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Popis oznaka, kratica i simbola

OZNAKE:

A apsorbancija uzorkg)

Acp apsorbancija glavne prole)

Axe apsorbancija kontrole ekstraki@)

Asp apsorbancija slijepe probg)

C masenipg ]} @ p ]E ip]Z ¢ Eogf) pI}EIW ~uP
c uvil]vel I}v v8E ]i 3AYE] ~uulo u

d promjer kivete (1 cm)

dA/dt promjena apsorbancije u vremenu (imin

w molarniekstinkcijski koeficijent (4,9952 dmmmol cm?)

Mmes masalignocelulozne sirovine (g)

rpm okretaji po minuti €ng.revolutions per minute

T S U% & SPE ~£ -

t vrijeme (min)

V.A. volumna aktivnost enzima (thv3)

Ve volumen enzima u kiveti (cth

Ve volumen sirovog enzimskog preparata @m

A ukupni volumen uzork u kiveti (crd)

Wit udio suhe tvari lignocelulozne sirovine (%)

WV uev I}v vsE& Ji €& p]E ipmPg * & ~uP
WV uev I}v vsE& Ji €& p]E ipmPg * & ~uP

” valna duljinalnm)

KRATICE:

PDA eng.Potato dextrose agafagar skrumpirovom dekstrozom



p-NPG  p-nitrofenil- -D-glukopiranozid
SMF submerzna fermentacija
SSF eng.SolidState Fermentatiof( Eu vS ]i v  AEe<3]Ju v}e Ju

TLL lipaza izZThermomyces lanuginosus
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1. Uvod

Lignocelulozna biomasa *“] Erglsprostranjenii lako dostupni izvor obnovljivog
ugljiika i kao takva, ima veliki potencijptimjene u lignoceluloznimbiorefinerijama 1z
o]Pv} opo}iv Jlu  prdiPvesti {8 A v]l [}% E} ul 3vikbkoviijeds} «p
produkt, vuS E]5]Av} ahrBraUv vpS E]3]Av] dpdpRi &} oy hran, E 1o] ]3]
materijali (primjerice bioplastik) i energip (biogoriva).Zbog A o]I1}P &}i & o] ]18]Z §]
lignocelulozne biomase i njendgeterogenogkemijskogsastava, regionalne dostupnosti,
e IJvel})P | B I8 & U ]I 1}A 3]i Iiiuransporth: $ostoje Jdrojni izazova

komercijalizaciju lignoceluloznih biorafinerija.

v } 1}o}“I]Z whsddelignocelulozne biomase j¢ Eu vS ]i ¥m AE$
vie Ju% E&] up ¢ Uu]JlE}}EP v]iu] piP iip v o]Pv} opoliv}ii ]}
(pred)obradei/ili modifikacije za daljnju primjenu proizvodniji bioprodukata

Woi A] ije ypo kemijskom sastavu lignocelulozmnaterijal. Uglavnom se
H%}SE oi A |} «8} v ZE v U 0] 1 }P «A}P | u]icl}P « «8 A u}l
I piP}i & l1o] 18]Z Poi]l]A p pAi §Ju ( Eluvdy A EZpAEE) U AG} v
Al*}IAE]I V]Z % E} pul 8 U]l } %IE}]1Ad@E]ui] EpesiElial] A Tv]z

Thermomyces lanuginosjestermofilna gljia. Uprirodi je prisutnakao dio mikroflore

} PYAYEvVv | E IPE vipg ]}o}“I}P u 8 Eli o 38]i 1}u 1fu%}3]E
lanuginosus e «3} I1}E]3] vanjirhaskBol}adni mikroorganizam za obradu

0]Pv} opol}iv]Z «]J]E}A]v p pAi 8Ju ( Eu vs Ji v AEe3]u v}e

Al*}IAE]I Vv]Z % E}]1A} '} “8} ep % EJui E] vilul]U o] ] 1

VUSE]S]AV} } P v ZE v X

Uovom E H J*% ]38 v i Uu}Pup v}ed JeI}E]“S vi %o0i A] i u |
sirovine za uzgdf. lanuginosug %0 E}]TA} vi § Eu}*3 JpukdpAdazel @simiza
HIP}i E Vv}P u]JlE}}EP v]iu U ]*%]8 v i %}3 v ]i o @@otesu]3]Z o]P
« Z EJ(]l 1i ] % E}]IA} vi “ @&v]Z Z] €}o]l § T%ahuginpsusvi]ue«l}P

koji mogu imati daljnji potencijal za primjemproizvodnji bioetanola.
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2. Teorijski dio

21.& Eu vd ]Ji v AEe<3Ju v}e ]u

hiP}i uJlIE}}EP v]i u p pAi 3Ju ( Eu v ]i Vv IX&KHS]u oy
state fermentatiom® $SF)%} E Tpuli A % E} « p I}iJu <+ Uu]lIE}}EP v
filamentnegljive, ulP i ip v imAs@pstéatimau kontroliranim uvjetima, bez prisutnosti
0} } v A} ]Jo] ¢ u]v]u ov}u l}o] Jv}todo} ¥ vA}A} &g halazitu
}ollp | %oo0i] JloB] g% 3E & Jo] ull 18] u } ollp 8 vI}IP (]c
supstrata < } *“ &}prikazano nalici 1, mikroorganizmi tijekom fermentacije mogu rasti na
% }AE“]VIU Jlu p 8] *u%SE § 5§ p o EPuSIEhiBESEUX E
supstrata ispunjava plinovita faza zajedno s niskim udjelom slobodne vode koja je potrebna za

neometano odvijanje procegMitchell 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

Slikal. Slikoviti prikazl Eus U %o 0] v} AdZe tifekém puzgoja mikroorg@ama na
AE+3]Ju v}* Ju ~D]8 Z oo ] *HEXU Tiioe

S obzorom nafizikalrd u]iel | E IS E]*S]I U ep%SE S] I}E]“S v] M
* %} ]i 0]8] v ]Jv ESv ] v ]Jv ESMV X “$}oligndcelulazne $irowvihe,
pripadgu skupini neinemih supstrata. Kao takvijjekom SSF procespv] copl (1§ |
V}e I @& v] u]lE})daiHAsteylemado predstavljaju i izvar hranjivin tvari
neophodnih za proces fermentacij@drrios'}vi o 1U )iliM E3Sv] wiemajuulogu
supstratatj. ]IA}YE ZE& vi]A]lZ 3A E&] | u]lE}}Epravjiinauodvifanig 8SFo |
procesgpotrebno je dodati izva hranjivihtvari (mikro i makro nutrijent) kako bi se osigurao
rast] u § }o] | I3]Av}es E v}P (RamESY EsBr.v2033U literaturi je



2. Teorijski dio

navedeno nekoliko)v ESv]Z u § E]ihoy MPE]IS VS} e % E0]SU % }o]uCE

(PUF), poli(stiredlivinilbencen)amberliti vermikulit(Lareo i sur., 2006

<} “8}A v A

viu p M &sisb@ne vope nemaili je prisutna u malim

1}0] Jv u X d IA pAi &filaneatne POJiAIX d 1} EU u odnjudjizk} o

od kontaminacije.*" & i 130}“IJU v EP S«1] ] I}viuel] % E]ZA S0i]A]i
submerzne fermentacijSnF)(dZ}u « ] pEXU 11i7V d]"“uS druge @rxnd, iiiieX
prednosti SmF procesaodnosuna SSk,u o |“ I}vSE}o % &} *Vv]Z % E u S5 C

odvajanja biomase, i sl. Prednosti i nedostatci SSF procesa u attn&snF procese prikazani

su utablici 1 (Mitchell i sur., 2006 hv §}svim %0 (E

vIe&]u U %o}e&}i

v I] Alv] 8

% E} o u] 1}i i %}SE v} E Iu}SE]IS] 11} ]+ %} }oi“} i o}lu%
el % @E} o u] MIE}IIIA v] Z § E}P v}*“ qtporuprfendsl topije T Fjask,
odvajane mikroorganizama od supstrakt@roblemi uzorkovanja tijekom fermentaciesvrhu
kontinuiranay %0 (E akernijskog sastava supstraitdi produkta ~a 0} ] *HEXU Tilie
Tablical. Z 1o]l Jlu p *"*& ] "u& % E} -

SSF procesi SmFprocesi

Hranjiva podloga je lignocelulozni majal,| “0o}T v Z&E Vvi]A. %} o}P

lako dostupan i jeftindodatno prihranjivanije

mineralnom otopinom ako jeotrebno.

