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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

A apsorbancija uzorka (-)

Acp apsorbancija glavne probe (-)

Axe apsorbancija kontrole ekstrakta (-)

Asp apsorbancija slijepe probe (-)

C maseni udio reducirajuéih $eéera u uzorku (mg gst1)
c mnoZinska koncentracija tvari (mmol dm3)

d promjer kivete (1 cm)

dA/dt promjena apsorbancije u vremenu (min?)

€ molarni ekstinkcijski koeficijent (4,9952 dm3 mmol cm™)
ms masa lignocelulozne sirovine (g)

rom okretaji po minuti (eng. revolutions per minute)

T temperatura (°C)

t vrijeme (min)

V.A. volumna aktivnost enzima (U cm3)

Ve volumen enzima u kiveti (cm?3)

Ve volumen sirovog enzimskog preparata (cm3)

Vi ukupni volumen uzorka u kiveti (cm3)

Wit udio suhe tvari lignocelulozne sirovine (%)

VR masena koncentracija reducirajucih $e¢era (mg cm3)
VR masena koncentracija reducirajucih $ecera (mg cm3)
A valna duljina (nm)

KRATICE:

PDA eng. Potato dextrose agar (agar s krumpirovom dekstrozom)



p-NPG p-nitrofenil-B-b-glukopiranozid
SMF submerzna fermentacija
SSF eng. Solid-State Fermentation (fermentacija na ¢vrstim nosacima)

TLL lipaza iz Thermomyces lanuginosus
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1. Uvod

Lignocelulozna biomasa je Siroko rasprostranjeni i lako dostupni izvor obnovljivog
ugljiika i kao takva, ima veliki potencijal primjene u lignoceluloznim biorefinerijama. Iz
lignocelulozne biomase mogudée je proizvesti Citav niz bioprodukata, kao Sto su visokovrijedni
produkti, nutritivno obogacena hrana, nutritivno obogacdeni dodatci sto¢noj hrani, razliciti
materijali (primjerice bioplastika) i energija (biogoriva). Zbog velikog broja razli¢itih tipova
lignocelulozne biomase i njenog heterogenog kemijskog sastava, regionalne dostupnosti,
sezonskog karaktera, izazova tijekom skladiStenja i/ili transporta, postoje brojni izazovi za

komercijalizaciju lignoceluloznih biorafinerija.

Jedna od ekoloskih metoda obrade lignocelulozne biomase je fermentacija na ¢vrstim
nosacima pri ¢emu se mikroorganizmi uzgajaju na lignoceluloznoj biomasi s ciliem njene

(pred)obrade i/ili modifikacije za daljnju primjenu u proizvodnji bioprodukata.

Pljevica je¢ma je po kemijskom sastavu lignocelulozni materijal. Uglavhom se
upotrebljava kao sto€na hrana, ali zbog svog kemijskog sastava mozZe se koristiti i kao supstrat
za uzgoj razli¢itih gljiva u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima u svrhu proizvodnje

visokovrijednih produkata, kao Sto je primjerice proizvodnja industrijski vaznih enzima.

Thermomyces lanuginosus je termofilna gljiva. U prirodi je prisutna kao dio mikroflore
odgovorne za razgradnju bioloskog materijala tijekom kompostiranja. 1z tog razloga, T.
lanuginosus se C&esto koristi u istraZivanjima kao radni mikroorganizam za obradu
lignoceluloznih sirovina u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima s ciljem proizvodnje
visokovrijednih proizvoda kao Sto su primjerice enzimi, ali i za proizvodnju biogoriva i

nutritivno obogaéene hrane.

U ovom radu ispitana je mogucnost iskoristenja pljevice jecma kao lignocelulozne
sirovine za uzgoj T. lanuginosus i proizvodnje termostabilnog enzima B-glukozidaze. Osim za
uzgoj radnog mikroorganizma, ispitan je potencijal razlicitih lignoceluloznih sirovina u procesu
saharifikacije i proizvodnje Seéernih hidrolizata pomocu enzimskog koktela iz T. lanuginosus

koji mogu imati daljnji potencijal za primjenu u proizvodnji bioetanola.
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2. Teorijski dio

2.1. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

Uzgoj mikroorganizama u uvjetima fermentacije na ¢vrstim supstratima (engl. ,,solid
state fermentation”, SSF) podrazumijeva procese u kojima se mikroorganizmi, najcesce
filamentne gljive, uzgajaju na évrstim supstratima, u kontroliranim uvjetima, bez prisutnosti
slobodne vode ili s minimalnom koli¢inom slobodne vode. Slobodna voda moze se nalaziti u
obliku kapljica izmedu cestica supstrata ili moZze biti u obliku tankog filma na povrsini
supstrata. Kao Sto je prikazano na slici 1, mikroorganizmi tijekom fermentacije mogu rasti na
povrsini, izmedu Cestica supstrata te u samom supstratu. Nadalje, prostor izmedu cestica
supstrata ispunjava plinovita faza zajedno s niskim udjelom slobodne vode koja je potrebna za

neometano odvijanje procesa (Mitchell i sur., 2006).

kapljice vode u
prostoru izmedu
cestica supstrata

Cestice
upstrata A

meduprostor

izmedu Eestica
supstrata ispunjen
plinom (zrakom)

voda i nutrijenti
apsorbirani na
Cestice supstrata

Slika 1. Slikoviti prikaz krute, plinovite i tekuée faze tijekom uzgoja mikroorganizama na

¢vrstim nosacima (Mitchell i sur., 2006)

S obzorom na fizikalno-kemijske karakteristike, supstrati koristeni u SSF procesu mogu
se podijeliti na inertne i neinertne. Bioloski materijali kao Sto su lignocelulozne sirovine,
pripadaju skupini neinertnih supstrata. Kao takvi, tijekom SSF procesa oni sluze kao fizicki
nosa¢ za radni mikroorganizam, ali istovremeno predstavljaju i izvor hranjivih tvari
neophodnih za proces fermentacije (Barrios-Gonzalez, 2012). Inertni nosaci nemaju ulogu
supstrata tj. izvora hranjivih tvari za mikroorganizam. U tom sluéaju, za pravilno odvijanje SSF
procesa potrebno je dodati izvore hranjivih tvari (mikro i makro nutrijente) kako bi se osigurao

rast i metabolicka aktivnost radnog mikroorganizma (Pandey i sur., 2013). U literaturi je
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navedeno nekoliko inertnih materijala koristenih u SSF kao Sto su perlit, poliuretanska pjena

(PUF), poli(stiren-divinilbencen), amberlit i vermikulit (Lareo i sur., 2006).

Kao Sto je vec navedeno, u SSF procesima slobodne vode nema ili je prisutna u malim
koli¢inama. Takve uvjete preferiraju filamentne gljive. Takoder, mali udio vode smanjuje rizik
od kontaminacije. SSF je ekoloski, energetski i ekonomski prihvatljivija metoda u odnosu na
submerzne fermentacije (SmF) (Thomas i sur., 2013; TiSma i sur., 2021). S druge strane,
prednosti SmF procesa u odnosu na SSF, su laksa kontrola procesnih parametara, moguénost
odvajanja biomase, i sl. Prednosti i nedostatci SSF procesa u odnosu na SmF procese prikazani
su u tablici 1 (Mitchell i sur., 2006). Unato¢ svim prednostima, postoje neki vazni tehnoloski
problemi koje je potrebno razmotriti kako bi se poboljsao cjelokupni SSF proces. Neki od njih
su problemi uzrokovani heterogenos$¢u sustava, kao Sto je otpor prijenosu topline i mase,
odvajanje mikroorganizama od supstrata i problemi uzorkovanja tijekom fermentacije u svrhu

kontinuiranog prac¢enja kemijskog sastava supstrata i/ili produkta (Selo i sur., 2021).

Tablica 1. Razlika izmedu SSF i SmF procesa

SSF procesi

SmF procesi

Hranjiva podloga je lignocelulozni materijal,
lako dostupan i jeftin; dodatno prihranjivanje
mineralnom otopinom ako je potrebno.

SloZena hranjiva podloga.

Nizak udio vode rizikom

kontaminacije.

rezultira manjim

Tekuéa hranjiva podloga,
kontaminacije.

mogucnost

Veéa produktivnost.

