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SAŢETAK 

 

Gljive bijelog truljenja su prirodni razgraĊivaĉi lignoceluloznog materijala te luĉe 

razliĉite lignolitiĉke enzime, a submerznim uzgojem gljiva moguća je proizvodnja i korištenje 

tih enzima u mnogobrojne svrhe. Trametes versicolor je gljiva bijelog truljenja iz skupine 

Basidiomycota za koju je poznato da proizvodi enzim lakazu. Lakaze (benzendiol: kisik 

oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2.) su metaloproteini s ĉetiri atoma bakra na aktivnom mjestu a 

imaju vaţnu ulogu u fiziološkim procesima kao što je sporulacija, proizvodnja pigmenata, 

biljna patogeneza, delignifikacija, stvaranje humusa i morfogeneza mikroorganizma domaćina. 

Lakaze se uspješno primjenjuju u zaštiti okoliša, u analitici, u dijagnostici, te u prehrambenoj 

i ostalim industrijama, primjerice industriji pulpe i papira. 

U ovom radu provedena su istraţivanja utjecaja procesnih parametara na potrošnju 

supstrata i aktivnost enzima lakaze. Ispitivani su utjecaji poĉetne koncentracije supstrata, 

poĉetne koncentracije micelijskih peleta, koncentracije peptona i kvašĉevog ekstrakta, 

induktora guaiacola, Tweena 80, te vremena dodatka induktora. 

Pokusi su provedeni na tresilici s glukozom i saharozom kao izvorom ugljika, te u 

bioreaktoru pri ĉemu je kao izvor ugljika korištena saharoza. U svim pokusima postignute su 

izrazito male aktivnosti enzima lakaze (< 10 U dm
-3

). Pokazalo se da u pokusima sa 

saharozom kao izvorom ugljika Trametes versicolor razgraĊuje saharozu pomoću 

unutarstaniĉnog enzima invertaze na glukozu i fruktozu, te da za svoj rast i odrţavanje prvo 

koristi glukozu, a nakon toga fruktozu. 

 

 

Kljuĉne rijeĉi: lakaza, gljive bijelog truljenja, Trametes versicolor, enzimska aktivnost, 

potrošnja supstrata 
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SUMMARY 

 

White rot fungi are natural lignocelluloses material decomposers and they are known 

to excrete different lignolytic enzymes. Submerged cultivation of these fungi allows 

production of these enzymes and their usage in many different fields of application. Trametes 

versicolor is a white rot fungi that produces enzyme laccase. Laccases (benzenediol: oxygen 

oxidoreductase, EC 1.10.3.2.) are multi copper blue oxidases with usually four copper atoms 

placed at three different active sites. They play an important role in physiological processes 

such are sporulation, pigment production, plant pathogenesis, delignification, humus 

production and microorganism host morphology. Laccases are widely spread in 

environmental applications, analytics, diagnostics, in food industry and in many other 

industries, particularly in pulp and paper industry. 

The effect of process parameters on substrate consumption and laccase activity was 

observed. Substrate initial concentrations, mycelial pellets initial concentrations, peptone and 

yeast extract, inductor guaiacol and Tween 80 initial concentrations and inductor addition 

time were investigated. 

The experiments in shaker with glucose and sucrose as sole carbon source were 

carried out, while the experiment in bioreactor with sucrose as sole carbon source was also 

carried out. In each experiment observed enzyme activity was extremely low (< 10 U dm
-3

). It 

has been observed that in experiments with sucrose as sole carbon source, Trametes versiclor 

degrades sucrose with help of intercellular enzyme invertase to glucose and fructose. The 

fungi uses glucose as primary carbon source for growth and maintenance after which 

consumption of fructose follows. 

 

 

Key words: laccase, white rot fungi, Trametes versicolor, enzyme activity, substrate 

consumption 
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1. UVOD 

Svijet u kojem ţivimo postaje sve manji, sve napuĉeniji i sve zagaĊeniji. Naĉin ţivota 

na koji smo navikli uvjetuje široku potrošnju i proizvodnju svakodnevnih predmeta a 

mehanizmi proizvodnje nisu prilagoĊeni današnjim potrebama oĉuvanja okoliša. Energetski 

neuĉinkoviti procesi proizvodnje mogu se opisati motom „zagrij, oblikuj, tretiraj“ (engl. heat, 

beat, treat) u kojim se od ukupne koliĉine energije i materijala otprilike dobiva 4 % produkta 

i 96 % ostatka. Uzimajući sve to u obzir, postoji potreba za novim energetski i materijalno 

uĉinkovitim procesima. No, postavlja se pitanje kako to ostvariti i gdje naći primjere. 

Odgovor je svuda oko nas: u prirodi. 3,8 milijardi godina istraţivanja i razvoja u velikom 

laboratoriju prirode ĉini ju savršenim kandidatom za istraţivanje i preuzimanje principa koji 

će omogućiti i slijedećim generacijama normalne uvjete za ţivot. 

Enzimske tehnologije igraju vaţnu ulogu u toj viziji jer provode kemijske procese na 

puno ekonomiĉniji i energetski i okolišu prihvatljiviji naĉin, a u isto vrijeme su industrijski 

prihvatljive. Jedan od vaţnih enzima koji odgovara ovim standardima su lakaze. Najpoznatiji 

i najvaţniji izvor lakaza su gljive, pogotovo gljive bijelog truljenja,
1
 pa je za ovaj rad 

provedeno istraţivanje na gljivi Trametes versicolor. 

Gljive truljenja su najrasprostranjeniji razgraĊivaĉi drva i sposobne su razgraditi 

lignocelulozne supstrate. Luĉe uĉinkovitu ekstracelularnu kombinaciju enzima koja je u 

mogućnosti razgraditi prirodni polimer lignin i druge aromatske spojeve u molekule manje 

molekularne mase.
2
 

Gljiva Trametes versicolor ili šarena tvrdokoška je gljiva bijelog truljenja iz skupine 

Basidiomycota za koju je ustanovljeno da luĉi lignolitiĉke enzime, toĉnij enzim lakazu koja 

ima sposobnost razgradnje lignina. Lignolitiĉki enzimi sudjeluju u razgradnji sloţenog i 

otpornog prirodnog polimera lignina. Ta grupa enzima široko je rasprostranjena u prirodi i 

pronašla je primjenu u raznim industrijskim granama. U posljednje vrijeme je došlo do velike 

potraţnje tih enzima zbog njihove velike biotehnološke vaţnosti. 

Za razliku od većine ostalih enzima koji posjeduju specifiĉno svojstvo samo prema 

odreĊenom supstratu, lakaze djeluju na širok spektar razliĉitih supstrata. Uz pomoć kisika 

lakaze kataliziraju oksidaciju o – , p – difenola, aminofenola, polifenola, poliamina, lignina, 

nekih anorganskih iona, aromatskih amina i razliĉitih nefenolnih supstrata. 
3
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Mogućnost da katalizira veliki broj kemijskih reakcija kao i prihvatljivost u 

ekološkom smislu ĉini lakaze vrlo zanimljivim biokatalizatorima za razliĉita istraţivanja i 

industrijsku primjenu. Lakaze se uspješno primjenjuju u zaštiti okoliša, u analitici, u 

dijagnostici, te u prehrambenoj i ostalim industrijama.
4
 

U ovom radu je provedeno istraţivanje rasta gljive Trametes versicolor. Probedeni su 

anaerobni pokusi u tresilici s glukozom i saharozom kao izvorima ugljika i aerobni pokus u 

bioreaktoru sa saharozom kao izvorom ugljika Promatran je utjecaj razliĉitih procesnih 

parametara: poĉetne koncentracije supstrata, poĉetne koncentracije micelijskih peleta, omjera 

C:N, koncentracije peptona, kvašĉevog ekstrakta, induktora guaiacola i Tweena 80 na 

dinamiĉku promjenu koncentracije supstrata i aktivnost enzima. 
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2. OPĆI DIO 

 

2.1. Mikrobiologija i mikroorganizmi 

 

Mikrobiologija se definira kao podruĉje biologije koje se bavi prouĉavanjem 

organizama koji su najĉešće premali da bi se uoĉili golim okom. Takvi organizmi nazivaju se 

mikroorganizmi (grĉ. mikros – malen ; organismos – organizam), katkad i mikrobi. 

Mikrobiologija je jedna od najširih bioloških znanosti koja se bavi razliĉitim disciplinama 

koje prouĉavaju meĊusobno meĊudjelovanje ĉovjek – mikroorganizam, te okoliš – 

mikroorganizam. Ta su meĊudjelovanja mnogobrojna i oĉituju se kroz genetiku, metabolizme, 

infekcije, bolesti, razvoj lijekova, imunologiju, genetski inţenjering, industriju, poljoprivredu, 

ekologiju i mnoge druge.
5
 

Sluţbena povijest mikrobiologije poĉinje 1673. godine kada Antony van 

Leeuwenhoek, nizozemski trgovac, opisuje mikroorganizme koje je prouĉavao na mikroskopu 

vlastite proizvodnje. Sama primjena mikroorganizama seţe puno više u prošlost. Najranija 

upotreba mikroorganizama vezana je uz fermentaciju i proizvodnju piva i vina. Povijest piva 

seţe i do sedmog tisućljeća prije Krista kada su ratarske zajednice na podruĉju današnje Kine 

proizvodile pivu sliĉno alkoholno piće. Skoro svaka ţitarica koja sadrţi ugljikohidrate mogla 

je u kontaktu s kvascima iz zraka pokrenuti proces spontane fermentacije i taj se recept 

koristio u mnogim kulturama Mezopotamije, Egipta, Rima i ostalim narodima starog vijeka. 

Razvojem mikroskopa otvorene su nove mogućnosti u podruĉju istraţivanja koje su 

obiljeţili svojim radom Louis Pasteur, Joseph Lister, Robert Koch i mnogi drugi. Poĉetkom 

20. stoljeća došlo je do naglog razvoja mikrobiologije. Jedan od razloga je i razvoj genetike i 

biokemije, te otkriće DNK (Kirk, Watson, 1953.). 

Najĉešći predstavnici mikroorganizama su virusi, bakterije, alge, fungi i protozoe. 

Rasprostranjenost mikroorganizama je iznimno široka, te naseljavaju svaki dio biosfere gdje 

je prisutna tekuća voda. NaĊeni su u dubokim naftnim bušotinama, na dnu oceana, u vrelim 

izvorima, pustinjama, špiljama, te uz vruće vulkanske izvore vrele vode na dnu oceana. 

Podnose velike temperaturne razlike pa se u tom smislu mogu podijeliti na termofile, mezofile 

i psihrofile. 
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BACTERIA 

1. Kolo Eubacteria  

2. Kolo Cyanobacteria 

3. Kolo Proteobacteria  

4. Kolo Spirochetes  

5. Kolo Chlamydiae  

 

Stanište mikroorganizama usko je vezano i uz ĉovjeka. Broj ljudskih stanica od kojih 

se ĉovjek sastoji iznosi otprilike jedan trilijun. Kada bi se pobrojale bakterijske stanice u bilo 

kojem trenutku koje se nalaze u ili na ĉovjeku, taj bi broj iznosio oko deset trilijuna. Uloga 

mikroorganizama na ili u ljudskom tijelu je raznolika: pomaţu u probavi, prekrivaju koţu i 

štite od štetnih utjecaja, uĉe imunološki sustav, ali mogu imati i patogena svojstva. 

Danas se mikrobiologija i njene grane razvijaju tempom kao nikada do sada. 

Sinergistiĉki uĉinak razvoja informacijskih i raĉunalnih tehnologija i biotehnoloških znanosti 

omogućuje široku primjenu mikroorganizama u raznim ljudskim djelatnostima. Medicina, 

biokemija i biokemijsko inţenjerstvo, virologija, genetika, ekologija, biomimikrija, 

ekoinţenjerstvo, prehrambena, farmaceutska, tekstilna, papirna industrija i poljoprivreda 

samo su neke od grana ljudske djelatnosti koje su doţivjele snaţan zamah zahvaljujući 

modernoj tehnološkoj revoluciji. 

 

 

2.2. Klasifikacija mikroorganizama 

 

 Klasifikacijom se organizmi dijele u grupe kako bi se uoĉile njihove sliĉnosti i razlike. 