Nizak udio vode rezuta manjim rizikom d |p ZE Vvi]A %} o}Pt

kontaminacije.

kontaminacije

S % @E} PIS]AV}es

Manja produktivnost

KE TV %@E} « uli“ vi

D}Pu v}ie3 i v}e3 AV}IP u]

Nizak udio vode predstavlja problem prilikc

sle}l w1} A} JoI* A

} A} vi u3 o]l .8}%o0]v temperature usustavu
<}vSE}o %oE&} ev]Z % E u §Jednostavno nadziranje procesnih
heterogenosti sustava parametara (temperatura, pH

koncentracija otopljenog kisika)

"o }]SE T v] (viu v] % E]i

Dobro poznati procesi prijenosa tvari




2. Teorijski dio

Uzgoj mikroorganizama u SSF uvjetima u zadnjih nekoliko godina postaje sve
% }% po EV]i u 8} 1T }IP *A}i % EJui v H % E}]IA} vi] 8} v ZE
i farmaceutskih proizvoda. tablici2 v i [E}v}o}“l] % E]l-d (TRorhAs i sub} &
2013.) Osim navedenog, inovativni pristup uzgoja mikroorganizama na lignoceluloznim
supstratima, u prvom redu gljivia redaPolyporalesposebice rod&anodermausmjeren je
k proizvodnjisve popularhi]Z ]}0}“l1]Z I}veSEuI Jiel]Z u S E&]i 0 %o}%opusS ]
137 Gandiai sur., 2091

Tablica2. Razvoj i primjena SSF procesa tijekom godina

Razdoblje Proces

2600. pr. Kr. Proizvodnja kruha u Egiptu

2500. pr. Kr. Konzerviranje ribé%o }u} p “ is@H

1000. pr. Kr. WE}TA} vi «]E p Péjicjllitsan} rodueforti

18. st. "ov I]* o]v U u%}s8E H 3]sl E+3Ap
1900. t 1920. Proizvodnja fungalnih enzima, amilaza

1940. t 1950. WE}]TA}Y vi % v] ]Jo]v % }lu} p ~*& ]
1950. t 1960. dE ve(}EU ]i S EWnga%o}u}

1960. t 1980. WE}TA} vi ul]l}8}le]v V IEU]A 1} }P
1980. tdanas Proizvodnja alkohola i giberlinske kiseline

2.1.1. Lignocelulozni suprsti

Lignoceluloma sirovinaje biljna biomasa te predstavljav i E “] Giopglither u
% E]JE} ] 1i] %13 v Jiupoigungst]l«!} @& ] (Balonen Viikari 2004).

Otpadne ignoceluloze *]E}A]Jv  plGwpoi}e E]JAE v }5 Sh) | } “§
%"“ vl v ] E]T]v *0 u U %B) Vhwel JuJl]VEAV] }83% | } “8} g %o]
He]3vi v] }3 ;Jc)kamiinalni biotpadd) otpad koji nastaje u prehrambenoj industriji
(otpad uljarica, ostacA} ] % }AE U % o AA |Jio]Julotpéadnihlignoceluloznih



2. Teorijski dio

materijala nastaje u poljoprivredngprehrambenoj i drvnoj industrijl.ignocelulozne sirovine
A ]v}uspaljuj ili ostavljanju na poljute njihov potencijal ostajev J*I1}E]“S vX « }P <A
kemijskog sastava lignocelulozni mat&iijmaju veliki potencijal kasupstratza upotrebu u

proizvodnji vrijednih b} 8 Zv}o}“I]Z % E}]1A} X

Glavne sastojkégnoceluloznih materijo  ]tv prirodna polimera, do su celuloza,
hemiceluloza i lignin, koji tvore kompleksnu struktymikazanu naslici2. ~0}T v | u]iel
struktura lignoceluloznog materijal } v}ev} vi P}A]Z \wasfavhv]U]Z}3 T A

njegovuprimjenu u proizvodnju visokovrijedngrodukata (Palonen Viikari 2004.

S ' Hemicelloza

Slika2. Prikaz strukturdignoceluloznognaterijala (Adapa i sur2009

Celuloza,(GHio0s)nU i }eVv}AvV] *S3EUISPEV] + «3}ibiline Stanfcer  *3i v
opo}l i %}o]le Z E] PE -gwkdze kojgvsu linearndo } A 1 w(1,4)
glikozidnom vezongslika 3). Netopiva je u vodi i organskim otapalima. Celuloza je osnovni
sastojak mnogih industrijskih proizvoda: papkastona, ljepenke, vate i celuloznitaibna za
S I+S]ovu ]Jv wekuIptinpgetiuanalaze i derivatieluloze(esteri i eteri) u proizvodnji
0 I}JA U 1¢%0}I]A U 0i %]Jo U (Jou}A U  etjenk sirovinaEbkjindgv us E

podrijetla, celloza je povezana s hemicelulozom i ligninom. Zbogj®da o } Vi opol}l
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g Joip }JA vi ( Gu vd Jov]Zz * @& ~Popl}l o ]I § 1A «3EuIS
(Laine, 200p

= OH[

3 . JOH 1 OH |
HO ~ B B 8]
/O s 0 3
4
OH
Slika3. Struktura celuloze (Laine, 2005.)

Hemiceluloza je komplelev] upPoi]l}Z] E § PE v*“} E@puo] ]13]2
% Vv3}l ~le]Jo}l ] @& ]Jv}l eU Z le}I ~u v}l U Poul}l (sliRao 18}
4). Za razliku od celuloze, hemiceluloza i@ 1o] ]8i] ]JE]}i Popl}l U piljvp ] PE
ov X > 1}« Z] E}0]I]E %}u} p G&pi otnosihaldlulaziivigin,
hemiceluloza je termkemijski osjetljivija, $ tijekom termokemijskepredobrade prvo

E P]JE& S] } v PEuBoshovnvkodtur BérRicelulofkaine, 200b

|"" ".v

CH30- % -
HOX~" o

¥—1| |ﬁ f{) H':' 7, le
: .-—"- B - g o~ |_?1 i -\x".
T \ J " L T . e P
0 % TR .H‘u S ) e S oo o 9
AcO—"  OAc O Q= OH

s
HOCH;

Slika4. Strukura hemiceluloze (Laine, 2005)

Ligninje, uzceluloai i hemicelulom, jedan od najrasprostranjenijih polimera u prirodi
[}i] i %o E]euS v U S v] v}iiTegdiamoffnifos IEBG % }oju EU PE v
fenilpropanske jedinicép-kumarihi alkohol, koniferihi alkohol i sinapiii alkoho), koje su

U pe} v} %}A 1 v E o] ]58]uskkasy digninAijds} % o0i]A p A} ] 1 }P P
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i AGEo} § “I} @piaRdEboldapijerazgradivostU o]Pv]v v P 3]Av} p§i v o (
saharifikacijdj. 1} o] Jvu v S o ]ZighocdllozéLaine, 200h

CH,OH (|:|'E'DH CH,OH
HC Hﬁ Hﬁ
ﬂH CH -
@ C;\DC& HsCO 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)

Slika5. Kev}Av PE Av i ]Jv] o]Pv]v ~> ]v U Tiifie
Woi A] i wu

uHerdeum vulgare %o & ] %o P E N %o {slk& BEkojezrabisu @salu i mogu

narasti %o E}ei v} } 100icm.Glavni razlozi uzgojd u eu | % }3E 3} E-
% E}]TA} vi ] A “]GBnpizledpj« 2@a]2a potrebe pivarske industrijeindustriji
piva]l Alel]li i u Ju %}e vp A Tv}ed i EkvalitdtarvslaBSlagni]shup

upotrebljava se u pekarskoj industriji, konditorskoj, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji, u
proizvodnji alkohola, octa, kvasca i drugim proizvodidal} T i sa koristiu hranidbi

Ju ]Z 1]A}®]&Eiv} i u Ju A o]lpy ZE v] vp AGLi% EAbi IpulA}A
0 VIV ] U *Vv]Z % E}]IA} X h suyAE u v}li %% E ZE v] i u -+ E]
osimuzemljamau}iju 3 T pe%]i AJ %tl w] » «3}i] } |} @jjike; listowd
i klasa, n&kojem se nalazi plodRrilikomprerade dolazi do odyanja ploda i pljevice. Plod se

dalje upotrebljava, a pljevica zaostajese smatrgoroizvodnim ostatkom

Plievicai u (slika7) u}l biti dobar supstrat za rast gljiva bijelog truljenja u
uvjetima fermentacijiev =~ A@Ee3]Ju v}e Ju ] % E}]TA} vip T oi v]Z % E}
primjerice enzimt-glukozidaz ~,EP}A] U 1iioV 9JAI}A] U Tiid
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Slika6. Wo} i wu

