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1. Uvod

Pivski trop najzastupljeniji je nusproizvod pivarske industrije. Cini ¢ak 85 % svih nusproizvoda
u proizvodnji piva. Po kemijskom sastavu pivski trop je lignocelulozni materijal sastavljen od
hemiceluloze, celuloze, lignina te proteina, lipida, vitamina, minerala i polifenolnih spojeva.
Nastaje u velikim koli¢inama na globalnoj razini tijekom cijele godine, jeftin je i moze se

primjenjivati u brojnim biotehnoloskim procesima (Pejin i sur., 2013; Zeko-Pivac i sur., 2022).

Fermentacija na ¢vrstim nosa¢ima proces je koji se odvija na ¢vrstim supstratima u djelomi¢noj
ili potpunoj odsutnosti slobodne vode. Ovaj nacin uzgoja najviSe odgovara filamentoznim
gljivama, kao sto su primjerice gljive bijelog truljenja, buduci da se oponasaju uvjeti njihovog
prirodnog stanista. U ovim uvjetima sposobne su sintetizirati znatne koli¢ine industrijski
vaznih enzima, kao Sto su lakaze, lignin peroksidaze i mangan peroksidaze (Pandey, 2003;

Soccol i sur., 2017; Obi, 2019).

U ovom radu je gljiva bijelog truljenja Trametes versicolor uzgajana na pivskom tropu kao
supstratu u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima. U radu je mjerena aktivnost lakaze,
mangan peroksidaze i lignin peroksidaze, te je analiziran profil pojedinacnih polifenolnih

spojeva te koncentracija ukupnih polifenola, flavonoida i proantocijanidina .
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2. Teorijski dio

2.1. FERMENTACIA NA CVRSTIM NOSACIMA

Fermentacija na ¢vrstim nosacima (eng. ,solid-state fermentation®, SSF) proces je koji se
odvija na ¢vrstim supstratima u djelomi¢noj ili potpunoj odsutnosti slobodne vode. Potrebna
vlaga za rast mikroorganizama prisutna je u apsorbiranom stanju ili u kompleksu unutar
¢vrstog matriksa. Cvrsti nosa&i mogu biti lignocelulozni supstrati koji sluze kao izvor ugljika i
drugih hranjivih tvari ili neki inertni materijali koji sluZze kao nosaci za rast mikroorganizama

(Krishna i sur., 2005; Thomas i sur., 2013; Lizardi-Jiménez i sur., 2017).

Prilikom razvoja SSF procesa treba voditi racuna o nekoliko faktora. To ukljucuje odabir
prikladnog mikroorganizma i supstrata, optimizaciju procesnih parametara te izolaciju i
prociS¢avanje proizvoda. Mikroorganizmi pogodni za uzgoj na lignoceluloznim materijalima su
filamentozne gljive, kvasci i neke vrste bakterija. Ovaj nacin uzgoja najviSe odgovara
filamentoznim gljivama, buduci da oponasa uvjete njihova prirodnog rasta. U ovim uvjetima
filamentozne gljive sposobne su sintetizirati industrijski vazne enzime i druge metabolite.
Kvasci se najcesée koriste u procesima proizvodnje etanola, dok se bakterije uglavnom koriste

za kompostiranje i siliranje (Pandey, 2003; Soccol i sur., 2017; Obi, 2019).

Micelij filamentoznih gljiva raste na nacin da se grana tvoreéi mrezu hifa koje mogu prodirati
u prostore izmedu Cestica. Ovaj nacin rasta omogucava gljivama vecu povrsinu za koristenje
hranjivih tvari. Nakon SSF procesa sve lignocelulozne komponente su reducirane. Takoder
dolazi do smanjenja pocetne suhe tvari (Cooray i sur., 2018; Sousa i sur., 2018; Marcus i sur.,

2021).

Najéesce koristeni lignocelulozni supstrati su poljoprivredni i Sumski ostatci. Prema kemijskom
sastavu, ovi materijali su gradeni od celuloze, hemiceluloze, lignina, skroba, pektina i drugih
vlakna. Mikroorganizam ih koristi kao izvor hranjivih tvari, no ponekad je potrebno dodavati

suplemente (Soccol i sur., 2017).

Kako bi supstrat bio pogodan za proizvodnju visokovrijednih produkata i/ili biogoriva,

potrebno ga je prethodno obraditi jednom ili viSe metoda predobrade, kao Sto su:

. usitnjavanje (mljevenje i ostali postupci koji dovode do smanjenja veli¢ine Cestica
supstrata),
. fizikalne, kemijske ili enzimske metode predobrade s ciliem povecéanja dostupnosti

hranjivih tvari,
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o suplementacija hranjivim tvarima te podesavanje pH i udjela vlage,
. uklanjanje kontaminanata pri visokim temperaturama (Obi, 2019).
Glavni koraci u provodenju SSF procesa su:

. Priprema inokuluma. Cilj ovog koraka je proizvodnja dovoljne koli¢ine i koncentracije

inokuluma visoke mikrobioloske aktivnosti.

. Priprema supstrata.
o Priprema bioreaktora (Cis¢enje i sterilizacija).
. Inokulacija i punjenje bioreaktora. Inokulacija se provodi prije ili nakon punjenja

bioreaktora, ovisno o moguénostima mijesanja supstrata. Ako se supstrat ne moze
mijesati unutar bioreaktora, inokulacija se provodi izvan bioreaktora. U suprotnom se

provodi unutar bioreaktora.

. Upravljanje procesom. Potrebno je regulirati procesne varijable kao Sto su primjerice
protok i temperatura ulaznog zraka, temperatura rashladne vode te brzina mijeSanja
(kod procesa s mijeSanjem). Kljuéni parametri fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima su
vlainost i temperatura cvrstih supstrata. Oni moraju biti optimalni kako bi

mikroorganizam mogao rasti.
. Izolacija i proCis¢avanje produkata.
J Zbrinjavanje otpadnih procesnih struja (Mitchell i sur., 2006).

Osim fermentaciju na ¢vrstim nosacima, lignocelulozni materijali kao supstrati se mogu
koristiti i u klasi¢noj submerznoj fermentaciji. Neke razlike izmedu submerzne fermentacije i
fermentacije na ¢vrstim nosacima prikazane su u Tablici 1. Submerzna fermentacija (eng.
»submerged fermentation”, SmF) proces je u kojemu mikroorganizmi rastu u teku¢éem mediju
s visokim sadrZzajem slobodne vode, za razliku od SSF. Zbog homogenosti, ovaj proces ima
prednost u jednostavnijem pracéenju i kontroli pH, koncentracije otopljenog kisika,
temperature, mijeSanju i aeraciji te u lakSem odvajanju biomase nakon fermentacije. SSF
proces manje je osjetliiv na kontaminaciju osobito bakterijama, omoguéava veéu

produktivnost i manje je osjetljiv na inhibiciju supstrata Sto sve omogucava proizvodnju
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kruti agroindustrijski otpad, nastaje manje otpadne vode, niZi su kapitalni i operativni troskovi

(Soccol i sur., 2017).

Tablica 1 Usporedba SmF i SSF (Obi, 2019).

