fakulteta Osijek, Franje Kulaa20, Osijek.



BASIC DOCUMENTATION CARD
GRADUATE THESIS
University Josip Juraj Strossmayer in Osijek
Faculty of Food Technology Osijek
Department of process engineering
Subdepartment of thermodynamic and reaction engineering
Franje Kuhaa 20, HR31000 Osgk, Croatia

Graduate progranprocess engineering
Scientific area: Biotechnical sciences
Scientific field: Foodtechnology
Course title: Chemical and biochemical reactors

Thesis subject was approved by the Faculty of Food Technology Osijek Couitsibassion no. €

in academic year 2017/2018
Mentor: D E]v d]“u U WZ U <¢} 1§ % E}(X
Technical asistance dr. sc. v]§ a(Fafulty of Chemical Engineering and Technology, University

Zagreb

PRODUCTION OF LIPASE FRIi@gvmomyces lanuginosusl AIM OF SUSTANIBLE DEVELEPOMENT OF ENZYME
SYNTHESIS OF BIODIESEL
Toma Tadi, 460-DI

Summary:

In an enzymecatalysedtransesterification of plant oils in the presence of alcohol (metharddiesel
of high purity under milcconditionsof pH and temperatre can beproduced, in comparison with chemically
catalysed transesterification. In the chemically catalysed transesterification, the process conditions are more
extreme because of the higher temperature with possibilities of developmedesiredproducts which have to
be separated In this work, the production of a lipase froffhermomyces lanuginoswgas investigated under
solid state conditions g three different substrates;akes obtained after production of pumpkin, hemp and
flax oils, with the aim to apply the produced lipagethe production of biodiesel from sunflower oil and
methanol. Volume and specific activities of the enzyme were measured daily during nine deymeitation.
The highest volume and specific activities were obtdiimethe experiment when hemp oil cake was used as a
substrate ¥.A.= 41.3 U cii, S.A.= 68.2 U m{). Ten folds higher lipase activites were reached after the
subsequent saltingut process with ammonium sulphat&he amount of methyl esters the final product
obtained by application ofcommercal lipase as catalyst was 95.28fhile in the experiment performed with
crude enzymét was 11.4%.

Key words: lipase, Thermomycekanuginosusenzyme catalysed transesterificatignumpkin, hempand
flax oil cake

Thesis contains54 pages
20figures
2 table
28references
7 sumplements

Original in:Croatian
Defense committee:

1. ~ v & u,PHD, associate prof. chair person
2. Marina d]"“yPhD, associate prof. member
3. lvica StrelecPhD, associate prof member
4. E § o]i ,$hDd]associate prof. standin

Defense date:June 10, 2019.
Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposited.ibrary of the Faculty of Food Technology
Osijek, Franje Kulsa 20, Osijek.



KA i E JIE Vvi p IBaZojilve RENE VvIP u]lE}eped A 1T ]} 8 c
proizvodnju biodizela (DeM&ioPro¥; IR201606-7993) koiji je financiran sredstvima
Hrvatske zaklade za znanost.

Veliku zahvalnostugujem svoj dragoj i cijenjenonentorici JTAX % E} (X EX « X D E]\
kojau] i }u}mRsvil potrebnu opremuza rad pomodasvojim savjetimaodvajala svoje
AE]i u § Jo pA]i listiplivpe-cdpgdsarala na sve moje upite.

Zahvaljujem s&v. prof. dr.sc®* v E] p 1 |]dodatde savjete i usmjeravanja tijekom
izrade ovoga rada.

Zahvalijuiemsei} X EX « X v]8]%a}w)] %o EA JIA ] l¢% EJu v3 ov}P ]
| za sve sate provedene u laboratoriju.

Hvala svim mojim dragim prijateljima i kolegak@i su uvijek bili uz mendspunili moj
o3 v3el] TJA}EX

Hvala mojoj djevojci koja me motivirala i bila uz mene tijekgelog ovog razdoblja.

Veliko hvala mojoj obitelji, posebno mojoj majci koja je uvijek bila uz mene i bez koje sve ovo
ne bibilou}Ppu X

Veliko hvalasvimal



L. UVOND e 1
2. TEORIJSKI DLO. .. et e e e e e e eanaas 3
2.1, BIOQIZEL ...t e e 4
2.2 LIPAZE...oi et 6
IXiX WE}IA} vi viJu p pAi 3Ju ( Gu v3 .Ji.v....,AEsB]Ju v}e ]
2.4. Proizvodnja lipaze tijekom uzgoja filamentoznih gdjiu uvjetima fermentacije na
AE eSS U Vo e 12
3. EKSPERIMENTALNIDIQ. ... e 15
L ZAUALAK ... e 16
3.2. MiKroorganizam BUPSIIALL..........oiuuriieiiiiiiiee e 16
G T I \V 10T ] o = g1 7= T o 16
T T |01 1 1P 17
3.3. Popis KemiKalija | OPIrEME......cuuiieeeiiiiicciiiit ettt e e e e e e e e e e st eeemr e e e e e e e e e e nnnnenees 18
G0 Tt N (=T 1211 ] 18
3.3.2. KALANZALO. ..ot 18
3.3 INKUDBDI .. 19
G0 2 B = o 1 ] 11 o = U 20
3.3.5. SPEKIOfOIOMELAL...... i iiiiti e e e e 21
3.3.6. Plinski kromatograf..............cccooiiiiii e 22
3.3. 7. BIOTEAKEIOIL. .ttt e e e e e e e e e e e e et e nnnnaaas 22
e IMEBLOAE......ceeee et 24
3.4.1. Proizvodnja enma lipaza uzgojem gljivEhermomyces lanuginosusuvjetima
((Eu VS ]i V. AESLU.NIe il b, 24
IXAX WET 1% AN 0] %00 Lot 25
3.7.Proizvodnja biodizela s komercijalnom lipazom i vlastito proizvedenom lipazom u
KOHIASTOM FEAKLOIU ...ttt man e e 27
TXOX  V O]S] | ol S e e e 28

3.8.1.0dr JA vi Al}lopuv ] *% ](] v I18]Av}es]..v.l]u...0286 I



3.8.2. Mjerenje KoNCentracCije ProteiNa............ccouuveuuiuummeeieiiiiie e e e eeeeeiiiae e eeenens 30

3.8.3. Analiza DIOdIZEla..........cccoommiii e 31

3.83.1.0dr JA vi I}v v8 E ]i u 8]lov]Z 8 E u *v]Z.IBlo]v ] Pc
IXOXiX I X KE JA vi IJvu 311 1 1VIullilo AJ«IPin}38] 1} 11 o

4. REZULTATI I RASPRAVA. ...t 33

4.1. UzgojThermomyces lanuginosug pAi 3Ju ( Gu v8 ]i v  AE-+3]u v}e ]u

%}P ] o v ¢ Joiu %E}IA} Mi...vl]uw..0]%. D, 34
4.2. UzgojThermomyces lanuginosug pAi 3Ju ( Gu v8 ]i v  AE+3]u v}e ]u
%}IP 1 H o+ Joi u %@E}TA} vio..vllu..0]% .l 36
4.3. UzgojThermomyces lanuginosug pAi $Ju ( Gu v8 ]i v AE<3]Ju v}e ]u
% }P ] 1}v}%o0i ¢ Joi u % E}]1A}.Vi....vl]u...0)%..1........... 39
OXIX WET 1% AV 0] %0 Lo 41
4.5. Kankterizacija enzima ekstrakta lipazai...........ccueeeeiiiiiiiei i 43
4.6. Enzimska sinteza DIOdIZeIa...........cuviiiiiiiiiie e 45
AX 0 Q> e 47
B. LITERATURA . ..ottt e e e e e e e e e e nnrreeen 49
A 2 41 7 SRR 53



T
t
V.A.
S.A.
Vuk
Vuzorak
L

[.D.

d

Acp
Ace
Acrs

PMSF
PMMA

Popis oznakakratica i simbola

promjer kivete (cm)

temperatura ~ £

vrijeme (min)

volumna aktivnost enzima (&)

specifi naaktivnost enzima ( thg?)

ukupni volumen reakcijske smjese @m
volumen uzorka dodanog u test (&m
duljina kolone (m)

unutarnji promjer ilieng. Inner diametefmm)

oiJv *S]i vl l}o}v ~Rue

apsorbancija glavne probe

apsorbancija kontrole ekstrakta
apsorbancija kontrole raspada supstrata
( 18}E @@njaE i
fenilmetilsulfonilflorid

polimetil metaktrilat

molarni apsorpcijski koeficijent (cm.. u$em?)