Slika7. Pljevicai u

IXIXTX WE}TA} vi AJ}IAE]i Vv]Z % E} pl & ( Eu vE Jiju v 4

U tablici 3 je prikazato & Po 0]8 €E SUE p 1}i}i ep I}E]“S v] E lo]
} & p @& 1o] ]8]1Z o]Pv} opo}iv]Z «]E}AvV -« dukata~% &} ]l Al EiX |
2021)
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Tablica3. Mikroorganizmi] spu%0*3E 3] IJE]“S v] I % E}]TA} vig Ad-dlAE]
i sur., 2021)

Mikroogranzimi Supstrati Produkti

Trametes versicolor| <}u]v @& i ] |Lakaze, ksilanaze

proteaze
Aspergillus niger & “v} } i (Fenolnispojevi
Filamentozne gljive granadile
Thermomyces Uljana koming lipaze
lanuginosus bundeve bez ljuski
Phanerochaete Komina od jabuke | Fenolni antioksidansi

chrysosporium

Actinomucor elegan{ <}u]v } P &E] vlinolenska kiselina

Umbelopsis karotenoidi

isabellina

Actinobacillus H] E}o]l § A jantarna kiselina
Bakterije succinogenes %0 } A E

Cupriavidus necator| S}i]v |} doabdssul biorazgradivi polimeri
(polihidroksialkanoati

l}o
PHA)
Aktivni suhi kvasac | W* v] v u I]y W} }oi* vi
Kvasci %% E&E ZE u v]Z
I nutritivnih svojstavg
%“ v] v]Z u 1]
Saccharomyces Ostaci klipa| etanol
cerevisiae kukuruza

h 0o]8 @ SHE] v u }e3p%V]Z %} 31 } % EJui v] %oo0i A] i
UJlIE}}EP v]l u p pAi 8Ju ( Eu vs ]Ji v AE+3Ju v}e Ju U v} %
pivskog tropa. Pivskitrop vpe% E}]TA} % ]A E-| Peoypadaddiprojzvdaried fi
piva.<}E]“S v i |} ep%*3E ]| @ aE Bl ApZwihlukoridaze i celulaze) i

11
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0]PVv}0]&]1 1]Z ~0o 1 1 U uvP v % E}le] I
verscolor }“o} i} %0} A

WJA ] suEXU TiiTe

] oNekohvob¥ad&Esf.le] 1 e
vprou JvoU % % 0 U % }o]( viov]Z «%}i A

IXiXiX sEe8 J}E IS}E I1}E]“S v]Z p ( Eu v8 ]ilv AE+SJu v
Prilikom odabira bioreaktoraa SSFA Tv} Ju}Pp 18] 1}v8]vp]@E vpa, } Ap |

uklanjanje ugljikovog dioksida dobro ul]i “ vi odvodhju topline, spri A Vi

kontaminacig, kaoi kontinuiraru kontrolu procesnihparametara (Pandey i sur., 200 0stoji
A o]l] E}i & 10o] 18]1Z o }E 3}E]isl]Zz 11A ] & E I8}E U }I
i } “uvijek limitirana. Laboratorijskim SSF bioreaktorima pripadajuPetrijeve zdjelice,
*$lovliU €Eovu C E}A S3]IA] -

“1E}lJu PEo}uU Z}pAE }
izvedbamav]i u}Pp % E}A} 18] &E

Jig p uli20089)i ~ pE v ] spEXH

Vrste S J}E IS}E } IJEIu v v ]Jv ui “vi ] @&iciBi % E]I
Z 1o]lpyip =« A v v E ]i 1} ~& J}E I8}E W IEul vi IE
% E}%oWZ]A vi TE | |IE} ep%3E X ~ } 1]E}u v
13E ISYE] I} 1}i]1Z v u uli “vi ~ AEe+3] *0}i ulEpi U 1}E |
uli “ «AnEkaliko satiili jednomdnevnd ]}E IS8}E] I} 1}i]Z -«
(nekoliko puta na sat) (Mitchell i sur., 2006).

ulitotavi E 1«

AE+8] +0}i

12
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ijeEanje=—»
l, Aeracija Bez mijedanja (ili vrlo rijetko) Kontinuirano mijesanje ili €esto povremenao mijedanje
Nema Ramwmnd |
DFiSHﬂE as N a " - N as b.
aeracije BRI - ol
i PRl
(zrakprolazi | __{ MEEScRHERE L
oko sloja) BRrR R R
Komora = tavama
A A h A
i -
Prisilna 950 o lo i A >
Aeracija L ooy .:W i b A
(zrak ze o 5 bt *-,1
prisilno 25, b= |
propuhuje A
kroz sloj) \J
. S >
Plinovito-cyrst . - 7 ‘ ibriraiudi i
Fiksni sloj fuidizirani sloj 501 & Mile8anjem Vibrirajuci buban)

Slika8. W} i o J}E I8}E + } i]E}uv €& Jip ] uli “vi ~D]§ Z «

2.1.4. Thermomyces lanuginosus

Thermomyces lanuginosug termofina Poi]J]A U 1}i i pPo Aviu ][*3CE |
% E}]IA} vip € Iv]Z vi]Ju } I}u E ]i ov}iRlukedddaEuevaigljivaei g pip ]
diliem svijetauzgajanav €& Iv]u o]Pv} opol}iv]u ]JE}A]v u | } “$¥ et %0
% }P U %o0i Alel| % B W USRS &E}% PE}T U 13 X ~}i A] }A PoilA
E *%}vp Jlu P I £ 101 £ U %E] upi }%3Ju ov 8 u%.E SpE
K%3]Ju ov] %o, | (E «3T.Aanjginosyie @5.

U prirodiseT. lanuginossinalaz g *pZ]Ju ] A} v]u 8E Avi Ju U ]Jo}A 1]
tena}EP vell]u *p%*SE SJu | } “S} eu S oi]l Umb&iih biljnij o]* U

materijalate izmetima ptica i sisavaca (Singh i sur., 2003)

T. lanuginosuspriprada deuteromicetana ~cvy A Emh~v] P andA zato jer se
E Tuv}l A ig v «%}ov} «3A E ip] o uE}Iv]]li XE } P}A E ip ]
gljive brzo rastu (za dva dana), do promjera ¢geldb 5 cm pri temperatuwd 45 £ do 50 £.

E %} S$lpU 1}o}v]i <y Aiod Jviiep }} iuuU o] p EI1} %}3 v o]
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lov X EI}v vI}IP AE uv U I}o}v]i-*%}+X iuEoon J}od]i <p 3§ L
u } E&v }i ~M]vPZ ] cpEXU TiiieX

T.lanuginosusy u}l @€ «3] p v E} v]u pAi 8Ju X KeJu I]*]l U Poi]/
%}S3E v ] UPoi]l}A J}le] @& ] <+Julo ]i %]EPA 3 | E }le]o |
odvijanje procesa glukoneogeneze. Kao izvor ugljika, ova gijiva “ koristi hemicellozu

(Singh i sur., 2003)
2.1.5.,] E}o]38] I] THdmpryces lanuginosus

Lipaze | 8 o]I]E ip “]E} E *%}v E | ]i '} “S} ep Z] E}
transesterifikacija.Lipaze iZT. lanuginosugTLL) posjeduju temperaturnu i pH stabilnost,
klu% 3] Jov}ed « }JEP vellu }3 % o]Ju ] (]v]8 § %d#E eukar@ajo] ]3]t

({394

enzim lipaza jel} E]“3uv E im]fag@ma metabolizmal } “$} ey E IPE vi u e
apsorpcija, promjena sastava i metabolizfipoproteina ~a] o] ] e« u.Eipade imaju
veliku industrijsku primjenu, a neke od njih su proizvodnja biodizela i detergenata,