Organizmi se klasificiraju prema morfološkim, fiziološkim, metaboliĉkim i ekološkim 

karakteristikama.
6
 

 Danas je prihvaćena klasifikacija koju su predloţili Carl Woese i George Fox koja 

obuhvaća sva ţiva bića u tri domene (Slika 2.1.). Svaku domenu opisuje drugaĉija vrsta 

staniĉne stijenke.
5
 

 

Slika 2.1. Taksonomska podjela organizama u tri domene 

ARCHAEA 

1. Carstvo  Crenarchaeota  

2. Carstvo  Euryarchaeota  

3. Carstvo  Korarchaeota  

 

EUCARYA 

1. Carstvo  Protista  

2. Carstvo  Fungi  

3. Carstvo  Plantae  

4. Carstvo  Animalia  
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2.3. Gljive 

 

2.3.1. Morfologija 

 

 Disciplina unutar mikrobiologije koja se bavi prouĉavanjem gljiva naziva se 

mikologija. Gljive su heterotrofni organizmi koji sadrţe polisaharid hitin u staniĉnoj stijenci. 

Gljive mogu biti jednostaniĉni mikroorganizmi, npr. kvasci, višestaniĉni mikroorganizmi, npr. 

plijesni i makroskopske ili više gljive. 

 Kvasci su jednostaniĉne gljive i razmnoţavaju se nespolno stvaranjem pupa, ili spolno 

tvorbom spora. Njihove su stanice veće od bakterijskih i posjeduju većinu eukariotskih 

organela. 

 Plijesni i većina gljiva rastu kao staniĉne tvorevine u obliku nitastih isprepletenih 

filamenata, hifa koje tvore micelium. Kada se gljive uzgajaju u submerznoj kulturi, dolazi do 

rasta hifa koje tvore raliĉite morfološke oblike koji mogu varirati od disperznih micelijskih 

filamenata do ĉvrsto isprepletenih micelijskih tvorevina peleta (Slika 2.2.).  

 

 

 

        (a)                                                                          (b) 

Slika 2.2. a) disperzni micelijski filamenti b) micelijski peleti 

 

Prilikom korištenja disperznih micelijskih filamenata u industriji dolazi do odreĊenih 

problema. Takve su otopine viskoznije te dolazi do smanjenog prijenosa topline, kisika i 

hranjivih tvari, a rast biomase uzrokuje pokrivanje stijenki bioreaktora te ostale opreme.
7
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Korištenjem micelijskih peleta takvi se problemi izbjegavaju, kapljevine pokazuju 

niţu viskoznost i pribliţavaju se teĉenju Newtonovskih kapljevina, a filtriranje takvih 

kapljevina je olakšano. Općenito se smatra da je korištenje micelijskih peleta preduvjet za 

uspješan biokemijski proces proizvodnje nekih metabolita kao što su enzimi.  

 

 

2.3.2. Ishrana i metabolizam 

 

Sve su gljive heterotrofi, odnosno dobivaju energiju iz ugljika organskog porijekla. 

Većina gljiva su saprofiti, što znaĉi da koriste izvore ugljika iz mrtvih biljaka ili ţivotinja, te 

iz tla ili vode, odnosno to su gljive truljenja. Parazitske gljive koriste ţive domaćine, biljke ili 

ţivotinje kao izvor ugljika. 

Općenito, gljive koriste ugljik iz supstrata luĉeći enzime koji razgraĊuju molekule 

supstrata u manje molekule koje stanica tada moţe absorbirati. Gljive luĉe cijeli niz enzima 

koji razgraĊuju razne vrste supstrata kao što su perje, kosa, celuloza, derivati nafte, drvo, 

guma i dr. Gljive mogu razgraditi gotovo sve prirodne materijale. 
5
 

Ovisno o izvoru ugljika u supstratu, metabolizam mikroorganizama, pa tako i gljiva se 

moţe podijeliti na dva tipa: primarni i sekundarni metabolizam (Slika 2.3.). Ako su izvor 

ugljika u supstratu jednostavni ugljikohidrati (glukoza, fruktoza, saharoza, škrob), 

metabolizam je prvog tipa. Stanice koriste ugljikohidrate kao izvor energije za rast, razvoj i 

odrţavanje. Transportni mehanizmi za prijenos glukoze i niţih šećera koriste najmanju 

koliĉinu energije. Primarni metaboliti su takve molekule koje omogućuju rast stanice, 

odnosno potiĉu fazu rasta, tj. tropofazu i to su najĉešće molekule poput etanola, organskih 

kiselina i nekih enzima. 

Koriste li se sloţenije molekule kao izvor ugljika u supstratu (celuloza, lignin, 

guaiacol ili neki drugi prirodni polimer), nastupa sekundarni metabolizam. Sekundarni 

metaboliti nisu vezani uz rast stanica i obiĉno nastaju u vremenu nakon faze rasta i ta faza se 

naziva idiofaza. Sekundarni metaboliti mogu biti enzimi koji razgraĊuju sloţene molekule 

supstrata u jednostavnije. Najĉešći sekundarni metaboliti su antibiotici, mikotoksini, 

imunosupresivi, hipokolesterolni, antitumorski i antiparazitski agensi, te bioinsekticidi.
8
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Primarni metabolizam 

 

 

 

 

Sekundarni metabolizam 

 

Slika 2.3. Primarni i sekundarni metabolizam mikroorganizama 

 

 Mnogo biotehnoloških procesa se temelji upravo na ovim principima, odnosno 

mikroorganizmi se uzgajaju na supstratima koji sadrţe kompliciranije molekule kao izvor 

ugljika i time se potiĉe proizvodnja veće koliĉine ţeljenih sekundarnih metabolita. Primjeri 

takvih procesa su proizvodnja penicilina ili proizvodnja lakaze. 

 

 

2.3.3. Razmnoţavanje 

 

 Naĉin na koji se gljive razmnoţavaju je raznolik i uspješan. Većina se gljiva moţe 

razmnoţavati vegetativno, rastom postojećih hifa u svim smjerovima šireći podruĉje koje 

okupiraju ili dijeljenjem, tj. fragmentacijom gdje otrgnuti komadić micelija moţe stvoriti 

novu koloniju. Vegetativno razmnoţavanje je bitno, ali je ipak osnovni naĉin razmnoţavanja 

stvaranje razliĉitih vrsta spora. Zbog njihove kompaktnosti i male mase, spore su raspršene u 

velikom broju u okolišu. Zbog velike raznolikosti stvaranja spora gljive se uglavnom 

klasificiraju i identificiraju prema svojim sporama i strukturama koje formiraju spore. 

Najĉešća podjela spora je prema naĉinu nastanka i spore se u tom smislu dijele na nespolne i 

spolne. 

 

Faza rasta 

Faza rasta 

Stvaranje 

primarnih 

metabolita 

Stvaranje 

sekundarnih 

metabolita 

Tropofaza 

Idiofaza 
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 Nespolno razmnožavanje:  

S obzirom na izgled reproducirajućih hifa i izvor nastajanja spora, postoje dvije vrste 

nespolnih spora (Slika 2.4.): 

 

1. Sporangiospore nastaju u sporangiju ili mješinici, nespolnom organu vrećastog oblika. 

Ogranak hife koji nosi sporangij naziva se sporangiofor. Sporangiospore se nalaze 

zatvorene unutar sporangija i odlaze u okoliš nakon pucanja sporangija 

 

2. Konidiospore (konidia) su slobodne spore koje nisu zatvorene nikakvim vrećastim 

tvorevinama. Razmnoţavaju se tako da se otkinu s vrha rasplodne hife ili se otkidaju 

dijelovi postojeće vegetativne hife. Konidiospore su najĉešće nespolne spore i 

pojavljuju se u razliĉitim oblicima: 

 

a) Artrospore – ĉetvrtaste spore koje nastaju kada se hifa cijepa na više dijelova 

b) Klamidiospore – okrugle spore koje se formiraju zadebljanjem stanica hifa. 

Otkidaju se kada okolne stanice hifa napuknu. 

c) Blastospore – spore koje nastaju pupanjem iz matiĉne stanice koja moţe biti 

kvasac ili druga konidija 

d) Fialospore – konidije koje pupaju na vrhu stanice u obliku vaze koja se zove 

fialida ili sterigma 

e) Mikrokonidije i makrokonidije – manje i veće konidije koje tvori ista gljiva pod 

razliĉitim uvjetima. Mikrokonidije su jednostaniĉne a makrokonidije imaju dvije 

ili više stanica 

f) Porospore – konidije koje rastu kroz male pore u posebnim stanicama koje nose 

spore 
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(1)                                (2) (a)                                                               (b) 

 

 

 

 

 

(c)                                    (d)                                     (e)                                       (f) 

 

Slika 2.4. Vrste nespolnih spora: (1) sporangiospore; (2) konidiospore: (a) artrospore,  

(b) klamidiospore, (c) blastospore, (d) fialospore, (e) makrokonidije, mikrokonidije, (f) 

porospore 

 

Spolno razmnožavanje: 

Iako se gljive sasvim uspješno razmnoţavaju nespolnim putem, postoji razlog spolnom 

razmnoţavanju. Prilikom spolnog razmnoţavanja dolazi do izmjene genetskog materijala koji 

rezultira nastankom nove jedinke koja ima manje varijacije oblika i funkcije od svojih 

roditelja te se na takav naĉin moţe bolje prilagoditi mijenjajućem okolišu osiguravajući time 

opstanak vrste. Najpoznatije spolne spore su: zigospore, askospore i bazidiospore. 

Zigospore su otporne diploidne spore koje se formiraju prilikom dodira hifa dviju 

nasuprotnih sojeva (plus i minus soj). Hife se spajaju i stvaraju diploidnu zigotu koja bubri te 

je zaštićena ĉvrstom staniĉnom stijenkom. Kada stijenka popusti, a okolišni uvjeti to dopuste, 

zigospora klija i stvara sporangij (Slika 2.5.). 
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Slika 2.5. Nastanak zigospora kod Rhizopus stolonifer 

 

Askospore su haploidne spore koje nastaju u specijalnim vrećastim tvorevinama, 

askusu. Kod većine gljiva muški spolni organ se spaja sa ţenskim spolnim organom što 

rezultira stvaranjem rubnih stanica hifa koje sadrţe diploidnu jezgru. Svaka od tih stanica 

raste kako bi formirala askus, a njezina diploidna jezgra prolazi kroz proces mejoze, a ĉesto 

nakon toga i mitoze tvoreći ĉetiri do osam haploidnih jezgri koje će kasnije sazrijeti u 

askospore (Slika 2.6.). 

 

 

 

 

Slika 2.6. Nastanak askospora kod gljiva zdjeliĉarki 
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Bazidiospore su haploidne spolne spore koje se formiraju na vanjskoj strani posebnih 

oh, isstanica stapki ili bazidija. Spore se spajaju tvoreći rubne stanice s diploidnom jezgrom. 

Svaka od tih stanica postaje bazidija. Procesom mejoze nastaju ĉetiri haploidne jezgre koje se 

istiskuju na vrh bazidija gdje zriju u bazidiospore (Slika 2.7.). 

 

 

 

 

Slika 2.7. Nastanak bazidiospora kod mesnatih gljiva 

 

 Spore gljiva su vrlo vaţne zbog nekoliko razloga. Veliĉina, oblik, boja i broj spora 

korisni su pri identifikaciji vrsta gljiva. Spore su uglavnom male i lagane i mogu ostati 

suspendirane u zraku jako dugo vremena što im je omogućilo rasijavanje po cijeloj biosferi. 

Spore se takoĊer rasprostranjuju tako da se prihvate na tijela kukaca i ţivotinja. Široka 

rasprostranjenost gljiva posljedica je uspješnog sustava razmnoţavanja i rasijavanja bez kojeg 

cijeli biljni i ţivotinjski svijet ne bi bio toliko uspješan kao što je danas. 
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2.3.4. Klasifikacija gljiva 

 

Klasifikacija gljiva je od poĉetka bila vezana za spolno razmnoţavanje. Sve gljive 

koje nisu posjedovale sustav spolnog razmnoţavanja nazivale su se nesavršenim i tako su 

dobile naziv Fungi Imperfecti ili Deuteromycota. Naknadno su mnogim gljivama koje su 

spadale u tu kategoriju pronaĊene spolne spore i pripisane su taksonomskim skupinama koje 

ih najbolje opisuju. Postoje ĉetiri taksonomska razreda gljiva: 

 

Gljive koje proizvode spolne i nespolne spore (Fungi perfecti) 

 

Phylum I – Zigomycota 

Spolno razmnoţavanje: zigospore; nespolno razmnoţavanje: uglavnom 

sporangiospore, ponekad konidiospore. Većina vrsta su saprofiti, neke su ţivotinjski 

paraziti. Primjeri: Rhizopus, Mucor, Syncephalastrum 

 

Phylum II – Ascomycota 

Spolno razmnoţavanje: tvorba askusa i askospora; nespolno razmnoţavanje: više vrsta 

konidiospora formiranih na vrhu konidiofora. Primjeri: Penicillium – proizvodnja 

antibiotika, Saccharomyces – proizvodnja piva i kruha. Većina vrsta su plijesni ili 

kvasci 

 

Phylum III – Basidiomycota 

Spolno razmnoţavanje: rast bazidija i bazidiospora; nespolno raznmoţavanje: 

konidiospore. Gljive kao što su više ili mesnate gljive, puhare, smrĉci, biljni patogeni 

hrĊe i snijeti 

 

Gljive koje proizvode nespolne spore (Fungi imperfecti) 

 

Phylum IV – Deuteromycota 

Nespolno razmnoţavanje: razliĉite vrste konidiospora. U ovu skupinu spadaju većina 

kvasaca i plijesni. Uglavnom su saprofiti, a neke vrste su paraziti. Primjeri: 

Coccidioides immitis, Candida albicans, Cladosporium 
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2.3.5. Gljive bijelog truljenja 

 

 Drvo se od davnina koristilo kao graĊevni i uporabni materijal a tome su pridonijele 

njegove karakteristike lake obrade, dugog vijeka trajanja i široke rasprostranjenosti. U isto 

vrijeme, uoĉeni su problemi odrţavanja drveta koje bi se odmah po njegovoj smrti poĉelo 

prirodno raspadati, ponajviše djelovanjem gljiva truljenja, razliĉitih kukaca i plijesni. Postoje 

zapisi stari ĉetiri tisuće godina koji opisuju kako su Egipćani štitili drvo premazujući ga 

prirodnim uljima. Asirci, Kinezi i ostali narodi starog vijeka su takoĊer razvili sliĉne metode 

koje su se upotrebljavale sve do modernog doba.  