1. UVOD



1.Uvod

Alternativna goriva imaju velik potencijal apotrebu kao zamjena za fosiligariva a

m}Pp « } 18] ]I & lo] 18]Z | usipvora Riodipel]&organskd,| heotrovno i
biorazgradivo gorivo koje seu}l % E}]1A 3] %sarspseerifkacije biljnih ulja,
1]1A}8]vmasZ otpadnog ulja ililja algi. U usporedbi s dizelom, ko } “ji prihvatljivije
gorivo zbog manje emisije ugljikovog dioksida] T koncentracig nastalog sumporovog

131] 1}i }AJe] } 1}v vSE ]i] wpjusSioyid te gbdgsmanjera emisie

EUP]Z “8 8v]Z %o0]v}A |} “3} ey pRZOJPI}A}REVEIeE] Juli Xvi p
@& 1o] 18]u }ui ]y biedizEl j@jkdno @ popularnijih alternativnih goriva

Postupkom transesterifikacije iddizel seu}1 proizvodti v A v Jv U | uliel] ]
enzimski kataliziranim postupkom. U industriji se koristi kemijska sinteza biodizela
% EJui v}w it kispinal } | & o]l 3}&E 3]i I}u 1}i v 8§ ipg & lo] 18] vue
“S} eu e« 2Bqgv]P je potrebna dodatna obrada biodizete se smanjuje é}v}iu] v}eS
samoga proces&a razliku od kemijske sinteze, enzimski katalizivgaistugkom ne nastaju
sapuni,a*]Jv3 1 ]} ]l 0o % @E}A} ] ¢« % E] v]iJu 8 u% E SpPE u ~} 7]
koje i slobodne masne kiseline prelaze u medil estere. Enzim koji se koristi kao
biokatalizator zgproizvodnju biodizela je lipaza. Jedan od potencijalnih mikroorganizama za

proizvodnju lipaa u visokom prinosu je gljivBhermomyces lanuginosus

Cilj ovog radabio je a) proizvesti enzim lipazu uzgojemljive Thermomyces
lanuginosusna otpadu iz industrije uljaj. na poga ama konoplje, bue i lana u uvjetima
fermentacije na vrstim nosaima; b) odabrati supstrat na kojem je uzgojefihermomyces
lanuginosus % E}]ITA v 0]% 1 Vv iA Alopuv ] *% J(] v 18]Av}es
proizvodnje lipaze uzgojem Thermomyces lanuginosusa odabranom supstratute

i o}u] V} % E} 1«E8PSVEW] ulPp vied %oEJui v % E}TA VvIP vi
proizvodng biodizela i rezultate usporediti s rezultatima pokusa provedenog s komercijalnim

enzimom
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2. Teorijski dio

2.1. Bodizel

1} 1T oi §1lp }EP vel}U v }SE}AV} ] &)Epd Remijskdn} P} E]A’
sastavu monoalkilni ester fh alkoholai dugolananih masnih kiselinaa dobiven je
biolo ‘kom ili kemijskonrazgradnjom sirovinkoje sadre visok udio ulja ili masti. Jedan od
potencijahih izvora ulja ili mastsu otpadna uljai pogae nastale tijekomproizvodnje ulja
(Bhuiya eal., 2014. s Tv} i v Po +]8] 1 1} « ]IP & viu ]} ]l o }e0} u
CQ (0,916 kg C&ekv/ kg ) nego izgaranjenfosilnih goriva (4,01 kg Gkv kg), tj. ne
nastaju nove koline CQ ve se u atmosferu vraa onaj C@koji je biljka iskoristila za proces
fotosinteze (WE }i A] U K#jie eu vi v 1}o] Jv }e0} 3 dwjge suK
karakteristikebiodizela nezapaljivostiorazgrad/ost, visoka toka vrelita (iznad 120£ ,e
smanjeni udio oslobo V}IP epu%}E ~I1}v VvE3E ]i espu%}E }A]e] } I}o]
*%}i A n %} Sv}ii arpaaigkivspojevate mogu nost kori‘tenja u dizelskim
motorima bez ikakve modifikacijeli i mje ‘anje u razliitim omjerima s dizelskim gorivom
Sve navedendiodizel u usporedbi s dizelo Jv] 1}0}“l] % E (Bdlaj%o al AdiQu
Manja radna snaga motora i @ potro‘hja kisika, Idja fizikalna svojstva na niskim
temperaturama zbog relativno visoke viskoznostijijtotermi ka i oksidacijska stabilnost
zbog prisustva nezagnih veza te sposobnost otapanja naslaga s rezeniagjavijedni su

od osnovnih nedostataka biodizela

1} 11 o ¢ u}l % @E}]TAY 18] ullE} upol](]l JijuU 3}%o]vel]lu I
transesterifikadi}uX d@E ve 3 E]J(]I ]i SE] JoPo] &}oJu ]I Joiv]Zz
Vi “] 0 %}e8u% | % E}]TA} wi}l 1}1%0] d SIpiiq@E&]viuU oullviu ]Jo]

enzimom lipazon{Hassan et al., 2013)

Transesterifikacija (Boholiza) je reverzibilna reakcijSlika 2.1.)u kojoj alkohol
reagira sriacilglicerolima Joiv]Z poi U T]A}8]viel u 3] ]Jo] }3% Vv]Z poi U
alkilni esteri masnih kiselingbiodizel)i glicerol ~W & }i A].$ dokifdm na to da je
reakcija reverzibilna provodi se u prisustvu katalizator&oji ubrzavaju reakciju
SE ve 3 E](]l 1i 1 %o @lkthgbibdizielajleru %oGE |} o ]iprimarnih alkohola
kako bi reakcija fa u smjerunastankaprodukta. Za postupakransesterifikacg koriste se
usdvio | }P % }Akemijpkh dj$taay }

polaranosti, brzine reagiraajs trigliceridima teiske cijere ~W @& }i A] U TiiieX

primarni alkoholi ] 8§} v i



2. Teorijski dio

CH,~0O-COR CH,— OH

| katalizator |

CH -O-COR + 3CH30H ?H -OH + 3R-COOCH ,

(|3H2— O—-COR metanol CH,~ OH smjesa metil ester (biodizel)
triacilglicerol glicerol

Slika2.1. Reakcija transesterifikacije

Industrijska sinteza biodizela provodi se postupkom transesterifikacije katalizirane
opullvw i “ E K, ]19JodKl]s o]v u ~wSQ)X ,], E}le] ] Ju ip %opv} A
| § 0]3] Ip I8LAPA)ES ] ¢ I]e o]v u U ¥PE}Pep JulPdA Ati Ellvp
reakcije transesterifikacijeg i jeftiniji su u odnosu n&iseline ~W & }ROAQ).D ps]juU

] » %}e3]P0] Ale}l] % E]v}e]U %} Sv +]E}A]lv u}E + EI A
usv]z I]e o]v 1 A} i & vi]Z}A} %pEddne AKcijgshaponifikacij i
hidrolizu, zbog kojih u konanici dolazi do smanjenja mosa biodizela W E %0 } (E p .
]s o]vel] @E}i «]JE}A]v g wu vi]} i uP <K,IP & « ETi A}
Transesterifikacija se provodi u tri ginja u kojoj reagira 1 mol triglicerida i 3 mol&ahola
(Hassan et al2013 Bhuiya et al.2014).

lako je biodizel }1}0]“v} %o ] Dégas b3 }A pidel sama cijena proizvodnje
% E]E]vispka “SWSi v v JAN@IV@E ]i o]l Jip % E}]IA} vi X « }P 3)}F
IVE]“S vipg E o] 338 V@IEAWVI |} “5)} op }8% v poi ] I
%oleSU%l}u SE ve o8 EJ(]l i ] % EJui viu & io] ]3]Z | & o]l :
(WE }i A] WJUTpostupkukemijske sintez biodizela postupkom transesterifikaci
koriste se izrazitovelike 1} o]e]w pi]ili kiselinakao katalizatoi, 1 } P e potrebno
provesti } Svp } & p g cAEZp plo vi vi | § 0]l 8JE U Ju ¢ %}elp
proizvodnje K1} ] ¢ % E}v “} 1}viuel] % E]ZA 30i]A]i] %o}eSp%
SE ve 8 E](]1 ]i & 10]18]Z poi ] u *3] % EJui vka APiju I}
% E}A} & lo] ]38 u]9%ETE VA M % EiinA Jipai€Bhuiya et al.2014).

Enzimski katalizirana sinteza biodizBla pv 8} % E Vi}¢SIpAQi | v]i
komercijaliziranazbog visoke cijene komercijalnog enzima lipaBPeednosti enzimske
katalize u odnosu na kemijsku su:} P p v Jpo$pune konverzijeslobodnih masnih kiselina

u metlne estere masnih kiselina i glicer(@ajaj et al. 2010) nenastaganje sapura tijekom



2. Teorijski dio

procesa pa je olak‘an postupak izdvanja glicerolde %o GE}A E |]i %E] v]
S U% E SPE u ~} TA~Ed]"bORHEXU TiifieX

Za razliku od kemijske sintebedizelg kod enzimske sinteze biodizela trigliceridi se
prvo prevode u slobodne masne kiselid v ]JT 0} } v]Z u *v]Z I]* 0]v %o

metanola nastaju metilni esteri masnih kiselina i glicerol bez nusprod@dag et al.2012).

Na pe% i “vEnzénmski kataliziram sintez ]} ]I o w3ddabir enzima, vrsta

ol}Z}o U « ET i A}molarnjodndsulid i alkohola te temperatura.

Nedostatcienzimski katalizirane transesterifikacijglavnomse odnose narelativho
visoku cijena proizvodje enzimate inhibiciu enzima metanolomi } P P istraluju
jeftiniji na ini proizvodnje lipaze, a jedan od njih je uzgoj ra#li gliiva u uvjetima
fermentacije na vrstim nosaima (otpadu i nusproduktima iz prehrambene i poljoprivredne
industrije), pri emu mikroorganizamu i razli ite produkte i lipazu u hranjivu podlogu

(Ranganathan et al2008).