( Eu  pSel]Z % E}]TA} Ue bjidustr peirho U

r-amilazaje dimerni enzim kojkatalizirahidrolizu “| &3, amilozei amilopektim X - r
amilazaiz T.lanuginosusv i I8]JAv]i i p o P} I]* oJu pAi 8Ju ] v. & u%o
(Singh i sur., 2003)-amilazeimaju veliku primjenu u prehrambenoj industriproizvodnji

detergenata i farmaceutskih proizvoda, tekstila i u industriji papira

Ksilanazaz T. lanuginosus %0 }0]% %3] } 11 u]v}!]e odksilahaga®@a@} i <o
iz drugih izvoraali se razlikuje %o E]epuSv}es] Jepo(] vIP ul}ed I}i] A v u I}
VU ] %A v Pue3} v ]iVv]Z }+3 8§ 1 JuUMEGR JuEY] B% S upu]
leJo v I IE pE}Y}MM £ U le]Jo v I vTl]@nugnogusptimalnu aktivnost
pokazujuna 70 £ } 61 £ X <eJo Vv i * % @E]Jui Vipig p Jv pe3EJi] ZE
industriji celuloze i papira jer se mogurlgiiti za razgradnju ksilana u industrijskim enzimskim

reakcijamaSingh i sur., 2003

Hitinazesu glikozil hidrolaze kojeataliziraju razgradnju-1,4 vezeu hitinu. Aktivni su u
“IE}IIu E *%}vil%o) itdrhberature (30t 01 £ X ,]8]v]borU] I}E]ev i &

14
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E IPE pipg ]}%}o]8]E %[EB]ves Aoi }1 Joi v (HitnpkildtpXeEa} o u
P} ]“vi P v <3100 miljjardi tonaHitinazese koristiti u razgradniji hitina u sirovim
OipN“SuE u E I}A I % @& 32} v } E i IJu I u]l oli u U S 1}

medicini jer je otkriveno da hitinaza ima antifungalna svoj¢8iagh i sur., 2003).

t-glukozidazaje enzimprisutan u raznimAE+3 u 1]A]Z }.@e&znaldjeukao
i ]v 1} Bidkatalizatorhidrolize & 1v]Z P o ]4gllikoziaza je enzim koji se sastoji od dva
polipeptidna lanca molekulske mase od 200 000 g'meD glukozidaza hidrolizira glukozidne
supstrate 1}i] » G@&IEu]v ov]U v E p ]E&DigluRozkes & ditu }e0} Vi
glukoze (Linisur., 1999F i “ H%}3E JAYP viJu i p cAEZY %} }oi*
i A1 A} 8§ pu Z] E}o]i] opo}l X E }e8 8] “1E % EJui v e}
Ale}1]1Z SE}“I}A E P v & ]i vipnoutsury 20E3LEXU i6606V

2.1.5. Saharifikacija lignoceluloznih sirovina

<} “3}i A Vv A viU «Z E](]l i i %E} e+ pu l}Yiu-e o]P
§} v]li Z u] opo}l ] opoplvZ}-EPoVI]EE Av i Jv] ~u}v}e
% V3} ] Z le}l o pl % E]epe3A} | 8 o]l 8}E X <1} ] }“o} 1} 1}
“ & U %o}Sf@ovest gredobradwsirovirev. v v « ulo}v] o]Pv]v ] & 1 ]i

struktura celuloze.

OsnfAv] v Jv] % E } & 0]Pv} opo}kemisleHipkdiei plhooi} Ipi
metode. Najpoznatiji fizikalni procesi su ekstruzighrada « []% p }u A} }Ju ] % Ev}
eksplozijom.Prilikom ekstruzije, biomasa se u ekstrudew]i “ U | PE]i A ] «u] X
E Tpo3]E (Ji]l oviu ] I ulisl}u % E}ui viu opo}l U Z u] opo}l
%}A v vi]uel }e3pu%v}e3] opo}l X <} ¢ Z E]J(]l ]i * % EvV
e Jilo T AJ]e}l]u § u% E SIOEGH tlakifi(ROt 50 bar) nekoliko minuta te se
V I}V §}P He%o}e& Aoi Sule( E<I] 0 | 1}i] piE}Ipi le%o}i]ip u
plo vi vi o]Pv]v X WE]o]l}u « Z E]J(]! ]i <« 1]%pu }u A} }uU 1} @
o I* 1}vA &Ehjase | glukozuGlavna prednost fizikalnih procesa je dobivanje velike
[}Jo] Jv “ @& U v I}E]“S vi | u]l o]i ] 8}le] v]Z ~%rjdrghtsKi 'o Av]

zahtjevniuvjeti odvijanja procesa (visoka temperatura i tl@Rapolupo i sur., 2016

15
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Napoznatiji primjeri kemijske saharifikacije su saharifikacija organskim otapalima i
ozonoliza. <} « Z E](]I ]i }EP vel]Ju }S % oJu U u $ E]Ji o] « u
otapalima i vodom i zagrijavaju se na temperaturi od 1200 £ovisno o vrsti matejala,u
svrhuotapanp lignina i hemicelulozée kako bi ostala celuloza u krutom ostatku. Oznoliza je
% @E} o p I}i u }i}v }“8 pi o]Pv]v E P]JE ip ]+ E}u Sel}u «3CE
S 1} & }e0} ig ] & Iv |]+Gielwe piledmosti k¢nijijgke saharifikacije su
d} @ E IPE vi o]Pv]v ] *]PpuEv}es I }1}o]“X 'o Av] v }+§ &
(Capolupo i sur., 2016)

]} o } “daharifikacija postaje sve popularnijeetodazbog (]l ev}eS] ] I}viugd v}es]
ull o % @E}A} 18] « u]llE}}EP v]iuJu ] viJulu X KA u 8} Ju ip
% E $Z} vl vVA v 1 1}P §}P “3} DblagifteEOEAsShim ehsjHa pH i
temperature] v I} @E]*3 + 1 }1}0o]* v % E]&ApSlogd Asurl, 20¥6 0]
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Zadatak

Cilj ovog rada bio je
a)ispitatiu}Pp v}ed JeI}E]“S vi %o0i A] i u |} eu%3E 5§ | p
T. lanuginosus
b) proizvesti i karakteriziragnzim t-glukozidazu
e ]*%]3 3] p JvglRdBdaze u procesy Z E](]l ]i %o0i A] %] E

%o } P ] 3E}% PE}

3.2. Materijali

3.2.1.Supstrat i mikroorganizam

[+3E T]A vi p % i A] ]v(BCulnstitut, Zagreb Prije provedbe
fermentacije %o0i A] i elo i]“Swl uEIJA-Tp £ X

Z v] ul]lE}}EP v]i u I}E]“S vTherimdihycegnuginosusTsiklinsky
~d 60T ~ "De /ve§]SusSU . Prijas provedbe eksperimenata,ukura je

uzgajana naPDA(Biolife Italiana Sr. L. Viale Monza, Milan, Italija) } 3 | 1A * A
ekstrakta (0,5 %, w/(Roseto degli AbruzZiE, Italijadeset dana pri 45 X

3.2.2.Kemikalije

Za provedbu eksperimenata}kE]“S v e e0]i KalieM nattijeWNartarat
(Fischer 8entific, Velika Britanija), 3;8initrosalicilna kiselina (Acrosr@anics, Belgija), 1M
NaOH (Gram MoHirvatska), Bradford reagens (PTFOS), natrij karbonat (Kemika, Hrvatska),
nitrofenil- -D-glukopiranozid (Across @anics, Belgija), napffosfat bezvodni (Fischer

Sientific, Velika Britanija),atrij-fosfat monohidrat (Acros @anics, Belgija)
3.2.3.Priprema pufera

Natrij-citratni puferpripremlien jet %o, %o} 04,0 ,0 i 6,ufer je pripremljen
v v ]v e }3}%] } E v Kigelirel@Hs®»H0i} E v utrmatrijev
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citrat dihidrata, GHsNasO7 RHOu 100 cni vode (tablica 4. Nakon svake odvage i otapanja u

100 cn¥vode pH je provjeravan phhetrom.

Tablica4. Priprema natrijcitratnog pufera

oH GsHgO7 H.0 GsHsNasO7 RH.O
c=100mmol dm? c=100mmol dm?
m (9) m (9)
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 puferpripr uoi v i

% E] %o, OUT 6UI %] iv*“dvije]v

otopine (atrijev fosfat monobazni monohidrat (NaPO H.O) i natrijev fosfat dibazni
bezvodni (NeHPQ)) p } P}A E ip enAkakpd « } ]}

“§} op 18} %]V

% }uli “

T oi(tafliéas5. Nakon

v U 3Hestilfrane fiadeNakon pripreme pufera, pH je

provjeravan s pHnetrom. Proces pripremgotrebnih otopinaprikazan je uablici 6.