 Gljive truljenja su najrasprostranjeniji razgraĊivaĉi drva i mogu se podijeliti u tri 

osnovne grupe: gljive bijelog truljenja, gljive smeĊeg truljenja i gljive mekog truljenja.
9
  

Gljive bijelog truljenja ukljuĉuju razrede Basidiomycota i Ascomycota i sposobne su 

razgraditi lignocelulozne supstrate. Luĉe uĉinkovitu ekstracelularnu kombinaciju enzima koja 

je u mogućnosti razgraditi prirodni polimer lignin u molekule manje molekularne mase. 

Prilikom tog procesa, supstrat se obezboji po ĉemu su te gljive dobile naziv (Slika 2.8.). 

 

 

Slika 2.8. Razgradnja i obezbojenje drva gljivama bijelog truljenja 

 

 Gljive bijelog truljenja su široko rasprostranjene u prirodi. Rastu na trulom drveću i 

drvenom materijalu te ga razgraĊuju. Iako razgraĊuju lignin, ne mogu ga koristiti kao izvor 

ugljika za rast i razvoj nego im je potreban neki drugi izvor ugljika kao što je celuloza. 

Izvanstaniĉnim enzimima razgraĊuju lignin u lignoceluloznom supstratu i dolaze do    

celuloze.
10
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 Gljive bijelog truljenja su otporni organizmi, a enzimi koje luĉe su izvanstaniĉni pa 

nema potrebe za transportom supstrata unutar stanice. Ti izvanstaniĉni enzimi omogućuju 

gljivama bijelog truljenja podnošenje nepogodnih i toksiĉnih uvjeta što ih ĉini savršenima za 

bioremedijacijske procese. TakoĊer podnose više temperature, te širi raspon pH.
11

 

 Postoje tri glavna enzima koje luĉe gljive bijelog truljenja i koji su odgovorni za 

razgradnju lignina: lakaza (Lac), lignin peroksidaza (LiP) i mangan peroksidaza (MnP). Neke 

gljive luĉe sva tri enzima dok je kod nekih uoĉena proizvodnja jednog ili dva enzima. S 

obzirom na enzime koje luĉe, gljive bijelog truljenja mogu se podijeliti na tri osnovne 

grupe:
12

 

 

a) Gljive koje proizvode lignin peroksidazu (LiP) i mangan peroksidazu (MnP) 

b) Gljive koje proizvode lakazu i mangan peroksidazu (MnP) 

c) Gljive koje proizvode lignin peroksidazu (LiP) i lakazu 

 

U posljednje vrijeme intenzivirana su istraţivanja u svrhu proizvodnje lignolitiĉkih 

enzima. Ti izvanstaniĉni enzimi nisu selektivni te se upotrebljavaju u mnogobrojne svrhe kao 

što su bioremedijacija (biodegradacija halogeniranih organskih molekula, npr. DDT ili 

polokloriranih bifenila, PCB),
13

 biološko izbjeljivanje u tekstilnoj industriji i proizvodnji boja, 

prehrambena industrija, kozmetika, medicina, analitiĉka biokemija ili proizvodnja enzima.
14

 

 

2.3.5.1. Trametes versicolor 

 

 Trametes versicolor ili šarena tvrdokoška je gljiva bijelog trulenja razreda 

Basidiomycota koja raste u nakupinama, redovima ili preklapajućim formacijama na deblima, 

stabljikama i otpalim granama mrtvog i raspadajućeg, a ponekad i na ranama ţivog drveća. 

Uzrokuje delignifikaciju drveta te je široko rasprostranjena u prirodi (Slika 2.9.).  
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Slika 2.9. Trametes versicolor 

 

 Trametes versicolor proizvodi izvanstaniĉne enzime lakazu, mangan peroksidazu, 

lignin peroksidazu, celulazu i avicelazu,
15

 i uspješno razgraĊuje lignin, policikliĉke aromatske 

ugljikovodike, mješavine razliĉitih polikloriranih bifenila i brojne sintetiĉke boje.
16

 

 Reguliranje metabolizma vrlo je vaţno prilikom uzgajanja i proizvodnje enzima. 

Primijećeno je da dodatkom razliĉitih induktora moţe doći do povećane proizvodnje 

lignolitiĉkih enzima, a ti induktori mogu biti ksilidin, feruliĉna kiselina, pirogalol, veratilni 

alkohol, brojni aromatski spojevi,
15

 bakar te razliĉite smjese fenolnih spojeva
16

. Mnogobrojni 

induktori opisani su u literaturi, a sam mehanizam nije još u potpunosti objašnjen i potrebna 

su daljnja istraţivanja.  

 U industriji Tametes versicolor ima najveću primjenu u industriji pulpe i papira. 

Gljiva uspješno obavlja delignifikaciju, izbjeljivanje i omekšavanje kraft pulpe, te obezbojava 

izlazne tokove nastale izbjeljivanjem pulpe. Na ovaj naĉin izbjegnuto je korištenje jakih 

organskih ili anorganskih kiselina, te kemikalija nepogodnih po okoliš, a sam proces proveden 

je na mnogo niţoj temperaturi i energetski je povoljniji.
17
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2.4. Enzimi 

 

Ţivot ovisi o skladno ureĊenim skupinama kemijskih reakcija. Mnoge od tih reakcija, 

meĊutim samostalno teku presporo da bi podrţavale ţivot. Zbog toga je priroda oblikovala 

katalizatore koji ubrzavaju takve reakcije a nazivaju se enzimi. Katalitiĉka svojstva enzima 

omogućavaju ţivotne procese u gotovo svim oblicima ţivota, od virusa do ĉovjeka. Mnogi 

enzimi zadrţavaju svoje katalitiĉko djelovanje ĉak i nakon ekstrakcije iz ţivog organizma pa 

im je upotreba raznolika a povijest korištenja bogata. Najstarije spominjanje enzima vezano je 

uz proizvodnju sira, kruha, alkoholnih pića i omekšavanje mesa. Jedan takav primjer je i opis 

proizvodnje vina u Hamurabijevom zakoniku (oko 2100. p.n.e.). 

Danas enzimi igraju vaţnu ulogu u procesima proizvodnje hrane i pića, sastojci su 

razliĉitih proizvoda kao što su detergenti (koji pomoću proteolitiĉkih enzima razgraĊuju 

proteinske neĉistoće). Veliki se naglasak stavlja i na farmaceutska istraţivanja enzima jer 

mnoge se bolesti mogu pripisati poremećenom ponašanju jednog ili više enzima.
18

 

Intenzivirana se istraţivanja provode i u podruĉju starenja gdje se istraţuju enzimi i njihovi 

mehanizmi razgradnje molekula (toksina) koje stanice nisu sposobne samostalno razgraditi a 

ĉijom akumulacijom dolazi do degenerativnih promjena, odnosno starenja i do bolesti poput 

Alzheimerove, Parkinsonove i sliĉnih.
19

  

Tijekom kemijske reakcije, reaktanti prelaze u produkte stvaranjem novih i razaranjem 

starih kemijskih veza. Za svako kidanje i stvaranje nove veze potrebna je odreĊena koliĉina 

energije koja ograniĉava brzinu pretvorbe. Ta energija koja se mora savladati da bi došlo do 

konverzije rektanata u produkte je mjerljiva i naziva se energijom aktivacije. U 

laboratorijskim uvjetima savladavanje te energetske barijere moţe se postići na nekoliko 

naĉina: povećanjem toplinske energije sustava (grijanje), povećanjem koncentracije 

reaktanata i dodatkom katalizatora. U ţivim stanicama prva dva naĉina nisu moguća tako da 

preostaje samo ubrzavanje reakcije katalizatorom a enzimi upotpunjavaju te potrebe. 

Na molekularnoj razini, enzimi promoviraju reakciju na naĉin da sluţe kao mjesta na 

kojima se jedna ili više molekula reaktanata (supstrata) uĉvršćuju. Takva molekula supstrata 

se orijentira u prostoru za energetski najpovoljniju interakciju. Iako enzim postaje priĉvršćen 

s molekulom supstrata i direktno sudjeluje u vezanju, ne postaje dijelom produkta, nije 

potrošen reakcijom i moţe djelovati nakon toga mnogo puta. Pokazano je da samo jedna 

molekula enzima moţe katalizirati reakciju preko nekoliko milijuna molekula supstrata. 
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2.4.1. Struktura enzima 

 

Enzimi se mogu klasificirati u dvije grupe: jednostavni i konjugirani. Jednostavni 

enzimi se sastoje samo od proteina dok se konjugirani enzimi sastoje od proteinskog dijela i 

ostalih neproteinskih dijelova. Konjugirani enzimi, ponekad zvani i holoenzimi, su 

kombinacija proteinskog dijela apoenzima i jednog ili više kofaktora. Kofaktori mogu biti 

organske molekule, koenzimi, ili anorganske komponente (metalni ioni) (Slika 2.10.). 

 

 

  

Slika 2.10. Strukture konjugiranih enzima 

 

Apoenzimi variraju u veliĉini od malih polipeptida s oko stotinjak aminokiselina i 

molekularnom masom oko 120 000 g mol
-1

 do velikih polipeptidnih konglomerata koji 

sadrţavaju preko tisuću aminokiselina i s molekularnom masom preko milijun g mol
-1

. Kao i 

svaki protein, apoenzimi pokazuju strukturalnu sloţenost koja se naziva primarna, sekundarna, 

tercijarna, a kod većih enzima i kvarterna struktura. Prva tri stupnja strukture proizlaze iz 

polipeptidnog lanca koji je prošao procese savijanja i uĉvršćivanja formirajući vodikove i 

disulfidne veze. Slaganjem polipeptidnog lanca u energetski stabilnije strukture nastaje 

trodimenzionalno tijelo apoenzima. Zbog toga se apoenzim svakog enzima razlikuje u 

primarnoj strukturi (redoslijed aminokiselina). Nijanse u slaganju polipeptidnog lanca stvaraju 

razliĉite trodimenzionalne strukture (tercijarna struktura), a površinske osobine tercijarne 

strukture osiguravaju jedinstveno i specifiĉno mjesto za vezanje molekule supstrata koje se 

zove aktivno ili katalitiĉko mjesto. 

Metalni 

kofaktor 

Metalni 

kofaktor 

Koenzim 
Koenzim 

Apoenzim 
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Metalni kofaktori kao što su ţeljezo, bakar, magnezij, mangan, cink, kobalt, selen i 

mnogi drugi sudjeluju u preciznom sudjelovanju enzima i supstrata. Općenito, metali 

aktiviraju enzime, pomaţu pribliţavanju aktivnog mjesta i supstrata i direktno sudjeluju u 

kemijskim reakcijama s kompleksom enzim-supstrat. 

Koenzimi su organske komponente koje djeluju zajedno s apoenzimom kako bi 

napravile potrebne promjene supstrata. Općenita funkcija koenzima je oduzimanje 

funkcionalne grupe jedne molekule supstrata i dodavanje drugoj, odnosno kao transportni 

sustav odreĊene funkcionalne grupe. Koenzimi su vitamini ili sadrţe vitamine te se iz toga 

moţe zakljuĉiti vaţnost vitamina u prehrani i njihova potrebitost pri rastu i razvoju ţivih bića. 

