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БИОХЕМИЈСКЕ КАРАКТЕРИСТИКЕ

ИЗАБРАНИХ ВРСТА ГЉИВА У ФУНКЦИЈИ

БИОДЕГРАДАЦИЈЕ ДЕТЕРЏЕНТА

ИЗВОД

Циљ овог истраживања био је испитивање утицаја високих концентрација

комерцијалног детерџента „Merix“, (Хенкел, Крушевац) на раст, развој и биохемијске

карактеристике тестираних гљива које су изоловане из канализационих и

индустријских отпадних вода. Гљиве су гајене у течној хранљивој подлози по Чапеку

(контрола) и истој подлози са додатком детерџента у концентрацији 0,3% и 0,5%. У

огледном периоду од 3. до 16. дана испитиване су промене: pH и редокс потенцијала;

количине протеина, слободних и укупних органских киселина; квантитативни и

квалитативни састав аминокиселина, као и активност одређених ензима у

ферментационој течности. Истовремено је испитивана и концентрација детерџента

(анјонских компоненти детерџента) у ферментационој течности помоћу MBAS

методе. Све гљиве су разградиле детерџент 0,3% концентрације, а M. racemosus је

разградила и детерџент 0,5% концентрације. Детерџент је утицао на инхибицију

биомасе гљива у различитом проценту у зависности од врсте гљива и места

изоловања. Код гљиве M. racemosus детерџент је деловао стимулативно на биомасу,

тако да је већа биомаса измерена у подлози са 0,5% детерџентом. Присуство

детерџента у хранљивој подлози и његових продуката деградације током

ферментације гљива утицало је на промене свих испитиваних биохемијских

параметара и ензимске активности.

Кључне речи: аминокиселине, биомаса, гљиве, детерџент, ензимска активност

органске киселине, протеини, pH вредност, редокс потенцијал.



BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS

OF SELECTED SPECIES OF FUNGI IN THE FUNCTION

OF BIODEGRADATION DETERGENT

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effect of high concentrations of commercial

detergent "Merix" (Henkel, Krusevac) on growth and development and biochemical

characteristics of the tested fungi were isolated from sewage and industrial wastewater.

Fungi were grown in a liquid Czapek nutrient medium (control) and in the same medium

with the addition of 0.3% and 0.5% detergent. The changing of pH values and redox

potential; amounts of protein, free and total organic acids, the qualitative and quantitative

composition of the amino acids, as well as the activity of certain enzymes were investigated

in the fermentation liquid during the experimental period from 3 to 16 days. At the same

time, concentration of detergent (anionic components of the detergent) in the fermentation

broth was examined using MBAS method. All of the tested fungi were degrade detergent in

concentration of 0.3%, but only M. racemosus decompose detergent in concentration of

0.5%. Detergent influenced the inhibition of the fungal biomass in varying percentages

depending on the type of fungus and isolation. Detergent has a stimulating effect on

biomass of fungus M. racemosus, so a greater biomass is measured in a medium containing

0.5% detergent. The presence of detergent in the nutrient medium and its degradation

products during fermentation of fungi influenced the change of all the examined

biochemical parameters and enzyme activities.

Keywords: amino acids, biomass, detergent, enzyme activity, fungi, organic acids, pH

value, proteins, redox potential
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Више од 2000 година човечанство користи површинске активне супстанце

или њихове састојке у различитим аспектима свакодневног живота: као средства за

одржавање личне хигијене, средства за машинско и ручно прање рубља и посуђа,

хемијско чишћење и у козметици.

Синтетичке површински активне супстанце су амфифилна једињења која

редукују површински и међуфазни напон акумулацијом у међуслој течности које

се не мешају, повећавајући растворљивост и мобилност хидрофобних или

нерастворних органских једињења (Ron и Rosenberg, 2002; Mulligan, 2005). Њихова

основна примена је у индустријској производњи детерџената. Заједничке групе

активних компоненти (у детерџентима) у свим регионима у свету су: линеарни

алкил бензен сулфонати (LASs), алкохол етар сулфати (АЕSs), алифатични

алкохоли (АЕs), алкохол сулфати (АSs) и сапуни. Савремени детерџенти су

сложене смеше површински активних супстанци, компоненти за обезбеђивање

ефикасности (натријум фосфата, натријум карбоната, натријум силиката, зеолита),

избељивача (пербората, перкарбоната, тетраацетилетилен диамина - ТАЕD),

омекшивача, оксидационих средстава и разних ензима (протеазе, липазе, амилазе и

целулазе) (Palicka, 1997; Gaur Ruchi и сар., 2008). У детерџентима за прање рубља

користе се анјонске и нејонске површински активне супстанце, са уделом 20-25%.