Tablica5. Priprema natrijffosfatnog pufera

pH NabPQ H,0 NaHPQ H.0
V (cnr) V (cnr) V (cn)
6,0 44,29 571 50
7,0 19,87 30,13 50
8,0 3,52 46,48 50

Tablica6. Priprema otopinaNahkhPQ H0Oi NaeHPQ

) NaHPO, [0 Na:HPQ
P c¢=200mmol dm? c¢=200mmol dm?
m (9) Vhizo(cm’) m (9) Vhizo (CNP)
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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3.24. Priprema otopinesupstrata

Otopina supstratap-nitrofenil- -D-glukopiranozid @-NPG)za mjerenje aktivnosti

enzimapripremljena je otapanjenp-NPGu puferu u koncentraciji od tnmol dm2.
3.2.5. Pripremaotopine natrijeva karbonata

K&}%]v v 8E]i A | E }v § %E]%E uoi v i &1} “8} i

otopljeno 2,12 g natrijevarbonata. Molarna masa NaQiznosi 105,99 g mal
3.2.6. Priprema DNS reagensa

DNS reagens pripremljen je otapanjem 10,9 gdiritrosalicilne kiseline u 400 ¢&@,5
mol dnNaOH% E] 01 £ X * 3]u i %o} 3y %aathijevsthtamai (150 gd. JOtdpina
je potom prenesena u odmjernu tikvicu od 500% E 1}v Zo vi U §]I1A] i v} %o

}JiviX E~NE Pve pyAvi v §uviu } I}TE]“S vi X

3.3. Metode
331 1o}l } & cu%o3E 3

& Eu vs ]Ji v AE+3]u v} Ju % E}A v i p o }E 3§}
ukupnog volumen®50 cn?. U kboratorijske staklenke odvagai® ii P %o 0i A] i u § |
dodamo 60cm®  «3]0]E v A} e+ Joi u % E}A Sv IAGE Tiv}e S Peoha%o S E
udio vlage 0d70%X hI1}E ] *p %}3}u 8 EJo]I]E v] p ups}lo Ap 3]i I}t
(ASTELL AMA270, Kent, Ujedinjeno Kraljey¢slika9).
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3. Eksperimentalni dio

Slika9. Autoklav

Nakon sterilizacije, UJ@E ] *pu }Zo Vv] v e} vi 8 u% @E SuEP § v
micelijskih diskovd.lanuginosusia PDA agar-T A | ue ep*% v | &sterjiZiranei u
destilirane vode. Za proizvodnju enzimiglukozidaze, SSF proces je trajao 9 dana
inkubatoru (BIN Z 'u ,U < iiAU Ei(slikal0ys ventilacijom postavljenom na 20 %

] o8n. Bkupno je pripremljeno 20 laboratorijskih staklenki, za svaki dan fermentacije 2

laboratorijske staklenke
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3. Eksperimentalni dio

Slikal0. Laboratorijski inkubator

3.3.2.Ekstrakcija enzima

Nakon fermentacije provedena je ekstrakcifaglukozidaze Za pripremu ekstrakta
enzima, izvagano je 2 gJ}o}“l] } E uVREl u %o 3] v IJA § 30,3 v} ii
mol/dm3 citratnog pufera pH = 7,0. Ekstrakcijpjevedena u trajaju od15 minuta pri sobnoj
§ U% E SUE]JU pli}E ékeupdisvpkit Srhidtana vorteksu]i “ dYoltex MX
S, DLAB ScientifiKina). Nakon ekstrakcije uzorci su izbistreni centrifugiranjem pri 5 000 rpm
~f u]l]vU 11 £ ¢ ~¢ 710 <U , Buo > }ES @BNH 11u Dabivéni u | -
*U% EvVv § v3 I}E]“S vi | } Etglukoridaze.5]Av}es]
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3. Eksperimentalni dio

Slikall Centrifuga

3.3.3. Mjerenje aktivnostit-glukozidaze

Aktivnost t-glukozidaze mjerena je spektrofotometrijski W\-1280 UWIS
Spectrophotometer, Shimadzu, Jap4sl)ka 12) pri valnoj duljini,,= 40 nmtestom fiksnog
vremena(engl. ‘end point assay uz supstratp-NPG prema modificiranoj metodi Karpe i
suradnika (Karpe i sur., 2017Yijerenje je provedeno u tri paralele prema protokolu

prikazanom uablici 7.
Tablica7. Slijed provedbe spektrofotometrijskog mjerenja aktivnosglukozidaze

supstrat 0,9 cn¥ 0,9 cn? 0,9 cn¥

ekstrakt enzima 0,1 cn?

vorteksiranje 10 sekundiyilp  ]i AT £ U A u]vus

NaCQ (0,2 mol dn¥) 1,5 cn? 1,5 cn? 1,5cn?
ekstrakt enzima 0,1 cn?¥
pufer 0,1cm?

vorteksiranje 10 sekundi, spektrofotometrijsko mjerenje
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3. Eksperimentalni dio

Volumna aktivnostt-glukozidaze] I[E pv 8 i % @& u (}Eupo]W

gdje je:

V.A.= volumna aktnost enzima (ldm3)

Vu = ukupni volumen uzorka u kiveti (Em

Ve = volumen enzima u kiveti (&n

w= ekstinkcijski koeficijent(9952dm? mmol cmt)
d = promjer kivete (1 cm)

dA/dt = promjena apsorbancije u vremenu (Mjn

Promjena apsorbancije u viemend{dt) JIE pv § i % E u e<o0i

@# #HaeF #el Fo#auF #ie;
@r Z

gdje je:

Acp= apsorbancija glavne probe
As = apsorbancija slijepe probe
Axe= apsorbancija kontrole ekstrakta

t = vrijeme (min)

Ho(JEuUHO]W
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3. Eksperimentalni dio

Slikal2. Spektrofotometar

334X K & JA vi spzZ 3A E]

Udio suhe tvariu svimuzorcima} G v i & Eu}PE& AJu $E]Ji*l}u u §
HE ip 1l E Jiv(EI}EA v} «p73vMettler Zoledoyprimjenom standardne
us}t ep“vi %E] S u% E SUE] } IiFH,0E g lzbfkee odvaghhd j& na
aluminijsku plitcup@E & i % E}A v} eu“ vi } |}vegsbitakwnase od 1~
mgu503~Wo v]v] ] pEX Tiid+X K iEa syA uzdrke pravedeAo (Edvije

paralelne probe
335X h3i i %, AE]i v}e3]-gukodiddzev}«3 t

e« } E JA vi }AJev}e3] 138]Av yriilinost]provedetaa je proizvodnja
enzima t-glukozidazeprema prethodno opisanom protokolu uajanju od 8 dana. Nakon
((Euvd Ji U %EIA v i [«3E | ]i viJu hpu}&Edo]EZFul]% i
KIE]“S v su A E @] B I1d%1§IE %o, Nbr}j-dEEgtniipufer pripremljenje
upH % } & pn Buole. Natrij-fosfatni pufe pripremljenjeupH %0} & u 6Wo}8. Supstrat
IJE]“S v I ui E vi t-dlakdxidazédNPG)otoplien je u koncentraciji od 0shol
dm?® u navedenim puferimate je provedeno mijerenje aktivnosti-glukozidazeprema

prethodno opisanom protokolu.
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3. Eksperimentalni dio

3.36. Utjecaj temperature na aktivnost-glukozidaze

e« } & 1A vi }A]lev}e3] |3]tAlukezidazeltbmperaturi, provedena je
proizvodnja enzima-glukozidazgprema prethodno opisanom protokolu u trajanjd 8 dana.
Nakon fermentacije, provedena je ekstrakcija enzima u ri@tsiiatnom puferu (pH €) prema
% E SZ} v} }%]* VIu % E}S}IopuX "p% S E § |}Flukszidadep-ui E Vi
NPG) otopljen je u koncentraciji od Oribl dm u natrij-fosfatnom puferu (pH = 6). Mjerenje
aktivnosti enzima provedeno je prema protokolu opisanonpaglavlju 3. (tablica 7) u

S U% E SUEVIU & *%o}vp } 11 £ } 061 £ X
3.3.7. Utjecaj koncentracije supstrata na aktivnostglukozidaze

« } & ]A vi s}iAkendentracije p-NPGa na aktivnost t-glukozidaze
% E]% E uoi Vv 3 u 0iv }3}% ]V *u%*3SE & pn E io] ]5]u %} 3\
enzima izmjerena je prema prethodno opisanom protokolu s koncentracijom supstrata u