Karakteristike sustava

SmF

SSF

potrebne koncentracije
otopljenog kisika

SUPSTRAT Kompleksna hranjiva podloga Polimerni u vodi netopljivi
koja sadrzi u vodi topljivi lignocelulozni materijali
supstrati (Seceri)
STERILNOST Jednostavna kontrola Teska kontrola sterilnosti
sterilnosti
VODA Velika potrosnja vode i velika Smanjena potrosnja vode,
koli¢ina otpadne vode manije koli¢ine otpadnih voda
KONTROLA TEMPERATURE Jednostavno kontroliranje Tesko kontroliranje
temperature temperature
AERACIJA Jednostavno odrzavanje Otezana kontrola aeracije

KONTROLA pH

Jednostavna kontrola pH

Nemogucénost direktnog
mjerenja pH

MIJESANJE

Dobra homogenizacija

OteZano zbog heterogenosti
sustava

UVECANJE PROCESA

Dostupna industrijska oprema

Nedostatak industrijke
opreme - potreba za razvojem
nove

KONTAMINACUA

Maniji rizik od kontaminacije

Vedi rizik od kontaminacije

POTROSNJA ENERGIJE

Velika potrosnja energije

Manja potrosnja energije

SSF danas nalazi veliku primjenu u raznim industrijama kao S$to su prehrambena,
farmaceutska, tekstilna i biotehnoloSka. Koristi se u proizvodnji enzima, antibiotika,
bioaktivnih spojeva, organskih kiselina, bioetanola i biodizela (Lizardi-Jiménez i sur., 2017;

Soccol isur., 2017).

2.2. PIVSKI TROP

Sirovine koje se koriste u proizvodnji piva su voda, je€am, hmelj i pivski kvasac. Zrno jeCma
(Slika 1) sastoji se od tri glavne komponente: klice, endosperma i ljuske. 1z je¢ma se proizvodi
slad procesom sladenja. Sladenje obuhvaéa mocenje i klijanje zrna jeCma te susenje isklijalih

zrna jeCma. Takav slad koristi se za proizvodnju sladovine u pivovarama. Najznacajniji korak
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pri proizvodnji sladovine je komljenje. U ovom koraku dolazi do mijeSanja usitnjenog slada i
vode. MijeSanjem i kuhanjem usitnjenog slada i vode nastaje komina. Komina predstavlja
smjesu otopljenih i nerazgradenih sastojaka slada u vodi. Vodena otopina ekstrahiranih
sastojaka Cini sladovinu, dok u vodi netopljivi sastojci ¢ine pivski trop. Pivski trop €ine pljevica,
klica i drugi sastojci zrna slada koji se ne otapaju prilikom komljenja. Postupak odvajanja

pivskog tropa od sladovine naziva se cijedenje (Pejin i sur., 2013).

Endosperm
(80-85%) /
/
f
{ Hijalinski sloj
|
: Sjemena ovojnica
b (1%)
Klica i
(3%) \ Vanjski perikarp

(3-5%)

Slika 1 Struktura zrna je¢ma (Antoli¢, 2017)

Sladovina je otopina bogata Secerima. Prilikom kuhanja sladovine dolazi do pretvaranja
sladnog Skroba u fermentirajué¢e (maltoza i maltotrioza) i nefermentirajuée (dekstrini) Secere.
Proteini se takoder djelomiéno razgraduju tijekom ove faze do polipeptida i aminokiselina

(Mussatto, 2014).

Glavne komponente tropa su hemiceluloza, lignin i celuloza. Celuloza je homopolisaharid
velike molekulske mase sastavljen od velikog broja jedinica celobioze. Hemiceluloza je
razgranati heteropolisaharid sastavljen najc¢e$¢e od pet monosaharida (L-arabinoza, D-
galaktoza, D-manoza, D-glukoza i D-ksiloza). Lignin je slozena molekula sastavljena od jedinica
fenilpropana povezanih u veliku trodimenzionalnu strukturu. Lignin je zbog svoje molekulske
konfiguracije otporan na kemijsku i enzimsku razgradnju. Proteini tropa su porijeklom iz
aleuronskog sloja jecma i ¢ine ih globulin, albumin, glutelin i hordein. Najzastupljeniji

monosaharidi u tropu su ksiloza, glukoza i arabinoza (Pejin i sur., 2013).

Kemijski sastav pivskog tropa (Tablica 2) ovisi o vrsti jeCma, vremenu i tehnici berbe, kakvodi

slada i aditivima koji se dodaju prilikom kuhanja sladovine. Takoder ovisi i o uvjetima
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skladiStenja. Bogat je i fenolnim spojevima. Njihova koncentracija ovisi o genotipu koristenog
slada i okolisu u kojem je slad uzgojen, te njihovoj interakciji tijekom procesa proizvodnje

(Zeko-Pivac i sur., 2022).

Tablica 2 Kemijski sastav pivskog tropa

Komponenta Pivski trop?® Pivski trop® Pivski trop®
(g/kg suhe tvari) (g/kg suhe tvari) (g/kg suhe tvari)

Celuloza 168 254 219
Hemiceluloza 284 218 296

Ksilan 199 NO 206

Arabinan 85 NO 90

Lignin 278 119 217

Proteini 153 240 246

Pepeo 46 24 12

@Mussatto i sur. (2006)
b Kanauchi i sur. (2001)
¢ Carvalheiro i sur. (2004)

NO — nije odredeno

Pivski trop se tradicionalno upotrebljava za proizvodnju hrane i sto¢ne hrane. Pogodan je za
proizvodnju sto¢ne hrane zato $to sadrZava velike koli¢ine vlakana i proteina. U novije vrijeme
koristi se u proizvodnji bioenergije, najéesc¢e bioplina. Prepreke za njegovu Siru primjenu su

troskovi transporta i suSenja te potreba za predtretmanom (Zeko-Pivac i sur., 2022).

Moze se koristiti kao dodatak proizvodima namijenjenima za ljudsku prehranu, te kao sirovina
u biotehnologiji, u proizvodnji gradevinskog materijala, papira, energije ili kao adsorbens

(Pejin i sur., 2013).
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2.2.1. Polifenolni spojevi u pivskom tropu

Fenolni spojevi bioaktivne su tvari Siroko rasprostranjene u biljkama. Posjeduju
antioksidativna, antialergijska, protuupalna i antimikrobna svojstva. Zrno jeéma odli¢an je
izvor fenolnih spojeva kao Sto su fenolne kiseline, flavonoidi, tanini, proantocijanidini, i
aminofenolni spojevi. U zrnu se mogu pronaci kao netopljivi vezani oblici, topljivi konjugirani i
slobodni oblici. U pivskom tropu najzastupljenije su ferulinska kiselina i p-kumarinska kiselina

(Tablica 3) (Menses i sur., 2013; ladecola i sur., 2022).

Istrazivanja pokazuju da koncentracija p-kumarinske kiseline u pivskom tropu moze iznositi od
565 do 794 ug/g, a ferulinske od 1860 do 1948 ug/g. Vecina bioaktivnih fenolnih kiselina
prisutna je u vezanom obliku u pivskom tropu. Sadrzaj polifenola u pivskom tropu najvise ovisi

o vrsti slada koji je koristen prilikom proizvodnje (lkram i sur., 2017).

Tablica 3 Koncentracija polifenolnih kiselina prisutnih u pivskom tropu izrazenih kao mg na

100 g suhe tvari pivskog tropa (lkram i sur., 2017).

FENOLNI SPOJ ¢ [mg/100 g s.t.]
Ferulinska kiselina 336,33+ 16
p-kumarinska kiselina 64,4+ 4,6
Sinapinska kiselina 42 +1,1
Kafeinska kiselina 9,9+0,7
Siringi¢na kiselina 6,5+0,1

2.3. GUIVE BUJELOG TRULJENJA

Gljive se na osnovu tipa spora, morfologije hifa i spolnog ciklusa mogu podijeliti u pet
taksonomskih skupina: Deuteromycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes i

Oomycetes. Razred Basidiomycota sadrzi gljive nazvane Basidiomycetes, koje su poznate kao
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gljiive klobucarke. Vecina ovih gljiva su saprofiti te razgraduju biljni materijal, posebno celulozu

i lignin. U ovu skupinu pripadaju gljive bijelog truljenja (Selo, 2014).

