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€ = ekstinkcijski koeficijent (2,6159 dm*® mmol™* cm™)
k — broj varijabli
Ve = volumen enzima u kiveti (cm?3)
Vi = ukupni volumen uzorka u kiveti (cm3)
X1—Masa supstrata (g)
X2 — Udio inokuluma (-)
X3 — Udio vlage (%)
Xa — Vrijeme fermentacije (dani)
Xs - Temperatura (°C)
Xij- ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti)

Y - modelom predvidena odzivna funkcija

KRATICE:

ANOVA —analiza varijance (eng. Analysis of Variance)
BBD —Box-Behnken plan pokus (eng. Box-Behnken Design)
CCD- centralno kompozitni plan pokusa (eng. Central-Composite Design)

FFD- faktorijalni plan pokusa (eng. Full Factorial Design)



CCF - plosno centrirani kompozitni plan (eng. Face centres composite design)
PMMA — polimetil metaktrilat

RSM — metoda odzivnih povrsina (eng. Response surface methodology)

SSF — fermentacija na ¢vrstim nosacima (eng. Solid State Fermentation)

TLL- lipaza iz Thermomyces lanuginosus
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1. Uvod

U danasnje vrijeme, sve viSe istrazivanja bavi se razvojem odrzivih metoda i
procesa. S obzirom na to, agroindustrijski ostatci koriste se ¢esto kao supstrati za
proizvodnju razlicitih proizvoda, ukljucujuc¢i materijale, kemikalije, gnojiva i energiju.
Velika pozornost pridaje se istrazivanju mogucnosti primjene ovih supstrata za uzgoj
mikroorganizama s ciljem proizvodnje industrijskih enzima, od kojih je lipaza jedan od

znacajnijih.

Lipaza (triacilglicerol hidrolaza, EC 3.1.1.3) je enzim koji katalizira reakcije
hidrolize, esterifikacije i transesterifikacije. lzvori lipaza su biljke, Zivotinje i
mikroorganizmi, a najéesce se koriste filamentne gljive. Jedna od njih je termofilna
gljiva Thermomyces lanuginosus koja je podlozna rastu na temperaturama od 20°C -

60°C (Singh i sur., 2003.; Contesini i sur., 2010).

Potreba za odrzivom i energetski efikasnijom proizvodnjom enzima zahtjeva i
bolje tehnike fermentacije. Zbog slicnosti s prirodnim stanistem mikroorganizma te
povecanom proizvodnjom enzima fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima (eng. Solid State
Fermentation, SSF) smatra se prikladnom metodom za proizvodnju lipaze. U tom
procesu mikroorganizmi razgraduju sloZzene organske spojeve supstrata u manje

molekule djelovanjem kompleksnog enzimskog sustava (Koyani i Rajput, 2015).

Mnogi ¢imbenici mogu znacajno utjecati na ucinkovitost procesa te ih je stoga
potrebno optimirati. Metoda odzivnih povrsina (eng. Response surface methodology,
RSM) omogucduje procjenu ucinaka nekoliko procesnih varijabli koje djeluju na sustav

kao i njihovu samu interakciju (Liyana-Pathirana i Shahidi, 2005).

U ovom radu proces proizvodnje lipaze iz Thermomyces lanuginosus proveden je u
uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima na pogaci buce dobivenoj kao nusprodukt
proizvodnje bucinog ulja. Istrazeni su optimalni uvjeti proizvodnje lipaze prema Box-
Behnken eksperimentalnom planu metodom odzivnih povrsina, te je ispitana
mogucnost skladistenja lipaze na razli¢itim temperaturama, u odredenom vremenu

skladistenja.
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2. Teorijski dio

2.1. Thermomyces lanuginosus

Thermomyces lanuginosus je termofilna filamentozna gljiva prvi put izolirana
1899. godine iz krumpira. Pripada skupini Deuteromycete te se razmnozava nespolno
formirajuéi konidiofore, morfoloski slicne vegetativnim hifama (Xie i sur., 2020). Na
raznim medijima kolonije Thermomyces lanuginosus rastu relativno brzo te mijenjaju
obojenje od pocetne bijele boje, preko sivo-zelene i ljubi¢aste do zrele tamno smede

boje (Singh i sur., 2003).

Vedina gljiva su mezofili te rastu pri temperaturama izmedu 20 °C i 40 °C, a
optimalan rast postizu pri 25-30°C, dok termofilne gljive imaju optimalan rast izmedu
40-50°C, a ponekad rastu i na visim temperaturama uz postizanje vece toplinske
stabilnosti enzima (Sreelatha i sur., 2017). 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). Takoder, T. lanuginosus Cini dio prirodne mikroflore raspadajuceg
bioloskog materijala poljoprivredne i Sumarske industrije te komposta. Do danas je
izolirano viSe sojeva T. lanuginosus iz otpadnog materijala kao Sto su juta, drvo
bukve, kukuruzovina, Zetveni ostatci, rezanci Se¢erne repe i drugi (Gomes i sur.,

1993.; Matsuzawa i sur., 1999).

Uzgoj T. lanuginosus provodi se s ciljem proizvodnje velikog broja termostabilnih
enzima od znanstvenog i komercijalnog interesa kao $to su a-amilaza, a-glukozidaza,
B-glukozidaza, glukoamilaza, invertaza, maltaza, ksilanaza, pektinaza, fitaza, proteaza,

aminopeptidaza i lipaza (Jensen i sur., 2002).
2.2. Lipaza

Lipaze su hidroliticki enzimi koji kataliziraju hidrolizu triacilglicerola u glicerol i
masne kiseline. Sveprisutne su u prirodi, a izvori lipaza su Zivotinje, biljke i
mikroorganizmi. Bakterijske lipaze osim $to su stabilnije od ostalih takoder su i
komercijalno vaznije zbog lakSeg uzgoja te postizanja veéeg prinosa (Bharathi i

Rajalakshmi, 2019).



2. Teorijski dio

Industrijska potraznja za novim izvorima lipaza s razliCitim katalitickim
karakterima potaknula je izolaciju enzima i odabir novih sojeva ili uzgoj genetski
modificiranih mikroorganizama kao $to je Pichia pastoris s mogucnosti ekspresije
gena koji kodira za sintezu lipaze (Yan i sur., 2014). Za upotrebe u industrijama
komercijalno znacajne su samo mikrobne termostabilne lipaze. IstraZivanja sve vise
vode prema izolaciji enzima Ccije se reakcije mogu izvoditi na viSim temperaturama,

Cime se povecava topljivost supstrata i stupanj konverzije (Zheng i sur., 2010).