2.2. lipaze

Lipaze (triacilglicerolester hidrolaze EC 3.1.1Kadalizirgu hidrolizu karboksilne
estersle veze u molekulama triglicergl&o CE ] up o 0] '} ]i % vi v 0} } v
kiseline, diacilglicerole, monoacilglicerole i glicerol. Osim kataliziranja hidrolize karboksilne
esterske veze, lipaze mogu katalizirati reakcfjbu p Z] E}leJov P E p%o ol}z
karboksilne grupe karboksilnih kiselinasterifikaciji (Casasodoy et al.2018 KPvi v}A]
isur,2010) >]% | u}Pp 18] Joiv}PU T]A}3]viel}P Lipaz¢l@@yobidy %o} E]i
podrijetla A ]v)awekstraelularnienmiiJu ip v iA ] ]1}5 Zv}oW“lj}Pw vi}e$
gereS] | u v] %o pomizyodnog mikroorganizma te } P i v jJuz§op mikroorganizama
na razli itim hranjivim podlogamapri blagim uvjetima temperature i pKCavalcanti et al.
2009) « }JP & o0 3]Av} v]el ]i v [mBdE}ITPovNHISIU] » v i “ I}E]
proizvodnju enzima lipaze sbakterije, kvasci i gljive kao npr Candid rugosa,Rhizopus
oryzae, Burkholderia cepacia, Aspergillus nigdreriomyces lanuginos i Rhizomucor

miehei



2. Teorijski dio

Selektivnost je jedna od \laih osobina lipaza na njoj setemelji njihova primjena
Pravilnm izborom enzima moge je usmjereno odvijanje reakcija i dobivanje oi v} P
produkta.Lipaze pokazujispecifinost u odnosu na estée specifi nost u odnosu na masne
kiseling kaoi stehiometrijskuspecifi wst. Tako er, lipaze su aktivhe na granicama faza-ulje
voda zbog ega imaju specifan mehanizam djelovanjaviolekula lipaze postavlj@e u
polofaj otvorene konformacije pri kojoj je aktivni centar dostupan molekulama supstrata i
gdje se omogup i stvaranje kompleksa enzisupstrat (Slika 22.) (Fernanded.afuente
2010;Singh et a].2003)

zatvorena konformacija otvorena konformacija

Slika 22. Promjena konformacije lipaZtnhermomycesanuginosusia granicama faza

ulje-voda (Fernanded.afuente 2010)

Lipaza izThermomycedanuginosusprotein je molekuske mase 31 700 gnol?,
sastavljen od 269 aminokiselin&eri nog je oblika s katalitkim mjestom sastavljenim od
serina, histidina i asparaginske kiseline unutar hidrofobnog dijela enzima kogikjgven
slojem koji se ad0ji od 85 do 93 aminokiselinelLipaza porijeklom izZThermomyces
lanuginosus zbog svoje visoke aktivnosti i stabilnos@, la je ‘iroku primjenu u dvofaznim

sustavima vodargansko otapal@¢Fernandez afuente, 2010Geoffry et al., 2018)

2.3.Proizvodnja enzima u uvjetima fermentacije narstim nosaima

Uzgoj mikroorganizama uvjetima fermentacijena vrstim nosaima (eng.Solid
state fermentation v ]Jv i pIP}i u]lE}}ER o]iviiu vAmatesijhlimakoji
mogu biti supstrat @ rast mikroorganizama Z <3 u]l@®}}EP v]iu u}l « } Ali §
% }AE“]v]U Jlu pu & p o u}i PVUSE “Vi}ed] *U%o*SE SeXjeWE} 3} E
plinovitom i kapljevitomfazom 1}i u}l ]3] p } o]lpu & vI}P (Jou Vv %}AE“]v
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kaplica ]1u [ *p% 3 E dioXkasjevjte faze u sustavu apsorbirga p A E-+3}u

us EJ]i opU % E] up -« tyoeikdii osihsjadd Jpravilan rast i metabolizam

radnog mikroorganizma(Mitchell et al.,2006 Abdul Manan 2014) D Z v] bvojstva

v}e trebala bi ]I ET &§] 1Ju% E *]ipg % E Lopidoesiugimentacije pa to

zahtijeva granulirane iliAo v 3 «3] 1}i 2P@& TpiGE ]Jo] o]i % i v 1 G«
Uzgojem mikroorganizama navrstim nosaima A ]vse mikroorganizama uzgaja u

aerobnim uvjetima ¢S] u § &E]Ji o] 1}i] « I1}E]*S | } ep%zgofg S W %o}
mikroorganizama navrstim nosaima E 1o bu]8ysprodukti pojedinih poljoprivrednih,
prehrambenih i ostalih industrija]1E 118} }P 8] p“]J1}u ] pPoi]l}u I}i ul]lE}
J+1}E]1“S A ip | } ](Mifc@ell 2(@El.,2000.

Za uspjeéan uzgoj mikroorganizama u uvjetima fermentacije mastim nosaima
valino je uzeti u obzir nekolikambenika: sastavpodloge, veliinu estica supstratapdabir
radnog mikroorganizmaoptimalne procesne uvjete temperaturiepH, viainost supstrata,
koncertraciju inokuluma itd. Veliina estica ima vdnu ulogu jer manje estice imaju veu
dostupnu povrinu za rast mikroorganizmay p $S ] izthzito male estice mogu dovesti do
aglomeracije supstrataa zatim ido otelanog prijenosa kisika-d]“u ] 2004 X&) e “i
mikroorganizmi koji se uzgajaju u uvjetima fermentacije mastim nosaima filamentozne

sugljive kao'to su gljive bijelog truljgja ~d]“u ] *uERXIB) Tiid

Bioreaktorikoji se koristeza fermentaciju navrstim nosaima moguse podijeliti na
bioreaktore s pliticama, bioreakters nasutim slojem, bioreakters horizontalnim bubnjem i
bioreaktore s fluidizirajuim slojem (Mitchell et al, 2006) Uloga bioreaktorge U ]iu p
ostalog, osigurati odvijanje fermentacije u kontroliranimvjetima p *AEZp *% Ei A vi
kontaminacie supstrata nepdeljnim mikroorganizmima iakoline. Tijekom postupka uzgoja
UJIE}IIEP v]i u v AE+3Ju *p%*3EUSTu Jpi I} E EBAEJU }%S]u
uvjeta za rast mikroorganizma i sintezljenogprodukta, prate se kljuni parameti, a to su
temperatura sloja supstrata i aktivitwode.N iA ] % Ezhmazwju § u 3] I}P u} o
procesapredstavljaju leterogenost sustava i ofiano odvajanje biomassa supstrata, tj.

vV U}Pu v}e$ ui Kancentacije biomaséMitchell et al.,2006 Krishna 2005)

Bioreaktor s pliticamaSJika2.3. a i b) najjednostavnijje tip bioreaktora, anol biti
]1E od drveta ili metalaPredstavljgkomoru u kojoj zrak pri kontroliranoj temperatufi

vlainosti kruli oko plitica koje mogu biti perforiranog drsciliem boljeraspodjeé topline.

8
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Po]s] M V" jednadznad druge s dovoljnim razmakdzme u za strujanje

zraka (Mitchell et al.,2006, BellonMaurel et al, 2003 Abdul Manan 2014) Sugstrat

nanosi na plitice u tankome sloju debljine izne5i 15cma 1 oi vemperatura%o}e3]T o

upuhivanjemtoplog zraka u 1 %o omh& ]Bioreaktori s pliticama S} ¢ % EJui Vipgig M

svim mjerilima, od laboratorijskih, pilot do industrijskih postrojemMj@dostatci bioreaktora s

pliticama su potrebaavelikim prostorom (p sop ip A o]l}P ),Guno namhipg

radate te ‘ko primjenivanjeu procesimakoji zahtjevaju visoku steriinosX D  p Soplikuju

se jednostavnan izvedbom i niskim investicijskim tikovima. hA  vi ui EJo }A}P 3]%
13E I18}E %o }pavEianjem broja i povtine plitica, ali ne i visinom plitica jer

kori ‘tenjem dubljih plitica mde do i do pregrijavanja biomasé@Mitchell et al.,2006 Bellon

Maurel et al, 2003)

izlaz
zraka

e I
s |

Plitice

e I
3 .

Evrsti sloj supstrata

Slika2.3. a) Shematski prikaz bioreaktare % 0]3] u ~Z} & ~Pwd}u} i}
2006)
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Slika 2.3b) Shematski prikaz bioreaktora s pliticaifiara unalo, 2PLC gstay, 3-ulaz zraka
4-odvodni venti] 5-ventilator, 6-temperaturne sonde, -plitice, 8grija i, 9voda za hlaenje,

10-0Ao 1DAd]“u & oU Tiife

Bioreaktor s nasutim slojemSlika 2.4.) sustavje koji se sastojod kolone s
perforiranom bazom kroz koju se provodi aeracija bez fan@ supstrata. Kolona
bioreaktora mole biti vertkalno ili horizontalro postavljena ovisnoo dostupnomprostoru
(Mitchell et al.,2006 Abdul Manan 2014). Postojedva osnowa dizajna fiksnoga dijela
bioreaktorg pri up SE& ] ]}v ov ]I A Ju « u} A}Zymptigeotip SU  }I
(Jlev}P <0}i <+ @ET] i}* e }a prijendék topline koje su paralelne sa strujanjem
zraka. hlo vi vi §}%o]v |E} } vie akanjivlaksijalhe temperaturne
gradijente koi] v 8 ip $]i IJu % @E]i vie 38}%o]v IE} Illolvp J}E 18
smanijiti ispravanje i potrebu za dodavanjem vodgmotisovaizvedba bioreaktora ima
prednost u odnosu na klasiu izvedbu zbog dodatnih pla unutar bioreaktoraj to samo u
sustavima u kojimasesupstratv - u]i.‘Neke od prednostvih vrsta bioreaktora sumanji
zahtjevi za prostorom i radnom snagom, bolje upravljanje i kontrola procesgu nost

“w X

primjene za mikroorganizmea ]i] % &} &~ & 3§Av} mije‘anje ~v% EX }“S  vi
micelija) K& T v} %opvi vi ]}E |13} E dibrdaktdka suphtratdonte pad tlaka

tijekom vi“] Zrotoka jedni su od nedostatakanavedenih vrsta bioreaktora. s Tv} i
napomenuti i kako seibreaktori s nasutim slojenv i “ koriste za proizvodnju enzima i

antibiotika(Mitchell et al.,2006)
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-

[ }———izlaz vode za hladenje

Cvrsti supstrat

ulaz vode za hladenje ———»
— ]

[ J
ulaz zraka U * L

sterilni
fliter

perforirano dno

voda

0
o

do
oo @

Slika24. *Z u $¢1] % E]l 1 ]}E IS}E v epdlu NiVEIZNE _Ppu |
2006)