 

 

2.4.2. Nomenklatura i podjela enzima 

 

Prihvaćeni sustavi za sistematizaciju i nomenklaturu enzima obuhvaćaju tri osnovna 

principa:
20

 

 imena enzima, pogotovo onih koji završavaju na –aza se daju samo 

pojedinaĉnim enzimima, odnosno ne bi se trebali davati sustavima koji 

sadrţavaju više od jednog enzima 

 enzim se klasificira i naziva po reakciji koju katalizira. Reakcija mora biti 

kompletno istraţena, a mehanizam dobro opisan. Intermedijarni koenzimi i 

razliĉite grupe koje sudjeluju u mehanizmu se ne dodaju u naziv enzima 

 enzim se klasificira po tipu katalizirane reakcije i numerira se 

ĉetveroznamenkastim kodom (Enzyme Commission) radi neupitne 

identifikacije 
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Enzimi su podijeljeni je u šest klasa (Tablica 2.1.):
21,22

 

 

Tablica 2.1. Klasifikacija enzima 

 

Klasa Ime Vrsta katalizirane reakcije Primjer 

1. Oksidoreduktaze Oksidacija – redukcija. Vodik ili elektron, 

donor je iz supstrata 

dehidrogenaze, 

reduktaze, oksidaze, 

peroksidaze, katalaze 

2. Transferaze Prijenos kemijskih grupa u općem obliku: 

A – X + B   A + B – X 

kinaze, fosfomutaze 

3. Hidrozale Hidrolitiĉko cijepanje C-C, C-N, C-O i 

drugih veza 

fosfataze, tiolaze, 

fosfolipaze, 

deaminaze, 

ribonukleaze, 

esteraze 

4. Liaze Cijepanje (nehidrolitiĉko) C-C, C-N, C-O 

i drugih veza ostavljajući dvostruke veze; 

alternativno: adicija grupa na dvostruke 

veze 

dekarboksilaze, 

aldolaze, hidrataze, 

dehidrataze, 

sintetaze, liaze 

5. Izomeraze Promjena geometrijskog (prostornog) 

rasporeda u molekuli 

izomeraze, mutaze 

(ne sve) 

6. Ligaze Spajanje dviju molekula nakon ĉega 

slijedi hidroliza molekule koja ima veliki 

ΔG 

sintetaze, 

karboksilaze 

 

 

2.4.3. Lignolitiĉki enzimi gljiva Basidiomycota 

 

2.4.3.1. Lignin 

 

 Lignin je jedan od rijetkih prirodnih polimera koji se moţe razgraditi samo uz pomoć 

molekularnog kisika izluĉenog iz oksidativnih enzima. To je najrasprostranjeniji aromatski 

prirodni polimer, odnosno po rasprostranjenosti drugi polimer. Nalazi se u stijenkama stanica 

viših biljaka koje se sastoje od celuloznih niti, hemiceluloze i lignina i daju izdrţljivost i 

ĉvrstoću biljkama. Celulozne niti su meĊusobno priljubljene i okruţuju stanice u pravilnim 

paralelnim strukturama ili mreţastim slojevima. Niti celuloze i hemiceluloze su meĊusobno 

povezane i uĉvršćene trodimenzionalnom strukturom lignina koja je vrlo otporna na biološku 

razgradnju. 
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 Lignin je ekstremno kompleksni polimer koji nastaje polimerizacijom slobodnih 

radikala supstituiranih cinamil alkoholnih prekursora. Sastoji se od fenilpropanskih sastavnih 

jedinica ili monolignola: p – kumaril, koniferil i sinapil alkohola (Slika 2.11.).
23

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2.11. Strukturni prikaz tri osnovna tipa monolignola 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2.12. Primjer moguće strukture lignina 

 

 Lignin je vrlo otporan na biološko razgraĊivanje što je posljedica njegove iznimno 

komplicirane i stabilne strukture. Do sada nije pronaĊen niti jedan organizam koji bi koristio 

lignin kao jedini izvor ugljika.
24

 Zanimljivo je spomenuti da sadrţi 1,5 puta više ugljika od 

celuloze
25

 i da mu je omjer C/N vrlo visok. 

p – kumaril alkohol   koniferil alkohol         sinapil alkohol 
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Pri takvim limitirajućim uvjetima (manjak dušika), višak ugljika se mora razgraditi 

oksidacijom ili proizvodnjom sekundarnih metabolita dok se dušik koristi za rast i razvoj 

stanica. Iako je struktura lignina sloţena (Slika 2.12. i Slika 2.13.), postoje organizmi koji ga 

razgraĊuju. To su više gljive, razreda Basidiomicota, odnosno gljive bijelog truljenja, a meĊu 

najistraţivanijima su Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Phlebia radiata i 

Pleurotus ostreatus. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2.13. Slika dobivena skenirajućom elektronskom mikroskopijom koja prikazuje 

ispreplitanje lignina s celuloznim nitima i stanicama drveta (traheide) 

 

 

2.4.3.2. Lignolitiĉki enzimi 

 

 Lignolitiĉki enzimi sudjeluju u razgradnji sloţenog i otpornog prirodnog polimera 

lignina. Ta grupa enzima široko je rasprostranjena u prirodi i pronašla je primjenu u raznim 

industrijskim granama. U posljednje vrijeme je došlo do velike potraţnje tih enzima zbog 

njihove velike biotehnološke vaţnosti. Proizvodnja enzima, odnosno metabolita iz mikrobnih 

izvora je skup proces i jedan od naĉina smanjenja troškova je korištenje jeftinih prirodnih 

sirovina kao što su otpaci nekih industrija, primjerice papirne industrije. Istraţivanja su 

pokazala da postoje velike koliĉine lignoceluloznog otpada raznih industrija koji bi se mogao 

koristiti u svrhu proizvodnje lignolitiĉkih enzima.
26
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 U lignolitiĉke enzime spadaju tri vrste oksidativnih enzima: lignin peroksidaza (LiP), 

mangan peroksidaza (MnP) i lakaza (Tablica 2.2.). 

 

Tablica 2.2. Lignolitiĉki enzimi i njihove najvaţnije reakcije 

 

Enzim  Kofaktor  Supstrat  Reakcija 

Lignin peroksidaza; 

LiP 

H2O2 Veratrilni alkohol Oksidacija aromatskog prstena 

do kationa 

Mangan peroksidaza; 

MnP 

H2O2 Mn, organske kiseline, 

nezasićene masne kiseline 

Oksidacija Mn
2+

 do Mn
3+

, 

oksidacija fenolnih spojeva  

Lakaza O2 Fenoli, medijatori poput 

hidroksibenzotriazola ili 

ABTS-a 

Oksidacija fenola 

 

 Lignolitiĉki enzimi su izvanstaniĉni i neselektivni, te se kao takvi mogu koristiti pri 

razgradnji boja, fenola i ostalih ksenobiotika. TakoĊer razgraĊuju lignin u podjedinice manje 

molekularne mase koje se mogu transportirati u stanicu i dalje razgraditi. 

 

 

2.4.4. Lakaze 

 

2.4.4.1. Rasprostranjenost i fiziološka svojstva lakaza 

 

 Lakaza je poznata preko sto godina i jedan je od najstarijih poznatih enzima. Prvi put 

je izolirana 1883. godine (Yoshida) iz mlijeĉnog soka urushu istoimenog drveta urushu, 

odnosno japanskog lak drveta, Rhus vernicifera. Lakaze se mogu podijeliti u dvije grupe: 

lakaze koje potjeĉu od viših biljaka i lakaze koje potjeĉu od gljiva. Lakaze porijeklom iz viših 

biljaka pronaĊene su uglavnom u ksilemu dvosupnica, primjerice Pinus taeda, Acer 

pseudoplantus, Rhus vernicifera, a ponekad i u ostalom tkivu biljke primjerice u lišću 

Aesculus parviflora, ĉajevca ili breskve. Svrha lakaze u višim biljkama nije sasvim 

razjašnjena, ali se zna da igra ulogu u zacijeljivanju rana drveća koja luĉe mlijeĉne sokove. 
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Lakaza je pronaĊena u mnogim gljivama kao što su gljive Basidiomycota: Polyporus 

(meĊu koje spada i Trametes versicolor), Pleurotis, Pholiota, Agaricus i Phlebia te gljive 

Ascomycota: Neurospora, Podospora i Aspergillus. Enzim moţe biti unutarstaniĉan kao kod 

Podospora, ali biotehnološku vaţnost imaju izvanstaniĉni enzimi koje luĉe gljive bijelog 

truljenja za razgradnju lignina. 

Lakaza igra vaţnu ulogu u fiziološkim procesima kao što je sporulacija, proizvodnja 

pigmenata, biljna patogeneza, delignifikacija, stvaranje humusa i morfogeneza 

mikroorganizma domaćina.
27

 

 

 

2.4.4.2. Struktura lakaza i specifiĉni supstrati 

 

 Lakaze (benzendiol: kisik oksidoreduktaze, EC 1.10.3.2.) su metaloproteini s ĉetiri 

atoma bakra na aktivnom mjestu (Slika 2.14.). Mogu biti monomerni ili polimerni 

glikoproteini i pokazuju razliĉita odstupanja u strukturi zbog razliĉitog sastava ugljikohidrata 

i razliĉitog broja atoma bakra. Lakaza izolirana iz gljiva Polyporus sadrţi oko 10 % dok Rhus 

lakaza sadrţi oko 45 % ugljikohidrata. Enzim se sastoji od oko petstotinjak jedinica 

aminokiselina u jednom polipeptidnom lancu. Molekularna masa fungalnih lakaza varira od 

65.000 do 85.000 g mol
-1

. Molekulska masa Rhus lakaze je nešto veća zbog većeg udjela 

ugljikohidrata i iznosi od 110.000 do 140.000 g mol
-1

. 

 

 

Slika 2.14. Pojednostavljeni prikazi lakaze izolirane iz Trametes versicolor 
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 Lakaze najĉešće sadrţe ĉetiri atoma bakra razmještena na tri funkcionalna mjesta 

prema kojima se i dijele:
28

 

 tip 1: paramagnetski „plavi“ bakar koji apsorbira pri λ = 610 nm 

 tip 2: paramagnetski „ne plavi“ bakar koji ne apsorbira u vidljivom dijelu spektra 

 tip 3: dijamagnetski par bakar – bakar  koji apsorbira pri λ = 330 nm. 

 

Funkcionalna mjesta sluţe za transport elektrona sa supstrata na molekulu kisika, 

odnosno pri oksidaciji supstrata. Tada dolazi do stvaranja slobodnih radikala koji mogu 

sudjelovati u reakcijama neenzimske polimerizacije (primjerice pri stvaranju zaštitnog 

pokrova na ranama viših biljaka), razgradnji polimera (delignifikacija) ili cijepanju 

aromatskih prstena (bioremedijacija). 

Za razliku od većine ostalih enzima koji posjeduju specifiĉno svojstvo samo prema 

odreĊenom supstratu, lakaze djeluju na širok spektar razliĉitih supstrata. Uz pomoć kisika 

lakaze kataliziraju oksidaciju o – , p – difenola, aminofenola, polifenola, poliamina, lignina, 

nekih anorganskih iona, aromatskih amina i razliĉitih nefenolnih supstrata.  

Lakaza takoĊer razgraĊuje fenolne podjedinice lignina koji ĉine 10 – 15 % lignina, no 

za nefenolne podjedinice, lakaza djeluje pomoću medijatora kao što su                                     

1 – hidroksibenzotriazol (HBT), 3 – hidroksiantranilat (HAA) i 2,2' – azino – bis – (3 – 

etilbenzotiazolin – 6 – sulfonska kiselina) (ABTS). U prirodi postoje prirodni medijatori koji 

potiĉu lakazu da oksidira nefenolne podjedinice lignina, pri ĉemu se tada ĉitav proces 

delignifikacije dogaĊa zahvaljujući lakazi, bez djelovanja drugih ligninolitiĉkih enzima. 

Upravo je u tome prednost lakaze što ona moţe samostalno, bez mangan peroksidaze (MnP) i 

lignin peroksidaze (LiP) razgraditi lignocelulozni materijal.
29

 

 

 

2.4.4.3. Primjena lakaza 

 

 Mogućnost da katalizira veliki broj kemijskih reakcija kao i prihvatljivost u 

ekološkom smislu ĉini lakaze vrlo zanimljivim biokatalizatorima za razliĉita istraţivanja i 

industrijsku primjenu. Lakaze se uspješno primjenjuju u zaštiti okoliša, u analitici, u 

dijagnostici, te u prehrambenoj i ostalim industrijama. 
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Na primjer, upotreba lakaze u procesima izbjeljivanja pulpe u industriji papira 

predstavlja ekološki daleko prihvatljivije rješenje u odnosu na standardne postupke 

izbjeljivanja pomoću kemikalija na bazi klora i pri visokim temperaturama. 