Lipaze se razvrstavaju u dvije razlicite skupine, na temelju njihove specifi¢nosti i
izvora. Mikrobne lipaze imaju vaznu primjenu u biotehnologiji jer su stabilne pri
visokoj temperaturi, razli¢itim rasponima pH vrijednosti te u raznim organskih

otapalima (Bharathi i Rajalakshmi, 2019).

Lipaze su vrlo ucinkovite u kataliziraju¢im reakcijama u vodenom mediju i mediju
s niskim udjelom vode (organski medij). U homogenom mediju imaju aktivni centar
koji je izoliran od medija polipeptidnim lancem, zvan hidrofobni poklopac. Ovisno o
podrijetlu lipaze ovisi i veli¢ina poklopca. U prisutnosti hidrofobnih nosaca, proteina
ili neke druge molekule, poklopac se pomice, lipaza se adsorbira na hidrofobnu
povrsinu u otvorenu konformaciju, pri ¢emu je aktivni centar dostupan molekulama
supstrata za moguce stvaranje enzim-supstrat kompleksa (Fernandez-Lafuente,

2010).

zatvorena konformacija otvorena konformacija

Slika 1. Promjena konformacije lipaze Thermomyces lanuginosus na granicama

faza ulje-voda (Fernandez-Lafuente, 2010)
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Lipaza iz T. lanuginosus (TLL) pokazuje stabilnost u luznatom podruéju pH

vrijednosti, stabilna je pri poviSenoj temperaturi i pokazuje veliki afinitet prema
razli€itim supstratima. TLL je vrlo ucinkovita u kataliziraju¢im reakcijama u vodenom i
organskom mediju, a predstavlja protein molekulske mase 31 700 g/mol koji se
sastoji od 269 aminokiselina (Fernandez-Lafente, 2010). Aktivno mjesto TLL ¢ini slijed
od tri aminokiseline (Ser-His-Asp). Nadalje, hidrofobni poklopac smjesten iznad
aktivnog mjesta enzima nuzan je za medufaznu aktivnost lipaze gdje se postavljanjem
u polozaj otvorene konformacije omogucduje stvaranje enzim-supstrat kompleksa.
Zbog navedenih karakteristika, TLL odstupa od klasicne Michaelis-Mentenicine

kinetike (Sibali¢ i sur., 2020).

Lipaze iz T. lanuginosus se uglavnom proizvode u industrijskim mjerilima s dobro
poznatim sojevima Aspergillus niger, no sve raSirenija istraZivanja dovela su do
proizvodnje lipaze iz T. lanuginosus submerznim uzgojem ili uzgojem na cvrstim
nosacima. Uzgojem na ¢vrstim nosacima dobiva se veéa proizvodnja i produktivnost
enzima, te veca stabilnost i poboljSana kataliticka svojstva enzima. Osim toga, niska
brzina prijenosa metabolicke topline uzgojem na ¢vrstim nosacima poboljSava rast i
proizvodnju enzima iz termofilnih gljiva. Takoder omoguéuje i nastanak
biokatalizatora s prirodno imobiliziranim enzimima sprje¢avajuéi postupke

ekstrakcije, pro¢i$¢avanja te daljnje imobilizacije enzima (Avila-Cisneros i sur., 2014).
2.2.1. Primjena lipaze u industrijama

Industrijska primjena enzima dovodi do velike ustede energije, kemikalija,
vremenskog trajanja procesa, oslobadanja Stetnih plinova i eutrofikacije Sto rezultira
istim ili ¢ak poveéanim prinosom konacénog proizvoda u odnosu na kemijski
katalizirane procese. Mikrobne lipaze predstavljaju industrijski vazne biokatalizatore,
a mikroorganizmi prepoznati kao potencijalni proizvodaci lipaza su bakterije, gljive i

kvasci (Bharathi i Rajalakshmi, 2019).

Industrija pulpe i papira koristi enzim lipazu u procesu razgradnje smole koja

smanjuje kvalitetu samog papira uzrokovanjem mrlja (Skals i sur., 2008). Kozna
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industrija enzime proteazu i lipazu koristi za razgradnju nezeljenih proteina i masti iz
Zivotinjske dlake (Li et al., 2010). U industriji hrane i pi¢a koristi se u proizvodniji
pekarskih proizvoda za poboljSanje okusa i produljenje roka trajanja, te u procesu
proizvodnje kruha djeluju¢i na lipide povecanjem emulgirajuéih svojstava. U
proizvodnji mlijecnh proizvoda za hidrolizu mlijeka, masti te modifikaciju masti iz
maslaca Sto rezultira razvojem okusa u mlijeku, siru i maslacu. Industrija mesa i ribe
lipazu upotrebljava za poboljSanje okusa uklanjanjem masti iz mesa i ribe, a u industiji
pi¢a za poboljsanje okusa alkoholnih pi¢a (Verma i sur., 2012). Zamjenom kemijskih
katalizatora s imobiliziranom lipazom u proizvodnji finih kemikalija smanjuje se
koli¢ina toksi¢nog otpada, vrijeme reakcije, te se zaobilazi primjena kromatografskih
kolona ¢ime se Stedi otapalo. Kozmeticka industrija koristi enzim lipazu kao zamjenu
za kositreni katalizator u procesu transesterifikacije biljnih ulja u svrhu smanjenja
nastalog otpada te uStede energije zbog njegove aktivnosti pri niskim
temperaturama. KoriStenjem lipaze u postupku enzimske proizvodnje biodizela
nastaje manje otpadne vode, manji je utrosak energije kao i zagadenje okolisa te ne
nastaju nusprodukti u odnosu na kemijski kataliziran proces gdje se kao katalizatori
koriste kiseline ili luzine. Farmaceutska industrija upotrebljava enzim lipazu zajedno s
katalizatorom nikla u reakcijama za dobivanje lijeka koji se koristi za poremedaje
zZivéanog sustava (y-aminomaslacna kiselina), kako bi se povedala brzina reakcije i
prinos proizvoda (Jegannathan i Nielsen, 2013). Lipaze u medicinskoj industriji sluze
kao dijagnosticki alat u ispitivanje triglicerida u krvi, dok se u procis¢avanju otpadnih

voda koriste za odmaséivanje odvoda zacepljenih lipidima (Sreelatha i sur., 2017).

2.3. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima podrazumijeva nacin uzgoja mikroorganizma u
mediju bez prisutnosti slobodne vode. U navedenom sluéaju, cvrsti nosaci
predstavljaju izvor makro- i mikro-elemenata potrebnih za rast i razvoj
mikroorganizma. U odnosu na uzgoj drugih mikroorganizama, SSF predstavlja

okruzenje u kojima gljive prirodno rastu. Najjednostavniji primjer navedenog tipa
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fermentacije  predstavlja kompostiranje uz prisustvo prirodno prisutnih

mikroorganizama (Raghavarao i sur., 2003).