Bioreaktor s horizontalnim bubunjens$ifka2.5.) sastoji se od horizontalnog cilindra i

eped A T uli “vi X «E | o Vv % pZpiegdpfEjedanv Fjd G tjis 0}
okretanjem horizontalnog bubnja provodi se aeriranje i ujedeo}« ]JPuE A A I}vs ISv
% }AE“]v  Jlu p *3]i vl ] ]AEE «E}REMjtehell et al., 2006). Okretanje
horizontalnog sloja mé biti kontinuirano ili povremeno“3} }A]e] } AJe]v] <o0}i A

v}e ] &Ii]v] &}8 Ji p vi X 0iiP% Vi pv]i(AcHredhosttih vrsta
bioreaktora. Nedosteci bioreaktora s horizontalnim bubeinsu }“8  vi u] o]i Poi]l]A u
O ip ev Iv]i P ul]i “eracil P®Ju 3]i 1}u AT §3vd kontrola

prijenosa tvari i topline unutar sloja supstrata te usporen rast mikroorganizma zbog trenja

u o 3] u X W Rofeaktera shorizontalnim bubnjemu proizvodnjije celulaze,

pigmenata te proizvodnji biogoriva iz celuloznih materij@allorMaurel et al, 2003)

Evrsti supstrat

YR YYE
t

raspriivat zraka

Slika25. *Z u 8¢1] % E]l I ]}E I18}E ¢ v *pdJu +NiVEIZNVE Pp |
2006)
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Bioreaktor s fluidizirajum slojem Elika 2.6.) sastoji se od vertikalne kolone s
perforiranm dnom kroz kajzrak prolazi dovoljnom brzinomi } P P *3S] *U%o*SE S
doA} ] pu (op] JIJE i 3 vi X s]e]v l1}o}v u}@E 131 }Al}oiv}
E *% E“]A vi A Eprdikén vIP A E -3 *$] ] %o0]v}A] i opip |}
13JE I18}&E + (op] JI]JE ipg Ju eo}iu u}l « &1 A 3] ui* v VU

Polu EG]E v *$] 1}i o Uu}PH %o}i(Abisl]Manan2014)}ddda koja

]*% @& A 3]i 1}u ( Gu v3 ]i u}l pi v} ] Zo 18] 1}u suX h JvI}A]
} E E i Upi v v E *%} i o Adrdha biglomerdei, fednolikav

S U% E SUE P *0}i AJu *pu%*SE 3 U i v}ed Av} p% E Aoi vi $§
I}v8 I18v % }AGE“dyl S}E ] % prednobtilsu tevrste bioreaktora ad} « 3]

nedostabka odnose se nau}Pu v}es Po}lu E ]i  §ddajeusupsinat fjepljiv
] I} ep * 3] *U%+3E § CEalo]l]s } Moddghv % E v 1}o] ]v
fluidizira, a druga ne. < i E]i } U %} S E navdsti | 8ar seiloreaktori s

fluidiziraju Ju *o}i u I} E]*S n dniEvoda J praizvodnji etanolgMitchell et al.,
2006, Abdul Manan2014).

Substrat

Sterilizacija

Ovlagivanje

Ulaz zraka

Slika2.6. Shema bioreaktora s fluidiziranim plinowWtoA E+3Ju *o0}i u ~d]“u ] *uEXU

2.4. Proizvodnja lipaze tijekom wuzgoja filamentoznih gljiva u uvjetima
fermentacije na vrstim nosaima

hiP}i (Jo u v8}iv]Z Poil]A v AE-+3]u vimje pmzima WALEZ N %o E
provodi se primjenom (E 0] fjdspfodukataproilA} vi Zo v} % & “kagP poi
supstratajer « ET Adeipl uglikai p“&lte manji udio masti W} P oV U I}v}%oi ]
L I }JP «A}i A]e}l vpsSE]3]Av AE]i v}e3] ] ] ov]Zmpgi E %o}i

12
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biti dobri supstrati za uzgoj gljiveaciljem proizvodnje lipe (Egorova et a)2016) d |} EU
Adv}i vPdel% | } 1A v pIiP}Yiuv AE-S]u *u%*3E 3Ju Ju iy

stabilnostza razliku odippaza koje su uzgojene submerznim uzgaojem

hiP}i v A@Ee3]u v}e Jae pnEGA Judjelimaslobodnevode, “3} i
izrazito stresno za pojedine gljiva istodobno I }P }8 T v 1}v3 E}o-kefdijgkh ov}
parametara *$A E % }3 “I}  8]i 1}Ju % E A} vi ]Il o }E S}E]i*l}P ui
mijerilo. Filamentozne gljivémaju dobru toleranciy v v]elp Ao Tv}ed ] AJe}I] }eu}3el]
“$} 1Z Jv] %}P} v]u 1 131} v Assu@Btratau tijekdGE «wz§da u uvjetima
( Eu v ]i v AE-3]{\nakdb et]al2013) S dziromna toda se kacsupstrati
koriste nusproduktjto je jedana@ v ]v 1} o} 'Shjahgenje |} o] aJotpada) i ekonamski

prihvatljivih procesa (smanjenja@iene proizvodnjelipaze)

W}P 1}vi%oi ]1CE Ipjeinimg(Bd 30% do50%)iviaknimal « EI1] } 06i
%do 77 % celuloze, od%do 9% hemiceluloze te od 2 % do% o]Pv]v U “8} ip ]v] ]IE
% }AYoiviu *]E}AJvIu | % E}]IA} vip % 0 85 p *AEZp PE]i vi |
konoplie +S8} ¢ [} E]*S] | }zewhepBEh@&md#mMyces lanuginosus svrhu sinteze

enzima lipaa (House et &, 2010 Schluttenhofer et., 201)7

Sastav U ]V %o} P u}l A oEESHE o¥fimjenjenom procesu i procesnim
uvjetima proizvodnjeulja, 0] %o E}ei v} o &I1] it 9 poi ] JIE 1j8} i }P
proteina. Proteini i ]v %o } B svojoj strukturie @ET A o]l] p ]} @QE&] &ds)y v
N), a mali udio izinai izoleucina. u « @ EI1] A ohhagnifhkiselinaA Jviu }o Jvelp
(504 %) i linoleinskukiseliru (29,9 %)U | }P  sé koristi kao sustrat yprocesima
proizvodnjelipaz, prateaza te glutaminaza (Zdunczyk et al1999 W & ] ]v2088)0 X

W}P ov ]JIE 118} i -3Pnasnin kigelinama i ligninom &mjesom
E 0] ]18]1Z %}o]e Z &E] ksitazeAgiukozgp gdlaktoze, aratmge, ramnoze,
fukoze i galakturonske kiseliné « }P S}P ¢ %0 }P oV *S} I}E]*S] 4 Oip =
§} in pi v}l Jv] 1 } E}uuz¥e} nukrBdrganizama poputThermomyces

lanuginosuge u proizvodnji amilaza, proteazdipaza(' 3] @e@al.j2010)

Aspergillus mjer i Rhizomucor miehel } E]“Ssw b % E}]1A} vi] 0]% 1 Vv %o}
Jatrophinog uljaostatku v 1}v % E}]1A} vi Zo Vv} % E “ vIP v i «3]A}P : &

13
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WP Jatrophel }*8 o Vv I}v % E}]IA} vi Zo vk kejeEsu po3tBpkomi

}u“ JA vi plo}vi v uawvahie 0 EEB Y E}S Jv U 1TUTFIUB 9 pPoi]l}Z
13,79 A} ] oapbmépelalimi et al, 2017) Prije postupka nacjepljivga filamentoznih

gliiva provedena je hidrolizes natrijevim hidroksidoml 1} ] ¢ %}A o Jel}E]3]A
pojedinh komponenatasmanjivanjem stupnja polimerizacii¢ v |}v P ¢ I}v vSE ]i
E p]E v]Z “© Es66dPANa 70,9 % akoncentracija topivih proteina s 8,6 % na

70,9 % Hdrolizaje provedena u trajanju od5 min zbogmogu nosti nastanka produkata

M Joo & }A]Z & 1 ]i X } Avi Popl}l ] u o3} kesa@jnacipu *AEZN
ugliika dovelo je do inhibicije enzimipaz, stoga je | loiy v} poirebna daljnja

1% 3Jull ]i % @E} o % EJui viu E Ip] - BEZJITAKEEI uPoiJi | § }o
represijete %o } A e prinosa lipaze, kaodptimizacip koncentracig inokuluma(llmi et al,

2017)
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3.Eksperimentalni dio

3.1.Zadatak

Zadatak ovog diplomskog rada bio je proizvesti enzim lipazu iz §heenomyces
lanuginosus v }3% Ht ]Jv peSE]isl % E}]IA} vi Zo v} % E “ V}P po
konoplie % (E} Jemzisie provesti pokus enzimske sinteze biodizela s komercijalnim i

vlastito proizvedenim enzimom.