Manja produktivnost.

Otezan proces mijesanja.

Mogucénost jednostavnog mijesanja.

Nizak udio vode predstavlja problem prilikom
odvodenja metabolicke topline.

Visok udio vode olaksava
temperature u sustavu.

regulaciju

Kontrola procesnih parametara oteZana zbog
heterogenosti sustava.

Jednostavno nadziranje procesnih
parametara (temperatura, pH,
koncentracija otopljenog kisika).

Slabo istrazeni fenomeni prijelaza tvari.

Dobro poznati procesi prijenosa tvari.
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Uzgoj mikroorganizama u SSF uvjetima u zadnjih nekoliko godina postaje sve
popularnija metoda zbog svoje primjene u proizvodnji stocne hrane, goriva, hrane, kemikalija
i farmaceutskih proizvoda. U tablici 2 dan je kronoloski prikaz razvoja SSF-a (Thomas i sur.,
2013.) Osim navedenog, inovativni pristup uzgoja mikroorganizama na lignoceluloznim
supstratima, u prvom redu gljiva iz reda Polyporales, posebice roda Ganoderma, usmjeren je
k proizvodnji sve popularnijih bioloskih konstrukcijskih materijala poput imitacijskih materijala

koze (Gandia i sur., 2021).

Tablica 2. Razvoj i primjena SSF procesa tijekom godina

Razdoblje Proces

2600. pr. Kr. Proizvodnja kruha u Egiptu

2500. pr. Kr. Konzerviranje ribe pomocu Secera i soli

1000. pr. Kr. Proizvodnija sira u Aziji pomodéu Penicillium roqueforti
18. st. Galna kiselina, upotreba u tiskarstvu i Stavljenju koZze
1900. - 1920. Proizvodnja fungalnih enzima, amilaza

1940. — 1950. Proizvodnja penicilina pomoc¢u SSF i SmF procesa

1950. — 1960. Transformacije steroida pomodu funga

1960. — 1980. Proizvodnja mikotoksina; krmiva obogaéena proteinima
1980. — danas Proizvodnja alkohola i giberlinske kiseline

2.1.1. Lignocelulozni supstrati

Lignocelulozna sirovina je biljna biomasa te predstavlja najrasireniji biopolimer u

prirodi Ciji potencijal jo$ uvijek nije u potpunosti iskoristen (Palonen i Viikari, 2004).

Otpadne lignocelulozne sirovine ukljuuju poljoprivredne ostatke kao Sto su a)
pSeni¢na i rizina slama, pSeni¢ne mekinje, b) Sumski i drvni otpad kao Sto su piljevina te
usitnjeni ostaci drveca; c¢) komunalni biotpad, d) otpad koji nastaje u prehrambenoj industriji

(otpad uljarica, ostaci voca i povrca, pljevica jecma). Najveca koli¢ina otpadnih lignoceluloznih
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materijala nastaje u poljoprivrednoj, prehrambenoj i drvnoj industriji. Lignocelulozne sirovine
veéinom se spaljuju ili ostavljanju na polju, te njihov potencijal ostaje neiskoristen. Zbog svog
kemijskog sastava lignocelulozni materijali imaju veliki potencijal kao supstrat za upotrebu u

proizvodniji vrijednih biotehnoloskih proizvoda.

Glavne sastojke lignoceluloznih materijala ¢ine tri prirodna polimera, a to su celuloza,
hemiceluloza i lignin, koji tvore kompleksnu strukturu prikazanu na slici 2. SloZzena kemijska
struktura lignoceluloznog materijala, odnosno njegovih najvaZnijih sastavnica, oteZava

njegovu primjenu u proizvodnju visokovrijednih produkata (Palonen i Viikari, 2004).

N\ ' Hemiceluloza

Slika 2. Prikaz strukture lignoceluloznog materijala (Adapa i sur., 2009)

Celuloza, (C¢H100s)n, je osnovni strukturni sastojak stanicne stjenke biljne stanice
Celuloza je polisaharid graden od jedinica D-glukoze koje su linearno povezane B-(1,4)-
glikozidnom vezom (slika 3). Netopiva je u vodi i organskim otapalima. Celuloza je osnovni
sastojak mnogih industrijskih proizvoda: papira, kartona, ljepenke, vate i celuloznih vlakana za
tekstilnu industriju. Siroku primjenu nalaze i derivati celuloze (esteri i eteri) u proizvodniji
lakova, eksploziva, ljepila, filmova, celuloida i dr. Unutar stani¢ne stijenke sirovina biljnog

podrijetla, celuloza je povezana s hemicelulozom i lighinom. Zbog toga je oslobadanje celuloze
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u cilju dobivanja fermentabilnih Seéera (glukoze) iz takve strukture cesto tehnoloski izazov

(Laine, 2005).

OH

Slika 3. Struktura celuloze (Laine, 2005.)

Hemiceluloza je kompleksni ugljikohidrat graden od razli¢itih Seéera poput
pentoza (ksiloza i arabinoza), heksoza (manoza, glukoza i galaktoza) i Secernih kiselina (slika
4). Za razliku od celuloze, hemiceluloza ima razliCiti broj jedinica glukoze, duzinu i grananje
lanca. Lako se hidrolizira pomocu razrijedenih kiselina i luzina. U odnosu na celulozu i lignin,
hemiceluloza je termokemijski osjetljivija, te ¢e tijekom termokemijske predobrade prvo

reagirati bo€ne grupe, a nakon toga osnovni kostur hemiceluloze (Laine, 2005).
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Slika 4. Strukura hemiceluloze (Laine, 2005)

Lignin je, uz celulozu i hemicelulozu, jedan od najrasprostranjenijih polimera u prirodi
koji je prisutan u stani¢noj stijenci biljaka. To je amorfni heteropolimer, graden od tri
fenilpropanske jedinice (p-kumarilni alkohol, koniferilni alkohol i sinapilni alkohol), koje su

medusobno povezane razli¢itim vrstama veza (slika 5). Lignin nije topljiv u vodi zbog ¢ega ga
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je vrlo tesko razgraditi. Upravo zbog slabije razgradivosti, lignin negativno utjece na efikasnost

saharifikacije tj. koli¢inu nastalih Seéera iz lignoceluloze (Laine, 2005).

CH,OH (|:|'E'DH CH,OH
Hl Hﬁ Hﬁ
ﬂH CH -
@ C;\Dcﬂ HiCO~ i ~OCH,
OH
OH OH
p-kumaril-alkohol koniferil-alkohol sinapil-alkohol
(-hidroksicinamil-alkohol, (4-hidroksi-3- metoksicinamil- (4-hidroksi-3,5-
4-hidroksicinamil-alkohol}) alkohol) dimetoksicinamil-alkohol)

Slika 5. Osnovne gradevne jedinice lignina (Laine, 2005)

Pljevica je€ma

JeCam (Hordeum vulgare) pripada grupi strnih Zitarica (slika 6) koje rastu u klasu i mogu
narasti prosjecno od 60 - 100 cm. Glavni razlozi uzgoja jema su za potrebe stocarske
proizvodnje i sve Siru industrijsku proizvodnju zrna za potrebe pivarske industrije. U industriji
piva i viskija jeam ima posebnu vaZnost jer se od njega dobiva kvalitetan slad. Sladni sirup
upotrebljava se u pekarskoj industriji, konditorskoj, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji, u
proizvodnji alkohola, octa, kvasca i drugim proizvodima. Takoder, je¢am se koristi u hranidbi
domadih Zivotinja. Zrno je€ma ima veliku hranidbenu vrijednost, a u tovu popravlja kakvoéu
slanine i mesnih proizvoda. U suvremenoj prehrani jeCam se rijetko koristi u prehrani ljudi,
osim u zemljama u kojima teZe uspijeva psSenica. JeCam se sastoji od korijena, stabljike, listova
i klasa, na kojem se nalazi plod. Prilikom prerade dolazi do odvajanja ploda i pljevice. Plod se

dalje upotrebljava, a pljevica zaostaje te se smatra proizvodnim ostatkom.