%} EQ ig } 1UdME datommoldmsE,
3.38X hsi i pAi § «lo aktignost t-glukozidaze

Nakon proizvodnje enzima prema opisanom protokolu u trajanju fermentacije od 8
v U «]E}A] vi]Juel] [+3E 18] *lo ]“8 v] sp v SGE] & u% & SpcC
tijekom 75 dana provedeno mjerenje aktivnosti enzimabbDse ispitao utjecaj zamrzavanja i
odmrzavanja enzimskog ekstrakta na aktivnogiukozidazeJ viJuel] |+3E 18] «lo ]“$
I« vi1l %} Jvl] v ui EviXdl} U %E]%E uoi v i vijue

mjerenja odmrzavao i ponovno zamréa} | <lo ]“3]} } 1w P v ui E vi X
3.39. Utiecaj %0} A]“ v 8 u% E SUE tyglukaziddzeyv}e«3

e« } & 1A vi +8 ]ov}gigkoziddzed%o E] %o }A]1“ v}i § u% E SUE]
je temperiranje enzimskog ekstrakta@ii £ ] 01 £ X hZiffawnjjeenja je tijekom 24

sata prema prethodno opisanom protokolu.
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3. Eksperimentalni dio

3.3.10. Saharifikacijignoceluloznih sirovina%e }u} p v 1] uprgpArataiz T.lanuginosus

h }A}u Jiop J*3E T1]JA vi % E}A v i olignaEdglpznihi }
sirovina(pljevica % ]E Ua %4}t ] SE} % )PIEI0]I]E v %}Iu} p «]E}A}P v
preparataiz T. lanuginosusU tu svrhu, provedeng proizvodnja enzima prema prethodno
opisanom protokolu u trajanju od 8 dana. Nakon fermengcprovedena je ekstrakcija
enzima u natrifosfatnom puferu (pH = 6) prema prethodno opisanom protokBlievica pira,

H]v %}P ] 3E}% PE} ¢85 EJo]I]E v] sp p pd}lo Ap & i ¢
%} Svju u *}u O]PV} OMO}NUR]@®}IA]V PeX viJuel 2Zdj€E}o]l |
dodatkom 4 cri enzimskog pripravka uz istovremenu provedbu slijepe probe za koju je
pui 8} VvIJuel}P % E]% E Al [|}E]"“S HidjoliZa jé\proyedena Uctrajarge X
od 18 satu vodenoj kupelji s trév i} (0150rpm, 45 £) (JULABGSW22 Seelbacl Ei u |
(slika13). Nakon saharifikacije, uzorci santrifugirani 5 minta na 5000 dge je udobivenom

supernatantuizmjerena koncentracijde p | @ ‘i dE

Slikal3. Vodena kupelj
3311. vo]l E p]JE ipl]z*“ E E™u 8} }u
<}jv vSCE ]i E pH]E ip]Z " & uvi Ev i v eo0]i ] v 1]
dodano je 0,1 crhuzorka i 1500 cthDNS reagensa. Nakon vorteksiranja, provedena je

inkubacija u vodenoj kupelji 5 minuta pfiii £ KKI}YE ] ep }Zo v] 8]i I}u i1 u]v)

hladnoj vodenoj kupelji, vorteksirani te je izmjerena apsorbancija pri 540 nm nasuprot slijepe
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3. Eksperimentalni dio

% E} X "0]i %o % E} % E]% E uoi v i Vpuferdjumjesiovupdrka} 3§ | i
Koncentracija reducirip ]Z “ @& JIE pv § i ]I 1T EVIP %%E A X ¢ 9
% E A 1}JE]“S Vv i Popl}l 1} 3 v E % E]%E uocmdp I}v vEC
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4. REZULTATRASPRAVA



4.Rezultati i rasprava

4.1. Profil proizvodnje vI]u -glukozidazas]i 1}u ( Gu v ]i v AGE

vie Ju

WE}]TA} vi  gljkeozidaze uzgojengljive T. lanuginosusprovedena je u
HAi 8Ju ( Eu vs (B8]Jw VIAEU Vv %oi A] ] i u 9 dataESvakogu }
dana, u vremenskom razmaku od 24h, uzimani su uzorci iz laboratorijskih stateesiki
pripremljeni ekstrakti u kojimaje } (E  vaktivhost enzimat-glukozidaze Analize su
provedene u dvije paralelne probRezultati volumne aktivhe S }glukozidaze tijekom uzgoja
glive T. lanuginosusv %0 0i A] ] i u %o CE ¥lici 14 kaesradnja vrijednost dva
ui E vi X WE u } ]JA v]u E Ipos 3Ju U-golelfiJov TI8]AivE s ti
nakon 8 dana fermentacije te je iznosila 4,483 h ]<SE T]JA vip 1}i op % E}A 0]
~i0006e % E}A Vv i % E}]bABozidazeslpmerznim uzgojef lanuginosus
ANW o pl ) 81 PEW Y pe]dvi vVIP IEV |plpEpdukozidare tBkon 7 13]Av

dana fermentacije iznosila #&20 Ucn?,

2 3 4 6 7 8 9

t (dan)

V.A. (Ulcn®)
Nowoos
o o o

=
o
!

o
o

Slikal4. Volumnad $§]Av}es vidukozidaza tijekom uzgoja lanuginosusa
%o0i A]1i u 8liljudé v ( ®u vs ]i
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4.Rezultati i rasprava

4.1.1. Udio vlage supstrata tijekom proizvodnjeglukozidaze

TETE e WIP}i u]lE}IEP vlilu v  AE-+3Ju v}e Ju %G
smanjenim udjelom vlage i bez prisutnosti slobodne vood, A o]l i A provest]
monitoring udjelavlagesupstratatijekom procesa fermetacije Udio vlage tijekom provedbe
ANE % EY} o u }A]ev}ed] i } %} Sviu piop A} U } 1}o] Jv] A}
E *%]E ]i E VvIP ullE}}EP v]iu U } uSE}* v}ii A} ] 8]i 1}u u &
1}i ¢ Pu ] 8]i IJu Z] &}o]l <0}l v]Z 1}u%e}v sahpridapiestjekors ~ %o}
isparavanja Nlagel i sur., 2000 Iz navedenih razloga provedeno je mjerenje udjela vlage
supstrata tijekom SSF procedaslike 15 vidljivo je kako se udio vlage smanjivao tijekom
fermentacije, § * P ]} Ao P eu vi]} ¢ %} 3v].ZOW@ios viafelhje 9
dovoljan za rast gljive u uvjetima@®u v3 ]i v  A@Ee3]Ju v}e Ju & i JI v A
SFF proces zaustavljerakon 9. dana.d 1} @®U eu vi vi i o A0 P eu%e$

opravdati smanjenje volumne aktivhostiglukozidazerikazano u prethodnom poglavlju.

80
70 ¢
60 + Y o

50 | L
40 1
30 1 .
20 1
10 1
0 4+t

W00 (%)

t (dan)

Slikal5. WE}ui v %} SV}P pHi o Ao P eu%e*3SE 3§ 3]i l}u (
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4.Rezultati i rasprava

IXTX < E 1§ E]l ]i wglk@Eipage v
SXTXiX h&i i %, AE]i v}+&] & | Jiel}Bukoziflazev 18]Av}e§ t

U svrhu ispitivanja utjecaja pH nd §] A v }glukbzidazel } E]“§ v] e4citratr E ] i

%op( E W %o, %o} Ep ipg } -U}eX V] Sbo( XE %, %0}8rerma } o
dobivenim rezultatima prikazanih rglici16U u}l « 1 loip ]3] i v iA- 18] A
glukozidaz€9,7 Ucm3) I Joi T v % E]ui sdsiatmo§ @afrapri pH6. 1z rezultata se

ull 1 loip 18] -glukpaidazad%o }1 Tpi A g I18]JAv}ied p (}e( Sviu %op(
citrathom puferu priissom pH. WE&]o]l}u % }A vi Jo] ev]T vi %, }o I]
eu vi vi ISJAvRPoO{IMI] T 8§ « u}l 1 loip ]3] viJu v]i +8 ]Jo
rasponu pH.h J*3E TJAi vipn o EIA 0] >]v ] *HEX ~i608 %o E}A v |
glukozidaze submerznim uzgojéfnlanuginosu$SBP. 13]Av}es vi]Ju i Jo v iA %

6, a znatno se aktivnost smanijila pri pH 8.