SSF je postupak u kojemu je ¢vrsta podloga, odnosno supstrat, postavljena u
fermentoru, inokulirana s jednim ili viSe sojeva te se inkubira u kontroliranim
uvjetima. UspjeSno se koristi u proizvodnji mikrobnih proizvoda poput enzima,
farmaceutskih lijekova, goriva, industrijskih kemikalija i hrane. U danasnje vrijeme
koristi se i kao nova tehnologija za proizvodnju proteina ili polipeptida hrane. Tijekom
SSF, mikrobni rast dogada se na granici faza cvrsto-tekuée te mikroorganizmi
razgraduju sloZene organske spojeve iz supstrata do jednostavnijih koje koriste za

svoj rast i metabolizam (Yin i sur., 2019).

S godinama SSF nailazi na sve veée zanimanje jer se moze koristiti u razne svrhe.
Najvaznija svojstva ovakvog nacina uzgoja Cine otpornosti mikroorganizama na
stvaranje inhibicije enzimom uz prisutnost vece koli¢ine supstrata kao Sto su glukoza,
glicerol ili neki drugi izvori ugljika. Nadalje, kao vazan faktor izdvaja se koriStenje
agroindustrijskih nusprodukata kao supstrata za proizvodnju metabolita uz niske
troskove, te omogucuje ekonomsku odrZivost SSF kao i smanjenje ekoloskih

problema (Lizardi-Jiménez i Hernanadez-Martinez, 2017).

SSF zahtijeva koristenje manjih volumena vode u odnosu na sumbreznu
fermentaciju, sto ima veliki utjecaj na ekonomicnost procesa te koristenje uglavhom
jeftinih agroindustrijskih nusproizvoda kao medija za uzgoj kulture (Banat i sur.,
2020). Nadalje, kod SSF je potrebno provoditi kontrolu vaznih parametara kao Sto su
temperatura, udio vlage te mijeSanje kako bi se postigla aeracija podloge bez

oStecenja mikroorganizam (Agarwal i sur., 2020).

Mnoge gljive u prirodnim staniStima rastu na ¢vrstim materijalima kao $to su drvo
i lis¢e, te proizvode visoke prinose enzima. Takvi uvjeti postizu se i SSF koji se
provode Sarzno, a nusprodukti industrija koji su koristeni kao supstrati ovise o
prikladnosti za rast odabranog radnog mikroorganizma. Mikroorganizam moze rasti

na povrsini supstrata, unutar matriksa supstrata te izmedu dijelova supstrata.
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Prilikom rasta mikroorganizmi proizvode enzime koji razgraduju makromolekule koje

onda koriste kao izvore Ci N (Mitchell i sur., 2002).
2.4. Modeliranje metodom odzivnih povrsina

Metoda odzivnih povrsina je skup empirijskih i statistickih tehnika kojima se
modeliraju i optimiraju odredeni procesni uvjeti u svrhu dobivanja odgovarajuceg
odziva kao funkcije nezavisnih (ulaznih) varijabli. Ovu metodu razvili su 1951. godine
Box i Wilson te se od tada koristi kao tehnika za dizajniranje raznih pokusa. RSM je
visoko ucinkovita i pouzdana metoda koja osim $to identificira parametre koji utjecu
na proces, objasnjava i medusobni odnos izmedu ispitivanih parametara, a
primjenjuje se u slu¢ajevima gdje vise varijabli utjeCe na proces. Ima Siroku primjenu
u proucavanju interakcija, odabiru optimalnih uvjeta i kvantificiranju odnosa izmedu
jednog ili viSe izmjerenih odgovora u ogranicenom broju eksperimenata (Isiaka i

Olufolahan, 2018. ; Witek-Krowiak i sur.,2014).

RSM definira ucinak nezavisnih varijabli, samih ili u kombinaciji, na procese.
Koristenjem ove metode dobije se veliki broj informacija za manji broj eksperimenata
Sto dovodi do ustede vremena s obzirom na klasi¢cne metode. Postupci optimizacije
RSM-om mogu se podijeliti u tri faze. Prva faza obuhvada odredivanje nezavisnih
parametara procesa te postavljanje njihovih razina. Druga faza je odabir
eksperimentalnog dizajna te predvidanje i provjera jednadzbe modela, dok treca faza
ukljuuje nastanak trodimenzionalne odzivne povrSine kao odgovor funkcije

nezavisnih parametara (Bas i Boyaci, 2007).

Jedan od ucinkovitih nacina skracivanja vremena je planiranje pokusa (engl.
Design of Experiments, DOE). lzrada plana pokusa kojim se definiraju eksperimenti
koji ¢e se provesti vrsi se prije primjene same metode odzivnih povrsina.

Nekoliko najceséih oblika plana pokusa su:

e Centralno kompozitni plan pokusa (eng. Central composite design, CCD)

e Plosno centrirani kompozitni plan (eng. Face centres composite design, CCF)
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e Box-Behnken plan pokusa (eng. Box-Behnken design, BBD)
e Faktorijalni plan pokusa (eng. Full Factorial design, FFD)

Odabir dizajna eksperimenta ovisi najviSe o tome kakvu odzivhu funkciju
ocCekujemo. Za aproksimaciju funkcije odaziva eksperimentalnim podatcima koji se ne
mogu opisati linearnim funkcijama, treba koristiti eksperimentalni dizajn za modele
drugog reda (kvadratni polinom). Primjer dizajna za modele drugog reda je Box-
Behnken dizajn ili trofaktorijalni pokus na tri razine. Dizajn je kreiran kako bi se
smanjio broj eksperimenata te poboljsala preciznost samog modela uklanjajuci
eksperimentalne tocke koje imaju visoke vrijednosti te odudaraju od uklapanja u

kvadratni model (Bezzera i sur., 2008.; Witek-Krowiak i sur.,2014).
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3.1. Zadatak

Zadatak ovog diplomskog rada bio je:

a)

b)

d)

Ispitati medusobni utjecaj procesnih uvjeta fermentacije (pocetna masa
supstrata, udio inokuluma, udio vlage, vrijeme i temperatura fermentacije) na
proizvodnju lipaze uzgojem T. lanuginosus na bucinoj pogacdi prema
Box-Behnken eksperimentalnom planu.

Aproksimirati eksperimentalne podatke matematickim modelom te evaluirati
prikladnost modela  matematic¢ko-statistickim  metodama  pomocu
programskog paketa Design-Expert® 7.0.0.

Odrediti optimalne uvjete proizvodnje lipaze numerickom optimizacijom
primjenom metode odzivnih povrsina.