Према статистичким подацима (CESIO, 2011), у свету се годишње произведе око

12,5 милиона тона активних супстанци, а само у ЕU око 2,99 милиона тона. Око

64% произведених тензида се налази у детeрџентима за прање и средствима за

чишћење. Процењује се да стопа раста производње тензида на годишњем нивоу

износи око 0,5 милиона тона.

Повећана употреба детерџената у домаћинствима довела је до њихове

акумулације у отпадним водама и природним воденим екосистемима, и изазвала

многобројне штетне последице по микробиолошку заједницу и хидробионте

(Кумар, 2007; Chaturvedi и Kumar, 2010). Детерџенти и њихови продукти

деградације као полутанти доспевају у животну средину преко индустријских и

канализационих отпадних вода, применом пестицида или одлагањем отпадног

активног муља (Abu-Zreig и сар., 2003; Cavalli, 2004; Ying, 2006). У природним
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водама се може очекивати даља разградња помоћу микроорганизама, адсобција на

чврсте честице и фотохемијска разградња. Такође, треба предвидети

биоакумулацију тензида и њихових производа деградације у хидробионтима, што

је један од могућих начина којим штетне материје доспевају до човека. Други

начин је путем воде за пиће у коју доспевају из загађених површинских вода или

испирањем поља на којима се одлаже муљ. Испуштање отпадних вода и таложење

PAS-и у седименту, токсичност на водене организме и биоакумулација у ланцу

исхране, заједно са емисијом CO2, SO2 и NOx, су основни проблем савременог

света (Horvat и сар., 2005; Hidayat, 2011).

Постоје различити механизми токсичног дејства сурфактаната на жива бића

а неки од њих још увек нису сасвим познати. У суштини, токсичност сурфактаната

се испитује преко оштећења на шкргама и епидермису или нарушавањем ћелијске

мембране акватичних организама. Степен токсичности сурфактаната одређује се

на основу способности сурфактаната да абсорбују и продиру у ћелијску мембрану

акватичних организама (Rozen и сар., 2001). Токсично дејство на бактерије огледа

се у инхибицији пролиферације ћелија и смањењу деградационе способности

PAHs. Токсични молекули сурфактаната индукују апоптозу ћелија или некрозе, у

зависности од концентрације сурфактаната. Више концентрације (близу или изнад

CMC) доводе до стварања смеше мицела са мембранским липидима и изазивају

солубилизацију мембрана. Услед тога, веома брзо долази до некрозе и лизе ћелија.

На концентрацијама испод CMC, молекули сурфактанта интерферирају са

фосфолипидним слојем у мембрани, изазивајући нарушавање структуре неких

ензима, или продиру у ћелије. У том случају активира се сигнал за апоптозу.

Токсичност сурфактаната зависи од њихове молекулске структуре.

Генерално, нејонски сурфактанти су мање токсични од јонских сурфактаната.

Негативно наелектрисана површина бактеријске ћелије чини их осетљивијим на

наелектрисане сурфактанте, нарочито позитивно наелектрисане катјонске

сурфактанте. Нејонски сурфактанти типа алкилетоксилата и алкилфенолетоксилата

са просечним бројем ЕО 9-12 мономера, су токсични за неколико PAH-

деградирајућих бактеријских култура. Токсичност опада са повећањем

хидрофилности сурфактанта. Детаљне студије токсичности сурфактаната су

показале да токсичност расте у следећем правцу: нејонски сурфактанти (Tween 80,
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Brijј 30, 10LE и Brij 35) < анјонски сурфактант (LAS) < катјонски сурфактант

(ТDТМА). Утврђено је да се раст бактерија благо повећава у присуству фенантрена

и LAS-а као јединих извора угљеника и енергије у подлози, у концентрацијама

мањим од 10 mg L-1. Према литературним подацима, анјонски сурфактанти имају

токсично дејство на различите водене организме у концентрацијама мањим од

0,0025 mg L-1(Petterson и сар., 2000).