Lakaze se takoĊer primjenjuju kao biosenzori za detekciju raznih fenolnih spojeva što 

je osobito vaţno za zaštitu okoliša u brojnim industrijama kao što su industrija plastike, boja, 

lijekova, papira i pulpe.  

Lakaze nalaze sve širu primjenu u sintezi organskih spojeva, upravo zbog velikog 

broja supstrata na koje mogu djelovati, te zbog toga što djeluje na supstrat sve do nastanka 

nestabilnog slobodnog radikala (kationa) nakon ĉega slijede reakcije polimerizacije ili 

hidratacije. 

U prehrambenoj industriji lakaze se upotrebljavaju za sprjeĉavanje neţeljenih 

promjena kao što su gubitak boje, promjene okusa i mirisa hrane i pića, te produljenje roka 

trajanja hrane na naĉin da uklanjaju neke štetne spojeve.  
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3. MATERIJALI I METODE 

 

Praćenje potrošnje glukoze provedeno je uzgojem gljive bijelog truljenja Trametes 

versicolor u anaerobnim uvjetima u šarţnim pokusima na tresilici. Pokus je trajao 15 dana. 

Proveden je i pokus u bioreaktoru u aerobnim uvjetima. Kao izvor ugljika u hranjivoj podlozi 

korištene su glukoza i saharoza. Praćene su promjene aktivnosti enzima lakaze koje su 

odreĊivane spektrofotometrijski i koncentracije glukoze, saharoze i fruktoze koje su odreĊivane 

HPLC-om. 

 

 

3.1. Materijali 

 

3.1.1. Mikroorganizam 

 

Za proizvodnju enzima lakaze korištena je kultura gljive Trametes versicolor dobivena iz 

mikrobiološke zbirke Culture Collection of the National Institute of Chemistry u Ljubljani 

(Slovenija). Kultura je ĉuvana na 4 % sladnom agaru pri T = 4 ºC i precjepljivana svaka 4 tjedna. 

 

3.1.2. Kemikalije 

 

Korištene su slijedeće kemikalije: agar sladnog ekstrakta (Sigma – Aldrich), agar – agar 

(Kemika), glukoza (Riedel – de Haën), saharoza (Kandit), pepton (Aldrich), kvašĉev ekstrakt 

(Aldrich), KH2PO4 (Merck), Na2HPO4 (Kemika), MgSO4 ∙ 7 H2O (Merck), CaCl2 ∙ 7 H2O 

(Merck), limunska kiselina (Kemika), FeSO4 ∙ 7 H2O (Kemika), MnSO4 ∙ H2O (Merck),      

ZnSO4 ∙ 7 H2O (Kemika), KI (Kemika), CuSO4 ∙ 5 H2O (Kemika), Tween 80 (Fluka Chemie), 

2,2'-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (Sigma – Aldrich), etanol (Merck),           

2-metoksifenol (Fluka Chemie), alkali lignin (Aldrich), 4-alil-2-metoksifenol (Fluka Chemie), 

3,4-dimetoksi benzil alkohol (Aldrich), glicin (Merck), NaCl (Kemika), HCl (Kemika),          

PAP – reagens (Herbos – dijagnostika). 
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3.1.3. Priprema krute hranjive podloge za ĉuvanje gljive 

 

Ĉista kultura gljive Trametes versicolor ĉuvana je na kosim krutim podlogama          

(Slika 3.1.). Otopljeno je 2 g agara sladnog ekstrakta i 2 g agar-agara u 100 cm
3
 vode. Oko 5 cm

3
 

otopine stavljeno je u epruvetu i sterilizirano u autoklavu 20 minuta pri T = 121 °C i tlaku             

p = 0,6-0,8 bar. Nakon sterilizacije, podloge su ohlaĊene na sobnu temperaturi kako bi se ţelirale. 

Kultura se sterilno precjepljivala na krutu podlogu svakih 4 do 5 tjedana i ĉuvala pri T = 4 °C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3.1. Kultura gljiva Trametes versicolor na krutoj kosoj podlozi 

 

3.1.4. Priprema hranjive podloge za uzgoj inokuluma 

 

Pripremljeno je 50 cm
3
 hranjive podloge (Tablica 3.1.) u Erlenmeyerovim tikvicama                  

(V = 500 cm
3
) i sterilizirano 30 minuta pri temperaturi T =  121 ºC i tlaku p = 0,6 – 0,8 bar.  

 

Tablica 3.1. Sastav hranjive podloge za uzgoj gljive 

 

 

 

 

 

Komponenta  Koncentracija,  [g dm
-3

] 

Glukoza 10 

Pepton 0,4 

Kvašĉev ekstrakt 0,6 

KH2PO4 1,2 

Na2HPO4 0,4 

MgSO4 ∙ 7 H2O 1 
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Kulture gljive su precijepljene s krute podloge za ĉuvanje na hranjivu podlogu za uzgoj. 

Uzgoj gljive je proveden na tresilici pri temperaturi T = 27 ºC i broju okretaja tresilice n = 140 

min
-1

 i trajao je 2-3 dana. Uzgojeni micelijski peleti gljive su profiltrirani te izvagani i korišteni 

za uzgoj gljive na glukozi i saharozi u svrhu proizvodnje enzima lakaze. 

 

 

3.1.5.  Priprema podloge za rast Trametes versicolor u submerzinm uvjetima 

 

 Pripremljene podloge su sterilizirane u autoklavu 30 minuta pri t = 121 ºC i tlaku              

p = 0,6-0,8 bar. Hranjiva podloga sastoji se od dvije otopine: 

 

 otopina A koja je sadrţavala izvor ugljika (glukozu ili saharozu), pepton i kvašĉev 

ekstrakt ĉije su koncentracije mijenjane u svakom pokusu i prikazane su u poglavlju         

4. Rezultati i rasprava 

 otopina B ĉiji sastav je prikazan u tablici 3.2. 

 

Tablica 3.2. Sastav otopine B 

 

Komponenta  

  (KH2PO4) [g dm
-3

] 0,8 

  (Na2HPO4) [g dm
-3

] 0,2 

  (MgSO4 ∙ 7 H2O) [g dm
-3

] 0,5 

  (CaCl2) [g dm
-3

] 0,05 

  (limunska kiselina) [g dm
-3

] 0,15 
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3.1.6. Priprema ostalih otopina 

 

 Pripremljene su: 

 otopina glukoze koncentracije  = 25 g dm
-3

 koja je korištena za izradu baţdarnog pravca 

spektrofotometrijskom odreĊivanjem koncentracije glukoze. Otopina je pripremljena 

otapanjem glukoze u redestiliranoj vodi, 

 otopine saharoze koncentracija γ = 10 g dm
-3

 i 20 g dm
-3

 koje su korištene za izradu 

baţdarnog pravca pri odreĊivanju koncentracije saharoze kapljevinskom kromatografijom 

 otopine glukoze koncentracija γ = 10 g dm
-3

 i 20 g dm
-3

 koje su korištene za izradu 

baţdarnog pravca pri odreĊivanju koncentracije glukoze kapljevinskom kromatografijom 

 otopine fruktoze koncentracije γ = 5 g dm
-3

 i 10 g dm
-3

 koje su korištene za izradu 

baţdarnog pravca pri odreĊivanju koncentracije fruktoze kapljevinskom kromatografijom 

 otopina induktora guaiakola koncentracije  = 20 g dm
-3

. Otopina je pripremljena 

otapanjem 2-metoksifenola u vodenoj otopini etanola, w = 50 %, 

 otopina glicin/HCl pufera pH = 3,0 
30

, 

 otopina ABTS-a koncentracije c = 3 mmol dm
-3

. Otopina je pripremljena otapanjem 

ABTS-a u glicin/HCl puferu pH = 3,0. 

 Za odreĊivanje glukoze PAP metodom korištene su slijedeće otopine: 

R1 reagens: 

4-aminoantipirin, 0,40 mmol dm
-3

 

 glukoza oksidaza (GOD), 10 000 U dm
-3

 

 peroksidaza (POD), 700 U dm
-3

 

R2 pufer: 

 fosfatni pufer (pH = 7,4  0,05), 100 mmol dm
-3 

 fenol, 10 mmol dm
-3

 

R3 standard: 

glukoza, 5,56 mmol dm
-3 
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3.2. Aparature 

 

3.2.1. Tresilica 

 

Proces uzgoja gljive Trametes versicolor i proizvodnje lakaze na glukozi i saharozi je 

proveden na tresilici (Innova 4330 New Brunswick Scientific, SAD) . 

 

3.2.2. Bioreaktor 

 

 Uzgoj gljive je proveden u bioreaktoru V = 2 dm
3
 ( Biostat MD, B. Braun Biotech, SAD). 

Bioreaktor je opremljen kisikovom elektrodom, pH elektrodom, sustavom za regulaciju 

temperature, sustavom za regulaciju pH, miješalom, sustavom za regulaciju broja okretaja 

miješala, mjeraĉem protoka zraka (rotametar) i filtrom za sterilno dovoĊenje zraka. 

 

3.2.3. Centrifuga 

 

Uzorci su centrifugirani na stojećoj horizontalnoj centrifugi Centric 150 proizvoĊaĉa 

TEHTNICA (Slovenija) pri n = 5000 min
-1

. 

 

3.2.4. Autoklav 

 

Za sterilizaciju reaktora, Erlenmeyerovih tikvica, potrebnog laboratorijskog posuĊa i 

hranjivih podloga korišten je autoklav (Sutjeska). Sterilizacija je provoĊena suhim vrućim 

zrakom pri T = 121 ºC, tlaku p = 0,6-0,8 bara u trajanju od 30 minuta. 

 

3.2.5. Spektrofotometar 

 

Mjerenje koncentracije glukoze i aktivnosti enzima provedeno je upotrebom 

spektrofotometrijskih metoda na dvozraĉnom spektrofotometru (UV-1601, SHIMADZU, Japan). 
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3.2.6. Kapljevinski kromatograf visoke djelotvornosti (HPLC) 

 

 OdreĊivanje koncentracije saharoze, glukoze i fruktoze provedeno je na kapljevinskom 

kromatografu visoke djelotvornosti (LC – 20 AT, Shimadzu) na koloni C18-Carbohydrate Ca
2+

 

(300 ∙ 6,5 mm, CS-Chromatographie service GmbH) uz RI detektor. 

 

3.3. Analitiĉke metode 

 

Tijekom provedbe procesa praćena je aktivnost enzima lakaze i koncentracije biomase, 

glukoze, fruktoze i saharoze. Aktivnost enzima se odreĊivala spektrofotometrijskom metodom. 

Koncentracija biomase je odreĊivana gravimetrijski, a koncentracije glukoze, fruktoze i saharoze 

su odreĊivane pomoću kapljevinske kromatografije visoke djelotovornosti (HPLC). Dodatno je 

koncentracija glukoze odreĊivana spektrofotometrijskom metodom. 

 

3.3.1. OdreĊivanje aktivnosti enzima lakaze 

 

Aktivnost enzima lakaze je odreĊivana spektrofotometrijski metodom poĉetnih brzina. 

Metoda se temelji na reakciji oksidacije ABTS-a lakazom pri ĉemu nastaje stabilan radikal kation 

ABTS
+.

. Radikal kation je specifiĉne tamnozelene boje (Slika 3.2.) koji apsorbira pri λ = 420 nm i 

stabilan je u podruĉju pH = 3 – 11.
31

 

Mjerenja apsorbancije su provedena u kvarcnoj kiveti volumena 1 cm
3
, a reagens ABTS 

je prethodno termostatiran 5 minuta pri T = 25 °C. 0,1 cm
3
 uzorka dodavano je u 0,9 cm

3
 otopine 

ABTS-a, ĉime je aproksimiran poĉetak reakcije. Svako mjerenje je trajalo 100 sekundi pri ĉemu 

su dobivene dinamiĉke promjene apsorbancije (Prilog 5.) iz kojih je izraĉunata volumna aktivnost 

enzima lakaze prema jednadţbi (3.1): 

  
t

A

Vd

V
AV

E

r










..       (3.1) 
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gdje su Vr ukupni volumen uzorka u kiveti (cm
3
), VE  volumen dodanog uzorka koji sadrţi enzim 

(cm
3
) , ε ekstincijski koeficijent (ε420 = 0,036 dm

3 
μmol

-1
 cm

-1
), d širina kivete (d = 1 cm), 

t

A




 

promjena apsorbancije u vremenu (nagib pravca) (min
-1

), V.A. volumna aktivnost enzima          

(U cm
-3

), pri ĉemu 1 U predstavlja jedinicu enzimske aktivnosti, odnosno onu aktivnost enzima 

koja je potrebna da se oksidira 1 μmol dm
-3

 supstrata u minuti.
32

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3.2. Obojenje nastalo oksidacijom ABTS-a lakazom 

 

3.3.2. OdreĊivanje koncentracije biomase 

 

 Koncentracija mokre biomase u reakcijskoj smjesi je odreĊivana gravimetrijski. Uzorak je 

profiltriran kroz filtar papir (kvantitavni filtar papir plava vrpca, Ø = 110 mm, Munktell, 

Njemaĉka) te je mokra biomasa sušena 24 h na 80 
O
C izvagana na analitiĉkoj vagi. 
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3.3.3. OdreĊivanje koncentracije glukoze 

 

Glukoza u uzorcima je odreĊivana primjenom kolorenzimske (PAP) metode koja se 

temelji na slijedećim reakcijama: 

 

glukoza + O2 + H2O   oksidaza glukoza

 glukonska kiselina + H2O2                                 (3.2) 

2 H2O2 + fenol + 4-aminoantipirin   aperoksidaz

kinonimin + 4H2O                               (3.3) 

 

Kinonimin daje obojenje otopini koje apsorbira svjetlo u vidljivom podruĉju spektra na 

valnoj duljini λ = 500 nm (Slika 3.3.). Koliĉina apsorbiranog svjetla proporcionalna je 

koncentraciji glukoze u otopini. Uzorak je prije mjerenja centrifugiran 5 minuta pri                      

n = 5000 min
-1

 u svrhu odvajanja biomase. Kapljevinski ostatak je korišten za odreĊivanje 

koncentracije glukoze. 