Pljevica jeCma (slika 7) moZe biti dobar supstrat za rast gljiva bijelog truljenja u
uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima i proizvodnju Zeljenih produkata, kao Sto je

primjerice enzim B-glukozidaza (Hrgovi¢, 2006; Zivkovi¢, 2015).
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Slika 6. Plod je¢ma

Slika 7. Pljevica jeCma

2.1.2. Proizvodnja visokovrijednih produkata fermentacijom na ¢vrstim nosacima

U tablici 3 je prikazan pregled literature u kojoj su koristeni razli¢iti mikroorganizmi za
obradu razli¢itih lignoceluloznih sirovna s ciljem proizvodnje razli¢itih produkata (Selo i sur.,

2021)
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Tablica 3. Mikroorganizmi i supstrati koristeni za proizvodnju visokovrijednih produkata (Selo

i sur., 2021)
Mikroogranzimi Supstrati Produkti
Trametes versicolor | Komine rajcice Lakaze, ksilanaze,
proteaze

Aspergillus niger

Brasno od sjemenki

Fenolni spojevi

Filamentozne gljive granadile
Thermomyces Uljana komina | lipaze
lanuginosus bundeve bez ljuski
Phanerochaete Komina od jabuke Fenolni antioksidansi
chrysosporium
Actinomucor elegans | Komina od grozda v-linolenska kiselina i
Umbelopsis karotenoidi
isabellina
Actinobacillus Hidrolizat voca i | jantarna kiselina
Bakterije succinogenes povréa
Cupriavidus necator | Sojin kola¢, babassu | biorazgradivi polimeri
Kolag (polihidroksialkanoati,
PHA)
Aktivni suhi kvasac PSenic¢ne mekinje Poboljsanje
Kvasci prehrambenih, fizickih

i nutritivnih svojstava

pSeniénih mekinja

Saccharomyces

cerevisiae

Ostaci klipa

kukuruza

etanol

U literaturi nema dostupnih podataka o primjeni pljevice je¢ma kao supstrata za uzgoj

mikroorganizama u uvjetima fermentacije na évrstim nosacima, no postoje podatci o primjeni

pivskog tropa. Pivski trop je nusproizvod pivarske industrije i ini 85 % otpada od proizvodnje

piva. Koristen je kao supstrat za proizvodnju hidrolitickih (ksilanaze, B-glukozidaze i celulaze) i

11
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lignolitickih (lakaza, mangan peroksidaza i lignin peroksidaza) enzima. Nakon obrade s T.
versicolor doslo je do povecanja udjela proteina, pepela, polifenolnih spojeva i Secera (Zeko-

Pivacisur., 2022).
2.1.3. Vrste bioreaktora koriStenih u fermentaciji na ¢vrstim nosac¢ima

Prilikom odabira bioreaktora za SSF, vazno je omoguditi kontinuiranu dobavu kisika,
uklanjanje ugljikovog dioksida, dobro mijesanje, odvodnju topline, sprjecavanje
kontaminacije, kao i kontinuiranu kontrolu procesnih parametara (Pandey i sur., 2003). Postoji
veliki broj razli¢itih laboratorijskih izvedbi SSF reaktora, dok je njihova industrijska primjena
jo$ uvijek limitirana. Laboratorijskim SSF bioreaktorima pripadaju i Petrijeve zdjelice,
staklenke, Erlenmeyerove tikvice sa Sirokim grlom, Roux boce i valjak boce, no u ovim

izvedbama nije moguce provoditi aeraciju u mijeSanje (Durand i sur., 2003).

Vrste SSF bioreaktora obzirom na nacin mjeSanja i aeracije prikazani su na slici 8.
Razlikuju se dva nacina aeracije kod SSF bioreaktora: kruzenje zraka oko supstrata i prisilno
propuhivanje zraka kroz supstrat. S obzirom na mijesanje razlikujemo tri vrste bioreaktora:
bioreaktori kod kojih nema mijeSanja (Cvrsti sloj miruje), bioreaktori kod kojih se ¢vrsti sloj
mijesa svakih nekoliko sati ili jednom dnevno i bioreaktori kod kojih se ¢vrsti sloj ¢esto mijesa

(nekoliko puta na sat) (Mitchell i sur., 2006).
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Slika 8. Podjela bioreaktora s obzirom na aeraciju i mijeSanje (Mitchell i sur., 2006)

2.1.4. Thermomyces lanuginosus

Thermomyces lanuginosus je termofilna gljiva, koja je uglavnom istraZzivana za
proizvodnju raznih enzima od komercijalnog interesa, ukljuujuéi B-glukozidazu. Ova gljiva je
diljem svijeta uzgajana na raznim lignoceluloznim sirovinama kao $to su pljevica jeéma, bucina
pogaca, pljevica pira, pivski trop, trop grozda, itd. Sojevi ove gljive rastu u temperaturnom
rasponu izmedu 20 °Ci 60 °C, pri ¢emu je optimalna temperatura oko 50 °C (Singh i sur., 2003).

Optimalni pH za rast vecine sojeva T. lanuginosus je 6,5.

U prirodi se T. lanuginosus nalazi u suhim i vodenim travnjacima, ilovadi i sedimentima,
te na organskim supstratima kao Sto su stabljike, korijenje i lisS¢e, kompostima raznih biljnih

materijala te izmetima ptica i sisavaca (Singh i sur., 2003).

T. lanuginosus priprada deuteromicetama (,nesavrsenim” gljivama) zato jer se
razmnozavaju nespolno stvarajuci aleurokonidije. Na odgovarajué¢im supstratima, kolonije ove
gljive brzo rastu (za dva dana), do promjera od 2,5 do 5 cm pri temperaturi od 45 °C do 50 °C.

Na pocetku, kolonije su bijele boje i veli¢ine su oko 1mm, ali ubrzo postanu sive ili sivkasto-
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zelene. Nakon nekog vremena, kolonije postaju ljubi¢asto-smede. Zrele kolonije su tamno

smede do crne boje (Singh i sur., 2003).

T. lanuginosus ne moZze rasti u anaerobnim uvjetima. Osim kisika, gljivi je za normalan rast
potreban i ugljikov dioksid radi asimilacije piruvat karboksilaze koja omoguéuje normalno
odvijanje procesa glukoneogeneze. Kao izvor ugljika, ova gljiva najcesce koristi hemicelulozu

(Singh i sur., 2003).
2.1.5. Hidroliticki enzimi iz Thermomyces lanuginosus

Lipaze kataliziraju Sirok raspon reakcija kao Sto su hidroliza, esterifikacija i
transesterifikacija. Lipaze iz T. lanuginosus (TLL) posjeduju temperaturnu i pH stabilnost,
kompatibilnost s organskim otapalima i afinitet prema razli¢itim supstratima. Kod eukariota,
enzim lipaza je koriSten u razli¢itim fazama metabolizma kao S$to su razgradnja masti,
apsorpcija, promjena sastava i metabolizma lipoproteina (Sibali¢ i sur., 2020). Lipaze imaju
veliku industrijsku primjenu, a neke od njih su proizvodnja biodizela i detergenata,

farmaceutskih proizvoda, koze, tekstila, te u industriji papira.

a-amilaza je dimerni enzim koji katalizira hidrolizu Skroba, amiloze i amilopektina. a-
amilaza iz T. lanuginosus najaktivnija je u blago kiselim uvjetima i na temperaturi od 65 °C.
(Singh i sur., 2003). a-amilaze imaju veliku primjenu u prehrambenoj industriji, proizvodniji

detergenata i farmaceutskih proizvoda, tekstila i u industriji papira.

Ksilanaza iz T. lanuginosus je polipeptid od 225 aminokiselina i vrlo je sli¢na s ksilanazama
iz drugih izvora, ali se razlikuje u prisutnosti disulfidnog mosta koji ve¢ina mezofilnih ksilanaza
nema i povecéane gustode nabijenih ostataka u proteinu. Dok se temperaturni optimumi vecine
ksilanaza kreéu od 55 °C do 65 °C, ksilanaze nekih sojeva T. lanuginosus optimalnu aktivnost
pokazuju na 70 °C do 80 °C. Ksilanaze se primjenjuju u industriji hrane, sto¢ne hrane te
industriji celuloze i papira jer se mogu koristiti za razgradnju ksilana u industrijskim enzimskim

reakcijama (Singh i sur., 2003).