12 +
- @ Citratni pufer
10 T é
- - @ Fosfatni pufer
T 81
L ® o
2 61
$ 4 o
2T °
C o
0 I I ® I I I I I I
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Slikal6. Ovisnost aktiw } *3] v I }glukbzidaza @H
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4.Rezultati i rasprava

3XTXTX h&i i & u% E &p@lukeziddze] Av}es t

K }JA}u ]<83E T]A vip ]e%idiaperaturepnsi Aiopuvu 18]Avies vi]u

glukozidaza u reakciji hidrolize supstrgtaitrofenil- t-D-glukopiranozida. Prema rezultatima

Ul o0 loip 18]  -Pldul}i] T %}l Tpi u leJu ovp I18]AvV}e8] % E]
iznosila 13 W3 (Slika 17.) oiviJu %}A Vi u 8§ U% @& SPE }o 1] } «u vi
enzima. W}A vi u § u% €& SuE 1 ii £ E Inuos]E olivhostEza pl Ji}u
80%.h ]+3E T]A vip 1}i g % E}A 0] >]v ] *uEX ~i666U v iA | 3

S U% E SUE]} O0A L U A %E] & u% E SpE] } 6/E 15]Av)

14
12 1 L
104 °
2 64 ¢
S a4 ° °
2+ e
o+—t———f—t
20 30 40 50 60 70 80 90
T(£)

Slikal7. Ovisnost aktivnosti enzimé&glukozidaza oemperaturi
423.h8i il1}v VEE ]i *pu%+3E HlukozidhgzdAv}e3 t

~

Za mjerenje aktivnosti enzimaglukozidazel } e pu%o+S & $ |pdEtioEeni- iD-
glukopiranozid, glikozidni oblik molekule glukazekojoj je anomernivodik zamijenjen 4
nitrofeniinom skupinom U reakcijil § 0]1]E v}u % }u} pglukdiidazedolazi do
Z] ®}o]l Poll}ilv AT pl }53%p“S vi pnjtoofépada kBjio daje ]
| E I8 E]*8] v} Tpush PALWI]SE T]A vip Jedpdbhcentracijesupstrata
na aktivnost enzima-glukozidazes sirovom enzimskom ekstrakttWWE u & Ipos $Ju u}
« 1T loip 18] %}A vi I1}v VESE ]i < RIIEEIRO0SIE Huld Vi
aktivnosti enzimgSlika 18.X oiviJu % }A ncentracij@ supstrata dolazi do blagog
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4.Rezultati i rasprava

smanjenja aktivnosti-glukozidazeX h v A v}u ecop ipU eu vi vi [158]Av}e§]
biti posljedica inhibicije enzima supstratom ili inhibicijom jednog od produkata reakcije. U
]*3E T]1A vip 1}i P eiisute IR doRazehw je da prisutnost glukokemcentraciji

od 4 mmoldm3u & | Jiel}u u Jip u}l } #mar§jénja} aktivnostenzima t-
glukozidazega 70 E A v Jvi v] ] & Tpos 3] u}Pp o %}A | 8] o eu
enzima t-glukozidazep *]@E}A}u viJuellu [+3E ISp p p ] moioop |l ouli
%0i Al I u % E]e-(@emireAsul)}018}i u}l pdi 3] v 18]Av}es vi

VA (Ulcn®)
O FRP N W HMOTON O
@
o

01 2 3 45 6 7 8 91011121314 15
¢ (mmol/dm?d)

Slikal8. KA]ev}e3 15]Av}e3dlukeditiazab koncentraciji supstragNPG)

dXTX3X h&i i pAi & elo ]*% -giukozidat&]Av}e3 t

Stabilnost enzimskog ekstrakta, odnosno aktivnost enzirglukozidaze%o €] & 10] ]3]
S u% E SUE uen spitkha je te prikazana kao rezidualna aktivnostsina 19.
WE u & ipod 3Ju ull « 1 loip Hlukozidazedd]ApeSe %} 3Sv]Z ii
cmnalUcm® 8]i IJu 6A v lo ]“3 vi X *lo 1“8 vi u VIiJust}P % E
TE -Popl}l] T i I ET o %} Svp 18]Av}esX D psJuU p} v
smrzavanja i odmrzavanja enzimskog pripravkE Tpos 3] Hlive Wiee 13]Av}ed t
glul}i] 1 “8} « ul}l %}A 18] « uZzZv]Il}u v SpE Jilu viJu g

kristala leda vode u okolini enzima, kao i u aktivnhom mjestu enzima.
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4.Rezultati i rasprava

16
14 +
® -
,\12_* $ © o A
%10——“’.. -
o L °
S 8+ ® °
S 67 ° .
4 + ®
2 1
°
0 : : : : : : s

t (dan)
@i £L@0 £orii £@r i1 £ Kl

Slikal9. Z 1] p ov 18] Aglukesiflazes]i 1Tu «lo % vi

IXTXAX hdi i %}A]“ vvE w¥%hAEIGEkEdaze

Prema prethodno prikazanim rezultatima (poglavje v ] ugltkozidaza pokazuje

ViA u 18]Av}e8] % E] oA £ X ] + 1% ]%glokozjdaze(EsioyiA v« &
ViJuel] % E]% E A | Jvip JE v i %uEE] G }AJT 21U DiuBe G SE i v
e & X d]i IJu Jvip Ji % €]} ] v} ep Jlplju v] pi}E 1 8§ i ui E
enzima. Rezultati su prikazani rséici 20 11 1}i]Z + u}l 1 loip 18] % E}]TA

glukozidaza pokazuje visoku operativnu sfov}e3d %o E] %o }A]“ v}i 8 u% E SpE
vilJu T ET} 06719 %} 3v Rad#dd visekd Xperativne stabilnosti enzima pri
% }A]1“ vl]u § u% €& SUE u o 1] p Jviv]] “8}i vVviJu % E}]IA v
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4.Rezultati i rasprava

25
20 1% é
°®
& 15 1+
s $
2 10 +
< .
> 5 - @il £
@0l £
0 e b
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
t(h)
Slika20. Z 1] p ov  I8]JAR®4d}I] 1T v 1}v Jvip ]i % E] %}A]“
temperaturama

SXiX A~ Z E]J(]l ]1i } & v]Z o]Pv} opol}iv]zZ < ]E}A]v v

preparatom

431.< o] & Jliel IE]JApoi 1 } E JA vi u® vpu )& iwsI® “li E E
metodom
< 0] & Jisl I1EJApoi 1 } E JAvi uev I}v vEE ]i E p

prikazana je nalici 21.
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4.Rezultati i rasprava

1,2 +
. | y=2377%+0,1236 .
: Re A iU8866 .
OEO’S_E ............
° S —
206 7
&1
0,4 £ e
. [
0,2 + e
0
0 o005 01 015 0,2 0,25 03 0,35 04
A
Slika2l. < o] & Jiel IE]JApoi | JIE puv A vi@& uvAE}w VBE

“ @& hidrolizatima

Prema abivenim rezultatima ovisnosti apsorbancije o koncentraciji glukstika(21) i

-

primjegnomm 8} }u o]v GEv & PE «]i }]JAv i i v T W
ULtaayywWrEr&tux 3
odnosno:
G Ltayy@WEr&tux 4
gdje je:

@ masenal}v vSE Ji & pu ]E ipch®“ & ~uP

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

WE u i v4]I{E pwudnasenekoncentracie@® p ]E T & higrolizatima
1}i oy %o@E& E pv § v euZpu 3AaEdagndbiErdzu% E u
@& 5
%L ——0&rr
| A1 ®Bx
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4.Rezultati i rasprava

gdje je:

CAU-*VIP]}E H]IE in]Z“ g@) u ui}EIL ~uP
@u-+v I}v vVSE i & pJ]E ipmfx © & ~uP
Ve =volumen sirovog enzimskog preparatarf)

m.s=masalignocelulozne sirovine (g)

wst = udio suhe tvari lignocelulozne sirovine (%)

OXIXTX <}v VvSE ]i & p]E iIpl]Zz “ & } 1A v]Z, cpz] E](]l ]
%o } P ] SE}% PE}

NZ E]I( TP % E} e p 1}iu o 0]PvV} nigpemicdulazai E]i o]
celulozahidrolizirajuna }ev}Av P& Av (inorjoshharide, pentoze i heksgzez
prisustvo katalizatora. Katalizator mogu biti enzimi ka@® i 1 G ]i i koncentrirane kiseline.
dli 1}Ju Z] E}o]l Z u] opo}l « (E<UPE GEi Iyipgeulv % v3}I ~le

arabinoza) i heksoze (galaktoza i manoza),@ag®}i <« E 1P @ghkogui. Vv

h YA}u ]83E T]A vipg J*%]3 v i u}Pp vies « Z E]J(]l 1i S8E
«]JE}A]V ~ p ]V %o} Ppira Utrdp groTAle %o E}ui viu v % E} ]“ VIP VvI]
koktela dobiven uzgojem termofilne gljiie lanuginosuss Joi u % E}]1A} vi E p ]
“ E X M~Z E](]l ]I i %EYA v vi]uellu Z] E}o]i}u & lo] 18
2 grama i 1,5 gram&ezultati emimske hidrolize g lignocelulozne sirovingrikazani su na
slici 22, a rezultati hidrolize s,b g lignocelulozne sirovingrikazani su nalici 23. Tijekom
provedbe enzimske hidrolize, usporedno je provedena slijepa proba u kojoj je umjesto