Provesti uzgoj T. lanuginosus prema definiranim optimalnim uvjetima s ciljem

validacije matemati¢kog modela.

3.2. Materijali

3.2.1. Supstrat i mikroorganizam

Istrazivanja su provedena na pogaci buce dobivenoj nakon proizvodnje hladno

preSanog bucinog ulja (SME Lazi¢, VraneSevci, Hrvatska). Neposredno prije provedbe

fermentacije, peleti buce su usitnjeni na ultracentrifugalnom mlinu (ZM200, Retsch,

Njemacka) na veli¢inu ¢estica 1 —5 mm i cuvani u zamrzivacu na -20 °C.

12
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Slika 2. Ultracentrifugalni mlin Retsch ZM200

Radni mikroorganizam koristen u ovom radu je Thermomyces lanuginosus
Tsiklinsky ~ (ATCC®76323TM) (DSMZ Institut, Njemacka). Prije provedbe
eksperimenata, kultura je uzgajana na krumpirovom agaru (Biolife Italiana Sr. L. Viale

Monza, Milan, Italija) deset dana pri 45 °C.

Slika 3. Thermomyces lanuginosus

3.2.2. Kemikalije

Za provedbu eksperimenata koristene su sljede¢e kemikalije: krumpirov agar
(PDA) (Biolife Italiana Srl, Italija), klorovodi¢na kiselina (Sigma Aldrich, Austrija),
acetonitril (J. T. Baker, SAD), tris(hidroksimetil)Jaminometan (Tris) i Arapska guma

(Acros Organics, Belgija), p-nitrofenil palmitat (oNP-palmitat) (Alfa Aesar, SAD).

13
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3.2.3. Priprema Tris-HCI pufera

U 250 cm? destilirane vode dodano je 3,0285 g tris(hidroksimetil)Jaminometana
(100 mmol dm3 otopina Tris-baze). Potom je 25 cm3 pripremljene otopine
razrijedeno s 25 cm? destilirane vode (50 mmol dm= otopina Tris-baze) te je
provedena korekcija na pH 9 s klorovodi¢nom kiselinom (Tris-HCl pufer, 50 mmol dm"

3, pH=9).

3.2.4. Priprema pufera s emulgatorom

U 50 cm? Tris-HCl pufera (50 mmol dm3, pH = 9) dodano je 0,15 g emulgatora
(Arapska guma). Emulgator je otopljen u ultrazvuénoj kupelji (ElImasonic P 120H,

Njemacka).
3.2.5. Priprema otopine pNP-palmitata

Otopina supstrata za mjerenje enzimske aktivnosti pripremljena je otapanjem
pNP-palmitata u acetonitrilu tako da je koncentracija pNP-palmitata iznosila 10

mmol dm3.

3.3. Metode

3.3.1. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

Fermentacija na ¢vrstim nosaCima provedena je u laboratorijskim staklenkama
ukupnog volumena 650 cm3. Procesni uvjeti fermentacije definirani su prema
Box-Behnken eksperimentalnom planu (Tablica 2). U laboratorijske staklenke
odvagana je odredena masa usitnjenih bucinih peleta te je dodana potrebna koli¢ina
destilirane vode s ciljem provedbe korekcije pocetne vlaznosti supstrata (X1 i X3
varijable). Uzorci su potom dobro promijesani da bih se osigurala adekvatna
poroznost i ujednadena vlaznost supstrata te sterilizirani u autoklavu tijekom 15

minuta na 121 °C (TIP 7510945, Sutjeska, Beograd).
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Slika 4. Autoklav TIP 7510945, Sutjeska, Beograd

Nakon hladenja na sobnu temperaturu, supstrat u svakoj teglici inokuliran je s
micelijskim diskovima T. lanuginosus na PDA agaru (@ = 1 cm) suspendiranih u 5 cm?
sterilizirane destilirane vode. Broj micelijskih diskova koristenih za pripremu
inokuluma definiran je u Box-Behnken eksperimentalnom planu (Tablica 2) (X2
varijabla). Fermentacija je provedena u inkubatoru (BINDER GmbH, KB 115,
Njemacka) s ventilacijom postavljenom na 20 %. Vrijeme i temperatura fermentacije
definirani su eksperimentalnim planom kao varijable X2 i Xs. Prema Box-Behnkenu

provedeno je 46 eksperimenata u dvije paralelne probe.

Slika 5. Inkubator, BINDER GmbH, KB 115, Njemacka
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3.3.2. Ekstrakcija enzima

Nakon fermentacije provedena je ekstrakcija lipaze. U 2 g fermentiranog
supstrata dodano je 10 cm3 pufera (Tris-HCl; 50 mmol dm=3, pH = 9). Ekstrakcija je
provedena intenzivnim mijeSanjem svakih 5 minuta tijekom 15 minuta (Vortex MX-S,
DLAB Scientific, Kina) pri sobnoj temperaturi (T = 20 °C). Ekstrakti su izbistreni
centrifugiranjem tijekom 5 minuta pri 10 000 rpm (Z 326 K, Hermle Labortechnik

GmbH, Njemacka). Dobiveni supernatant koriSten je za odredivanje aktivnosti lipaze.

Slika 6. Mjesalica, Vortex MX-S, Slika 7. Centrifuga,Z 326 K, Hermle
DLAB Scientific, Kina Labortechnik GmbH, Njemacka

3.3.3. Mjerenje aktivnosti lipaze

Aktivnost lipaze mjerena je spektrofotometrijski (UV-1280 UV-VIS
Spectrophotometer, Shimadzu, Japan) pri valnoj duljini A = 440 nm (Sibali¢ i sur.,
2020). Reakcijska smjesa za odredivanje aktivnosti lipaze pripremljena je intenzivnim
mijeSanjem 2880 pL pufera s emulgatorom (Tris-HCI, 50 mmol dm3, pH = 9; Arapska
guma 0,3 % (w/v)) i 120 uL supstrata (pNP-palmitat, 10 mmol dm3) na vrtloZnoj

mjesalici u staklenoj epruveti. Nakon mijeSanja supstrata u puferu, reakcijska smjesa
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inkubirana je na 35 °C pri djelovanju ultrazvuka u trajanju od 1 minute ( frekvencija =
35 kHz, snaga = 100%) s ciljem pripreme stabilne emulzije. Potom je 900 uL reakcijske
smjene izuzeto u PMMA kivetu te je provedena inicijalizacija reakcije hidrolize
supstrata dodatkom 100 uL ekstrakta enzima. Kinetika nastanka produkta pracena je
promjenom apsorbancije u vremenu tijekom 120 sekundi u vremenskom intervalu od