 

Slika 3.3. Kinonimin nastao spektrofotometrijskim odreĊivanjem koncentracije glukoze 

PAP metodom 

 

 

Mjerenje je provedeno spektrofotometrijski na valnoj duljini λ = 500 nm i temperaturi      

T = 20 – 25 C. Uzorci za mjerenje koncentracije glukoze su pripremani u plastiĉnim kivetama 

volumena 1 cm
3
. Naĉin pripreme uzoraka za mjerenje je prikazan u Tablici 3.3. 
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Tablica 3.3. Sastav otopine u kiveti prilikom spektrofotometrijskog odreĊivanja koncentracije 

glukoze PAP metodom 

 

 

Koncentracija glukoze je izraĉunata prema jednadţbi 3.4: 

 56,50 
S

glukoza
A

A
c    (3.4) 

pri ĉemu su c koncentracija glukoze u mmol dm
-3

, A0 apsorbancija slijepe probe, a AS 

apsorbancija nepoznatog uzorka
33

. Koncentracija glukoze odreĊivala se i iz pripadajućeg 

baţdarnog pravca (Prilog 1.) 

 

 

3.3.4. OdreĊivanje koncentracije glukoze, fruktoze i saharoze 

 

 Koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze odreĊivana je pomoću HPLC-a spojenog na RI 

detektor. Analiza je provedena na temperaturi od 80 
O
C s protokom mobilne faze, redestilirane 

vode od 0,5 cm
3
min

-1
 na koloni C18-Carbohydrate Ca

2+ 
(300 ∙ 6,5 mm, CS-Chromatographie 

service GmbH). Vrijeme zadrţavanja za glukozu bilo je 5,3 minute, za fruktozu 4,6 minuta, a za 

saharozu 3,6 minuta. Prije analize uzorka iz reaktora bilo je potrebno profiltrirati uzorke, a za 

filtriranje se koristio filtar veliĉine pora od 0,2 μm (Grupo Linea Bea Sas, Italija). 

Koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze u nepoznatom uzorku se odreĊivala iz 

vremena zadrţavanja navedenih komponenata i pripadajućih baţdarnih pravaca (Prilozi 2, 3 i 4). 

 

 

Materijal Slijepa proba 

V [cm
3
] 

Standard 

V [cm
3
] 

Nepoznati uzorak 

V [cm
3
] 

Standard  - 0,01 - 

Uzorak  - - 0,01 

Otopina reagensa 1,00 1,00 1,00 
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3.4. Provedba pokusa 

 

3.4.1. Rast Trametes versicolor na tresilici uzgojem na glukozi i saharozi kao 

izvorima ugljika 

 

 Pokus je proveden šarţno, u tikvicama na tresilici tijekom 15 dana pri T = 27 
O
C i broju 

okretaja n = 140 min
-1

 u anaerobnim uvjetima. 

 Prije poĉetka pokusa uzgojene su micelijske peleti gljive Trametes versicolor na 

prethodno opisanoj hranjivoj podlozi (poglavlje 3.1.4.). Uzgojeni micelijski peleti gljive 

profiltrirani su na filtar papiru (kvantitatavni filtar papir plava vrpca, Ø = 110 mm, Munktell, 

Njemaĉka), izvagani na analitiĉkoj vagi, te korišteni za rast u uvjetima submerznog uzgoja. 

 Pripremljeno je 100 cm
3
 hranjive podloge (poglavlje 3.1.4.) i sterilizirano u autoklavu 30 

minuta pri T = 121 
O
C i tlaku p = 0,6-0,8 bar. Profiltrirane peleti su kvantitativno prenesene u 

svaku tikvicu i poĉetak pokusa je definiran njihovim dodatkom. Za svaki sastav hranjive podloge  

provedena su dva pokusa zbog kontrole, potvrde rezultata i statistiĉke obrade. 

 

  

 

 

 

 

 

Slika 3.4. Postupak sterilnog uzimanja uzorka 

 

Uzorci za odreĊivanje koncentracija glukoze i aktivnosti enzima uzimani su svaka 24 sata. 

Uzorci su uzimani u sterilnim uvjetima injekcijom kroz septum tikvice (Slika 3.4.).  
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Nakon uzorkovanja, uzorci su centrifugirani a iz kapljevinskog ostatka je odreĊivana 

koncentracija glukoze u pokusu s glukozom kao izvorom ugljika i koncentracije glukoze, 

fruktoze i saharoze u pokusu sa saharozom kao izvorom ugljika. Aktivnost enzima mjerena je u 

oba pokusa. 

 

 

 

 

 

 

    (a)               (b) 

 

 

 

 

 

 

(c)                                                  (d)                                                        (e) 

Slika 3.4. (a) Uzgoj micelijskih peleta Trametes versicolor; (b) Micelijski peleti na filtar papiru; 

(c) Peleti nakon filtracije; (d) Micelijski peleti Trametes versicolor nakon petnaestodnevnog 

uzgoja na glukozi; (e) Micelijski peleti Trametes versicolor nakon petnaestodnevnog uzgoja na 

saharozi 

 Na kraju pokusa biomasa je profiltrirana kroz filtar papir i izvagana na analitiĉkoj vagi. 

Nakon toga biomasa je sušena u sušioniku na 80 
O
C do konstantne mase. 
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3.4.2. Rast Trametes versicolor u bioreaktoru uzgojem na saharozi kao izvoru 

ugljika 

 

 Proveden je jedan pokus uzgoja Trametes versicolor u bioreaktoru (Slika 3.5.) tijekom 10 

dana pri temperaturi 27 
O
C, aeracijom zraka od qV = 0,5 dm

3
 min

-1
 i broju okretaja mješala          

n = 100 min
-1

 kroz prva tri dana provedbe pokusa. Nakon toga koncentracija kisika je automatski 

regulirana promjenom broja okretaja miješala uz konstantnu aeraciju zrakom.  

 Bioreaktor je napunjen s 500 cm
3
 hranjive podloge (Tablica 4.6., Pokus 2) i steriliziran u 

autoklavu 30 minuta pri T = 121 ºC i tlaku p = 0,6 – 0,8 bar. U bioreaktor su preneseni micelijski 

peleti gljive dobiveni na prethodno opisan naĉin ĉime je aproksimiran poĉetak pokusa. Pokrenuto 

je miješanje, te sustavi za regulaciju temperature i regulaciju broja okretaja miješala. Hranjiva 

podloga je na poĉetku zasićena kisikom iz zraka (pO2 = 100 %). Uzorci za odreĊivanje 

koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze, te aktivnosti enzima lakaze uzimani su svaka 24 sata. 

Uzorci su uzimani sterilno pomoću sustava za uzorkovanje. Ovako uzeti uzorci su centrifugirani, 

a iz kapljevinskog ostatka su odreĊivane koncentracije prethodno navedenih šećera i aktivnost 

enzima lakaze. Tijekom pokusa praćene su promjene pH vrijednosti i koncentracije otopljenog 

kisika. 

 

Slika 3.5. Bioreaktor Biostat MD, B. Braun Biotech 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 U ovom radu je provedeno istraţivanje rasta Trametes versicolor u uvjetima submerznog 

uzgoja. Ispitan je utjecaj razliĉitih komponenata hranjive podloge na rast i potrošnju supstrata te 

na dinamiĉku promjenu aktivnosti enzima lakaze. U pokusima s glukozom kao izvorom ugljika 

ispitan je utjecaj pojedinih procesnih parametara na potrošnju supstrata kao što su omjer C:N, 

poĉetna koncentracija micelijskih peleta, induktora, peptona i kvašĉevog ekstrakta te utjecaj 

potrošnje supstrata na enzimsku aktivnost. U pokusima sa saharozom kao izvorom ugljika 

ispitani su utjecaji svih procesnih parametara na enzimsku aktivnost te analizirana potrošnja 

saharoze i nastajanje i potrošnja glukoze i fruktoze, kao i pojavljivanje specifiĉnog trenda 

enzimske aktivnosti koja je u direktnom odnosu s potrošnjom supstrata.  

Svaki pokus proveden je dva puta, a svi rezultati su prikazani s intervalom pouzdanosti uz 

nivo signifikantnosti od 0,05. 

Proveden je pokus u bioreaktoru kako bi se ispitao rast biomase na saharozi i proizvodnja 

enzima lakaze te su analizirani uĉinci broja okretaja i vrsta miješala na rast biomase. 

 

 

4.1. Rast Trametes versicolor na tresilici submerznim uzgojem na glukozi 

 

4.1.1. Utjecaj poĉetne koncentracije glukoze  

 

 Provedena su dva pokusa (Pokus 1 i 2) s razliĉitim poĉetnim koncentracijama glukoze 

kako bi se ispitao utjecaj poĉetne koncentracije glukoze na brzinu potrošnje supstrata. U      

tablici 4.1. je prikazan sastav podloga korištenih pri ispitivanju utjecaja poĉetne koncentracije 

glukoze na potrošnju supstrata. Na slici 4.1. je prikazana promjena koncentracije glukoze i brzina 

potrošnje supstrata pri kojima se odreĊivao utjecaj poĉetne koncentracije glukoze.  
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Tablica 4.1. Sastav hranjive podloge u pokusu ispitivanja utjecaja poĉetne koncentracije glukoze 

na brzinu potrošnje supstrata 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.1. Promjena koncentracija glukoze i brzina potrošnje supstrata u pokusima ispitivanja 

utjecaja poĉetne koncentracije glukoze na brzinu potrošnje supstrata 
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Sastav podloge Pokus 1 Pokus 2 

γ (glukoza) [g dm
-3

] 25 10 

γ (pepton) [g dm
-3

] 0,4 0,4 

γ (kvašĉev ekstrakt)  [g dm
-3

] 1 0 

V (Tween 80) [cm
3
] 0 0 

γ (induktor) [g dm
-3

] 0 0 

γ (micelijski peleti) [g dm
-3

] 3 3 

Otopina B da da 
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Gljivama je za rast i razvoj potreban i ugljik i dušik. Nepovoljan omjer komponenata 

supstrata koje sadrţavaju te elemente uzrokovao je slabiji rast gljive koji se manifestirao manjom 

brzinom potrošnje supstrata u Pokusu 2. Iz rezultata pokusa (Slika 4.1.) je vidljivo da je brzina 

potrošnje glukoze veća u pokusu provedenom pri većoj poĉetnoj koncentraciji glukoze i uz 

korištenje kvašĉevog ekstrakta kao izvora dušika. 

 

4.1.2. Utjecaj poĉetne koncentracije micelijskih peleta 

 

 Utjecaj poĉetne koncentracije biomase na brzinu potrošnje supstrata proveden je u 

pokusima za koje je poĉetni sastav komponenata hranjivog medija prikazan u Tablici 4.2. Pokus 

1 i Pokus 2 provedeni su pri istim poĉetnim uvjetima, ali je koncentracija micelijskih peleta bila 

razliĉita, te je za Pokus 1 iznosila γ = 3 g dm
-3

, a za Pokus 2 γ = 30 g dm
-3

. Rezultati pokusa, 

koncentracija glukoze i brzina potrošnje supstrata su prikazani na slici 4.2. 