Hitinaze su glikozil hidrolaze koje kataliziraju razgradnju B-1,4 veze u hitinu. Aktivni su u

Sirokom rasponu pH (3,0 — 11,0) i temperature (30 — 60 °C). Hitinaze su bioloski korisne jer
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razgraduju biopolimer hitin. Hitin predstavlja ozbiljan ekoloski problem (hitinski otpad), a
godiSnje ga nastane do 100 milijardi tona. Hitinaze se koristiti u razgradnji hitina u sirovim
ljuSturama rakova bez prethodne obrade jakim kemikalijama, a takoder imaju primjenu u

medicini jer je otkriveno da hitinaza ima antifungalna svojstva (Singh i sur., 2003).

B-glukozidaza je enzim prisutan u raznim vrstama Zivih organizama. Poznata je kao
ucinkovit biokatalizator hidrolize raznih glikozida. B-glukozidaza je enzim koji se sastoji od dva
polipeptidna lanca molekulske mase od 200 000 g mol*. B-D glukozidaza hidrolizira glukozidne
supstrate koji sadrzi terminalni, nereducirajuéi ostatak B-D-glukoze s ciljem oslobadanja
glukoze (Lin i sur., 1999). Najc¢es¢a upotreba ovog enzima je u svrhu poboljSanja arome vina,
Cajeva i voca te u hidrolizi celuloze. Nedostatci Sire primjene su zbog nestabilnosti enzima i

visokih troSkova regeneracije enzima (Lin i sur., 1999; Zhou i sur., 2013).
2.1.5. Saharifikacija lignoceluloznih sirovina

Kao Sto je veé navedeno, saharifikacija je proces u kojem se lignocelulozni materijali,
to¢nije hemiceluloza i celuloza hidroliziraju na osnovne gradevne jedinice (monosaharide,
pentoze i heksoze) uz prisustvo katalizatora. Kako bi doSlo do oslobadanja jednostavnih
Secera, potrebno je provesti predobradu sirovine na nacin da se ukloni lignin i razbije kristalna

struktura celuloze.

Osnovni nacini predobrade lignocelulozne sirovine uklju¢uje kemijske, fizikalne i bioloske
metode. Najpoznatiji fizikalni procesi su ekstruzija, obrada s kipu¢om vodom i parnom
eksplozijom. Prilikom ekstruzije, biomasa se u ekstruderu mijesa, zagrijava i smice. Ovo
rezultira fizikalnom i kemijskom promjenom celuloze, hemiceluloze i lignina, $to dovodi do
povecéane enzimske dostupnosti celuloze. Kod saharifikacije s parnom eksplozijom, biomasa
se izlaze visokim temperaturama (150 — 260 °C) i tlaku (20 — 50 bar) nekoliko minuta te se
nakon toga uspostavlja atmosferski tlak koji uzrokuje eksploziju materijala i posljedi¢no lakse
uklanjanje lignina. Prilikom saharifikacije s kipu¢om vodom, koristi se kipuc¢a voda s ciljem
lakse konverzije biomase u glukozu. Glavna prednost fizikalnih procesa je dobivanje velike
koli¢ine Seéera, nekoristenje kemikalija i toksi¢nih spojeva. Glavni nedostatak su energetski

zahtjevni uvjeti odvijanja procesa (visoka temperatura i tlak) (Capolupo i sur., 2016).
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Najpoznatiji primjeri kemijske saharifikacije su saharifikacija organskim otapalima i
ozonoliza. Kod saharifikacije organskim otapalima, materijali se mijeSaju s organskim
otapalima i vodom i zagrijavaju se na temperaturi od 150 — 200 °C ovisno o vrsti materijala, u
svrhu otapanja lignina i hemiceluloze te kako bi ostala celuloza u krutom ostatku. Oznoliza je
proces u kojem ozon oSteduje lignin reagirajuéi s aromatskom strukturom biomase pri ¢emu
se takoder oslobadaju i razne kiseline i aldehidi. Glavne prednosti kemijske saharifikacije su
dobra razgradnja lignina i sigurnost za okolis. Glavni nedostatak su visoki troskovi ozona

(Capolupoiisur., 2016).

Bioloska saharifikacija postaje sve popularnija metoda zbog efikasnosti i ekonomicnosti, a
moze se provoditi s mikroorganizmima i enzimima. Ove metode imaju prednost u odnosu na
prethodno navedene zbog toga Sto se provode pri blagim procesnim uvjetima pH i

temperature i ne koriste se za okoli$ neprihvatljive kemikalije (Capolupo i sur., 2016).
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3.1. Zadatak

Cilj ovog rada bio je :
a) ispitati moguénost iskoristenja pljevice je€cma kao supstrata za uzgoj termofilne gljive
T. lanuginosus

b) proizvestii karakterizirati enzim B-glukozidazu

c) ispitati ucinkovitost B-glukozidaze u procesu saharifikacije pljevice pira, bucine

pogace i tropa grozda

3.2. Materijali

3.2.1. Supstrat i mikroorganizam

Istrazivanja su provedena na pljevici jeéma (BC Institut, Zagreb). Prije provedbe

fermentacije, pljevica je€ma je skladistena u zamrzivacu na -20 °C.

Radni mikroorganizam koristen u ovom radu je Thermomyces lanuginosus Tsiklinsky
(ATCC®76323™) (DSMZ Institut, Njemacka). Prije provedbe eksperimenata, kultura je
uzgajana na PDA (Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italija) uz dodatak kvasceva

ekstrakta (0,5 %, w/v) (Roseto degli Abruzzi TE, Italija) deset dana pri 45 °C.
3.2.2. Kemikalije

Za provedbu eksperimenata koristene su slijedece kemikalije: Kalijev natrijev tartarat
(Fischer Scientific, Velika Britanija), 3,5-dinitrosalicilna kiselina (Acros Organics, Belgija), 1M
NaOH (Gram Mol, Hrvatska), Bradford reagens (PTFOS), natrij karbonat (Kemika, Hrvatska), p-
nitrofenil-B-D-glukopiranozid (Across Organics, Belgija), natrij-fosfat bezvodni (Fischer

Scientific, Velika Britanija), natrij-fosfat monohidrat (Acros Organics, Belgija).
3.2.3. Priprema pufera

Natrij-citratni pufer pripremljen je u pH podrucju 3,0 4,0 5,0 6,0. Pufer je pripremljen

na nacin da se otopi odredena masa limunske kiseline, CéHgO7:H,0 i odredena masa trinatrijev
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citrat dihidrata, C¢HsNa307-2H,0 u 100 cm? vode (tablica 4). Nakon svake odvage i otapanja u

100 cm3vode pH je provjeravan pH-metrom.

Tablica 4. Priprema natrij-citratnog pufera

H CeHgO7:H,0 CeHsNasz07:2H,0
P ¢ =100 mmol dm-3 ¢ =100 mmol dm3
m (g) m (g)
3,0 1,72 0,53
4,0 1,24 1,21
5,0 0,74 1,91
6,0 0,24 2,60

Natrij-fosfatni pufer pripremljen je pri pH 6,0 7,0 i 8,0 na nacin da su pomijeSane dvije

otopine (natrijev fosfat monobazni monohidrat (NaH;POas-H;0) i natrijev fosfat dibazni

bezvodni (Na2HPO4)) u odgovarajué¢em volumenu kako bi se dobio Zeljeni pH (tablica 5). Nakon

$to su otopine pomije$ane, dodano je 50 cm? destilirane vode. Nakon pripreme pufera, pH je

provjeravan s pH-metrom. Proces pripreme potrebnih otopina prikazan je u tablici 6.