3.2.Mikroorganizam i supstrat

3.2.1. Mikroorganizam

e % E}IA} vip vIiJu 0]% | I1}E]“S v i ThefmomytesoSpuE |
lanuginosuskoja je dobivena imstituta Leibniz DSMZ Ei u | bitka mikroorganizama i
kultura stanica'u ,U Ei u I<¥oSuE i PAV %E] & £ v %E $Z} v}

w

krumpirovom agary % E i % 0i]A vi i % @E&}A} v} cA |l T 8i v p 3§ E]c

W

Slika 3.1 Thermomyces lanuginosus
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3.2.2. Supstrat

h % @E} g % E}]IA} vi vilJu o]% 1 1}YE]I“S v i }8% ]I
% E “ V}P lamaiSlikh 32), p (Slka33) ] 1}v}%0i * cK ]§ 0i*l}P % }0i}% E
Ple%} E+&A > I] A ~SE v “ A JU ,EA &el X

Slika3.3. W}P pue
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3.3. Popis kemikalija i opreme

3.3.1. Kemikalije

Krumpirov agar Biolife, Milano, Italija), natrijev hidrogenfosfat (M#Q), natrijev
dihidrogenfosfat (NapPQ), fosfatna kiselina @PQ; T.T.T. d.o.0., Sv. Nedjelja, Hrvatska),
natrii A Z] E}le] ~E K, U E (}E E P ve ~ |}ZHNGEiAarosl «U dE]
JEP v] sU A~ U I0}E}A} ]l Vv I]* o]v ~, oV Eadijp), &8Fapsk@E P vSe
guma (Acros f@anics, SADp-nitrofenil palmitat (GzHssNQy; Alfa Aesar,Ei u | U 1
propanol (GHsO; Alkaloid, AD, Skopje, Makedonija), kloroform (gHClarlo Erba,
Francuska), izoamilni alkoholst€0; Kemika, Zagreb, Hrvatska), fenilmetilsulfonil florid
(GH/FQS; Sigmao E] ZU Ei u | «U u}v]iBASQ;pscfas Orgariics, SAD)
natrijev klorid (NaCl), metanol (gBH; J.T. Baker, SAD), heptasH(g; J.T. Baker, SAD)

3.3.2. Katalizatori

Komercijalni enzim lipazaz Thermomyces lanuginosuf.ipolase 100L; SIGMA
> Z/ ,U Ei u, drovi ekstrakt enzima lipazeproizveden nakon uzgojagljive
Thermomyces lanuginosus % }P ] 1}W}%wi ] proizveden prema metodi

opisanoj u poglaviju 3.4.1.
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3.3.3. Inkubator

Za uzgoj Thermomyces lanuginosusa prethodno steriliziranom i pripremljenom

T4

supstratu s dljem proizvodnje enzima lipazI}E]“S v i Jvip S}E hnhgen, EU dp?

Ei u | Slika34).

Slika 34. Inkubator
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3.34. Centrifuga

Nakon uzorkovanjaizoraka tijekom procesa uzgojinermomyceslanuginosusna
otpadu iz industrije ulipe Joi U % E]% E u 5 Iu Jvel}P }e3 &I 1}i] « &ET]
enzim lipazupyzorci su centrifugirani u centrifugi Zo  vi~y GEuo =« 110 <U Ei u | «

(Slika 35.) tijekom 10 minuta na 15 000payi +4 £.

e

Slika 35. Centrifuga
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3.3.5. Spektofotometar

Za mjerenje ktivnost enzima lipaza za mjerenjel}v. vSE& ]i % E}S Jv I1}E]“S
spektrofotometar(ShimadzWw\-1280, Kyoto, Japan$lika 36.)

Slika 36. Soektofotometar
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3.3.6. Plinski kromatograf

Za mjerenjaudjela *S E u *v]Z I]* o]J]v ] Po] &}o I}E]“S v i %o0]vV
(Shimadzu5G2014 s FID detektorom, Kyedapan)Slika 3.7.)

Slika 37. Sustav za plinsku kromatografiju

3.3.7. Bioreaktori

Proces sinteze biodizela s komercijain ]| Ao *3]3} % E}]IA v]u v % E}
enzimomlipazaproveden jeu bioreaktoru volumena 400 ch(Slika 38.), a sinteza biodizela
e Ao *3]8} % E}]IA Vv]u % E} ]“apvduedend jes Yhioredierd volumena
15cm® (Slika 39.). Sustavje bio ogemljen magnetskom i “ @ ivodenom kupelji
kojom se cirkulacijom vodeunutar duple stjenkaekatora} ET1 Ajednolika temperatura

reakcijske smjese o1 £ X
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Slika 38. Realtor (V=400 cnr)

Slika 39. Reaktor(V=15 cn?)
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3.4.Metode

3.4.1.Proizvodnjaenzimalipaza uzgogm gljive Thermomyces lanuginosus
uvjetima fermentacije navrstim nosaima

U laboratorijsle staklenle izvagano j&0 gsupstratate je dodara voda uvolumenu
potrebno, za postizanjeoptimalnog udjela vode koji jeza % }P p znwesio 62 cnf,
%P W 1}ve%OBLnite % }P p p 76 UA&MO ant vodeje posebno sterilizirao
u staklenim epruvetama za potrebe pripreme suspenzije inokuluma kulthermomyces
lanuginosusx E I}v. '} A vi A} U o }E 3}E]isl <3 ilctaklnes % }P
epruvete s10 cn? destilirane vodesterilizirare su pri 121£ tijekom 20 minuta, pri tlaku od
ldo2barav I}v Bu}Zo VWew@E] S u% & SuE] } in £ S]i l}u 10 zZX

Inokulacija mikoorganizmarhermomyces lanuginospsovedena je s pet micelijskih
%0 PYA % E}ui E O uu I}i ep % E $Z} v} JIE T Vv %}u} pu p*
suspendirani u prethodno steriliziranim staklenim epruvetani0sm?® destilirare vode pri
sterilnim uvjetima @Glika 310.) te su dodani u laboratorijske staklenke s prethodno

3§ EJo]lI]E v}uu%s} Pstd@nom tehnikom rada

Slika 310. Suspendirani diskovihermomyces lanuginosus

Staklenke su pokloplijenpapirnatm  p onjlte propisno }iv  vi stavljene u
Jvip 8}E v oA £ %o E |zra@abpvd0 m&sEzai %vilpue p 1}iJu ep 1}E]“S v
% }P lana ] |ete 10ms”zapokus s pd® }konoplie. Inkubacija je @jala devet dana
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3.Eksperimentalni dio

tijekom kojihsu svaka 24 sata uzimani uzgZuzorka iz svake teglice)sterilnim uvjetima.

Pokusi su provedeni u dvije paralelprobe

Za pripremu ekstkta enzima,Zvagano je po 1 g uzorka %00 8] v I1]A & } {if wu
i dodano 5 cm 0,1 M fosfatnog pufera pH Z,0 te je provedena hladna ekstrakcija.
Ekstrakcija je trajala 30 minufai +4 £U  pI}@E ] «p u]svakin]s minenaA] EJE iy Hi
ui “ a]Nékon ekstrakcije uzorci su centrifugirani pri 15 0OQDgnin+4 £ te profilitrirani

preko nabranog filt E %0 % ]E ] *lo 1“3 v]-iDIEuXEI]A p v

3.5. Ro ] ‘avanje lipaze

d o}T vi <« u}v]i AJu epo( 83}u % EA] i *3u% Vi % E} ]“ A
} Slju } & v I}v vSE i ulv]i A}JP epo( 8 | }3}%]vi %o E}:
%} Jvi 3 ONIFFIXe ulP %o}e3p%ddario @Pl0via4 gl mM fenilmetilsulfonil
florida ~WD”*&e* | I} ] o % E]i ]Jo %}S v ]i ov PE ]I % E}S ]
P je provedeno 3 o}1 wi posudi s ledorma magnetnoj mi “ o]Slika-3.1.). U
otopinu proteina (100 crf) polako i u obrocimadodavan je amonijev sulfat u
koncentracijama od 70 %, u odnosu na koncentradiju] vi 1}i Jiv}e] @AFUOT P
Nakon togaje dobivena suspenzija centrifugira20 minuta na 14 000 okmin™ i +&
Potom je mgrenakoncentracija proteina te aktivnost enzima u supernatantu i talogu. Na
kraju postupka taloge otoplien u natrij fosfatnom puferu (4,5 ci pH=8,0) u kojem je
prethodno otoplien 1 mM fenilmetilsulfonil florid (PMSF) jeeprovedenadijaliza 24 h s 3

izmjene pufera.
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3.Eksperimentalni dio

Slika 3.1.. Ekstrakt enzima na magnetnojm* oBJi 1Ju %o}*3pu% | % E} 4 A vi 0]

Prije primjene IE}u S}PE (]i Jeloip Vvi %} A o] Jv] Blk® opu *u%
3.12), uzorak je profiltriran na filter(iUSA )Rul} ] ¢ <% E]i Jo <A |l ul}Pupv
%}3 v ]i oviP I % o0i vi l}o}v 8§ * MU OiViJu %}eSHu% Ju % CE

koji su prethodno dobiveni u procesu isoljavanja.

Najprijeje proveden %o} *3 % | % E} ] A vi pI}E | v akotopi *p% E
visine 20 cm pri protoku eluenta od 0,5 tmin, gdjeje kao eluent korf'§ §0 mM natrij
fosfatni pufer (pH= 6 Ui« 1}i] « EI1] iUiA D E os¥avienoAdEZ cir} adovka
proteina, a na izlazu iz kolone skupgesu frakcije volumenafiii R>X h pjé @jekma
koncentracija proteina *% ](] v ] Aaktinost enzima lipaze. Kromatografijom
Jeloipg vi %} A o] ]Jvl v P op } Ipig * A %]l U %E]Jo]l}u P

proteini, a u drugom soli.
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3.Eksperimentalni dio

Slika 3.2. Kolonaza kromatografiju s pumpom

3.7.Roizvodnja biodizela s komercijalnom lipazom i vlastito proizvedenom
lipazom u kotlastom reaktoru

Prilikom proizvodnje biodizela s komercijalnom lipazom u kotlastom reaktdfer (
400 cmi) (Slika 38.) pripremljena jereakcijska smjesav(= 199 cr), ¢ 0i P e e8 AW
suncokretovo uljemy;a= 163,63 gmetanol Mmeion= 20,35 g (omjer ulja i metanotal : 3,4)
i enzimlipazalipolaselO0 L Mipaze A 10UT0 P ~I}i] i % E §Z} v} €& IE]i Vv u
natrij fosfatnom puferu pH D u volumnom omjeru = iieX Z [ ]i i 1 %} § v I}v
S U% E]JE vi v 81 £ ] %} “ A viu }%3]Ju oviP E}ise}lE § i
Usdvio E «%E“]} pu “3} «]8v]i | %dbiy I}JMVvpu® GE ul wovi]Ju 0]%o I
Snteza ]} ]l o SE i o i 60URA ZU % ] o lijdkom pRogidapepyaiddb v i
%% E}A v} Vv %} SIpU v I}v %o}ooie §]Z5« SAAIQZ sudridi dph
uzorci uzorkovanieA | A « § U %se€Edazioup plu% v 1}o] ke kaedseE

izuzimaiz reaktora tijekontrajanja reakcijdoude manja od 25 % ukupnog volumefa} Sv
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3.Eksperimentalni dio

reakcijske smjeseDobiveni uzorci odmah nakon uzorkovanja analizirani su na plinskom
kromatografu, a nakon provedensinteze glicerol je razdvojen odiodizela u lijevku za

odjeljivanje.