 

Tablica 4.2. Sastav hranjive podloge u pokusu ispitivanja utjecaja poĉetne koncentracije 

micelijskih peleta 

 

 

 

Sastav podloge Pokus 1 Pokus 2 

γ (glukoza) [g dm
-3

] 10 10 

γ (pepton) [g dm
-3

] 0,4 0,4 

γ (kvašĉev ekstrakt)  [g dm
-3

] 1 1 

V (Tween 80) [cm
3
] 0,02 0,02 

γ (induktor) [g dm
-3

] 0 0 

γ (micelijski peleti) [g dm
-3

] 3 30 

Otopina B da da 
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Slika 4.2. Promjena koncentracija glukoze i brzina potrošnje supstrata ispitivanja utjecaja poĉetne 

koncentracije micelijskih peleta 

 Iz rezultata pokusa je vidljivo da je brzina potrošnje supstrata praktiĉki neovisna o 

poĉetnoj koncentraciji micelijskih peleta, odnosno da poĉetna koncentracija micelijskih peleta 

nema utjecaja na brzinu potrošnje glukoze. Ovo ponašanje nije u skladu s oĉekivanjima jer bi 

veća poĉetna koncentracija micelijskih peleta trebala rezultirati većom brzinom potrošnje 

supstrata uz pretpostavku da rast biomase u ovim pokusima nije bio limitiran nekom od 

komponenata hranjive podloge bitnom za rast biomase. U ovom pokusu postoji premali broj 

toĉaka pokusa kako bi se realno procijenio utjecaj poĉetne koncentracije micelijskih peleta na 

promjenu koncentracije glukoze i brzinu potrošnje supstrata. 

 

4.1.3. Utjecaj induktora 

 

 Utjecaj induktora guaiacola na potrošnju supstrata analiziran je u pokusima na hranjivoj 

podlozi ĉiji je sastav prikazan u tablici 4.3. Rezultati ovog pokusa prikazani su grafiĉki (Slika 4.3.) 

kao vremenska ovisnost promjene koncentracije glukoze i brzine potrošnje supstrata. 
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Tablica 4.3. Sastav hranjive podloge u pokusu ispitivanja utjecaja induktora guaiacola 

 

Sastav podloge Pokus 1 Pokus 2 

γ (glukoza) [g dm
-3

] 10 10 

γ (pepton) [g dm
-3

] 0,4 0,4 

γ (kvašĉev ekstrakt)  [g dm
-3

] 1 1 

V (Tween 80) [cm
3
] 0,02 0,02 

γ (induktor) [g dm
-3

] 0 0,4 

γ (micelijski peleti) [g dm
-3

] 3 3 

Otopina B da da 

 

 

 Na temelju rezultata pokusa (Slika 4.3.) vidljivo je da dodatak induktora ne utjeĉe na 

brzinu potrošnje supstrata. Ovo je u skladu s literaturnim podacima prema kojima guaiacol utjeĉe 

samo na proizvodnju enzima, odnosno na sekundarni metabolizam T. versicolor. U ovim 

pokusima aktivnost enzima lakaze je bila zanemariva. Utjecaj induktora na primarni metabolizam 

nije od velike biotehnološke vaţnosti, a ovim pokusom je pokazano da dodatak induktora ne 

utjeĉe znaĉajnije na brzinu potrošnje primarnog supstrata. 

 

Slika 4.3. Promjena koncentracija glukoze i brzina potrošnje supstrata u pokusima ispitivanja 

utjecaja induktora guaiacola 
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4.1.4. Utjecaj peptona i kvašĉevog ekstrakta na potrošnju supstrata, rast biomase i 

aktivnost enzima lakaze 

 

 Utjecaj peptona i kvašĉevog ekstrakta na potrošnju glukoze i rast biomase analiziran je u 

pokusu (Pokus 1) provedenom na hranjivoj podlozi koja je sadrţavala uz glukozu kao izvor 

ugljika i komponente u koncentracijama prikazanim u tablici (Tablica 4.4.). Pepton i kvašĉev 

ekstrakt predstavljaju osnovni izvor dušika potrebnog za rast, razvoj i odrţavanje staniĉnih 

funkcija gljive Trametes versicolor.
34

  

 

Tablica 4.4. Sastav hranjive podloge u pokusu ispitivanja utjecaja peptona i kvašĉevog ekstrakta 

na potrošnju glukoze 

 

Sastav podloge Pokus 1 

γ (glukoza) [g dm
-3

] 25 

γ (pepton) [g dm
-3

] 0 

γ (kvašĉev ekstrakt)  [g dm
-3

] 0 

V (Tween 80) [cm
3
] 0,08 

γ (induktor) [g dm
-3

] 0,6 

γ (micelijski peleti) [g dm
-3

] 3 

Otopina B da 

 

 

U ovom pokusu, pepton i kvašĉev ekstrakt koji sluţe kao glavni izvor dušika, nisu bili 

dodani u hranjivu podlogu. Da bi došlo do rasta biomase, omjer C/N mora biti povoljan, odnosno 

u hranjivoj podlozi osim izvora ugljika mora postojati i izvor dušika. 
35
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Slika 4.4. Promjena koncentracija glukoze i brzina potrošnje supstrata u pokusima ispitivanja 

utjecaja peptona i kvašĉevog ekstrakta 

 

Iz slike 4.4. je vidljivo da u ovom pokusu nije došlo do potrošnje glukoze, a samim tim ni 

do rasta biomase. Iako je supstrat sadrţavao ugljik, nedostatak dušika onemogućio je njegovo 

korištenje za rast i razvoj. Hranjiva podloga mora sadrţavati izvor ugljika i izvor dušika kako bi 

se pokrenuo primarni metabolizam gljive, odnosno njen rast i razvoj. 

 

 

Slika 4.5. Promjena aktivnosti enzima lakaze u pokusu ispitivanja utjecaja peptona i kvašĉevog 

ekstrakta na potrošnju supstrata i rast biomase 
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U ovom pokusu mjerena je i promjena aktivnosti enzima lakaze (Slika 4.5.). Iako je došlo 

do znaĉajnijeg porasta aktivnosti enzima lakaze izmeĊu 12. i 14. dana uzgoja, vjerojatno 

uzrokovanog aktiviranjem sekundarnog metabolizma, izmjerene aktivnosti enzima lakaze izrazito 

su male te se praktiĉki mogu zanemariti. 

 

4.1.5. Utjecaj potrošnje supstrata na enzimsku aktivnost 

 

 Provedena su dva pokusa u svrhu odreĊivanja utjecaja brzine potrošnje supstrata na 

aktivnost lakaze. Sastav hranjive podloge u ovim pokusima je dan u tablici 4.5., a rezultati 

pokusa su prikazani na slici 4.6. (promjena koncentracije glukoze i aktivnosti enzima lakaze). 

 

Tablica 4.5. Sastav hranjive podloge u pokusu ispitivanja utjecaja brzine potrošnje supstrata na 

enzimsku aktivnost 

 

Sastav podloge Pokus 1 Pokus 2 

γ (glukoza) [g dm
-3

] 25 10 

γ (pepton) [g dm
-3

] 0,4 0,4 

γ (kvašĉev ekstrakt)  [g dm
-3

] 1 1 

V (Tween 80) [cm
3
] 0 0,02 

γ (induktor) [g dm
-3

] 0 0 

γ (micelijski peleti) [g dm
-3

] 3 3 

Otopina B da da 
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Slika 4.6. Promjena koncentracije glukoze i aktivnosti enzima lakaze u pokusu ispitivanja 

utjecaja brzine potrošnje supstrata na enzimsku aktivnost 

 

 Iz rezultata pokusa (Slika 4.6.) je vidljivo da do mjerljivog povećanja aktivnosti enzima 

lakaze dolazi kada koncentracija glukoze padne ispod 5 g dm
-3

. U oba pokusa, provedena pri 

razliĉitim poĉetnim uvjetima maksimalna enzimska aktivnost se postiţe u isto vrijeme (deseti 

dan). 

 Prikazan rast enzimske aktivnosti tumaĉi se promjenom metabolizma T. versicolor s tipa I 

na tip II, odnosno prelaskom iz tropofaze u idiofazu. Kada koncentracija glukoze padne na 

dovoljno nisku razinu, gljiva pojaĉano luĉi lignolitiĉki enzim lakazu kako bi razgradila 

eventualne lignocelulozne supstrate i osigurala dodatni izvor ugljika. Ukoliko takvi supstrati ne 

postoje u hranjivoj podlozi, prestaje luĉenje enzima i dolazi do pada enzimske aktivnosti što je 

vidljivo iz rezultata pokusa (Slika 4.6.). 
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4.2. Rast Trametes versicolor na tresilici submerznim uzgojem na saharozi 

 

Provedeno je šest pokusa na tresilici s razliĉitim koncentracijama saharoze kao izvora 

ugljika i pri razliĉitim koncentracijama komponenata hranjive podloge. Sastav komponenata 

hranjive podloge dan je u tablici 4.6. a rezultati pokusa, dinamiĉka promjena aktivnosti enzima, 

su prikazani na slici 4.7. 

 

Tablica 4.6. Sastav hranjivih podloga u pokusima sa saharozom kao izvorom ugljika 

 

Sastav podloge Pokus 1 Pokus 2 Pokus 3 Pokus 4 Pokus 5 Pokus 6 

γ (glukoza) [g dm
-3

] 10 20 30 40 50 20 

γ (pepton) [g dm
-3

] 0,1 0,3 0,6 0,9 1,2 0,3 

γ (kvašĉev ekstrakt)  [g dm
-3

] 0,5 1 1,5 2 2,5 0,5 

V (Tween 80) [cm
3
] 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,02 

γ (induktor) [g dm
-3

] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0,4 

γ (micelijski peleti) [g dm
-3

] 2 3 4 5 6 3 

Otopina B da da da da da da 

 

 

U pokusima je praćena promjena koncentracija saharoze, glukoze i fruktoze, te je mjerena 

aktivnost enzima lakaze pri ĉemu su u svim pokusima postignute izrazito male vrijednosti 

aktivnosti. Bez obzira na navedeno, uoĉeni su odreĊeni trendovi s obzirom na sastav hranjive 

podloge. 
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Slika 4.7. Dinamiĉka promjena aktivnosti enzima lakaze u pokusima sa saharozom kao izvorom 

ugljika 

 

 Pozitivni uĉinak niţe poĉetne koncentracije supstrata na aktivnost enzima vidljiv je u 

Pokusu 1 i Pokusu 2 u kojima su poĉetne koncentracije saharoze bile γ = 10 g dm
-3

 i γ = 20 g dm
-3

 

(Tablica 4.6.). U ova dva pokusa je zabiljeţena najveća volumna aktivnost enzima, za Pokus 1 

V.A. = 8,18 U dm
-3

 i za Pokus 2 V.A. = 7,14 U dm
-3

 i to u oba pokusa u petom danu provedbe 

procesa. Relativno visoka aktivnost direktno je povezana s poĉetnom koncentracijom supstrata i 

opada s povećanjem poĉetne koncentracije saharoze. Manje koliĉine saharoze gljiva brţe 

razgraĊuje te nastaje manje monosaharida, glukoze i fruktoze. Do aktiviranja sekundarnog 

metabolizma dolazi kada gljiva potroši sav ugljik. Pri većim poĉetnim koncentracijama saharoze 

nastaje i više monosaharida pa je aktivnost enzima lakaze u ovim pokusima manja. 

Utjecaj ostalih procesnih parametara na aktivnost enzima lakaze kao što su poĉetna 

koncentracija micelijskih peleta, peptona, kvašĉevog ekstrakta, Tweena 80, induktora i vremena 

dodavanja induktora nije opaţen.   

Kontinuirano povećanje poĉetnih koncentracija komponenata hranjive podloge, koji 

prema literaturnim podacima povećavaju proizvodnju enzima lakaze (guaiacol, Tween 80, 

koncentracija biomase), kroz Pokuse 1-5 ne rezultira povećanjem aktivnosti enzima lakaze. 
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To se moţe objasniti sastavom podloge koja sadrţava jednostavne supstrate za ĉiju 

razgradnju nije potrebna lakaza, te stoga ne dolazi niti do znaĉajnije indukcije proizvodnje 

enzima lakaze u ovim uvjetima. 