Bjerkandera, Dichomitus, Phanerochaete, Pleurotus i Trametes poznati su rodovi ove skupine,
a sve pripadaju gljivama bijelog truljenja. Tipi¢ni predstavnici su Coriolopsis polyzona,
Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor, Trichoderma viridae, Phanerochaete chrysosporium,
Bjerkandera adusta, Polyporus versicolor i Coriolopsis galleca. Trametes sp. najvise su
proucavani ¢lanovi ove skupine. Gljive bijelog truljenja koriste dio svoje metaboli¢ke energije
u proizvodniji izvanstanicnih lignocelulitickih enzima koji uzrokuju nastanak bijelog obojenja
celuloznih i hemiceluloznih ostataka drveta nakon uklanjanja lignina. Po tome je ova skupina

gljiva i dobila ime (Vobérkova i sur., 2018).

Gljive bijelog truljenja mogu potpuno mineralizirati lignin i veliki broj aromatskih spojeva (Slika
2). Razgradnja ovih spojeva posljedica je katalitickog djelovanja lakaze, lignin peroksidaze i
mangan peroksidaze. Ovo su tri kljuéna enzima koji spadaju u enzimski sustav razgradnje

lignina (Han i sur., 2005).

Glavna karakteristika gljiva bijelog truljenja koja ih razlikuje od ostalih mikroorganizama je
njihova sposobnost da mineraliziraju sve komponente lignina do ugljikovog dioksida i vode.
Biotehnoloska primjena gljiva bijelog truljenja ukljucuje razgradnju industrijskih zagadivaca i

drugih opasnih materijala te proizvodnju lignoliti¢kih enzima (TiSma i sur., 2010).

10
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DR

—
\) Aromaticni spojevi derivati
) lignina

Slika 2 Proces razgradnje lignina pomocu gljiva bijelog truljenja (del Cerro i sur., 2021).

2.3.1. Trametes versicolor

T. versicolor (Slika 3) poznata kao Coriolus versicolor ili Polyporus versicolor, tradicionalna je
liekovita gljiva koja raste na deblima drveca. Sadrzi polisaharopeptid, proteine, aminokiseline

i druge bioaktivne tvari (Dou i sur., 2019).

Slika 3 Trametes versicolor (Dou i sur., 2019)

T. versicolor pripada razredu Basidiomycota carstva gljiva. Kolokvijalno se naziva puranov rep,

zbog svog oblika i raznih boja. MozZe se koristiti kao biomasa ili u obliku ekstrakta. Najpoznatiji

11
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komercijalni pripravci T. versicolor su polisaharopeptid krestin (PKP) i polisaharopeptid (PSP).
Oba se dobivaju iz micelija T. versicolor submerznim uzgojem. Fizioloske aktivnosti suim sli¢ne,
no razlikuju se po strukturi. U prirodi se moZe pronaci na rodovima tvrdog drveca (hrast,
prunus) i nekih cetinjaca (jela, bor). T. versicolor trosi brze lignin iz drveta od celuloze te
uzrokuje bijelo truljenje. U laboratoriju se moZe uzgajati pomocu SSF i SmF, ovisno o

konac¢nom cilju (TiSma i sur., 2021).

2.4. LIGNOLITICKI ENZIMI

Lignoliticki enzimi dobiveni iz gljiva bijelog truljenja mogu imati Siroku primjenu u
biotehnoloskim procesima. Ogranicena je njihova primjena kao slobodnih enzima zbog
nestabilnosti, visoke cijene i nemoguénosti ponovne upotrebe. Slobodni enzimi nestabilni su
pri visokim temperaturama, ekstremnim pH vrijednostima, u organskim otapalima i u
prisutnosti toksi¢nih reagensa. U znanstvenim istraZivanjima razvijaju se novi postupci
imobilizacije za pripremu stabilnih, visSekratno upotrebljivih i jeftinih enzimskih materijala.
Neke od tehnika imobilizacije su koriStenje nosaca na koje se enzimi kovalentno ili fizicki
spajaju, te tehnike bez koriStenja nosaca gdje dolazi do stvaranja enzimski umrezenih agregata

(CLEA) ili kristala (CLEC) (Asgher i sur., 2014; Vobérkova i sur., 2018).

Gljive bijelog truljenja proizvode izvanstani€¢ne enzime kao sto su lakaza, mangan peroksidaza
i lignin peroksidaza koji su vazni katalizatori za recikliranje organskog materijala u

ekosustavima (Vobérkova i sur., 2018).

Lignoliticki enzimi se posljednjih godina koriste u sve vise industrijskih procesa te pronalaze
primjenu u proizvodnji biogoriva druge generacije. Lakaza, mangan peroksidaza i lignin

peroksidaza mogu se koristiti za razgradnju ksenobiotika, estrogenih spojeva i drugih

vvvvv

2.4.1. Lakaza

Lakaze (benzendiol: kisik oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2.) su multibakreni enzimi koje u prirodi
osim gljiva bijelog truljenja proizvode vise biljke, neki kukci i bakterije. Kataliziraju oksidaciju
uglavnom fenolnih spojeva prijenosom jednog elektrona uz popratnu reakciju redukcije kisika
u vodu. Mogu oksidirati samo one fenole i aromatske ili alifatske amine koji imaju nizi redoks

potencijal od njih samih te koji su dovoljno mali da udu u njihov aktivni centar. Postoje redoks

12
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medijatori koji djeluju kao prijenosnici elektrona izmedu oksidirane lakaze i ciljnog supstrata.
Dodatkom medijatora, lakaze mogu oksidirati velike kolicine molekula. Bududi da lakaze
trebaju samo kisik za svoje kataliticko djelovanje i jedini nusproizvod im je voda, imaju veliku
upotrebu u brojnim tehnoloskim i industrijskim procesima. Koriste se za obezbojenje raznih
boja, razgradnju fenolnih zagadivaca, izbjeljivanje otpadnih voda postrojenja, izbjegavanje
nezeljene oksidacije komponenata hrane te proizvodnju biosenzora za analizu fenolnih

spojeva (Rodriguez-Couto, 2018; Vobérkova i sur., 2018).

Gljive bijelog truljenja, posebice T. versicolor, pogodni su proizvodaci lakaze buduéi da mogu
osigurati dobre prinose lakaze i proizvode lakazu s visokom katalitickom aktivnosti. KoriStenje
lignoceluloznog otpada ili industrijskih nusproizvoda kao supstrata uvelike smanjuje troskove

proizvodnje ovog enzima (TiSma i sur., 2012; Xu i sur., 2020).

2.4.2. Mangan peroksidaza

Mangan peroksidaza (MnP; EC 1.11.1.13.) najc¢es¢a je peroksidaza koja modificira lignin.
Proizvode ju gotovo sve vrste Basidiomycota koje koloniziraju drvo i uzrokuju bijelo truljenje.
Mangan peroksidaza je glikozilirani hemski protein koji je pronaden u viSe oblika. Molekularna
masa mu iznosi 40-50 kDa. Prirodna funkcija mangan peroksidaze je razgradnja kompleksnog
polimera lignina visih biljaka. MoZe oksidirati fenolne i nefenolne jedinice lignina, kao i Mn?*
u Mn3* pomoéu vodikovog peroksida. Mn3* vrlo je reaktivan i kompleksira se s dikarboksilnim
kiselinama (malat i oksalat) koje proizvodi gljiva. Mn3* kompleksi organskih kiselina oksidiraju
fenolne strukture u ligninu, pri ¢emu nastaju nestabilni slobodni radikali koji uzrokuju
spontano raspadanje. Sirovi (neprocis¢ena) mangan peroksidaza katalizirati reakcije
obezvojenja bojila indigo crvena. Dokazano je i da imobilizirana mangan peroksidaza
razgraduje boje. Toksi¢nost boja u vodenim otopinama znacajno je smanjena nakon tretmana

ovim enzimom (Hofrichter, 2002; Vobérkova i sur., 2018).