Isti postupak proveden je sintezi ]} ]1 o ¢ Ao *3]8} % E}]TA v]u v % E
enzimom lipaalU }| i P % E}]IA} vi] ]} 11 o + Ao +3]3} &agiEpmA v]u 9

lipaza taj postupak proveden u kotlastom rktoru volumena 15 crh

3.8. Analiti ke metode

3.8.1. Odre ivanje volumnei specifi ne aktivhostienzimalipaza

Aktivnostenzima lipaa } & JA v i & «3}u (]Jl*v}P A@-nitrafeni}E]+3 ]
palmitat kao supstrat arapsku gumu kao emulgatofestje proveden u 56,58 mM Tr4Cl

puferu, pH 8,0.

E I}v “8} o % E]% E uoi v }3}%]v *pu%*SE 5 ] }8}%]Jv 1 |
%0 *8] v % EPA § }3atdpine supdtrata od kojilsu %o EA SE] HeEpA §
Po Avu % E} pU SAES % (E kohtrdlu Pasfadas SarAoga supstrata bez
dodatka enzima lipaZ a u petu epruvetu dodaa je otopina za kontrolu ekstrakta koja daje

vrijednost apsorbance samog ekstrakta.

Napunjene epruvet@redinkubirane suv 01 thekom 5 minuta Nakontogasvakih
30 sekundidodavano je%0} i1l R> |e&1@EmbSlipaa u prethodno pripremljene tri
glavne probe i u petu epruvetu s otopinom za kontrolu ekstrakta,jdokt SAESH % EPA §}|
otopinom supstratadodano 100 R> Ui D (}¢( SV}P %iQ), G E3%UJ) “ v} Vv
Al E]E ip }ild sekundid stavljenona inkubacijyri 81 £ X

Nakon dodavanja ekstrakenzima lipaa % E v i @&Il]v ] Jvs 118 § Tus}P
glavnih proba $lika 3.B.). Kada je%o}*3]Pvpus} ]1E 118} ,idodang j@ilysicrh
U EupEv }8}%]Jv A I]Z ii e« lpv ]JU vI}v P i A}ES I+]E v} i

I ues Alo oivi E IPE Vi *u%*SE 3 pl %}u} viJu 0]% 1 X df

obojenja ne smije bitizrazito velik da vrijednost izmjerene apsorbance pri 410 nm ne bi
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3.Eksperimentalni dio

] “o ]I @Evpmvca h 1}v v BVe su epruvete centrifugirane pri 15 000 g tijekom
(i ulvps U v I}v P i }3%]%P3EivpP ilud}Ri c0}i p WDD I1]A §
spektobtometru izmjerna vrijednost apsorbance pri 410 nm. Na osnovi vrijednosti

apsorbanci premai v 1 (1) ]1E ataye volumna aktivnost enzima:

sy K AD-, U? "vAm-, U0? Cve-, Up®RE a0 ]
. - A 1
Bard C®;l 430VIB® @E @
gdje je V.A.-volumna aktivnost lipaze (Em®)
Acp, a10nnr @psorbancija glavne probe izmjerene na valnoj duljini od 410 nm

Axrs, 410 nm @psorbancija kontrole raspada supstrazanjerene na valnoj duljini pri
410 nm

Axe- apsorbancija kontrole ekstrakta izmjerene na valnoj duljini pri 410 nm
D-( IS}E E IEi vi

Vi - ukupni volumen reakcijske smjesart)

t - vrijeme trajanja reakcije

Vizorak- Volumen uzorka dodanog u testr(®)

d - promjer kivete (cm)

x- molarni koeficijentp-nitrofenola (0,2986&m* R u }'am?)

Slika 3.B. Dobivenoobojenje tijekom mjerenja volume aktivnostienzima lipaza
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3.Eksperimentalni dio

A% 1(] v I®hAmpdipaa [IE uv & i W E 0 R)

Ly 1 &E ]
5ata. — @A @)

gdje je S.A.- * %0 hélaktivnost enzima (thg™)
V.A- volumna aktivnost lipaze @)

\¢- masenakoncentracia enzimarfigcm®)

3.8.2. Mjerenje koncentracije proteina

<lv VEE ]i % E}SJv }E JA VvV i % ISE}(}ISIu EJisl] % E]
] 3u% E SuE] }B@E €@ B§]@uX h iii R> pl}EI } A vyiiod
% E $Z} v} E IE]i VvIP E (}E }A}P E P ve ul 4<]e]E v}i A
inkubirano na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta. Nakon 5 minuta mjerena je
apsorbancija nastalog plavog obojenglika 3.4.) te je na osnovu 1  vgrRvca(Prilog
1) JIE pv § nklacija proteina u uzorku. Ova %o}*Spu% | } & JA vi I}v v3E
proteina |} E]“S tjekom proizvodnje enzima lipaaizgojemThermomyces lanuginosus

V %}P u ov U I}v}i%oi ] p X

Tijekom sinteze biodizela s komercijalnom lipaz 1 } & JA vi |)oje VS E
proteina p 611 R> plI}EIl jr i vRBradfordovog reagensa te inkubirano na sobnoj
temperaturi tijekom 5minuta. Nakon tog postupka mjerena g@sorbancijaaiz 1 EV}P

% E A ]1E kenceatracija proteina u uzorku.

Slika 3.%. Plavo obojenje tijekom odr JA vi I}v VvE3E ]i % E}S ]v
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3.Eksperimentalni dio

3.8.3 Analiza biodizela

3.8.31. K E ]A koncentarcije metilnih estera masnih kiselina i glicerola

Koncentracija metilnih estera masniiselinai glicerolap ]} 11 op } & JA v i
plinskom kromatografijom3himadzuGG2014 s FID detektorom, Kyeto %o ve % E] 181 £ vV
Zebron ZBNax (=30 m,I.D.=0,53 mm,d=iUii Rue I}o}v] ]pZ2QJ}kRa)kao
pokretnom fazom. Prije analizgl}E ] »u & 1E]i V] U Z %o 3ekgjebiblgw vIE ]
%} EMU I T Ev}P peflEirdni (nésterilni Hydrophobic PTFE Syringe filteri,

A o] PJW}E W UM Rfitera®w EhuauEX sEJi u 1 ET A vi | % oul]d]v
iznosiloje 5,60 min, za s&insku kiselinu 8,04 min, za oleinsku kiselinu 8,38 min, a za linolnu
kiselinu 9,06 min. Koncentracija metilnih estera masnih kisglin@EE pv & % E]% ip P

T Ev}P %(REHIOA2, 3,4,5,ip

Koncetracija glicerola takoE i } E JA v % o]vel}u |@EhimadzB E (]i}u
GC2014 s FID detektorom, Kyeto %o ve % E] 101 £ wWax (&3Ppund.D. =0,53
mm,d = iUii Rue [}o}v] ]pZ& 834 kPay kao pokrethom fazom. Prije analize

primjenom plinskoj kromatogréijiU iii R> pl}E&l & IE]i v} i p 3§ viop §
(nesterilni Hydrophobic PTFE Syringe filtéki,0] P}E W iU A Rfiterad@5mEg.i E
sEJiu I &I Avi 1 Po] &E}o ]lvBorkentracijaoglicedlaul vuzorku

J[TE preig 1 Ev}P %REOHY).

3.8.3.2. K E ]A kiriemati ke idinami ke viskoznosti biodizela te guste
biodizela

Nakon 24« §v}P } o 1T A vi ]} ]l o p avdnja ladvbjen jé gornji sloj
koji predstavlja biodizel te j§ E  wjegovaP pe3) 1]v u 8] | AJel}Iv}esX

"Hes} 1311 o } & v i pl %}lu} %]lviu 3eim. Phiglv S}P A
I ui E vi JIAPV i use epuzZ}P ] % E Iv}P phkiomptarSE U v |
napunjen uzorkom biodizela i ponovno izvagan. ldikezpraznog i punog piknometra

JIE pv 3u &« 1} ]1 o U ]i oi vi u « A}opu v}u %]lviu SE } ]A

%o }

biodizela.Mjerenja su napravljena u tri paralelne propg § u% €& SPUE& u } 11 £ ] di £
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3.Eksperimentalni dio

Masai gusto a biodizéa izraunate supremai v 1 ®)ii v 1 @)
l suaxvilprl acasupaaandod aaoiavrasasdi ()
éf)"A .. ,Ig .al'élJ'I'CA)éD U A (4)

Primjenom Ostwaldovog viskozimetra izmjereno je vrijeme protjecazjarka od
gornje ozmke na viskozimetru ddonje oznake te je na osnowipbbivenh vrijednostiiz
i v T B JIE upuv & Jvull Alel}iv}ed ]k Bu magradlendEurn i
paraleheprobe%. E] i1 £ ] 61 £ X

Bo0axulo @ e B L0 220 (5)
gdje je { tviskoznost (mPas)
@& Ppes} cnmp

t tvrijeme (s)