60. do 120. sekunde. Volumna aktivnost lipaze izracunata je prema formuli:

v, dA

A=———
v e-d-V, dt

gdje je:

V.A. = volumna aktivnost enzima (U cm3)

V4 = ukupni volumen uzorka u kiveti (cm?3)

Ve = volumen enzima u kiveti (cm?3)

€ = ekstinkcijski koeficijent (2,6159 dm?® mmol™* cm™)
d = promjer kivete (1 cm)

dA/dt = promjena apsorbancije u vremenu (min)
3.3.4. Odredivanje pH vrijednosti supstrata

Za odredivanje pH vrijednosti supstrata nakon fermentacije provedena je
ekstrakcija s vodom. U 2 g fermentiranog supstrata dodano je 10 cm? destilirane
vode. Ekstrakcija je provedena mijeSanjem tijekom 15 minuta u pravilnim
vremenskim intervalima od 5 minuta (Vortex MX-S, DLAB Scientific, Kina) pri sobnoj
temperaturi. pH vrijednost ekstrakta mjerena je pH-metrom (MA 5740, Iskra,

Slovenija).
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Slika 8. pH- metar, MA 5740, Iskra, Slovenija
3.3.5. Odredivanje suhe tvari

Udio suhe tvari odreden je u svim uzorcima (svjezem i bioloski obradenom
supstratu), termogravimetrijskom metodom na uredaju za radijacijsko-infracrveno
suSenje (HR-73, Mettler Toledo). Na aluminijsku pliticu postavljenu na integriranu
vagu uredaja odvagan je 1 g usitnjenog uzorka te je suSenje provedeno brzom
metodom. Uvjeti suSenja su: standardna metoda, temperatura susenja 105 °C i
kriterij zavrSetka procesa (eng. switch off 3: gubitak mase od 1 g u 50 s) (Planinic i sur.
2004). Tijekom sus$enja instrument kontinuirano odreduje masu uzorka, a susenje je
provedeno do konstantne mase. Odredivanje suhe tvari za sve uzorke provedeno je u

jednoj probi.
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Slika 9. HR-73, Mettler Toledo

3.3.6. Ispitivanje temperature skladiStenja na aktivnost lipaze

Sirovi enzimski ekstrakti lipaze skladisteni su na tri razli¢ite temperature (25°C,
4°C i -20°C) te je enzimska aktivnost mjerena tijekom 100 dana skladiStenja. Da bi se
izbjegao utjecaj zamrzavanja i odmrzavanja, ekstrakti na -20°C skladisteni su zasebno

za svaki dan uzorkovanja.

3.3.7. Box-Behnkenov plan pokusa i obrada podataka metodom odzivnih povrsina

U ovom radu metoda odzivnih povrSina koriStena je za procjenu utjecaja i
optimiranje procesnih uvjeta fermentacije na aktivnost lipaze. Prema prethodno
definiranoj jednadzbi (1) za izraun broja eksperimenata predloZen je Box-Behnkenov
plan pokusa s tri ponavljanja u centralnoj tocki ispitivanog eksperimentalnog

podrucja (Tablica 2).

Pet ispitivanih varijabli u tri razine (Tablica 1) su prevedene u kodirane varijable

prema izrazu:
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x — (xmax + xmin)

X =

(xmax — xmin)

Tablica 1. Faktori utjecaja i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine za

procjenu utjecaja uvjeta fermentacije na aktivnost lipaze

Kodirana varijabla

Varijable

-1 0 1
X1— Masa supstrata (g) 30 50 70
X2 — Udio inokuluma (-) 3 5 7
X3 — Udio vlage (%) 50 60 70
Xa — Vrijeme fermentacije (dani) 2 3 4
Xs - Temperatura (°C) 35 40 45

Tablica 2. Box-Behnkenov plan pokusa (eksperimentalna matrica) koristen za

proizvodnju lipaze

Br. Eksperi- X1 X2 X3 Xa Xs
menta (g) (-) (%) (dani) (°C)
1 30 3 60 3 40
2 70 3 60 3 40
3 30 7 60 3 40
4 70 7 60 3 40
5 50 5 50 2 40
6 50 5 70 2 40
7 50 5 50 4 40
8 50 5 70 4 40
9 50 3 60 3 35
10 50 7 60 3 35
11 50 3 60 3 45
12 50 7 60 3 45
13 30 5 50 3 40
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14 70 5 50 3 40
15 30 5 70 3 40
16 70 5 70 3 40
17 50 5 60 2 35
18 50 5 60 4 35
19 50 5 60 2 45
20 50 5 60 4 45
21* 50 5 60 3 40
22% 50 5 60 3 40
23* 50 5 60 3 40
24 50 3 50 3 40
25 50 7 50 3 40
26 50 3 70 3 40
27 50 7 70 3 40
28 30 5 60 2 40
29 70 5 60 2 40
30 30 5 60 4 40
31 70 5 60 4 40
32 50 5 50 3 35
33 50 5 70 3 35
34 50 5 50 3 45
35 50 5 70 3 45
36 30 5 60 3 35
37 70 5 60 3 35
38 30 5 60 3 45
39 70 5 60 3 45
40 50 3 60 2 40
41 50 7 60 2 40
42 50 3 60 4 40
43 50 7 60 4 40
44* 50 5 60 3 40
45* 50 5 60 3 40
46* 50 5 60 3 40

* Centralna tocka

Prema Box-Behnkenovom planu pokusa provedeno je 46 eksperimenata sa 6
ponavljanja u centralnoj tocki ispitivanog eksperimentalnog podrudja. Za
aproksimaciju dobivenih eksperimentalnih podataka koriSten je kvadratni polinom

drugog reda, odnosno matematicki model odzivnih povrsina:
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&

-1 k

Z.Binin 2

1i=1

k k
Y :ﬁo +ZBJXJ +ZB]]X12 +
j=1 j=1

J

gdje je:

Y - modelom predvidena odzivna funkcija;

fo- konstanta jednadzbe odzivnog polinoma;

[ - koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
- koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
Pi- koeficijent ¢lana interakcije jednadZzbe odzivnog polinoma;
Xij- ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti);

k — broj varijabli

Na osnovi dobivenog matematickog modela (polinoma) konstruirana je odzivna
povrsina koja omogudava vizualni prikaz medusobnog utjecaja ispitanih nezavisnih
varijabli na promatrani odaziv (aktivnost lipaze). Odzivna povrSina moze se prikazati

kao povrsina u 3D prostoru ili pomocu kontura odzivnih povrsina.

Procjena koeficijenata modela nelinearnom regresijskom analizom, statisticka
analiza (ANOVA) znacajnosti ispitivanih parametara na promatrane procese te
numericka optimizacija ispitivanih procesnih parametara provedena je primjenom

softverskog paketa Design Expert® 7.0.0.