2.4.3. Lignin peroksidaza

Lignin peroksidaza (LiP; EC 1.11.1.14.) je hemski glikoprotein. Molekularna masa iznosi 38-42
kDa. Ovaj enzim katalizira oksidaciju fenolnihi nefenolnih podjedinica lignina uz prisustvo
vodikovog peroksida. Potencijalno mozZe oksidirati ksenobiotike koje je obi¢no tesko cijepati

drugim peroksidazama (Vobérkova i sur., 2018).
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog diplomskog rada bio je:

a) provesti fermentaciju na ¢vrstim nosacima tijekom 15 dana, koristeci T. versicolor TV-6 kao
mikrooganizam i pivski trop kao supstrat,

b) svakodnevno mjeriti gubitak na masi supstrata, udio suhe tvarii pH,

c) mjeriti aktivnosti enzima lakaze, mangan peroksidaze i lignin peroksidaze,

d) odrediti koncentraciju ukupnih polifenola, flavonoida, proantocijanidina te pojedinacnih

polifenolnih spojeva.

3.2. MATERUALI

3.2.1. Supstrat i mikroorganizam

Kao supstrat u ovom radu koristen je pivski trop osusen na 45 °C tijekom 48 h i skladisten na
25 °C. Koristen je soj mikroorganizma gljive bijelog truljenja T. versicolor, TV-6 (Ljubljana,
Slovenija). Kultura je uzgajana na krumpirovom dekstroza agaru (Liofilchem S.r.l., Via Scozia,
Roseto degli Abruzzi TE, Italija) (Slika 4) tijekom 14 dana pri 27 °C u inkubatoru bez ventilacije
(BINDER GmbH, Tuttlingen, Njemacka) (Slika 5).

Slika 4 Kultura T. versicolor uzgojena na krumpirovom dekstroza agaru
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Slika 5 Inkubator (BINDER GmbH, Tuttlingen, Njemacka)

3.2.2. Kemikalije

Koristene kemikalije: krumpirov dekstroza agar (Liofilchem S.r.l., Via Scozia, Roseto degli
Abruzzi TE, Italija), glicin (Acros Organics, Geel, Belgija), klorovodi¢na kiselina (Fisher Scientific,
Hampton, New Hampshire, SAD), 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), malonska kiselina (Acros Organics, Geel, Belgija), 1M
natrijev hidroksid (Grammol, Zagreb, Hrvatska), 2,6-dimetoksifenol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, SAD), manganov (ll) sulfat (Acros Organics, Geel, Belgija), 30% vodikov peroksid
(Grammol, Zagreb, Hrvatska), tartaratna kiselina (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire,
SAD), Na-tartarat-dihidrat 99 % (Acros Organics, Geel, Belgija), veratrilni alkohol (Acros
Organics, Geel, Belgija), natrijev nitrit (Grammol, Zagreb, Hrvatska), aluminij (lll) klorid
heksahidrat (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, SAD), Zeljezov (ll) sulfat heptahidrat
(Kemika, Zagreb, Hrvatska), Folin — Ciocalteuov reagens (Kefo, Sisak, Zagreb), natrijev karbonat

(T.T.T., Zagreb, Hrvatska), 1-butanol (Fisher Scientific, Hampton, New Hampshire, SAD).

3.2.3. Priprema otopina
Priprema krumpirovog dekstroza agara

10,5 g krumpirovog dekstroza agara suspendirano je u 250 mL destilirane vode i 15 minuta

sterilizirano u autoklavu na 121°C. U prethodno sterilizirane Petrijeve zdjelice prenesena je

17



3. Eksperimentalni dio

djelomicno ohladena otopina krumpirovog dekstroza agara koja je koristena za kultivaciju T.

versicolor pri sterilnim uvjetima.

Glicin-HCI pufer, pH 3,5

Za pripremu ovog pufera koriStene su 0,2 M otopina glicina i 0,2 M otopina HCl-a. 0,2 M
otopine glicina pripremljena je otapanjem 3,75 g glicina u 250 mL destilirane vode. U 50 mL
otopine glicina dodano je 6,4 mL HCl-a te je destiliranom vodom dopunjeno do 200mL. Po

potrebi vrsena je korekcija pH s HCI.

ABTS

0,0412 g ABTS-a (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) otopljeno je u 25 mL

Glicin-HCI pufera.

Na-malonatni pufer, pH 4,5

Otapanjem 5,203 g malonske kiseline u 500 mL destilirane vode pripremljena je 0,1 M otopina
malonske kiseline te je pH korigiran s 1 M NaOH. Iz navedenog je pripremljen 50 mM Na-

malonatni pufer.

1 mM DMP

Otopljeno je 0,0122 g DMP-a (2,6-dimetoksifenol) u 10 mL 50 mM Na-malonatnog pufera.

1mM MnSO;4

Otopljeno je 0,0338 g manganova (ll) sulfata u 20 mL 50 mM Na-malonatnog pufera.

Otopina vodikovog peroksida

PomijeSano je 255 pL 30%-tnog vodikovog peroksida s 100 mL destilirane vode.

0,4 M Na-tartaratni pufer, pH 3

Otapanjem 3,7523 g tartaratne kiseline u 250 mL destilirane vode pripremljena je 0,1 M
otopina tartaratne kiseline. Otapanjem 17,256 g Na-tartarat dihidrata u 250 mL destilirane
vode pripremljena je 0,3 M otopina Na-tartarat dihidrata. Ove dvije otopine su pomijeSane te

je korigiran pH.

18



3. Eksperimentalni dio

0,02 M veratrilni alkohol

Otopljeno je 0,0876 g 96%-tnog veratrilnog alkohola u 25 mL Na-tartaratnog pufera.

5 %-tna vodena otopina natrijevog nitrita

Otopljeno je 5 g natrijevog nitrita u 100 mL destilirane vode.

10 %-tna vodena otopina aluminij (Il1)-klorid heksahidrata

Otopljeno je 10 g aluminij (Ill)-klorid heksahidrata u 100 mL destilirane vode.
Otopina Zeljezo (ll)-sulfat heheptahidrata

Otopljeno je 77 mg Zeljezo (l1)-sulfat heheptahidrata u 20 mL otopine kloridne kiseline i 1-

butanola pomijeSano je u omjeru 2:3.
Otopina natrijevog karbonata

Otopljeno je 200 g natrijevog karbonata u 800 mL destilirane vode i zagrijano do vrenja.
Nakon hladenja dodani su kristali natrijevog karbonata, otopina je nakon 24 h profiltrirana i

tikvica je nadopunjena destiliranom vodom do oznake 1 L.

3.3. METODE

3.3.1. Fermentacija na ¢vrstim nosacima

U laboratorijske teglice volumena 720 mL odvagano je 30 g osusenog pivskog tropa te je
dodano 50 mL destilirane vode. SadrZaj u laboratorijskim teglicama dobro je promijesan i
steriliziran u autoklavu (ASTELL AMA270, Kent, Ujedinjeno Kraljevstvo) (slika 6) 15 minuta na
121°C.
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Slika 6 Autoklav (ASTELL AMAZ270, Kent, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Laboratorijske teglice su nakon sterilizacije ohladene na sobnu temperaturu. Supstrat u
teglicama inokuliran je micelijskim diskovima T. versicolor kultiviranih na PDA agaru. 5
micelijskih diskova T. versicolor promjera 1 cm suspendirano je u 10 mL destilirane vode i
preneseno u svaku teglicu pri sterilnim uvjetima. Fermentacija u trajanju od 15 dana

provedena je u inkubatoru bez ventilacije pri 27°C (Slike 7 i 8).

Slika 7 T. versicolor na pivskom tropu nakon 4. dana fermentacije
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Slika 8 T. versicolor na pivskom tropu nakon 8. dana fermentacije

3.3.2. Gubitak na masi supstrata i odredivanje pH vrijednosti supstrata

Nakon svakog dana fermentacije mjerena je masa reakcijske smjese koja se sastoji od pivskog
tropa, vode i mikroorganizma s ciljem mjerenja gubitka mase supstrata uslijed metabolicke
aktivnosti mikroorganizma. Dodatno, mjeren je i pH na nacin da je izvagano 2 g fermentiranog
supstrata i pomijesano s 10 mL destilirane vode. Ekstrakcija je provedena na vorteksu (Vortex
MX-S, DLAB Scientific, Kina) (Slika 9) u intervalima od 5 min, tijekom 30 min. Nakon toga

mjerena je pH vrijednost pH metrom (MA 5740, Iskra, Slovenija) (slika 10).