<]v u 8] 1 AJel}ivied }JA v i ]i oi vi u ]viadjzdlasA]el}iv}e:
prethodno JIE pv $}u Ppe3d} }u 1} Ji %d6E u

o A Ao 23 -
jouidapxi®ee
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Uzgoj Thermomyces lanuginosusl uvjetima fermentacije na vrstim
nosaima na pogai lana s ciljem proizvodnjenzima lipaa

Proizvodnja enzima lipazz gljiveThermomyces lanuginospsovedena je u uvjetima
( Eu vd ]i v AE+S]u v} Ju v %}P ] ov X W}P oV i vue
% E}Y]TA} vi Zo V} % E “ V}IP o0 v V}P poi X WEuk}v SEE iP « v u
uzgoja, svaka 24 lzimani su uzorci iz teglica te su primjenom hladne ekstrakcije,
centrifugiranja i filtriranjadobiveni 1+8@& 18] 11 1}i]Z i } & ]JA v 18]Av}e§ vI]

ranije opisanoj metodi (poglavlj@ Eksperimentalni dip

"E (] 1] *u % E]lI T v] E Ipos 8] }AJev}e3]a ASlikqu i), I13]Av}e
koncentracije ekstraktibilnih proteingS(ika 4.2 ] *% ](] v |5] A EikE 1.8 10 |
vremenu uzgojaThermomycedanuginosusv. % }P ] o v X WEIA v sy A %o
% }lpe X hi}E ] o HIYEI}A v] ]I A1 8§ Po] U & Tpod 8] «pn % E]

standardna devijacijaa svaku teglicu posebno.

Slika 4.1 Ovisnost volumnektivnosti lipaze o vremenu trajaajfermentacije tijekom uzgoja
Thermomycefanuginosusv %o } P & (woeesni uvjetiT A 81 £=80 %Msypstrata= 50
g,5 micelijskih plagovll + A 0 uu-e
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4. Rezultati i rasprava

Slika 4.2 Ovisnost koncentracije proteina o vremenu trajanja fermenggrocesni uvjetiT
A 01 £=80 %msypsrata= 50 g5 micelijskilplagoval + A p uu

Slika4.3.KA]ev}es «% J(] v 13]Av}e3] 0]% | } AEe (praces8iE i vi (
uvjieti T A 01 £=80 %Mmsypsrata= 50 g5 micelijskilplagoval T A 0 uu-e
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4. Rezultati i rasprava

/T }JA v]Z & ipos & u} « 1 koip J&§V @loB}ip ui E vilu
JTu p Alip 3“Bpli % }eo0i ]|  BstssahR, ednosnoporast micelijaoko
plagovana supstrattU |1} Ppo i *p%*SE S U v u}Ppu v}ieS] % E} JE vi 1},
kisika f# HVUSE “Vi}ed eu¥igS@vBulU P8 Kvi u A] 0iJA i %}E 35 u] o]i

drugog dana uzgoja.

Iz prikazanih rezultata na slici 4.A] o0i]A} i i v iA Alopuv 18]Av}es
%}eS]PVHE Vv I}v “ «8}P v pIP}i P % EAA 1§Wd|FuddBizd-]o i
%E]l 1 v]Z €& Ipos & v +0] ] 8XiX A] 0i]A} | i viA  I}v v

§li 1Ju $E P v pIP}i P % EA}leugakod TUOJJIF ot &EPiAu
*% J(] v 183]Av}ed % }e3]Pvus 38]i IJu % 3}P v pIPSIA=p EuP}i
63,19U mg* (Slika 4.3).

4.2. kgoj Thermomyces lanuginosus uvjetima fermentacije na vrstim
nosa ima na pogai bu e s ciljem proizvodnje enzimbpaza

Proizvodnja enzima lipazz gljiveThermomyces lanuginospsovedena je u uvjetima
((Euvs ]Ji v AE-+3Ju vle Ju v %}P ] pu X W}P L0 Ve %o
% E}]1A} vi Zo v} %nG uljas JRkustje trajao devetina. Naka prvoga dana
uzgoja, svaka 24 h uzami su uzorci iz teglica te sprimjenom hladne ekstrakcije,
centrifugiranja i filtriranjadobiveni 1«3 @& 18] 11 1}i]Z i } & JA v [58]Av}es vi]

ranije opisanoj metodi (poglavlfg@ Eksperimentalni dio).

Graf] 1] ep % @E]l 1 v] & Tpos 8] }A]ev}e3] A}Slkavd.4), IS]Av}e§
koncentracije ekstraktibilnih proteineS(ika 4.5¢ ] <% ](] v IS]AGiK&a PO P | ~
vremenu uzgojaThermomyces lanuginosus % }P ] pu X WE}A v au A %o
% }lpe X hiYE ] o HIYEI}A v] ]I A1 8 Po] U @& ipod 8] «p % E]

standardna devijacija za svaku teglicu posebno.
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4. Rezultati i rasprava

Slika 4.4 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze o vremenu trajanja fermentacije (procesni
uvjeti T A 01 £=B0 %Mmsypstrata= 50 g5 micelijskih plagovdl ¥ A p uu

Slika 4.5 Ovisnoskoncentracije proteina o vremenu trajanja (procesni uvjéth o1 £=U
60 % Msypstrata= 50 g5 micelijskih plagovll + A 0 uue
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4. Rezultati i rasprava

Slika 4.6.KA]ev}ed ¢% J(] v I158]Av}ed] 0]% I } AE u vpu SE i vi (
uvjeti: T= 01 £ 8 60 Y%Msypstrata= 50 g5 micelijskih plagovdl ¥ A 0 uu

/T }JA v]Z & Ipod & u}l skad iaoiprejiodnom pokusipostoe
Iv iv E lo]l p ui & viJu Jlu. g]lAlau]s P& T vi u A] oi]A i %o
micelja v ep% 3 E Sp |}plagd&EATuv 1} v EpP}IP v piP}i X

IT % @E]l 1 v]Z & Tpod § v +0] ] dX8X A] oi]A} i i v iA
% }eS]Pvps v I}v SAESIP v piP}li p %ABRAYUSTPBE Tz Jiv}e]o
% E]l 1 v]Z & Ipod 8§ v 0] ] dXAXU A] oi]A} i i v iA 1}v

§]i 1Ju  SAESIP v HIP}i P EUPH&eRATUIAITR ) M uP

E iA *% J(] v I158]Av}ed %}3]Pvps v I}v SAES}IP v pun
iznosila jeS.A= 13,59 Umg* (Slika 4.6).
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4. Rezultati i rasprava

4.3. Uzgoj Thermomyces lanuginosusl uvjetima fermentacije na vrstim
nosa ima na pogai konoplje s ciljem proizvodnje enzima lipaz

Proizvodnja enzima lipaze iz gljikermomyces lanuginospsovedena je u uvjetima

((Eu vd ]i v AEe3Ju v}e Ju Vv %}P ] I1}v}%o0i X W}P 1}v} %00
§]i 1Ju % E}]1A} vi Zog kdnoplirteg ‘Ulja} Pokus je trajao develana. Nakon
% EAIP v upiP}i U «cA |l 18 ZU }eJu SAES}P ] % 3}P v U ul]u

primjenom hladne ekstrakcije, centrifugiranja i filtrirangobiveni ekstrakti iz kojih je
} & ]A v ot phzima prema ranije opisanoj metodi (pogladieEksperimentalni
dio).

"E (] 1] *p % E]l 1 v] & ipod &] YAlev}ed] ASlkaru), I[&8]Av}e
koncentracije ekstraktibilnih proteineS(ika 4.8.)] % 1(] v I3]AvSikd 409% | -~
vremenu uzgojarhermomyces lanuginosus %0}P ] 1}v}%o0i X WE}A v p A
% }lpe X hi}E ] o HIYEI}A v] ]I A1 8§ Po] U @& ipod 8] «p % E]

standardna devijacija za svaku teglicu posebno.

Slika 4.7 Ovisnost volumne aktivnosti lipaze o vremenu trajanja (procesjeti: T A 61 £ U
*= 60 Y%oMsupstrata= 50 g5 micelijskih plagovdl T A 0 uu
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4. Rezultati i rasprava

Slika 4.8 Ovisnost koncentracije proteinavoemenu trajanja fermentaaj (procesni uvjeti:
TA 01 £=180 Y%Msypstrata= 50 g5 micelijskih plageaU T A 0 uu

Slika4.9.KA]ev}es «% ]J(] v 153]Av}+3] 0]% fermemtade(procpsdiE& i Vi
uvjieti T A 01 £=80 %Mmsypsrata= 50 g5 micelijskih plagovdl T A » uu
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4. Rezultati i rasprava

/T }JA v]Z & Tpuod § u}l <« 1 koip 18V @%dled}ipy ui E vi]u
JTu p Alip 3“BpJli % }e0i ] Z § &M agoradt miceljana supstratu
kojiok & pTplagowe pu} v makon drugog dana uzgojk prikazanih rezultata na slici 4.8.
Al oi]A} i i v iA Il}Jv. VEE ]i % E}S ]Jv Jlui E v v I}v A §]
teglici i iznosila jeékproteina A TUTTI F 163, uP

|z prikazarii rezultata na slicid X 6 X A] oi]A} i <% V(JA |&haimhe 3
lipaze postignuta nakon osmog dana uzgoja u drugoj teglici i iznosiB.fe 68,18 Ung*
(Slika 4.9).

he%}®E& }Ju € Ipos8 8 ]J3& T]A vi % E}AThewh@mygebP}i u P
lanuginosusna trima G Tad ¥}RMauU u}l < 1 loi|Thgthomyces lanuginosus
raste v. «A SE] AE+3 %P U 0] usirhwpiozvodn|d Vipdaenajbolji

supstrat za uzgoJ hermomyces lanuginosus

4.4. Ro i “avanje lipaze
WE} ] Avi [1+3E I8 vi]u Theitenycdd lanugihdsypsovedeno

je u tri stupnja kako je opisano u poglavlju 3.5.