Tablica 5. Priprema natrij-fosfatnog pufera

pH NaH2PO4-H,0 Na;HPO4 H,O
V (cm3) V (cm?3) V (cm?3)
6,0 44,29 571 50
7,0 19,87 30,13 50
8,0 3,52 46,48 50

Tablica 6. Priprema otopina NaH;P04-H,0 i Na;HPO4

H NaH;P04-H20 Na;HPO4
P ¢ =200 mmol dm-3 ¢ =200 mmol dm3
m (g) Vi2o (cm?) m (g) Vi2o (cm?)
6,0 1,3799 50 0,2839 10
7,0 0,6900 25 0,9937 35
8,0 0,1380 5 1,4196 50
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3.2.4. Priprema otopine supstrata

Otopina supstrata p-nitrofenil-B-D-glukopiranozida (p-NPG) za mjerenje aktivnosti

enzima pripremljena je otapanjem p-NPG u puferu u koncentraciji od 1 mmol dm3.
3.2.5. Priprema otopine natrijeva karbonata

Otopina natrijeva karbonata pripremljena je tako Sto je u 100ml destilirane vode

otopljeno 2,12 g natrijeva karbonata. Molarna masa Na,COs iznosi 105,99 g mol?
3.2.6. Priprema DNS reagensa

DNS reagens pripremljen je otapanjem 10,9 g 3,5-dinitrosalicilne kiseline u 400 cm3 0,5
mol dm=3 NaOH pri 60 °C. Zatim je postupno otopljen kalijev-natrijev tartarat (150 g). Otopina
je potom prenesena u odmjernu tikvicu od 500 cm3. Nakon hladenja, tikvica je nadopunjena

do oznake. DNS reagens ¢uvan je na tamnom do koristenja.

3.3. Metode

3.3.1. Bioloska obrada supstrata

Fermentacija na c¢vrstim nosadima provedena je u laboratorijskim staklenkama
ukupnog volumena 650 cm3. U laboratorijske staklenke odvagano je 30 g pljevice jema te je
dodano 60 cm? destilirane vode s ciljem provedbe korekcije podetne vlaZznosti supstrata na
udio vlage od 70%. Uzorci su potom sterilizirani u autoklavu tijekom 15 minuta na 121 °C

(ASTELL AMA270, Kent, Ujedinjeno Kraljevstvo) (slika 9).
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Slika 9. Autoklav

Nakon sterilizacije, uzorci su ohladeni na sobnu temperaturu te inokulirani je s 5
micelijskih diskova T. lanuginosus na PDA agaru (@ = 1 cm) suspendiranih u 5 cm?3 sterilizirane
destilirane vode. Za proizvodnju enzima B-glukozidaze, SSF proces je trajao 9 dana u
inkubatoru (BINDER GmbH, KB 115, Njemacka) (slika 10) s ventilacijom postavljenom na 20 %

i 45 °C. Ukupno je pripremljeno 20 laboratorijskih staklenki, za svaki dan fermentacije 2

laboratorijske staklenke.
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Slika 10. Laboratorijski inkubator

3.3.2. Ekstrakcija enzima

Nakon fermentacije provedena je ekstrakcija B-glukozidaze. Za pripremu ekstrakta
enzima, izvagano je 2 g bioloski obradenog uzorka u plasti¢ne kivete i dodano 10 cm? 0,1
mol/dm3 citratnog pufera pH = 7,0. Ekstrakcija je provedena u trajanju od 15 minuta pri sobnoj
temperaturi, a uzorci su mijesani 30 sekundi svakih 5 minuta na vorteks mijesalici (Vortex MX-
S, DLAB Scientific, Kina). Nakon ekstrakcije uzorci su izbistreni centrifugiranjem pri 5 000 rpm
(5 min, 20 °C) (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka) (slika 11). Dobiveni

supernatant koriSten je za odredivanje aktivnosti B-glukozidaze.
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Slika 11. Centrifuga

3.3.3. Mjerenje aktivnosti B-glukozidaze

Aktivnost B-glukozidaze mjerena je spektrofotometrijski (UV-1280 UV-VIS
Spectrophotometer, Shimadzu, Japan) (slika 12) pri valnoj duljini A = 400 nm testom fiksnog
vremena (engl. “end point assay”) uz supstrat p-NPG prema modificiranoj metodi Karpe i
suradnika (Karpe i sur., 2017). Mjerenje je provedeno u tri paralele prema protokolu

prikazanom u tablici 7.

Tablica 7. Slijed provedbe spektrofotometrijskog mjerenja aktivnosti B-glukozidaze

supstrat 0,9 cm3 0,9 cm3 0,9 cm3

ekstrakt enzima 0,1 cm3

vorteksiranje 10 sekundi, inkubacija 50 °C, 5 minuta

Na2CO0s3 (0,2 mol dm3) 1,5cm?3 1,5 cm? 1,5 cm3
ekstrakt enzima 0,1 cm?
pufer 0,1 cm?

vorteksiranje 10 sekundi, spektrofotometrijsko mjerenje
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Volumna aktivnost B-glukozidaze izra¢unata je prema formuli:

v, dA

V.A. =
e-d-V, dt

gdje je:

V.A. = volumna aktivnost enzima (U cm™3)

V. = ukupni volumen uzorka u kiveti (cm3)

Ve = volumen enzima u kiveti (cm?3)

€ = ekstinkcijski koeficijent (4,9952 dm3® mmol cm™)
d = promjer kivete (1 cm)

dA/dt = promjena apsorbancije u vremenu (min)

Promjena apsorbancije u vremenu (dA/dt) izraCunata je prema sljedeéoj formuli:

dA _ (Age — Asp) = (Axz — Asp)
dt t

gdje je:

Acp = apsorbancija glavne probe

Asp = apsorbancija slijepe probe

Axke = apsorbancija kontrole ekstrakta

t = vrijeme (min)
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Slika 12. Spektrofotometar

3.3.4. Odredivanje suhe tvari

Udio suhe tvari u svim uzorcima odreden je termogravimetrijskom metodom na
uredaju za radijacijsko-infracrveno susenje (HR-73, Mettler Toledo) primjenom standardne
metode susSenja pri temperaturi od 105 °C kako slijedi: 2 + 0,01 g uzorka odvagano je na
aluminijsku pliticu uredaja te je provedeno susenje do konstantne mase (gubitak mase od 1
mg u 50 s) (Planini¢ i sur. 2004). Odredivanje suhe tvari za sve uzorke provedeno je u dvije

paralelne probe.
3.3.5. Utjecaj pH vrijednosti na aktivnost B-glukozidaze

Za odredivanje ovisnosti aktivnosti enzima o pH vrijednosti, provedena je proizvodnja
enzima B-glukozidaze prema prethodno opisanom protokolu u trajanju od 8 dana. Nakon
fermentacije, provedena je ekstrakcija enzima u razli¢itim puferima. U ovom istraZivanju
koristena su dva razli¢ita pufera u razlicitom pH podrucju. Natrij-citratni pufer pripremljen je
u pH podrudju od 3 do 6. Natrij-fosfatni pufer pripremljen je u pH podrucju od 6 do 8. Supstrat
koriSten za mjerenje aktivnosti B-glukozidaze (p-NPG) otopljen je u koncentraciji od 0,1 mol
dm= u navedenim puferima te je provedeno mjerenje aktivnosti B-glukozidaze prema

prethodno opisanom protokolu.
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3.3.6. Utjecaj temperature na aktivnost B-glukozidaze

Za odredivanje ovisnosti aktivnosti enzima B-glukozidaze o temperaturi, provedena je
proizvodnja enzima B-glukozidaze prema prethodno opisanom protokolu u trajanju od 8 dana.
Nakon fermentacije, provedena je ekstrakcija enzima u natrij-fosfatnom puferu (pH = 6) prema
prethodno opisanom protokolu. Supstrat koriSten za mjerenje aktivnosti B-glukozidaze (p-
NPG) otopljen je u koncentraciji od 0,1 mol dm= u natrij-fosfatnom puferu (pH = 6). Mjerenje
aktivnosti enzima provedeno je prema protokolu opisanom u poglavlju 3. (tablica 7) u

temperaturnom rasponu od 30 °C do 80 °C.

3.3.7. Utjecaj koncentracije supstrata na aktivnost B-glukozidaze

Za odredivanje ovisnosti koncentracije p-NPG-a na aktivnost [-glukozidaze,
pripremljene temeljne otopine supstrata u razli¢itim pocetnim koncentracijama. Aktivnost
enzima izmjerena je prema prethodno opisanom protokolu s koncentracijom supstrata u

podruéju od 0,25 mmol dm= do 15 mmol dm3.