Slika 9 Vorteks (Vortex MX-S, DLAB Scientific, Kina)
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Slika 10 pH metar (MA 5740, Iskra, Slovenija)

3.3.3. Udio suhe tvari

Udio suhe tvari odreden je u pocetnom supstratu (prije inokulacije) te u fermentiranom
supstratu nakon svakog dana fermentacije. Mjerenje je provedeno termo gravimetrijskom
metodom na analizatoru vlage za radijacijsko-infracrveno susenje (HR-73, Mettler Toledo)
(Slika 11). 1 g uzorka odvagan je na aluminijski podloZak i provedeno je susenje na 105 °C s
kriterijem zavrSetka procesa (engl. switch off 3: gubitak mase od 1 mg u 50 s). Susenje je

provedeno do konstantne mase.

Slika 11 Analizator vlage (HR-73, Mettler Toledo)
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3. Eksperimentalni dio

3.3.4. Ekstrakcija enzima

Nakon svakog dana fermentacije izvagano je 2 g uzorka i pomijeSano s 10 mL odgovarajuéeg
pufera za mjerenje aktivnosti enzima. Za mjerenje aktivnosti lakaze fermentirani supstrat
ekstrahiran je u glicin-HCI puferu (pH 3,5), za mangan peroksidazu u Na-malonatnom puferu
(pH 4,5) te za lignin peroksidazu u 0,4 M Na-tartaratnom puferu (pH 3). Ekstrakcija je

provedena mijeSanjem na vorteksu u trajanju od 30 min, s intervalima od 5 min (Slika 12).

Slika 12 Uzorci fermentiranog pivskog tropa nakon ekstrakcije
Nakon toga uzorci su centrifugirani (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka) (Slika 13)

na 10000 rcf, 5 min. Supernatanti su koristeni dalje za mjerenje aktivnosti lignolitickih enzima.

Slika 13 Centrifuga (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH, Njemacka)
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3. Eksperimentalni dio

3.3.5. Mjerenje aktivnosti enzima

Aktivnosti lignolitickih enzima mjerene su spektrofotometrijski (UV-1280 UV-VIS

Spectrophotometer, Shimadzu, Japan) (Slika 14). Volumne i specificne aktivnosti enzima

izraCunate su prema formulama (1) i (2):

VA dA frazr]eden]a Vreakct]e [ ]
dt EVe-d mL

gdje su:

V.A. — volumna aktivnost enzima [U/mL]

dA/dt — promjena apsorbancije u vremenu [1/min]
frazrjedenja— faktor razrjedenja

Vreakciie — Ukupan volumen reakcijske smjese u kiveti [mL]
€ — ekstincijski koeficijent [L/(mmol cm)]

Ve—volumen dodanog enzima [mL]

d — promjer kivete [cm]

S. A= ] (2)

Yproteina Lmg
gdje su:
S.A. — specifi¢na aktivnost enzima [U/mg]
V.A. — volumna aktivnost enzima [U/mL]

Veroteina — Masena koncentracija enzima [mg/mL]
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3. Eksperimentalni dio

Slika 14 Spektrofotometar (UV-1280 UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu, Japan)

Mjerenje aktivnosti lakaze

Aktivnost enzima lakaze mjerena je prema metodi TiSma i sur. (2020), spektrofotometrijski pri
valnoj duljini A = 420 nm i temperaturi T =25 °C u kvarcnoj kiveti volumena V =1 mL. Otopina
ABTS-a termostatirana je na 25 °C prije pocetka mjerenja. U kvarcnu kivetu prvo je dodano
900 plL ABTS-a, a zatim 100 pL enzima. Sadrzaj kivete brzo je ru¢no promijesan i stavljen u
spektrofotometar. Tijekom 100 s mjerena je promjena apsorbancije u vremenu (dA/dt). Iz
dobivenih vrijednosti dinamicke promjene apsorbancije izraCunate su volumna i specifi¢na

aktivnost lakaze prema jednadzbama (1) i (2).

Mjerenje aktivnosti mangan peroksidaze

Aktivnost enzima mangan peroksidaze mjerena je prema metodi Lueangjaroenkit i sur. (2020),
spektrofotometrijski pri valnoj duljini A = 469 nm i temperaturi T = 25 °C u kvarcnoj kiveti
volumena V =1 mL. U kvarcnu kivetu dodano je redom 640 uL Na-malonatnog pufera (pH 4,5),
100 pL 1 mM MnSQg4, 100 pL DMP-a, 100 uL enzima i 60 plL vodikovog peroksida. Reakcija je
zapoceta dodatkom vodikovog peroksida. Sadrzaj kivete ruc¢no je promijesan i stavljen u
spektrofotometar. Tijekom 100 s mjerena je promjena apsorbancije u vremenu (dA/dt). Iz
dobivenih promjena apsorbancije izraCunate su volumna i specificna aktivhost mangan-

peroksidaze prema jednadzbama (1) i (2).
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Mjerenje aktivnosti lignin peroksidaze

Aktivnost enzima lignin peroksidaze mjerena je prema metodi Karpe i sur. (2016),
spektrofotometrijski pri valnoj duljini A = 310 nm i temperaturi T = 25°C u kvarcnoj kiveti
volumena V =1 mL. U kvarcnu kivetu dodano je redom 660 pL Na-tartaratnog pufera, 200 uL
veratrilnog alkohola, 100 pL enzima i 40 pL vodikovog peroksida. Reakcija je zapoceta
dodatkom vodikovog peroksida. Sadrzaj kivete ru¢no je promijeSan i stavljen u
spektrofotometar. Tijekom 100 s mjerena je promjena apsorbancije u vremenu (dA/dt). Iz
dobivenih promjena apsorbancije izracunate su volumna i specificna aktivnost lignin

peroksidaze prema jednadzbama (1) i (2).

Bradfordicina metoda

Bradfordi¢ina metoda temelji se na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje ,,Coomassie
Briliant Blue G-250“ za aromatske i bazi¢ne bo¢ne ogranke proteina. Anionski oblik bojila, koji
se veZe za proteine, ima A maksimum od 595 nm. Na toj valnoj duljini mjeri se apsorbancija za

protein (Kruger, 2009).

100 pL ekstrakta enzima i 2 mL svjeze pripremljenog Bradfordi¢inog reagensa dodano je u
kivetu. Reakcijska smjesa ostavljena je stajati na sobnojtemperaturi 5 minuta. Nakon 5 minuta

ocditana je apsorbancija pri valnoj duljini 595 nm.

3.3.6. Odredivanje koncentracije polifenolnih spojeva
Odredivanje koncentracije flavonoida

Odredivanje koncentracije flavonoida provedeno je prema metodi Marinova i sur. (2005). 500
pL ekstrakta dodano je u 2 mL destilirane vode. Zatim je dodano 150 pL 5%-tnog natrijevog
nitrita te nakon 5 minuta 150 pL 10%-tne vodene otopine aluminijevog (lll) klorid
heksahidrata. Nakon 6 minuta dodano je 1 mL 1 M natrijevog hidroksida. Reakcijska smjesa
nadopunjena je destiliranom vodom do 5 mL. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, samo
je umjesto ekstrakta dodan jednak volumen (500 pL) destilirane vode. Uzorci su promijesani

na vorteksu te je mjerena apsorbancijana A= 510 nm.
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Odredivanje koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina

Odredivanje koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina provedeno je prema
metodi Avallone i sur. (1997) i Skerget i sur. (2005). U 500 pL ekstrakta dodano je 5 mL otopine
Zzeljezo (Il) sulfat heptahidrata. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, samo je umjesto
ekstrakta dodan jednak volumen (500 L) destilirane vode. Uzorci su inkubirani u vodenoj
kupelji 15 minuta pri 95 °C. Nakon inkubacije uzorci su ohladeni te je mjerena apsorbancija na

A =540 nm.

Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola

Odredivanje koncentracije ukupnih polifenola provedeno je prema metodi Waterhouse
(2001). U epruvetu je dodano 40 uL ekstrakta, 3160 uL destilirane vode i 200 uL Folin —
Ciocalteuova reagensa. Sadrzaj epruvete dobro je promijesan na vorteksu. Nakon 8 min
dodano je 600 pL 20 % - tne otopine Na>COs. SadrZaj epruvete ponovno je promijesan na
vorteksu. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, samo je umjesto ekstrakta dodan isti
volumen (40 uL) ekstrakcijskog otapala. Uzorci su inkubirani u vodenoj kupelji 30 minuta na

40 °C. Nakon inkubacije ocitana je apsorbancija pri A = 765 nm.

Odredivanje koncentracije pojedinacnih polifenolnih spojeva

Odredivanje koncentracije pojedinacnih polifenolnih spojeva provedeno je prema metodi
Pani¢ i sur. (2021). Za odredivanje je koristen HPLC uredaj spojen s diodnim detektorom i
automatskim uzorkivaéem. Prije injektiranja, uzorak volumena 15 pL filtriran je kroz
politetrafluoretilenske filtere s velicinom pora od 0,22 pL. Temperatura kolone odrazavana je
na 40°C. Separacija je provedena na koloni Poroshell 120 SB C18. Kao mobilne faze koristene
su voda s 25%-tnim acetonom i voda s acetonitrilom. Retencijska vremena i spektralni podaci
polifenolnih spojeva usporedeni su sa standardima. HPLC analize su provedene u tri

ponavljanja, a sadrzaj polifenola je izrazen kao mg spoja/g suhe tvari.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. UZGOJ TRAMETES VERSICOLOR NA PIVSKOM TROPU U UVIJETIMA
FERMENTACIJE NA CVRSTIM NOSACIMA

Uzgoj T. versicolor proveden je u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima. Fermentacija je
trajala 15 dana. Provedena je u laboratorijskim staklenkama, koristeci pivski trop kao supstrat.
Tijekom fermentacije vlaznost pivskog tropa povecala se s pocetne vrijednosti 64,65 % (1. dan
fermentacije) do maksimalne vrijednosti 67,65 % (15. dan fermentacije). Ovaj raspon vlaznosti
odgovara uvjetima za rast T. versicolor te tijekom fermentacije nije bilo potrebno dodavati
vodu. Naime, udio vlage vazan je ¢imbenik provedbe SSF procesa. Kruti supstrat mora imati
dovoljnu koli¢inu vlage da bi bio omoguéen rast i razvoj radnog mikroorganizama. Previsok
udio vlage pak dovodi do zbijanja krutog supstrata pri ¢emu dolazi do sprjeavanja prijenosa
kisika do radnog mikroorganizma, ali i nedostupnosti hranjivih tvari iz supstrata. Takoder,
prenizak udio vlage onemogucava transport hranjivih tvari i sintezu enzima (Zeko-Pivac i sur.,
2022). Vrijednosti pH supstrata bile su u rasponu od 6,14 i 6,82 $to znaci da nije doslo do
nastanka organskih kiselina kao produkata razgradnje lignoceloloznih sastavnica koje bi
uzrokovale smanjenje pH. Nakon 15 dana fermentacije ukupan gubitak na masi supstrata
iznosio je 25,33 %. Rezultati pH vrijednosti i gubitaka mase supstrata tijekom 15 dana

fermentacije prikazani su na slici 15.

Gubitak na masi supstrata i pH
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Slika 15 pH vrijednost supstrata i gubitak na masi supstrata prac¢ene tijekom 15 dana uzgoja
T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima

(Pocetni procesni uvjeti: 7=27 °C, m (supstrata) = 30 g, udio vlage supstrata = 64,65 % )
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4.2. PROIZVODNIJA LIGNOLITICKIH ENZIMA UZGOJEM TRAMETES
VERSICOLOR NA PIVSKOM TROPU U UVJETIMA FERMENTACIJE NA
CVRSTIM NOSACIMA

4.2.1. Proizvodnja enzima lakaza uzgojem Trametes versicolor na pivskom
tropu u uvjetima fermentacije na cvrstim nosacima

Proizvodnja enzima lakaza provedena je u laboratorijskim staklenkama koristeci T. versicolor
kao mikroorganizam i pivski trop kao supstrat. Inkubacija je provedena pri 27 °C u inkubatoru
bez ventilacije u trajanju od 15 dana. Rezultati su prikazani na slici 16, gdje je vidljivo da su
najvece vrijednosti i volumne i specifiéne aktivnosti enzima lakaze postignute nakon 8. dana
fermentacije. Najveca vrijednost volumne aktivnosti lakaze iznosila je 141,7 U/L, dok je

najveca vrijednost specifi¢ne aktivnosti lakaze iznosila 0,6 U/mg.

Aktivnost lakaze
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S
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Slika 16 Aktivnost enzima lakaze tijekom 15 dana fermentacije

(Pocetni procesni uvjeti: 7= 27 °C, m (supstrata)= 30 g, udio vlage supstrata= 67,6 % )

Rezultati su usporedeni s literaturom. Tavares i sur. (2006) pokazali su da su optimalni uvjeti

za proizvodnju lakaze pomodu T. versicolor koncentracija glukoze od 11 g/L i pH vrijednost 5,2.
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Eksperimenti su provedeni u uvjetima submerzne fermentacije, koriste¢i TDM (Trametes

definirani medij) kao supstrat te je postignuta volumna aktivnost lakaze od 11403 U/L.

Xu i sur. (2020) proizvodili su lakazu uzgojem T. versicolor u uvjetima fermentacije na ¢vrstim
nosacima, koristeci kao supstrat ostatke ¢aja dobivene prilikom proizvodnje ¢ajnih napitaka u
jednoj kineskoj tvornici. Istrazivanjem su pokazali da se koriStenjem ovog supstrata za uzgoj T.
versicolor postiZe najveca specificna aktivnost lakaze od 25,7 U/g suhog supstrat nakon 7. dana

fermentacije.

TiSma i sur. (2012) u svom istrazivanju testirali su proizvodnju lakaze pomocu T. versicolor na
raznim industrijskim otpadima. Ovim istraZivanjem dokazali su da kruti otpad iz tvornice za
proizvodnju papira ima najveéi potencijal za proizvodnju lakaze, postizanjem najveée volumne
aktivnosti od 2378 U/L. Takoder je dokazano da ovaj otpad sadrzi CaCOs koji stimulira
proizvodnju lakaze. T. versicolor uzgajana je u uvjetima submerzne fermentacije, uz

optimizaciju medija pomodu genetskog algoritma.

TiSma i sur. (2018) koristili su pivski trop kao supstrat za proizvodnju lakaze pomocu T.
versicolor. Maksimalna volumna aktivnost postignuta je nakon 7. dana fermentacije i iznosila
je 560 U/L. Pivski trop koristen u ovom istraZivanju dobiven je nakon proizvodnje piva iz
mjeSavine 60% jeCma i 40% slada, Sto ga razlikuje od pivskog tropa koristenog u ovom
diplomskom radu. Zbog toga se razlikuju i maksimalne volumne aktivnosti. U ovom
diplomskom radu postignuta je maksimalna volumna aktivnost nakon 8. dana fermentacije i

iznosila je 141,7 U/L.