VIJuel}P 1¢3E I8 I1}E]“S v ]*8] Alopu v %op( E X

WE u }]JA vlu E Tpos 8Ju I p vy %}P pU I}v vEE ]i
slijepoj probi bila je 8,26 gg:(2 g sirovine) i 13,35 mg§(1,5 g sirovine). Nakon provedene
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4.Rezultati i rasprava

« Z E](]l 1i %}u} p viJuel}P 1}I83 0o }“0o} i } %}A vi I}v v
E 58,55mg gl (2 g sirovine) i43,99g gt €& ~iURA P «]E}AJv X

Prema dobA v]u & Tpos 8Ju | %o0i A] B %]E U I}v VvSE ]i
slijepoj probi bila jé&,73mg gi* (2 g sirovine) $,67mg g¢* (1,5 g sirovine). Nakon provedene
« Z E](]l 1i %}u} p viJuel}P 1}I183 0o }“0} i } %}A]J®&iul}x v
E 38,98mg g1 (2 g sirovine)84,29mg gl E ~iUA P s]E}A]v X

WE u }JA vlju & Ipos §Ju | SE}% PE} U I}v vSE i
slijepoj probi bila j€29,60 mg g (2 g sirovine) 27,86 mg gt (1,5 g sirovine). Nakon
provedene saharifikacijego}u} B vIiJuel}P 1}I8 o  }“0o} i '} %o }A vi I}
E p ]E ip ]Z '60,68ng gt (2 g sirovine) B1,0Img gt © & ~iUA P «]E}A]

60 & 60,68
N 53,55

40 1 38,98
30 1 29,60

C(ma/gy)

M ]Jv % }P Pljevica pira dE}% PE]}

mmmmm Enzimski hidrolizat s Slijepa proba eeeeee Enzimski ekstrakt

Slika22. D * VI p ]} E p]JE ipl]z* E p*“ EvIu Z] E}o]l dp
lignocellozne sirovine
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4.Rezultati i rasprava

MU ]v % }P Pljevica pira dE}% PE}

mmmmm Enzimski hidrolizat s Slijepa proba seesee Enzimski ekstrakt

Slika23. D « v] p ]} & p ]JE& ip ]Z ¢ & ligath nakanviidrolize & }
1,59 lignocelulozne sirovine

EiA ] %}E 8§ 1}v vEE i € pu]JE ipJ]z* E u Z] E}o]l
« Z E]J(]l 1iu 1 P %o0i A] %]E X W}A vi I}v vEE ]i E p
e« Z E]J(]!l Ji}uT P plv %}P 1Tv}e]} i O Udrilikaijod 2Jg BopaU i %o
PE} X /lui Ev €& lo]l p I}v v3E Jiu E pl]E iplz “ (
kemijskim sastavom odabranih lignoceluloznih sirovina.

< E I§ E]*8]l 1}i Jv o]Pv} opo}livp J}u ep }3%}EVIu C(
struktura celpo}l U Z u] opol}l 1}i i eui “8 vinjikeofibrilna ceElze te
o]Pv]v 1}i] i } PIAYE v I «SEUISHEVH 5 Jov}ed | Je%ouvi A ¢

opo}l ~a o} ] *HEXU TilieX E o0i U p ]J*3E T]1A viRo14)l}i
v iA

‘p
I3]Av}e8 Z] &E}o]%.]ahginosiifzmjeiéna je za enzimegalaktozidaza,
t-ksilanaza] -ylukozidazae t-ksiloz] 1 U € ]v}i] Imanhdzidazaitnih za proces
saharifikacije hemiceluloz&€rema literaturnim podacien, udio hemiceluloze u pljevici pira
Jivie] T6UTO9U pu p QUIOERIP qUARY | (SKE}%] P ERE HeBardd V

i sur., 2019V a 0} ] *HEXU 1iTieX E A v Jvi v] u}Pp } i ev]8] C
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4.Rezultati i rasprava

saharifikaciju pljevice pira u ow ]*3@E T]A vip qmapoll svih ispitanih materijala,
e« &Il VviA ] pul} Z.u] opo}l

E iu vi] %}E& S I}v vSE Ji E p]JE IMN]Z “ E %E]Jui
lignoceluloznee ] E}YATV u}l « %}A 1 8] « Jvi v] }u i 1 JoiTv v il
E Y *0]i %}i %o E} ] 1 8E}% PE} X s]e}l I}v v8E ]i <0}
Jvz] 1 lisll v 18]Av}e3 Z] €E}0]8] 1]1Z vi]Ju X RofmarEsul]@018)u [}i -

Ml vi JvZ] 18} Eel] plv !l %E} pl 8 Z] €}o]l Z u] opo}l -

Z] E}o]s] | viJu X KeJu E p]JE ipl]zZz*“ E U SE}% PE} M
Iv iv} Au ]} o]Pv]v ~TiUifi9« p } v}epu D, 7400)]Mlievecy Pira (14,77%)
(T 1] ] «u@EXIE BaridsVsur.,, 2019V a 0} ] *uEXU TilieX p p ] o]l

[Ju% o0 leviu % }o]u EvIu  SENISHE}IU }u pi Z u] opol}lip ] (
*]E}AJv] Iv  iv} psi v S]i%E]14@®]I'B &Ei(]l ]i U “8} i JIE Av
E Ipos3 8 p }A}lu ]<3E 1]A viuxX /1 §}P E lo}P U ] « }e]Pup
%o @E} o o Z E](]l 1i 8 %}A } %E]v}e E up]E iplz © E |
hidrolize potrebno je%e E}A 3] } P}A E ip U % E } E p kdkeb} seopo}iv
uklonila ligninska barijera i razbila kristalna struktura celul@apolupoi Faracg 2016).
Prilikom odabira metode za predobradu lignocelulozne sirovine bitno je uzeti u obzir i
potendjalne derivate koji nastaju tiekom predobrade (poput furana, alifatskih kiselina i
Elu Se1]Z *%}i A o 1}i] u}Pu i o}A 3] JvZ] ]3}MEayhtvlatzsurE}o]3]
2020).Kumar i sur. (2017) su proveli proces saharifikdigiecelulozih sirovinanatriv Jv U

I % & } E ] Ul % E } E p %}u} pv SE]I A Z] E}le] ] A}
koncentracija®  @mjerena jekod sirovina koje su bile tretirane s vodikovim peroksidom.
Z 1o}P o 1] p Jviv]] “8} ABIIYAV%oEELP APV ] %}e0i ] v} v o
A l}o] Jv “tijek@n saharifikacije Osim toga,tijekom tretmana svodikovm
peroksidju }“o} i mahjeakumulacijed}le] v]Z *%}i A p tletmhnisaMaOH
Navedena sinergija kemijske i mg “1 } & o]Pv} opoliv <]J]E}A]v eu vi]o
§}le] V]Z *%}i A ] %}A 0 % E]v}e % E}]IA} vi “ & vi]Juel}u
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AX o loip ]

Na osnovu dobiveninl+* % E]Ju vS ov]Z %} S| }v ¢ v] eu c0i 11 loi

9 M Iv i u}Pp v}ed %o EylukbddidaiaizgojemT. Anuginosusa pljevici
i u kao supstrat koji predstavlja nusprodukt prehrambene industrije.

9 Maksimalna aktivnostt-glukozidazgV.A. =4,49 U/ml) izmjerena je nakon 8. dana
fermentacije.

9 Enzim pokazuje optimalnu aktivhost pripHBH 0 fi £ X

9 Proizvedeni enzimski pripravak stabilan je priterdg SUE u e<lo ]“S vd0 } 0 £
£ UBE] %}A]“ v]u § (BeSEESQE A OAE -

9 EiA ] %E]v}e pu % E}]IA} vi] @stigndtde wpdkusti endimske
saharifikacije2 grama pljevice piré38,98mg gl).
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