U frakcijama koje sskupljanetijekom % E} 1“ Kromatografijomizmjerene su
JTE 118} v]el 1}v vE3E ]i % E}S ]v ] Alopuyv IS]Av}es] i & i
kolone Superdex 200.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 1Promjera Ajopuv ] *% ](] venZidpAipages]i 1Ju % E} 1* A vi

Volumna %
Korak Volumen Ukupna Ukupna masa . Koncentracija > 1(]
0 N 3 . . aktivnost . aktivnost
% E} ] A (cm) aktivnost (U) | proteina (mg) 3 proteina 1
(U cm ) (mg Cm'?’) (U mg )
Supernatant 90,00 621887 158619 69,10 17,62 3,92
Precipitacija s
(NF).SQ 300 201843 59,22 67281 1974 34,09
(0-70%)
Dijaliza 2,70 181531 54,91 67234 20,34 33,06
Filtracija 250 103964 48,60 41586 1944 21,39
|z Tablice X A] oi]A} i i %o}eSp%l}u ]e}oi A vi pl %}u} u

% }eS]Pvusd} %}A vi Alopuv ] % ddgdt puta\{.A]A67Rs&1] Ucm?,

S.A= 34,09 Umg"). Nakon postupka dijalizeadi uklanjanja soli u uzorkizanemarivo se
smanjilavolumm ] * %o &(dktiwnosti, ali nakon filtracije dijaliziranog uzrokb} E]*S ]

v S E]Jov] ,C E}%Z} ] Wd& ~"CE]vP (]JosS E +%}@& W i¥Uin Ru
znaajno smanjenjaolumre ] * %o ¢ @ktivnost enzima ¥.A.=415,86U cm*, S.A= 33,06

U mg?). U frakcijama koje sskupljanetijekom kromatografije imjerene su izrazito niske

I}3v. V3E ]i % E}S$ ]Jv ] Alopuv 18]Av}es] i E i }“0o} } 1 %o0i
il 8 i 1 loip v} i M eo0i Ju 1«3 E Koriatity kdlone BSphaaex 6P

i Sephadex €.00.
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4. Rezultati i rasprava

4.5. Karakterizacijaenzima ekstrakta lipaz

h JAlu %}Po Aoipg % E]Jl 1 v] *u E Ipo praijvddends disirakta +3 Jov
enzimalipaza 3]i 1}u <lo ]“3 vi % E] 8 u% E SPE u =JAEE JAvd £ 3§
optimalne temperatureza aktivnost enzimaZa potr  }A]Z ]*3E T]A vi I1}E]“S v |

proizvedenauzgojemThermomyces lanuginosus %o }P ] [}v} %0l

Nakon proizvodnje enzima lipazz gljive Thermomyces lanuginosysi uvjetima
((Eu vd li v AEe3Ju v}e Ju v %}P ] 1}v}%oi 38]i I1}dT + u v
A 01 £ 760 %Mmsypsirata= 50 g,5 micelijskihplagoval t A oOprowedena je hladna
«3E | ]Ji VviJu U viI}v P ep pi}E ] ¢lo 1“3 v] % E] 8 u% E 3p

ispitivanja stabnosti enzima tijekom vremena.

K & ]A opiimalne temperature za postizanje maksimalne volumne aktivnosti
provedeno je u @, M fosfathom puferu (pH7,5) pri temperaturamaod 3& UiiA £ U o1 £ U
45 £ ] fiprikazano je nBlici 410} & ]JA ¥8 Jov}es] viJu 8]i I}u <lo ]“8
pri =1 £ ] prkagano je n&likama 4.11i4.12.

Slika 4.10 Ovisnost aktivngti enzima lipaze o temperatui®,1 M fosfatni puferpH = 7,%
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4. Rezultati i rasprava

Slika 4.1. Volumna aktivnost enzima tijekom petanaslo ]“S vil AotB] £ ~iUi D
fosfatni pufer pH=7,0)

Slika 4.2. Volumna aktivnhost enzima tijekom petanaslo [“SpviiT A =1/ Ofl M~
fosfatni pufer pH=7,0)
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4. Rezultati i rasprava

Na osnovi rezultataSlika 4.10¢ u}l « 1 l0oipnj@33 u% E SPUE } =031 £
optimalnaza postizanjeptimalne volumne aktivnosti enzima. Iz prikazanih rezulta®ika
411. i Slika 4.2.« u}l « 1 loip ]8] i vilu 8 Jo v 8]i l}u -lo
§ U% E SPUE& u =Tfijekom]pet data.

4.6. hzimska sinteza biodizela

Enzimska sintezbiodizela provedena je s komercijalnom lipazom i s proizvedenim
ekstraktom lipaze~% E} ] v]u ] v %q@Erhal Ekspgnmentalnom planu opisanom

u poglavlju3.4.

Nakon sinteze biodizela provedeno je razdjeljivanje reakcijske smjdgevku za
}ioil]Avi %®E] up i pw PYEvi}i (1] }JA v eui e+ u 3Jov]Zz
(biodizel), a u donjoj fazi glicerol, enzim i voétdakon razdvajanjglicerob od biodrela
provedenaje v o]l ¢ ET i u 8]lov]Z 3 E, Bz I]e Alvl}iv}es]

proizvedenog biodizel@lrablia 2.)
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 2 "A}ie3A «]vs S]1]E v]Z ]} jllkemersijaip |} )6 Hdddivenog
enzimalipaza

Lipaza
Sastav poizvedenog biodizela
komercijalna| v %o &} 1“| % E} ]“

Udio metilnih estera masnih kiselin&o 95,2 11,54 3,06
Palmitinska kiselina / % 7,06 8,46 8,63
Stearinska kiselina / % 2,87 2,86 2,82
Oleinska kiselina / % 31,84 3151 33,47

Linolna kiselina / % 58,23 57,16 55,07

Gues} £lleudmP 0,880 0,992 0,915

<]v u 8] 1 Alel}ivE-sU-&1L 4,68 19,74 18,12

Iz Tablice 2.vidljivo je daje izrazito niskiudio metilnih estera masnih kiselina
suncokretovog ulja u biodiagel%o } e S]PVUS U %o }lpe]u p 1}M Weo GE } JCELSE v
%) ] %o E}i]énzim (3,06 %) u odnosu naudio metilnih estera masnih kiselina

suncokretovog ulja u biodiaekoji je dobivers komercijalnom lipazor(®5,2 %).
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5. ZAKLJU |



2227222722272222222222222222272222272222222222272Z22222722272272127

E & u oipg % E}A v]Zu}PsE 1JAAVPE] s0i ] 1 loip W

Od svih testiraitn %o } P ~ %o } P 1}v}%o0i U p ] oveviloi] EI
% E} Ul Ji 0]% 1 %}eS]PVHUS] *d H%ISE }u % }P l}v}i%oi |

Thermomyces lanuginose<ciliem proizvodnje lipaze.

Uzgojem gljivEl hermanyces lanuginosuy %o } kondpljeu uvjetima fermentacije
v AE+3]u v}e Ju 8]i IJuv iA § M]AV.ASS413-U cm® S.A= 682 U

mg™) postignue sunakonosmogdanauzgoja

Uzgojem gljivéThermanyces lanuginosusy % }P ] u W pAi 3Ju ( Eu v ]
A E+35]u v}tjekpm devet danayv iA | §] AV.As87,9Y cni®; S.A= 136 U mgh)

postignue suv |}v * <3} P uzgoja

Uzgojem gljiveThermanyces lanuginosuss %o } Hang u uvjetima fermentacije na
AE<8Ju v}e Ju 8]i IJu v AME V3JAV.ASS9Y cni®; S.A= 136 U mgh)
postignue sunakon § A (lajduzgoja

[«8E T]A vi p8i i 3 u% E SUE v I5]Av}es % E}]IA V}P

optimalna temperatura za aktivnost lipazéi £ X

Dokazano je da je proizvedeni enzim stabilan tijekom skl“$ vi p & | } oipg } %o

dana pri temperaturamad =ifi £ ].=0£

Postupkom isoljavanjgprimjenom 1mM PMSKk amonijevog sulfatapostignuto je
% YA vi Alopuv ] <% ](3WA.=BJLAMME] S.A= 32Umg  naV.A.=
672,8 Ucm®, S.A= 341U mg™.

h “ @rhpokusi sinteze biodizelaz suncokretowg ulja i metanola, kataliziranom
komercijalnim enzimom lipaztijekom dvadana % E}]1IA v i ]} 11 o 1}i] i « &I

95,2 %metil estera masnih kiselina

h “ @rhyokus sinteze biodizela iz suncokretoy ulja i metanola, kataliziranom
Ao 313} % E}]IA Vv]u v % E} ]“a wdiometiiiiluéstera Pfashih kiselina
dobivenom biodizelu ]} i iiUA 9U U %o}lpep « % @E} ]“ v]u viJuluU p ]}

masnih kiselina bio je 3,1 %.
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7. Prilozi

Prilogl T & Ji PEul } & JA vi I}Jv VEE ]i % E}S Jv
Prlog2 T @&v] Ji PE ul } & JA vi I}v vVEE ]i % ou]3]vel
Prlog3 1T @&v] ]Ji PE ul } & ]A vi &linskel§s@®ling]i <3
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7. Prilozi

Prilogd 1T @&v] ]Ji PE ul } & JA vi I}v vEE ]i }o Jvel I]e
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7. Prilozi

Prlogs5 T @&v] ]Ji PE ul } & ]JA vi I}v v3E ]i o]viov I]e

Prlogp 1T &v] ]Ji PE ul } & JA vi I}v vEE ]i o]v}o Jvel
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