Erden i sur. (2009) proizvodili su lakazu i mangan peroksidazu uzgojem T. versicolor u uvjetima
submerzne fermentacije na razli¢itim poljoprivrednim ostatcima. Pokazali su da ljuske
ljeSnjaka imaju najvedi potencijal za proizvodnju lakaze, postizanjem maksimalne volumne
aktivnost od 47,09 U/L. Optimalni uvjeti za proizvodnju lakaze bili su: vrijeme inkubacije od 4
dana, koncentracija ljuski ljesnjaka 2% w/v, pH 6, broj okretaja tijekom centrifugiranja od 130

rpm.

Bucié-Koji¢isur. (2017) koristili su kukuruznu silazu za proizvodnju lakaze uzgojem T. versicolor
u uvjetima fermentacije na cvrstim nosadima. Istrazivanjem je postignuta maksimalna

volumna aktivnost lakaze od 180,2 U/L nakon 4. dana fermentacije, pri pH 3 i temperaturi od
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50°C. Takoder je dokazano da dodatak bakrovog (Il) sulfata kao induktora rezultira

povecanjem aktivnosti lakaze za 8,5 puta.

4.2.2. Proizvodnja enzima mangan peroksidaza uzgojem Trametes versicolor
na pivskom tropu u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima

Proizvodnja enzima mangan peroksidaze provedena je u laboratorijskim staklenkama koristedi
T. versicolor kao mikroorganizam i pivski trop kao supstrat. Inkubacija je provedena pri 27 °C
u inkubatoru bez ventilacije u trajanju od 15 dana. Rezultati su prikazani na slici 17 gdje je
vidljivo da je najveda volumna aktivnost postignuta nakon 11. dana fermentacije i iznosila je

153,3 U/L. Najveca specificna aktivnost postignuta je nakon 9. dana fermentacije i iznosila je

0,5 U/mg.
Aktivnost mangan peroksidaze
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Slika 17 Aktivnost enzima mangan peroksidaze tijekom 15 dana fermentacije

(Pocetni procesni uvjeti: 7=27 °C, m (supstrata)= 30 g, udio vlage supstrata= 67,6 % )

Asgher i sur. (2011) koristili su klipove kukuruza, kao supstrat, za uzgoj T. versicolor u SSF
uvjetima te je ostvarena maksimalna volumna aktivnost mangan peroksidaze od 964 U/L. Ova

aktivnost postignuta je dodatkom glukoze i eksktrakta kvasca s omjerom ugljika i dusika 25:1.

Erden i sur. (2009) proizvodili su lakazu i mangan peroksidazu uzgojem T. versicolor u uvjetima

submerzne fermentacije pri ¢emu su koristeni razliciti poljoprivredni ostatci. Pokazali si da
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ljuske ljeSnjaka imaju najvedi potencijal za proizvodnju mangan peroksidaze, postizanjem
maksimalne volumne aktivnosti od 109,21 U/L. Optimalni uvjeti za proizvodnju mangan
peroksidaze bili su: vrijeme inkubacije od 5 dana, koncentracija ljuski ljeSnjaka 2% w/v, pH 6,

broj okretaja tijekom centrifugiranja od 90 rpm.

Bucic¢-Koji¢ i sur. (2017) koristili su kukuruznu silazu za proizvodnju mangan peroksidaze
uzgojem T. versicolor u uvjetima fermentacije na c¢vrstim nosafima. Istrazivanjem je
postignuta maksimalna volumna aktivnost mangan peroksidaze od 30,1 U/L nakon 3. dana
fermentacije. Takoder je dokazano da dodatak bakrovog (ll) sulfata kao induktora rezultira

povecanjem aktivnosti mangan peroksidaze za 7 puta.

4.2.3. Proizvodnja enzima lignin peroksidaza uzgojem Trametes versicolor na
pivskom tropu u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima

Tijekom 15 dana uzgoja T. versiolor na pivskom tropu u uvjetima fermentacije na ¢vrstim

nosacima nije doslo do sinteze enzima lignin peroksidaza.

Fujian i sur. (2001) koristili su pSeni¢nu slamu, kao supstrat, za proizvodnju lignin peroksidaze
uzgojem Phanerochaete chrysosporium u SSF uvjetima. U ovom istraZivanjima ostvarena je

maksimalna volumna aktivnost lignin peroksidaze od 2600 U/L.

Mehboob i sur. (2011) proizvodili su lignin peroksidazu koriste¢i Ganoderma Ilucidum u
uvjetima fermentacije na ¢&vrstim nosacima, koristeéi klipove kukuruza kao supstrat.
IstraZivanjem je postignuta maksimalna volumna aktivnost lignin peroksidaze od 2807 U/L
nakon 4. dana fermentacije. Asgher i sur. (2012) su na istom supstratu uzgajali T. versicolor
IBL-04 pri ¢emu je nakon 5. dana fermentacije postignuta maksimalna volumnu aktivnost

enzima od 592 U/L.
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4.3. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE POLIFENOLNIH SPOJEVA TIJEKOM
PROIZVODNJE LIGNOLITICKIH ENZIMA UZGOJEM TRAMETES VERSICOLOR
NA PIVSKOM TROPU U UVIETIMA FERMENTACIJE NA CVRSTIM
NOSACIMA

4.3.1. Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida, proantocijanidina i
polifenola

Osim mjerenja aktivnosti lignolitickih enzima, tijekom 15 dana uzgoja T. versicolor na pivskom
tropu, analizirane su i koncentracije ukupnih flavonoida, proantocijanidina i polifenola.
Dobiveni rezultati prikazani su na slici 18 a, b i c. Najveéa koncentracija ukupnih flavonoida
postignuta je nakon 13. dana i iznosila je 1,8293 mg/g 5. U pocetnom uzorku pivskog tropa,
prije inokulacije, koncentracija flavonoida bila je niza i iznosila je 1,5387 mg/g s+. Najveca
koncentracija ukupnih proantocijanidina postignuta je takoder nakon 13. dana i iznosila je
0,2373 mg/g s+.. PoCetna koncentracija u pocetnom uzorku pivskog tropa bila je takoder niza i
iznosila je 0,2235 mg/g s:. | u sluc¢aju ukupnih polifenola uocen je rast koncentracije. Najveca
koncentracija ukupnih polifenola takoder je postignuta nakon 13. dana (12,4945 mg/g s+.), a
koncentracija ukupnih polifenola u pocetnom uzorku iznosila je 8,0790 mg/g s Sto je

povedéanje za 1,5 puta.

Ovisnost koncentracije flavonoida o vremenu
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b)
Ovisnost koncentracije proantocijanidina o vremenu
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Slika 18 Ovisnost koncentracije a) ukupnih flavonoida, b) ukupnih proantocijanidinai c)
ukupnih polifenola u netretiranom i tretiranom pivskom tropu o vremenu fermentacije

Tijekom uzgoja mikroorganizama u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosacima moze dodi do
otpustanja bioaktivnih spojeva iz slozenih lignoceluloznih materijala kao Sto je primjerice
pivski trop prvenstveno kao posljedica razgradnje lignina uslijed katalitiCke aktivnosti

lignolitickih enzima (da Costa Maia i sur., 2020).

Ibarruri i sur. (2019) provodili su SSF koristeéi pivski trop za supstrat i Rhizopus sp. kao

mikroorganizam. SSF uvjeti optimizirani su faktorskim dizajnom i metodologijom odzivnih
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povrsina. Istrazivanjem su pokazali porast koncentracije ukupnih polifenola 11 puta (izmjerena

vrijednost bila je 2.7+0.1 mg GAE/g DM) nakon 9 dana fermentacije pri 30°C.

Zeko-Pivac i sur. (2022) koristili su 2 uzorka pivskog tropa za proizvodnju hidrolitickih i
lignolitickih enzima, uzgojem T. versicolor u SSF uvjetima pri ¢emu su analizirali koncentracije
polifenolnih spojeva. U istrazivanju je dosSlo do porasta koncentracije ukupnih polifenolnih
spojeva nakon fermentacije 3,75 puta u prvom uzroku pivskog tropa i 1,64 puta u drugom
uzorku. Takoder, doslo je do porasta koncentracije ukupnih flavonoida nakon fermentacije
1,62 puta u prvom uzorku te 1,14 puta u drugom uzorku. SSF nije imao pozitivan ucinak na

otpustanje ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina.