Provjera uspjeSnosti optimiranja SSF procesa provedena je usporedbom rezultata
dobivenih metodom odzivnih povrsina i eksperimentalno dobivenih rezultata pri

utvrdenim optimalnim uvjetima fermentacije.
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4.Rezultati i rasprava

4.1. Rezultati eksperimenata proizvodnje lipaze provedenih prema Box-

Behnken dizajnu

U ovom radu ispitan je utjecaj uvjeta uzgoja termofilne gljive T. lanuginosus na
¢vrstim nosa¢ima s ciljem proizvodnje lipaze visoke volumne aktivnosti. Prvi dio
diplomskog rada odnosio se na definiranje Box-Behnken eksperimentalnog plana
prema kojemu je ispitan utjecaj 5 nezavisnih varijabli u tri razine (pocetna masa
supstrata (X1), udio inokuluma (Xz), udio vlage (X3), vrijeme fermentacije (Xa),
temperatura fermentacije (Xs)) na proizvodnju lipaze (Y). U tu svrhu definirano je i

provedeno 46 eksperimenata sa 6 ponavljanja u centralnoj tocki ispitanog podrucja.

Nakon fermentacije, provedena je ekstrakcija lipaze te je izmjerena volumna
aktivnost u 3 paralelna mjerenja. Volumna aktivnost lipaze izmjerena za svaki
pojedini eksperiment prikazana je kao srednja vrijednost u tablici 3. Plavo oznaceni
eksperimenti predstavljaju procesne uvjete u kojima je dobivena maksimalna
aktivnost lipaze. Prema dobivenim eksperimentalnim rezultatima moze se zakljuditi
da procesni uvjeti fermentacije (u ispitanom podrucju) znacajno utjeCu na
proizvodnju lipaze, bududi da su izmjerene vrijednosti aktivnosti lipaze bile u rasponu
od 0,0085 U cm™3 do 16,5096 U cm3. Maksimalna aktivnost lipaze dobivena je u
eksperimentima koji su provedeni na temperaturi od 45 °C. Medutim, da bi se
procijenio utjecaj ostalih ispitanih varijabli na proizvodnju lipaze, potrebno je
aproksimirati eksperimentalne podatke matemati¢kim modelom, procijeniti koji od
faktora modela statisticki znacajno utjeCu na proizvodnju lipaze te provesti

numeric¢ku optimizaciju s ciljem definiranja optimalnih uvjeta proizvodnje lipaze.

Tablica 3. 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)

br. eksperi- X1 X2 X3 Xa Xs Y
menta (g) (-) (%) (dani) (°C) (Ucm3)
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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

13 30 5 50 3 40 9,9086
14 70 5 50 3 40 1,1626
15 30 5 70 3 40 0,0837
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 [s0o | 5 [0 | 2 | 45 [ 161751 |
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

36

30

60

35

0,0175

37

70

60

35

0,0121

40 50 3 60 2 40 2,7065
41 50 7 60 2 40 3,5862
42 50 3 60 4 40 1,6495
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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

* Centralna tocka

Slika 10. Prikaz uzgoja termofilne gljive T. lanuginosus od 1. do 7. dana

fermentacije (eksperiment broj 39 u tablici 3)

4.2. Modeliranje i optimiranje uvjeta proizvodnje lipaze

Drugi dio diplomskog rada odnosi se na aproksimaciju eksperimentalnih podataka
matematickim modelom te evaluacija prikladnosti modela matematic¢ko-statistickim
metodama pomocu programskog paketa Design-Expert® 7.0.0. Kvadratni model
(jednadzba 3) koristen je za aproksimaciju eksperimentalnih podataka. Buduci da se
predloZzeni model, s obzirom na broj promatranih varijabli koje utjeCu na odaziv,
sastoji od 5 linearnih €lanova, 5 kvadratnih ¢lanova i 10 ¢lanova interakcije, potrebno
je provesti evaluaciju prikladnosti odabranog modela pomoéu analize varijanci

(ANOVA).

Y = Bo + BriXs + BoXy + BaXz + BuXy + PsXs + PLXT + B3 X5 + B5X5 +
BiXF + BEXE + P1PaX1Xo + P1BaX1Xs + P1BaX1Xy + B1Bs X1 Xs + B2B3XoX3 + 3
B2BaX2X4 + B2Ps X2 Xs + B3BaX3Xy + B3BsX3Xs + PLaBsXsXs
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Svi clanovi modela koji se nisu pokazali statisticki znacajnim (kriterij p < 0,05)
iskljueni su iz modela, eksperimentalni podatci su ponovo aproksimirani te je u
konacnici definiran reducirani matematicki model kvadratnog polinoma sa

pripadajuéim koeficijentima regresije (jednadzba 4).

Y =168+ (—1,10-X,) + 1,03- X, + (—1,82 - X3) + 4,48 - Xs + 2,17 - X, -
X3+ 268X, Xs+ (—2,04- X5 - Xs) + (—2,29 - X, - Xs) + 2,82 - X2

Rezultati ANOVA analize (tablica 4) pokazali su da je predloZeni model statisticki
znaCajan (p < 0,0001), te da model moZe opisati 82,82% varijabilnosti
eksperimentalnih rezultata. Prema p-vrijednosti, temperatura (Xs) je imala najveci
utjecaj na proizvodnju lipaze, prateci udio vlage (X3), poetnu masu supstrata (X1) te
udio inokuluma (Xz). Takoder, prema rezultatima statisticke analize vidljivo je da je
nezavisna varijabla Xa (vrijeme fermentacije) uklonjena iz modela kao linearni ¢lan.
Medutim, kao ¢lan interakcije sa temperaturom (Xa2Xs) vrijeme kao nezavisna
varijabla pokazuje statisti¢ki znacajan utjecaj na proizvodnju lipaze. Signifikantnost u
modelu takoder predstavlja i medusobna interakcija temperature i udjela inokuluma
(X2Xs) te temperature i udjela vlage (X3Xs). Definirani matematic¢ki model koristen je
prilikom numericke optimizacije optimalnih uvjeta uzgoja T. lanuginosus i proizvodnje

lipaze maksimalne volumne aktivnosti.