 

 

Slika 4.8. Promjena aktivnosti enzima lakaze i koncentracija saharoze, glukoze i fruktoze u 

Pokusima 1 i 2 

 

 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0

2

4

6

8

10

12

14

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

V
.A

.
[U

 d
m

-3
]

c
[g

 d
m

-3
]

t [dan]

saharoza

glukoza

fruktoza

volumna aktivnost

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

V
.A

.
[U

 d
m

-3
]

c
[g

 d
m

-3
]

t [dan]

saharoza

glukoza

fruktoza

volumna aktivnost



 4. Rezultati i rasprava 

 

50 

 

Na slici 4.8. su prikazane promjene aktivnosti enzima lakaze i koncentracija saharoze, 

glukoze i fruktoze u Pokusima 1 i 2. Iz rezultata je vidljivo da je saharoza razgraĊena na glukozu 

i fruktozu. Ova biotransformacija je vjerojatno katalizirana unutarstaniĉnim enzimom invertazom 

koji razgraĊuje saharozu na glukozu i fruktozu. Nakon što je saharoza razgraĊena, gljiva prvo 

koristi glukozu kao izvor ugljika što je vidljivo iz pada koncentracije glukoze pri ĉemu 

koncentracija fruktoze ostaje praktiĉki nepromjenjena. Po potrošnji glukoze gljiva se prilagoĊava 

fruktozi kao novom izvoru ugljika. Nakon prilagodbe gljiva bi najvjerojatnije trošila fruktozu ali 

taj podatak nije potvrĊen jer pokus nije praćen dovoljno dugo. 

Sukladno s promjenom koncentracija saharoze, glukoze i fruktoze uoĉen je karakteristiĉan 

trend u promjeni aktivnosti enzima lakaze. Nakon što gljiva razgradi saharozu na njene 

monosaharide, dolazi do naglog pada koncentracije saharoze u podlozi što uzrokuje porast 

aktivnosti enzima. Povećanjem koncentracija glukoze i saharoze naglo opada aktivnost enzima 

koja ponovo raste nakon što se koncentracija glukoze znaĉajno smanji. 

Do naglog porasta enzimske aktivnosti dolazi svaki put kada se koncentracija odreĊenog 

šećera pribliţi nuli. Gljiva tada mijenja tip metabolizma iz tropofaze u idiofazu kako bi osigurala 

potencijalne izvore ugljika, a kada se poveća koncentracija šećera, aktivnost enzima opada i 

dolazi do ponovne promjene tipa metabolizma. Do pada aktivnosti dolazi jer je izvor ugljika u 

supstratu relativno jednostavan te nije potrebno koristiti izvanstaniĉne enzime kao što je lakaza za 

njegovu razgradnju. Usporedbom rezultata oba pokusa (Slika 4.8.) vidljivo je da do oba 

maksimuma i do minimuma enzimske aktivnosti dolazi otprilike u isto vrijeme, odnosno 

dinamiĉko vladanje enzimske aktivnosti sliĉno je za oba pokusa. Ovaj se trend ponavlja kroz sve 

pokuse (Slika 4.7.) ali je najizraţeniji u Pokusu 1 i Pokusu 2. 

 

 

4.3. Rast Trametes versicolor u bioreaktoru 

 

Praćenje rasta biomase i potrošnje supstrata provedeno je i u bioreaktoru. Cilj ovog 

pokusa je bio promatranje ponašanja rasta gljive u aerobnim uvjetima i u uvećanom mjerilu. 

Pokus je proveden pri T = 27 
O
C i poĉetnom broju okretaja n = 100 min

-1
.  
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Sastav hranjive podloge prikazan je u tablici 4.7. Vrijednost pH regulirana je na 5,5 

dodatkom NaOH,
14

 a tijekom cijelog pokusa praćeni su broj okretaja mješala i koncentracija 

otopljenog kisika (Slika 4.11.). 

 

Tablica 4.7. Sastav hranjive podloge za pokus proveden u bioreaktoru 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Hranjiva podloga je sadrţavala saharozu kao izvor ugljika, a tijekom pokusa je praćena 

potrošnja saharoze, proizvodnja i potrošnja glukoze i fruktoze, te promjena aktivnosti enzima 

(Slika 4.9.) 

 

Slika 4.9. Promjena koncentracije saharoze, glukoze i fruktoze te aktivnosti enzima lakaze u 

pokusu provedenom u bioreaktoru 
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Kao i u pokusima provedenim na tresilici, uoĉena je razgradnja saharoze na glukozu i 

fruktozu katalizirana enzimskom razgradnjom pomoću unutarstaniĉnog enzima invertaze. 

Tijekom provedbe pokusa došlo je do potrošnje glukoze za rast i razvoj gljive što se moglo uoĉiti 

velikim vizualnim prirastom biomase (Slika 4.10.). Iz rezultata pokusa je vidljivo da se za rast 

prvo koristi glukoza. Koncentracija fruktoze pri tome ostaje nepromijenjena jer se metabolizam  

T. versicolor prilagoĊavao novom izvoru ugljika. Nakon prilagodbe metabolizma, gljiva bi 

najvjerojatnije koristila fruktozu kao izvor ugljika i potrošila je do kraja, kao što je to sluĉaj bio s 

glukozom. Da se dokaţe ova hipoteza, potrebno je dodatno istraţivanje, odnosno potrebno je 

pokus provoditi dulje vrijeme. 

         (a)                                                                             (b) 

Slika 4.10. Rast biomase u bioreaktoru: (a) na poĉetku pokusa u trenutku dodavanja inokuluma u 

hranjivu podlogu; (b) deseti dan pokusa 

 

Tijekom provedbe pokusa pratila se i aktivnost enzima, ali je kao i u prethodnim 

pokusima ona izrazito mala i praktiĉki zanemariva (Slika 4.9.). Trend promjene aktivnosti enzima 

lakaze nije jednak onome postignutom u pokusima na tresilici sa saharozom kao izvorom ugljika 

i maksimalna postignuta volumna aktivnost je dva puta manja u pokusu provedenom u 

bioreaktoru. Pretpostavlja se da je to rezultat negativnog djelovanja velike brzine miješanja i 

neprikladnog izbora miješala (Rushtonove turbine). 
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Pokus je proveden u aerobnim uvjetima pri konstantnoj aeraciji zrakom (qV = 0,5 dm
3
 

min
-1

) i poĉetnom broju okretaja n = 100 min
-1

. Nakon tri dana provedbe pokusa je uoĉen pad 

koncentracije otopljenog kisika pa je sustav podešen na automatsku regulaciju brzine miješanja 

kako bi se postigla zadovoljavajuća aeracija. (pO2 = 20 – 40 %) (Slika 4.11.)  

 

 

Slika 4.11. Promjena broja okretaja i zasićenosti kisikom u bioreaktrou 
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5. ZAKLJUĈAK 

U ovom radu provedeni su pokusi uzgoja Trametes versicolor na tresilici u kojima su kao 

izvor ugljika korišteni glukoza i saharoza, te u bioreaktoru gdje je kao izvor ugljika korištena 

saharoza. Prouĉavan je utjecaj slijedećih procesnih parametara: poĉetna koncentracija supstrata, 

poĉetna koncentracija micelijskih peleti, koncentracija induktora guaiacola, Tweena 80, peptona i 

kvašĉevog ekstrakta na potrošnju supstrata i promjenu aktivnosti enzima lakaze, te utjecaj 

potrošnje supstrata na enzimsku aktivnost. 

U pokusima na tresilici gdje je kao izvor ugljika korištena glukoza uoĉen je pozitivan 

utjecaj veće poĉetne koncentracije glukoze na brzinu potrošnje supstrata. Veća poĉetna 

koncentracija micelijskih peleta i induktora ne utjeĉe na brzinu potrošnje supstrata i metabolizma 

Trametes versicolor. 

Nedostatak dušika ispitan u pokusu provedenom bez prisustva peptona i kvašĉevog 

ekstrakta rezultirao je izostankom rasta, a brzina potrošnje glukoze bila je zanemariva. Niti u 

jednom od provedenih pokusa na tresilici u kojima je glukoza korištena kao izvor ugljika, nije 

došlo do postizanja znaĉajnije aktivnosti enzima lakaze. Kada se koncentracija glukoze pribliţi 

nuli, dolazi do neznatnog povećanja aktivnosti enzima uzrokovanog prelaskom metabolizma tip I 

na metabolizam tipa II. 

U pokusima provedenim na tresilici sa saharozom kao izvorom ugljika ispitani su 

slijedeći utjecaji: poĉetna koncentracija supstrata, poĉetna koncentracija micelijskih peleti, 

peptona i kvašĉevog ekstrakta, Tweena 80, induktora guaiacola, kao i vremena dodavanja 

induktora na aktivnost enzima lakaze. Uoĉeno je da najveći utjecaj na enzimsku aktivnost ima 

poĉetna koncentracija supstrata te da je enzimska aktivnost veća što je poĉetna koncentracija 

saharoze bila manja. Mjerljiv utjecaj ostalih prouĉavanih procesnih parametara na enzimsku 

aktivnost nije uoĉen. 

U svim pokusima provedenim na tresilici sa saharozom kao izvorom ugljika postoji trend 

porasta enzimske aktivnosti povezan s promjenom koncentracija saharoze, glukoze i fruktoze. 

Padom koncentracija saharoze i glukoze dolazi do rasta aktivnosti enzima što se tumaĉi 

prilagoĊavanjem gljive na okolinu bez jednostavnih izvora ugljika i njen prelazak u idiofazu, 

odnosno na sekundarni metabolizam. 

 



 5. Zaključak 

 

55 

 

U pokusu provedenom u bioreaktoru praćen je utjecaj aerobnih uvjeta i uvećanog mjerila 

na aktivnost enzima lakaze. Dinamika promjene koncentracija saharoze, glukoze i fruktoze je 

istovjetna onoj dobivenoj na tresilici, ali je volumna aktivnost enzima lakaze u ovom pokusu 

znaĉajno manja od one u pokusima provedenim na tresilici što je vjerojatno uzrokovano 

negativnim djelovanjem velike brzine miješanja i neprikladnim izborom tipa miješala 

(Rushtonove turbine). 

U svim pokusima postignuta enzimska aktivnost relativno je niska i rijetko je veća od    

10 U dm
-3

. Razlog tome je u jednostavnim šećerima korištenim u pokusima koje ne treba tretirati 

lakazom. Ovakvi supstrati se ne mogu primjenjivati u biotehnološkim procesima proizvodnje 

enzima za razliku od lignoceluloznih supstrata (otpad industrije pulpe i papira) gdje enzimska 

aktivnost moţe postići vrijednosi i do 1000 U dm
-3

.
36
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7. POPIS SIMBOLA I SKRAĆENICA 

7.1. Simboli 

 

A apsorbancija,  -   

A0 apsorbancija slijepe probe,  - 

AS apsorbancija nepoznatog uzorka,  - 

c mnoţinska koncentracija, mmol dm
-3 

d širina kivete spektrofotometra, cm 

m masa, g 

n broj okretaja miješala, min
-1

 

p tlak, bar 

t temperatura, °C 

t vrijeme, dan 

V volumen, dm
3
 

V.A. volumna aktivnost, U dm
-3

 

VE volumen uzorka koji sadrţi enzim, cm
3
 

Vr ukupni volumen uzorka, cm
3
 

Ø promjer, mm 

 

7.1.1. Grĉki simboli 

 

α nagib pravca, ° 

γ masena koncentracija, g dm
-3 

ε420  apsorpcijski koeficijent, dm
3 
μmol

-1
 cm

-1
 

λ valna duljina, nm 
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7.2. Skraćenice 

 

ABTS  2,2'-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) 

ABTS
+.

 2,2'-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) radikal 

GOD  glukoza oksidaza 

HAA  3-hidroksiantranilat 

HBT  1-hidroksibenzotriazol 

HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) kapljevinska kromatografija visoke 

djelotvornosti 

LiP  lignin peroksidaza 

MnP  mangan peroksidaza 

PAP  peroksidaza antiperoksidaza 

POD  peroksidaza 

U internacionalna jedinica katalitiĉke aktivnosti enzimska, 1 U = 1 μmol dm
-3

 min
-1

 

kat  SI jedinica katalitiĉke aktivnosti enzima, 1 kat = 1 mol s
-1
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8. PRILOZI 

PRILOG 1.: Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije glukoze PAP testom (Slika 8.1.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8.1. Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije glukoze PAP testom 

 

PRILOG 2.: Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije glukoze HPLC-om (Slika 8.2.). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8.2.: Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije glukoze HPLC-om 
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PRILOG 3.: Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije fruktoze HPLC-om (Slika 8.3.).  

 

Slika 8.3.: Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije fruktoze HPLC-om 

 

PRILOG 4.: Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije saharoze HPLC-om (Slika 8.4.). 

 

Slika 8.4. Baţdarni pravac za odreĊivanje koncentracije saharoze HPLC-om 
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PRILOG 5.: Dinamiĉka promjena apsorbancije u mjerenju aktivnosti enzima lakaze pomoću 

ABTS-a (Slika 8.5.). 

 

Slika 8.5. Dinamiĉka promjena apsorbancije tijekom mjerenja aktivnosti enzima lakaze na 

spektrofotometru. Kut α jednak je promjeni apsorbancije s vremenom 
t

A




 koja se koristi pri 

raĉunanju volumne aktivnosti enzima (jednadţba 3.1.). 
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