3.3.8. Utjecaj uvjeta skladistenja na aktivnost B-glukozidaze

Nakon proizvodnje enzima prema opisanom protokolu u trajanju fermentacije od 8
dana, sirovi enzimski ekstrakti skladisteni su na tri temperature (25 °C, 4 °C i -20 °C) te je
tijekom 75 dana provedeno mjerenje aktivnosti enzima. Da bi se ispitao utjecaj zamrzavanja i
odmrzavanja enzimskog ekstrakta na aktivnost B-glukozidaze, enzimski ekstrakti skladisteni su
zasebno za pojedini dan mjerenja. Takoder, pripremljen je enzimski ekstrakt koji se na dan

mjerenja odmrzavao i ponovno zamrzavao i skladistio do idu¢eg dana mjerenja.

3.3.9. Utjecaj poviSene temperature na stabilnost B-glukozidaze

Za odredivanje stabilnosti enzima B-glukozidaze pri povisenoj temperaturi provedeno
je temperiranje enzimskog ekstrakta pri 50 °Ci 60 °C. Aktivnost enzima mjerenja je tijekom 24

sata prema prethodno opisanom protokolu.
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3.3.10. Saharifikacija lignoceluloznih sirovina pomocu enzimskog preparata iz T. lanuginosus

U ovom dijelu istraZzivanja provedena je saharifikacija odabranih lignoceluloznih
sirovina (pljevica pira, bucina pogaca i trop grozda), katalizirane pomocu sirovog enzimskog
preparata iz T. lanuginosus. U tu svrhu, provedena je proizvodnja enzima prema prethodno
opisanom protokolu u trajanju od 8 dana. Nakon fermentacije, provedena je ekstrakcija
enzima u natrij-fosfatnom puferu (pH = 6) prema prethodno opisanom protokolu. Pljevica pira,
bucina pogaca i trop groZda sterilizirani su u autoklavu te je provedena hidroliza s razlicitom
pocetnom masom lignocelulozne sirovine (1,5 g i 2 g). Enzimska hidroliza zapoceta je
dodatkom 4 cm3 enzimskog pripravka uz istovremenu provedbu slijepe probe za koju je
umjesto enzimskog pripravka koristen isti volumen pufera. Hidroliza je provedena u trajanju
od 18 sati u vodenoj kupelji s tresnjom (150 rpm, 45 °C) (JULABO, SW22, Seelbach, Njemacka)
(slika 13). Nakon saharifikacije, uzorci su centrifugirani 5 minuta na 5000 g te je u dobivenom

supernatantu izmjerena koncentracija reducirajucih Seéera.

Slika 13. Vodena kupelj

3.3.11. Analiza reducirajucih Se¢era DNS metodom

Koncentracija reducirajuc¢ih Secera mjerena je na slijedeci nacin: u staklenu epruvetu
dodano je 0,1 cm® uzorka i 1500 cm3 DNS reagensa. Nakon vorteksiranja, provedena je
inkubacija u vodenoj kupelji 5 minuta pri 100 °C. Uzorci su ohladeni tijekom 10 minuta u

hladnoj vodenoj kupelji, vorteksirani te je izmjerena apsorbancija pri 540 nm nasuprot slijepe
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probe. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin uz dodatak 0,1 cm? pufera umjesto uzorka.
Koncentracija reducirajuéih Secera izracunata je iz bazdarnog pravca. Za pripremu bazdarnog

pravca koristena je glukoza kao standard pripremljen u koncentraciji od 0,2 do 1 mg cm™.
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4.Rezultati i rasprava

4.1. Profil proizvodnje enzima B-glukozidaza tijekom fermentacije na cvrstim

nosacima

Proizvodnja enzima B-glukozidaze uzgojem gljive T. lanuginosus provedena je u
uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima na pljevici jema u trajanju od 9 dana. Svakog
dana, u vremenskom razmaku od 24h, uzimani su uzorci iz laboratorijskih staklenki te su
pripremljeni ekstrakti u kojima je odredena aktivnost enzima B-glukozidaze. Analize su
provedene u dvije paralelne probe. Rezultati volumne aktivnosti B-glukozidaze tijekom uzgoja
gliive T. lanuginosus na pljevici je€ma prikazani su na slici 14 kao srednja vrijednost dva
mjerenja. Prema dobivenim rezultatima, maksimalna aktivnost B-glukozidaze zabiljezena je
nakon 8 dana fermentacije te je iznosila 4,49 U cm™3. U istraZivanju koje su proveli Lin i sur.
(1999) provedena je proizvodnja enzima B-glukozidaze submerznim uzgojem T. lanuginosus-
SSBP uz dodatak grubo usitnjenog zrna kukuruza. Izmjerena aktivnosti B-glukozidaze nakon 7

dana fermentacije iznosila je 4,20 U cm?3.

5,0
4,0 -
3,0 4

2,0 -

V.A. (U/cm3)

1,0 +

0,0 —II
3 4

Slika 14. Volumna aktivnost enzima B-glukozidaza tijekom uzgoja T. lanuginosus na
pljevici jeéma tijekom 9 dana fermentacije
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4.1.1. Udio vlage supstrata tijekom proizvodnje 8-glukozidaze

Budué¢i da se uzgoj mikroorganizama na ¢&vrstim nosadima provodi u okolini sa
smanjenim udjelom vlage i bez prisutnosti slobodne vode, od velike je vaznosti provesti
monitoring udjela vlage supstrata tijekom procesa fermentacije. Udio vlage tijekom provedbe
SSF procesa u ovisnosti je o po¢etnom udjelu vode, o koli¢ini vode koja se oslobodi tijekom
respiracije radnog mikroorganizma, o utroSenoj vodi tijekom metabolizma gljive kao i o vodi
koja se gubi tijekom hidrolize sloZzenih komponenti supstrata (poput polisaharida) te tijekom
isparavanja (Nagel i sur., 2000). 1z navedenih razloga provedeno je mjerenje udjela vlage
supstrata tijekom SSF procesa. Iz slike 15 vidljivo je kako se udio vlage smanjivao tijekom
fermentacije, te se udio vlage smanjio sa pocetnih 70% na 23,66%. Ovaj udio vlage nije
dovoljan za rast gljive u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosac¢ima te je iz navedenog razloga
SFF proces zaustavljen nakon 9. dana. Takoder, smanjenje udjela vlage supstrata moze

opravdati smanjenje volumne aktivnosti B-glukozidaze prikazano u prethodnom poglavlju.

80
70 l
60 —+ Y o

50 —+ ‘ °
40 +
30 + .
20 4
10 +

0 I I I I I I I I I

Wy0 (%)

t (dan)

Slika 15. Promjena pocetnog udjela vlage supstrata tijekom fermentacije
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4.2. Karakterizacija neprocis¢ene B-glukozidaze

4.2.1. Utjecaj pH vrijednosti reakcijskog medija na aktivnost B-glukozidaze

U svrhu ispitivanja utjecaja pH na aktivnost B-glukozidaze koriSteni su natrij-citratni
pufer u pH podrudju od 3 do 6, te natrij-fosfatni pufer u pH podrucju od 6 do 8. Prema
dobivenim rezultatima prikazanih na slici 16, moZe se zakljuciti da je najveéa aktivnost -
glukozidaze (9,7 U cm3) zabiljeZzena primjenom natrij-fosfatnog pufera pri pH 6. Iz rezultata se
moze zakljuciti da enzim B-glukozidaza pokazuje veéu aktivnost u fosfatnom puferu nego u
citratnom puferu pri istom pH. Prilikom povecanja ili snizenja pH dolazi do znacajnog
smanjenja aktivnosti B-glukozidaze te se moze zakljuciti da enzim nije stabilan u Sirokom
rasponu pH. U istrazivanju koje su proveli Lin i sur. (1999) provedena je proizvodnja enzima f3-
glukozidaze submerznim uzgojem T. lanuginosus-SSBP. Aktivnost enzima je bila najveéa pri pH

6, a znatno se aktivnost smanijila pri pH 8.