Tablica 4. 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
X1 17,76 1 17,76 6,00 0,0200
X2 14,99 1 14,99 5,07 0,0314
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X3 46,35 1 46,35 15,66 0,0004

Xs 162,02 1 162,02 54,75 <0,0001

Clanovi interakcije

X1X3 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

Kvadratni ¢lanovi

Xs? 50,48 1 50,48 17,06 0,0002
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

Vizualni prikaz utjecaja statisticki znacajnih clanova na promatrani odaziv
(aktivnost lipaze) prikazani su trodimenzionalnim (3D) odzivnim povrSinama
konstruiranih pomocu definiranog matematickog modela (slika 11. a-d). Vizualni
prikaz daje uvid u medusobni utjecaj ispitanih varijabli na promatrani odaziv. Na
osnovu dobivenih eksperimentalnih rezultata, reduciranog matemati¢ckog modela i
odzivnih povrsina provedena je numeri¢ka optimizacija procesa te su definirani

optimalni uvjeti proizvodnje lipaze kako slijedi:

a) ms=50g,
b) n=7,

C) W20 = 60%,
d) t=2dana,
e) T=45°C.
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Prema definiranim optimalnim uvjetima fermentacije i matematickom modelu

maksimalna aktivnost lipaze iznosi 14,9985 U cm3. Validacija modela provedena je

prema optimalnim uvjetima fermentacije te je izmjerena aktivnost lipaze u ekstraktu

iznosila 15,7690 U cm™ $to pokazuje kako je model s 95.113% tolnosti pokazao

slaganje s eksperimentalnim rezultatom.

Wizo (%) 70~ 70 mg (9)

c)

19,00
% 13,00
o 7.00

<<
> 1,00

45

RN
GIRESSItAdCN
\:}w

RS

S
SRR,

V.A. (U cm=

V.A. (U cm?3)

3
T{°C) t (dani)

35 2

Slika 11. Trodimenzionalni dijagram odzivne povrSine za aktivnost lipaze u

ovisnosti o interakciji: a) udjela vode i mase supstrata; b) temperature i udjela

inokuluma; c) temperature i udjela vode; d) temperature i vremena fermentacije
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4.3. Profil proizvodnje lipaze pri optimalnim uvjetima

Nakon definiranja optimalnih uvjeta, proveden je SSF proces u trajanju od 7 dana
s ciljem validacije modela te prikupljanja dodatnih informacija o procesu proizvodnje
lipaze. U tu svrhu, provedeni su Sarzni eksperimenti u laboratorijskim staklenkama
prema prethodno definiranim uvjetima u dvije paralelne probe. Tijekom svakog dana
fermentacije provedena je ekstrakcija lipaze, izmjerena je aktivnost lipaze, odreden je

udio vlage te pH vrijednost supstrata prema opisanom protokolu u poglavlju 3.
4.3.1. Utjecaj vremena fermentacije na proizvodnju lipaze

Rezultati mjerenja aktivnosti lipaze tijekom SSF procesa prikazani su na slici 12
kao volumna aktivnost r1 (U cm3) te izraZzena na suhu tvar supstrata r2 (U gst1). Prema
predikcijama definiranog matematickog modela (jednadiba 4), aktivnost lipaze
smanjuje se tijekom trajanja fermentacije Sto je prikazano negativnim predznakom
ispred interakcijskog parametra Xi (vrijeme fermentacije) te je vidljivo i pomoéu
vizualnog prikaza odzivnih povrSina na slici 11 d. S obzirom na dobivene
eksperimentalne rezultate, najveéa aktivnost lipaze postignuta je nakon drugog dana
fermentacije nakon cega slijedi smanjenje aktivnosti enzima. Maksimalna aktivnost
lipaze iznosila je 15,8 U cm2 i 162,1 U g«. Usporedno s literaturnim rezultatima o
proizvodnji lipaze na ¢vrstim nosacima iz T. lanuginosus (Damaso i sur., 2008; Avila-
Cisneros i sur., 2014; TiSma i sur., 2019) zaklju¢eno je da su nakon provedbe

optimizacije SSF uvjeta postignute do sad najvece aktivnosti lipaze.
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Slika 12. Profil proizvodnje lipaze tijekom fermentacije (Procesni uvjeti: ms=50g, n=

7, Wi2o = 60%, t=7 dana T= 45 °C)

Prema rezultatima vidljiv je trend smanjenja aktivnosti lipaze tijekom SSF procesa.
Pad aktivnosti lipaze moze biti izazvana fizikalnim, kemijskim i biokemijskim
promjenama supstrata. Primjerice, na smanjenje proizvodnje lipaze ili inhibiciju mogu
utjecati polifenolni spojevi koji se prirodno nalaze u supstratu ili su oslobodeni
tijekom fermentacije kao i izlu¢ivanje sekundarnih metabolita mikroorganizma (Yang i
sur., 2020). Sliéne rezultate pokazali su i drugi autori koji su naveli utjecaj proteaza

kao glavnog faktora inhibicije lipaze (Di Luccio i sur., 2004, Kempka i sur., 2008).

4.3.2. Utjecaj pocetnog udjela vlage supstrata na proizvodnju lipaze

U ovom istrazivanju, mjerenje udjela vlage se pokazao kao jedan od najvaznijih
parametara za rast mikroorganizama i sintezu lipaze. Do prestanka sinteze lipaze ili
inhibiciju moZe dovesti promjena udjela vlage supstrata. Konacni udio vlage u
supstratu predstavlja pocetni udio vode, voda koja je nastala tijekom respiracije,
utroSena voda tijekom metabolicke aktivnosti radnog mikroorganizma, te voda koja
se gubi isparavanjem (Nagel i sur., 2000). Iz tog razloga, ispitan je utjecaj pocetne

vlage supstrata na proizvodnju lipaze tijekom SSF procesa, u rasponu od 50% do 70%.
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Prema rezultatima statisticke analize, vidljivo je da nezavisna varijabla X3 (udio
vlage) ima signifikantan utjecaj u modeliranju i optimizaciji procesa (p = 0,0004).
Nadalje, prema 3D prikazu odzivnih povrsina (slika 11 c), smanjenje pocetnog udjela
vlage supstrata pri optimalnoj temperaturi (45 °C) doprinosi povecanju volumne
aktivnosti lipaze. Medutim, uslijed poviSene temperature tijekom SSF dolazi do
znacdajnog gubitka vode u supstratu Sto je vidljivo iz rezultata prikazanih na slici 13.
Do trec¢eg dana fermentacije, udio vode bio je manji od 50% te je doslo do smanjenja
aktivnosti lipaze. S druge strane, povecanjem pocetnog udjela vlage supstrata sa 60%
na 70% rezultiralo je sljepljivanjem i aglomeracijom cestica supstrata. Posljedi¢no
tomu, onemogucdeno je prodiranje hifa mikroorganizama u unutrasnjost supstrata te
je doslo do smanjene proizvodnje lipaze. Iz tog razloga, pocetni udio vlage od 60%

definiran je kao optimalni udio za primijenjeni Sarzni sustav.