TiSma i sur. (2018) koristili su pivski trop za proizvodnju polifenola i enzima lakaza, uzgojem T.
versicolor u SSF uvjetima. Nakon 14 dana fermentacije pokazali su povecanje ekstrakcije
ukupnih polifenola 3,4 puta u usporedbi s netretiranim pivskim tropom i povecanje

koncentracije ukupnih polifenola od 2.5 mg/gs+. do 8.7 mg/gs..

4.3.2. Odredivanje koncentracije pojedinacnih polifenolnih spojeva

Osim analize ukupnih flavonoida, proantocijanidina i polifenola, mjerene su i koncentracije
pojedinaénih polifenolnih spojeva ¢&iji su rezultati prikazani u tablici 4. 1z dobivenih rezultata
vidljivo je da su u pocetnom uzorku pivskog tropa prisutni engeletin i miricetin. U slucaju
engeletina, nakon 1. dana fermentacije doslo je do smanjenja koncentracije s 0,3341 na
0,0858 mg/g suhe tvari, a nakon 2. dana taj spoj nije detektiran. U sluc¢aju miricetina, doslo je
do degradacije spoja ve¢ nakon 1. dana fermentacije. U netretiranom pivskom tropu nije
zabiljezena koncentracija siringinske kiseline, kumarinske kiseline i epikatehina, ali njihova
koncentracija raste uslijed bioloSke obrade pri ¢emu je detektirana najveéa koncentracija
epikatehina od 0,3650 + 0,0302 mg/g suhe tvari nakon 2. dana fermentacije. Najveca
koncentracija siringinske kiseline (0,2147 mg/g suhe tvari) detektirana je nakon 2. dana, a

kumarinske kiseline (0,2139 mg/g suhe tvari) nakon 10. dana fermentacije.
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Tablica 4 Koncentracija pojedinacnih polifenolnih spojeva u netretiranom pivskom tropu i
nakon fermentacije na ¢vrstim nosa¢ima u trajanju od 15 dana

¢ [mg/g suhe tvari]
ferr;([ei?c;::ije] Sllr(lirsg;;saka Kukimszil::ka Epikatehin Engeletin Miricetin
0 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.3341 + 0.0001 1.9634 £ 0.0007
1 0.2144 + 0.0001 0.1501 £ 0.0304 0.3645 + 0.0302 0.0858 +0.0001 0.0000 + 0.0000
2 0.2147 + 0.0001 0.1718 £ 0.0001 0.3650 * 0.0302 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
3 0.2139 + 0.0000 0.1711 £ 0.0000 0.2994 + 0.0001 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
0.1498 +
4 0.2140 + 0.0001 0.0302 0.2996 + 0.0001 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
5 0.2137 + 0.0000 0.1709 £ 0.0000 0.2564 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
6 0.0000 + 0.0000 0.2137 £ 0.0000 0.0000 * 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
7 0.0000 + 0.0000 0.2136 + 0.0000 0.0000 * 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
8 0.0000 + 0.0000 0.1924 £ 0.0303 0.0000 * 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
9 0.0000 + 0.0000 0.2136 £ 0.0001  0.0000 * 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
10 0.0000 + 0.0000 0.2139+£0.0001 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
11 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 * 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
12 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
13 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
14 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000
15 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000 0.0000 + 0.0000

Prema istrazivanjima, frakcija lignina u lignoceluloznim materijalima sadrzi brojne fenolne
komponente, uglavnom kiseline kao Sto su ferulinska, kumarinska, siringinska, vanilinska i p-
hidroksibenzojeva kiselina ¢iju je koncentraciju moguce povecati SSF procesom (Martinsisur.,
2011). Rezultati istrazivanja Moreira i sur. (2013) dokazali su da vrsta i nacin proizvodnje
slada, posebno nadin suSenja, mogu imati vazan utjecaj na profil polifenolnih spojeva i
antioksidativnih svojstava pivskog tropa. Ekstrakti iz svijetlih vrsta slada sadrie vede
koncentracije ukupnih i pojedinacnih polifenolnih spojeva posebno ferulinske i kumarinske

kiseline, ¢ija koncentracija najvise ovisi o nacinu susenja slada.

Selo (2022.) je u svom istraZivanju dokazivala utjecaj bioloske obrade tropa grozda pomoéu R.
oryzae na prinos pojedinacnih polifenolnih spojeva. SSF je imao pozitivhu utjecaj na
ekstraktibilnost nekih polifenolnih spojeva. Koncentracija siringinske kiseline poveéala se 1,8
puta (s 0,2366 na 0,4240 mg/gs+) nakon 5. dana fermentacije. U sluaju epikatehina i
kumarinske kiseline nije doSlo do povecanja koncentracije nakon SSF. Suprotno tome,

koristenjem pivskog tropa u ovom diplomskom radu siringinska kiselina je detektirana tek
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nakon bioloske obrade ali je koncentracija (0,2147 mg/gs+) niza od koncentracije dobivene

nakon tretiranja tropa grozda.

Lukaci¢ (2019.) je u svom istrazivanju dokazivao utjecaj bioloske obrade pljevice jeCcma
pomocu Trametes versicolor na ekstrakciju fenolnih kiselina. Maksimalna koncentracija
siringinske kiseline (0,083 mg/gs) postignuta je nakon 1. dana fermentacije. Pljevica jeCma
nakon bioloske obrade s Trametes versicolor sadrzavala je nizu koncentraciju siringinske

kiseline, nego pivski trop u ovom diplomskom radu.

Epikatehin i siringinska kiselina posjeduje antioksidativna, antimikrobna, protuupalna i
antitumorska svojstva. Konzumacija epikatehina smanjuje razinu glukoze u krvi kod
dijabeti¢ara te se mozZe koristiti kao alternativa za lijeCenje dijabetesa i raka. Siringinska
kiselina moze se takoder koristiti za lijeCenje dijabetesa i raka te lijeCenje ostecenja neurona i

jetre (Abdulkhaleq i sur., 2017; Sirinivasulu i sur., 2018).
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Nakon 15 dana fermentacije ukupan gubitak na masi supstrata iznosio je 25,33 %. pH

vrijednosti supstrata iznosile su izmedu 6,14 i 6,82.

2. T. versicolor uzgojem na pivskom tropu u uvjetima fermentacije na ¢vrstim nosaima
proizvodi enzime lakazu i mangan peroksidazu. Najvece vrijednosti volumne i specifi¢ne
aktivnosti enzima lakaze postignute su nakon 8. dana fermentacije te su iznosile 141,7 U/L
i 0,6 U/mg. Najveca volumna aktivnost mangan peroksidaze postignuta je nakon 11. dana
fermentacije i iznosila je 153,3 U/L, dok je najveca specifi¢na aktivnost postignuta nakon
9. dana fermentacije i iznosila je 0,5 U/mg. U ovom istrazivanju nije doslo do proizvodnje

lignin peroksidaze.

3. Najvece koncentracije ukupnih flavonoida, proantocijanidina i polifenola postignute su
nakon 13. dana fermentacije i iznosile su 1,8293 mg/gs:. (flavonoidi), 0,2373 mg/gs..
(proantocijanidini) i 12,4945 mg/gs.. (polifenoli).

4. Od 5 ispitanih fenolnih spojeva, u netretiranom pivskom tropu detektirana su 2 spoja.
Tijekom fermentacije doslo je do porasta siringi¢ne kiseline i to s 0 na 0,2147 mg/g nakon
2. dana fermentacije, porasta t-kumarne kiseline s 0 na 0,2137 mg/g nakon 6. dana
fermentacije, te do porasta epikatehina s 0 na 0,3645 mg/g nakon 2. dana fermentacije.

Tijekom fermentacije doslo je do ragradnje engeletina i miricetina.
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