12 +
- @ Citratni pufer
10 T é
. - @ Fosfatni pufer
mE 8 T
O C ® o
S 67
< C
~ 47T o
2 o
C ([
0 I I ® I I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Slika 16. Ovisnost aktivnosti enzima B-glukozidaza o pH
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4.2.2. Utjecaj temperature na aktivnost B-glukozidaze

O ovom istrazivanju ispitan je utjecaj temperature na volumnu aktivnost enzima [3-
glukozidaza u reakciji hidrolize supstrata p-nitrofenil-8-D-glukopiranozida. Prema rezultatima
moze se zakljuciti da enzim B-glukozidaza pokazuje maksimalnu aktivnosti pri 65 °C te je ona
iznosila 13 U cm3 (Slika 17.).Daljnjim poveéanjem temperature dolazi do smanjenja aktivnosti
enzima. Poveéanjem temperature za 10 °C rezultiralo je redukcijom enzimske aktivnosti za
80%. U istraZivanju koje su proveli Lin i sur. (1999), najveda aktivnost enzima je zabiljeZzena pri

temperaturi od 65 °C, a veé pri temperaturi od 75°C aktivnost enzima je opala za 83.3%.

14
12 + L
_ 10t o *
= 67
S 4+ ® °
2 + °
0 —r
20 30 40 50 60 70 8 90
T(°C)

Slika 17. Ovisnost aktivnosti enzima B-glukozidaza o temperaturi

4.2.3. Utjecaj koncentracije supstrata na aktivnost B-glukozidaze

Za mjerenje aktivnosti enzima B-glukozidaze kao supstrat koristen je p-nitrofenil-B8-p-
glukopiranozid, glikozidni oblik molekule glukoze u kojoj je anomerni vodik zamijenjen 4-
nitrofenilnom skupinom. U reakciji kataliziranom pomocu enzima B-glukozidaze dolazi do
hidrolize glikozidne veze uz otpustanje molekule glukoze i p-nitrofenola koji daje
karakteristicno Zuto obojenje. U ovom istrazZivanju ispitan je utjecaj koncentracije supstrata
na aktivnost enzima B-glukozidaze u sirovom enzimskom ekstraktu. Prema rezultatima moze
se zaklju¢iti da povecanje koncentracije supstrata do 8 mmol dm™ rezultira povecanjem

aktivnosti enzima (Slika 18.). Daljnjim poveéanjem koncentracije supstrata dolazi do blagog
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smanjenja aktivnosti B-glukozidaze. U navedenom slucaju, smanjenje aktivnosti enzima moze
biti posljedica inhibicije enzima supstratom ili inhibicijom jednog od produkata reakcije. U
istrazivanju kojega su proveli Lin i sur. (1999) dokazano je da prisutnost glukoze u koncentraciji
od 4 mmol dm= u reakcijskom mediju moZe dovesti do smanjenja aktivnosti enzima B-
glukozidaze za 70%. Navedene Cinjenice i rezultati mogu se povezati sa smanjenom aktivnosti
enzima B-glukozidaze u sirovom enzimskom ekstraktu buduci da u je u kemijskom sastavu

pljevice je¢me prisutna glukoza (Demirel i sur., 2018) koja moZe utjecati na aktivnost enzima.

8
7__
6 + o * o + ®
EZ: ..
=)
<7 ¢
~ 2--.
1 re@
R ET Y T e T
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
¢ (mmol/dm3)

Slika 18. Ovisnost aktivnosti enzima B-glukozidaza o koncentraciji supstrata (p-NPG)

4.2.4. Utjecaj uvjeta skladiStenja na aktivnost B-glukozidaze

Stabilnost enzimskog ekstrakta, odnosno aktivnost enzima B-glukozidaze pri razli¢itim
temperaturama skladiStenja ispitana je te prikazana kao rezidualna aktivnost na slici 19.
Prema rezultatima moze se zakljuditi da se aktivnost B-glukozidaze smanjila s poéetnih 12 U
cm3 na 1 U cm tijekom 75 dana skladidtenja. Skladistenjem enzimskog preparata na 4°C i -
20°C B-glukozidaza je zadrzala pocetnu aktivnost. Medutim, uofen je negativni utjecaj
smrzavanja i odmrzavanja enzimskog pripravka (rezultati oznaceni -20 °C O/Z) na aktivnost B-
glukozidaze Sto se moZe povezati sa mehanickom denaturacijom enzima uslijed stvaranja

kristala leda vode u okolini enzima, kao i u aktivnom mjestu enzima.
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Slika 19. Rezidualna aktivnosti B-glukozidaze tijekom skladiStenja

4.2.5. Utjecaj poviSene temperature na aktivnost B-glukozidaze

Prema prethodno prikazanim rezultatima (poglavlje 4) enzim B-glukozidaza pokazuje
najvecu aktivnosti pri 65 °C. Da bi se ispitala operativna stabilnost B-glukozidaze, sirovi
enzimski pripravak inkubiran je pri povisenim temperaturama (50 °Ci 60 °C) u trajanju od 24
sata. Tijekom inkubacije periodi¢no su izuzimani uzorci te je mjerena volumna aktivnost
enzima. Rezultati su prikazani na slici 20 iz kojih se moze zakljuciti da proizvedena B-
glukozidaza pokazuje visoku operativnu stabilnost pri povisenoj temperaturi buduéi da je
enzim zadrZzao 72% pocetne aktivnosti. Razlog visoke operativne stabilnosti enzima pri

povisenim temperaturama leZi u ¢injenici Sto je enzim proizveden iz termofilne gljive.

35



4.Rezultati i rasprava

25

e
@
[ g

20

V.A. (U/cm3)
o

s | ®s0°C
®60°C

0 ||||I||||I||||Illl|I||||I||||I||||Il|||I||||I||||I||||I||||I||

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t (h)

Slika 20. Rezidualna aktivnosti B-glukozidaze nakon inkubacije pri povisenim
temperaturama

4.3. Saharifikacija odabranih lignoceluloznih sirovina neprocis¢enim enzimskim

preparatom

4.3.1. Kalibracijska krivulja za odredivanje masene koncentracije reduciraju¢ih Secera DNS

metodom

Kalibracijska krivulja za odredivanje masene koncentracije reducirajuéih Secera

prikazana je na slici 21.
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Slika 21. Kalibracijska krivulja za izraunavanje masene koncentracije reducirajucih
Secera u hidrolizatima

Prema dobivenim rezultatima ovisnosti apsorbancije o koncentraciji glukoze (slika 21) i

primjenom metodom linearne regresije dobivena je jednadzba:

y=23777-x +0,1236 3

odnosno:

Ve = 23777 -A+0,1236 4

gdje je:
Yr= masena koncentracija reducirajuéih $e¢era (mg cm3)

A = apsorbancija uzorka (izmjerena pri valnoj duljini 540 nm)

Prema jednadzbi 4 izracunate su masene koncentracije reducirajucih Sec¢era u hidrolizatima

koje su preracunate na suhu tvar uzoraka prema navedenom izrazu:

-
ng.loo >
Mg Wse

37



4.Rezultati i rasprava

gdje je:

C = maseni udio reducirajuéih $eéera u uzorku (mg gst'1)
Yr = masena koncentracija reducirajucih $ec¢era (mg cm-3)
Ve = volumen sirovog enzimskog preparata (cm?)

mys = masa lignocelulozne sirovine (g)

ws: = udio suhe tvari lignocelulozne sirovine (%)

4.3.2. Koncentracija reducirajuéih se¢era dobivenih saharifikacijom pljevice pira, bucine

pogace i tropa groZda

Saharifikacija je proces u kojem se lignocelulozni materijali, to€nije hemiceluloza i
celuloza hidroliziraju na osnovne gradevne jedinice (monosaharide, pentoze i heksoze) uz
prisustvo katalizatora. Katalizator mogu biti enzimi kao i razrijedene i koncentrirane kiseline.
Tijekom hidrolize hemiceluloza se razgraduje na smjesu Secera koju Cine pentoze (ksiloza i

arabinoza) i heksoze (galaktoza i manoza), a celuloza se razgraduje na glukozu.