Takoder, promatrana je promjena pH vrijednosti supstrata tijekom fermentacije
(slika 13), pri ¢emu je za odredivanje pocetne pH vrijednosti koriSten bioloski
neobraden i nesterilan supstrat. Prije inokulacije supstrata, pH vrijednost iznosila je
6,9. Do drugog dana fermentacije biljeZi se porast na 8,6 nakon ¢ega sljedecih dana
fermentacije pH vrijednost ostaje konstantna. Povecanje pH vrijednosti i smanjenje
aktivnosti lipaze moze se objasniti proteolitickom aktivnosti i prisutnosti amonijevih

iona koji se oslobadaju tijekom deaminacije aminokiselina (Di Luccio i sur., 2004).
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Slika 13. Udio vlage i pH vrijednosti supstrata tijekom fermentacije (Procesni uvjeti:

ms="50g, n=7, w0 = 60%, t=7 dana, T= 45 °C)

4.3.3. Utjecaj pocetne mase supstrata na proizvodnju lipaze

Prilikom optimizacije SSF uvjeta ispitan je utjecaj poCetne mase supstrata na
proizvodnju lipaze. Promjena pocetne mase supstrata direktno je utjecala ne samo na
pocetnu koncentraciju mikro- i makroelemenata potrebnih za metaboli¢ku aktivnost
mikroorganizma, nego i na visinu sloja supstrata u laboratorijskoj staklenci. Prema
rezultatima statisticke analize masa supstrata predstavlja signifikantnu varijablu u
procesu. Nadalje, negativan predznak prije interakcijskog parametara u modelu
predlaze smanjenje pocetne mase supstrata, Sto je vidljivo i prema 3D prikazu
odzivne povrsine (slika 11 a). Eksperimenti koji su provedeni s veéim udjelom
supstrata (70 g) uzrokovalo je ljepljivost supstrata sto moZe smanijiti poroznost te
dovesti do aglomeracije Cestica i ograniciti prijenosa mase i kisika u bioreaktoru.
Suprotno tomu, u eksperimentima koji su provedeni s manjom pocethom masom

supstrata (30 g) zabiljeZzen je vedi trend smanjenja udjela vlage supstrata (brze
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isuSivanje) Sto je rezultiralo smanjenom proizvodnjom lipaze. U interakciji s ostalim

nezavisnim varijablama optimalna masa supstrata iznosi 50 g.
4.3.4. Utjecaj temperature na proizvodnju lipaze

Od svih testiranih nezavisnih varijabli, najznacajniji utjecaj na proizvodnju lipaze
imala je temperatura (p < 0,0001) s pozitivnim predznakom u regresijskom modelu.
Prema modelu, poveéanje temperature dovodi do boljeg rasta termofilnog
mikroorganizma kao Sto je T. lanuginosus, a samim time i veéu proizvodnju lipaze.
Trodimenzionalni (3D) dijagram metode odzivnih povrsina (slika 11 b, ¢, d) prikazuje
medusobni utjecaj temperature i drugih ispitanih varijabli na proizvodnju lipaze.
Prema svim rezultatima, vidljivo je da je maksimalna aktivnost lipaze postignuta u

ispitnom podrucju pri 45 °C.
4.5. Utjecaj temperature skladiStenja na aktivnost lipaze

Stabilnost sirovog enzimskog ekstrakta praéena je pri temperaturama skladistenja
na 25 °C, 4 °C i -20 °C te je mjerena aktivnost lipaze tijekom 100 dana skladistenja.
Prema rezultatima (slika 14) aktivnost lipaze na temperaturama 25 °C i 4 °C pri
definiranim uvjetima skladistenja nije se mijenjala do 20. dana skladiStenja, dok se na
temperaturi od -20 °C pocetna aktivnost lipaze nije se mijenjala do 60. dana
skladistenja. Nakon 100 dana, uocen je pad aktivnosti lipaze za 43% pri temperaturi
od 25 °C, za 34% pri temperaturi od 4 °C, te za 10% pri temperaturi skladistenja od -
20 °C. Bitno je napomenuti da smrzavanje i odmrzavanje nije utjecalo na aktivnost

lipaze.
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Slika 14. Relativna aktivnost lipaze tijekom skladistenja sirovog enzimskog ekstrakta

na tri temperature
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5. Zakljucci

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka te statiticke obrade istih

doneseni su sljedeci zakljucci:

v

Dokazana je moguénost proizvodnje lipaze uzgojem na cvrstim nosacima
koristeéi T. Lanuginosus kao termofilnu gljivu te pogacu buce kao supstrat koji
predstavlja nusprodukt prehrambene industrije.

Nakon provedenih eksperimenata vidljivo je da istraZzivani procesni uvjeti
fermentacije (ms, n, who, t, T) znatno utje€u na proizvodnju lipaze.
Maksimalna aktivnost lipaze izmjerena je pri temperaturi od 45 °C, drugog
dana fermentacije (V.A. = 15,8 U cm3) $to pokazuje 95,1 % podudaranja i
toénosti s predloZzenim modelom (V.A. = 14,9985 U cm?3).

Nakon optimizacije procesa definirani su optimalni uvjeti proizvodnje lipaze
pri éemu pocetna masa supstrata (Xz) iznosi 50 g, broj plagova inokuluma (X2)
je 7, pocetni udio vlage supstrata (X3) 60 %, vrijeme fermentacije (Xs) 2 dana,,
te temperatura fermentacije (Xs) od 45 °C.

Prema rezultatima ANOVA analize, najvedi utjecaj na proizvodnju lipaze ima
temperatura, zatim udio vlage, pocetna masa supstrata i udio inokuluma, dok
vrijeme fermentacije utjece u interakciji sa ostalim ¢lanovima.

Smanjenjem pocetnog udjela vlage dolazi do poveéanja aktivnosti lipaze, no i
do znacajnog gubitka vode u supstratu, s obzirom na optimalnu temperaturu
od 45 °C pri kojoj T. lanuginosus bolje raste i producira lipazu.

Povecanje pocetne mase supstrata dovodi do promjene teksture i ljepljivosti
materijala, dok manji udio mase supstrata dovodi do brzeg isuSivanja te
smanjenja proizvodnje lipaze.

pH vrijednost raste do drugog dana fermentacije s poc¢etnih pH 6,9 na pH 8,6
te ostalih dana fermentacije ostaje konstantna.

Rezultati mjerenja aktivnosti lipaze prilikom 100 dana skladiStenja na
temperaturama od 25 °Ci 4 °C pokazali su da je lipaza stabilna do 20. dana

skladistenja.
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v Rezultati mjerenja aktivnosti lipaze prilikom 100 dana skladistenja na
temperaturi od -20 °C pokazali su da je lipaza stabilna do 60. dana

skladistenja.
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