U ovom istraZzivanju ispitana je mogucénost saharifikacije tri razliCite lignocelulozne
sirovine (bucina pogaca, pljevica pira i trop grozda) promjenom neprocis¢enog enzimskog
koktela dobiven uzgojem termofilne gljive T. lanuginosus s ciljem proizvodnje reducirajucih
Seéera. Saharifikacija je provedena enzimskom hidrolizom razli¢ite pofetne mase sirovine od
2 grama i 1,5 grama. Rezultati enzimske hidrolize 2 g lignocelulozne sirovine prikazani su na
slici 22, a rezultati hidrolize s 1,5 g lignocelulozne sirovine prikazani su na slici 23. Tijekom
provedbe enzimske hidrolize, usporedno je provedena slijepa proba u kojoj je umjesto

enzimskog ekstrakta koristen isti volumen pufera.

Prema dobivenim rezultatima za bucinu pogacu, koncentracija reducirajucih Seéera u

slijepoj probi bila je 8,26 mg gst* (2 g sirovine) i 13,35 mg gst* (1,5 g sirovine). Nakon provedene
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saharifikacije pomoc¢u enzimskog koktela doslo je do povecanja koncentracije reducirajuéih

Sedera na 53,55 mg g«* (2 g sirovine) i 43,99 mg g« * Sedera (1,5 g sirovine).

Prema dobivenim rezultatima za pljevicu pira, koncentracija reduciraju¢ih Secera u
slijepoj probi bila je 5,73 mg g« (2 g sirovine) i 5,67 mg gst* (1,5 g sirovine). Nakon provedene
saharifikacije pomoc¢u enzimskog koktela doslo je do povecanja koncentracije reducirajucih

Sedera na 38,98 mg g«* (2 g sirovine) i 34,29 mg g« * Sedera (1,5 g sirovine).

Prema dobivenim rezultatima za trop groZda, koncentracija reducirajuc¢ih Secera u
slijepoj probi bila je 29,60 mg gst* (2 g sirovine) i 27,86 mg g« (1,5 g sirovine). Nakon
provedene saharifikacije pomoc¢u enzimskog koktela doslo je do poveéanja koncentracije

reducirajuéih Secera na 60,68 mg g« (2 g sirovine) i 61,01 mg g« Sedera (1,5 g sirovine).

60 4 60,68

50 A
40 ~
30 A
20 4
10 A

53,55

38,98

29,60

C(mg/gy)

5,73

Bucina pogaca Pljevica pira Trop grozda

B Enzimski hidrolizat = Slijepa proba eseeee Enzimski ekstrakt

Slika 22. Maseni udio reducirajucih Seéera u Se¢ernom hidrolizatu nakon hidrolize 2 g
lignocelulozne sirovine
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C (mg/gy)
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Bucina pogaca Pljevica pira Trop grozda

s Enzimski hidrolizat ~ mmmmmm Slijepa proba  eeeeee Enzimski ekstrakt

Slika 23. Maseni udio reducirajucih Se¢era u Se¢ernom hidrolizatu nakon hidrolize
1,5 g lignocelulozne sirovine

Najveci porast koncentracije reducirajucih Se¢era u hidrolizatu (6,80 puta) zabiljezen je
saharifikacijom 2 g pljevice pira. Povecanje koncentracije reduciraju¢ih Secera u hidrolizatu
saharifikacijom 2 g bucine pogace iznosio je 6,48 puta, te 2,05 puta saharifikacijom 2 g tropa
grozda. lzmjerene razlike u koncentracijama reducirajuéih Secera mogu se povezati s

kemijskim sastavom odabranih lignoceluloznih sirovina.

Karakteristike koje cine lignoceluloznu biomasu otpornom razgradnji su kristalna
struktura celuloze, hemiceluloza koja je smjeStena izmedu makro- i mikrofibrilne celuloze te
lignin koji je odgovoran za strukturnu stabilnost i ispunjava prostor izmedu hemiceluloze i
celuloze (Selo i sur., 2023). Nadalje, u istrazivanjima koje su proveli Winger i sur. (2014),
najveca aktivnost hidrolitickih enzima iz T. lanuginosus izmjerena je za enzime a-galaktozidaza,
B-ksilanaza i B-glukozidaza te B-ksilozidaza, a-arabinozidaza i f-manozidaza bitnih za proces
saharifikacije hemiceluloze. Prema literaturnim podacima, udio hemiceluloze u pljevici pira
iznosi 24,28%, u bucinoj pogaci 6,69% te 8,55% za trop grozda (Budzaki i sur., 2018; de Barros

i sur., 2019; Selo i sur., 2023). Navedene ¢injenice mogu objasniti rezultate dobivene za
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saharifikaciju pljevice pira u ovom istrazivanju bududi da ona, od svih ispitanih materijala,

sadrZi najveéi udio hemiceluloze.

Najmanji porast koncentracije reduciraju¢ih Secera primjenom tropa grozda kao
lighocelulozne sirovine moze se povezati sa ¢injenicom da je zabiljeZzena najveca koncentracija
Secera u slijepoj probi za trop grozda. Visoka koncentracija slobodnih Secera moze djelovati
inhibicijski na aktivnost hidrolitickih enzima. U istraZivanju koje su proveli Rohman i sur. (2018)
dokazan je inhibitorski ucinak produkata hidrolize hemiceluloze (arabinoza i ksiloza) na
hidroliticke enzime. Osim reducirajucih Secera, trop grozda u svom kemijskom sastavu ima
znacajno vedi udio lignina (31,35%) u odnosu na bucinu pogacu (0,74%), i pljevicu pira (14,77%)
(Budzaki i sur., 2018; de Barros i sur., 2019; Selo i sur., 2023). Buduéi da lignin svojom
kompleksnom polimernom strukturom omeduje hemicelulozu i celulozu, udio lignina u
sirovini znacajno utjece na tijek i iskoriStenje procesa saharifikacije, Sto je izravno utjecalo na
rezultate u ovom istrazivanju. Iz tog razloga, da bi se osiguralo maksimalno iskoristenje
procesa saharifikacije te poveéao prinos reducirajucih Secera u hidrolizatu, prije enzimske
hidrolize potrebno je provesti odgovaraju¢u predobradu lignocelulozne sirovine kako bi se
uklonila ligninska barijera i razbila kristalna struktura celuloze (Capolupo i Faraco, 2016).
Prilikom odabira metode za predobradu lignocelulozne sirovine bitno je uzeti u obzir i
potencijalne derivate koji nastaju tijekom predobrade (poput furana, alifatskih kiselina i
aromatskih spojeva) koji mogu djelovati inhibitorski na hidroliticke enzime (Hidayatullah i sur.,
2020). Kumar isur. (2017) su proveli proces saharifikacije lignoceluloznih sirovina na tri nacina,
bez predobrade i uz predobradu pomocu natrijeva hidroksida i vodikova peroksida. Najveéa
koncentracija Secera izmjerena je kod sirovina koje su bile tretirane s vodikovim peroksidom.
Razlog leZi u Cinjenici Sto vodikov peroksid utje€e na razgradnju lignina i posljedi¢no nastaje
veéa kolicina Secera tijekom saharifikacije. Osim toga, tijekom tretmana s vodikovim
peroksidom doslo je do manje akumulacije toksi¢nih spojeva u odnosu na tretman sa NaOH.
Navedena sinergija kemijske i bioloSke obrade lignocelulozne sirovine smanijila bi formiranje

toksiénih spojeva i povecala prinos proizvodnje Secera enzimskom saharifikacijom.
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5. Zakljucci

Na osnovu dobivenih eksperimentalnih podataka doneseni su sljedeci zakljucci:

v

Dokazana je moguénost proizvodnje B-glukozidaze uzgojem T. lanuginosus na pljevici
je€ma kao supstratu koji predstavlja nusprodukt prehrambene industrije.

Maksimalna aktivnost B-glukozidaze (V.A. = 4,49 U/mL) izmjerena je nakon 8. dana
fermentacije.

Enzim pokazuje optimalnu aktivnost pripH 6i T =65 °C.

Proizvedeni enzimski pripravak stabilan je pri temperaturama skladistenja od 4 °Ci-20
°C, te pri povisenim temperaturama (T =50°Ci T = 65°C)

Najvedi prinos u proizvodnji reducirajuéih Seéera postignut je u pokusu enzimske

saharifikacije 2 grama pljevice pira (38,98 mg gst'1).
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