Познато је да производи са великим уделом PAS, као што су детерџенти, у

воденим екосистемима изазивају низ штетних ефеката: инхибирају раст

једноћелијских алги, успоравају процес прећишћавања воде стварањем пене, што

успорава растварање кисеоника који је неопходан за дисање и фотосинтезу, и

изазива еутрофикацију.

Многе студије су показале да тензиди мењају конформацију протеина и

тако утичу на ензимску активност, стабилност и специфичност (Kamiya и сар.,

2000; Cserhati и сар., 2002). На пример, дејство тензида Tween 80 и рамнолипида на

екстрацелуларне ензиме гљива Penicillium simplicissimum и Streptomyces badius,

бактерија Pseudomonas aeruginosa и Bacillus subtilis зависи од врсте тензида, врсте

микроорганизама и класификације ензима. Tween 80 и Triton X-100 снажно

стимулишу липазну активност Pseudomonas aeruginosa, док натријум додецил

сулфат (SDS) снажно инхибира активност овог ензима (Izrael Zivkovic и сар.,

2009). Са друге стране, Tween 60 у концентрацијама од 0,05% до 1,0% (v/v) и

анјонски тензид натријум лаурил сулфат (SLS) у концентрацијама од 0,05% до

0,7% (v/v) изазивају инхибицију таназне активности. Tween 80 и Tween 20 утичу на

смањење таназне активности у концентрацијама од 0,025% до 1,0% (v/v), а Tween

20 и Triton X-100 стимулишу протеазну активност.

Испитaн је утицај различитих врста тензида на раст микроорганизама и

корелација са ензимском активношћу и секрецијом протеина. Нејонски детерџент

Tween 80 стимулише раст ћелија, док анјонски детерџент SDS значајно смањује

број ћелија Nocardiopsis dawsonvillei. У присуству Tween 80 утврђена је позитивна

корелација између количине секретованих протеина, активности киселе фосфатазе

и биомасе. Код бактерија које су гајене у подлози са високим концентрацијама

SDS-а уочена је корелација са пероксидазном активношћу што указује на

оштећење ћелијске мембране (Gordiziani и сар., 2008). Познато је да агресивни
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ћелијски метаболити попут органских киселина, екстрацелуларних ензима, азотних

оксида, реактивне врсте кисеоника делују деструктивно (Мercer и сар., 1996).

Многа истраживања су показала да се пероксид као и ROS стварају и генеришу

током метаболичких реакција микроорганизама. Различити физички и хемијски

фактори изазивају значајне промене пермеабилности ћелија, доводећи до

нарушавања ензимских и функционалних активности микроорганизама

(Livingstone, 2003). Штавише, изазивајући структурне промене мембране,

детерџенти се користе као оруђе за испитивање функционалних карактеристика

микробиолошких ћелија (Liwarska-Bizukojc и Bizukojc, 2006).

Сагледавајући штетне утицаје детерџента на животну средину и жива бића,

индустрија детерџената се данас суочава са два велика проблема као што су

биодеградабилност и екотоксичност. Регулатива Европске Уније прописује да су

произвођачи детерџената у обавези да провере биодеградабилност сваке

компоненте присутне у детерџенту, пре пуштања детерџента на тржиште.

Скрининг методе којима се испитује степен примарне биодеградације прописују да

површинске активне компоненте треба да буду разградиве најмање 80%, у периоду

од 28 дана. Међутим, због наглог пораста производње и потрошње детерџенaта у

свету, нова регулатива Европске Уније из 2004. год. прописује да све компоненте

детерџента треба да буду потпуно разградиве. Законским актима ЕУ дефинисана је

највећа дозвољена концентрација детерџента у отпадним водама које се уливају у

градску канализацију - 4 mg L-1 и 0,5 mg L-1 у водама које се уливају у природне

реципијенте (European Parliament Regulation (EC) No 648/2004).

Као одговор на присуство различитих полутаната који нарушавају природне

екосистеме развијене су бројне физичке и хемијске методе за уклањање

ксенобиотика из животне средине. Ове методе се најчешће морају комбиновати да

биле што ефикасније (Farhadian и сар., 2008). Поред тога што су физичко-хемијске

технике ремедијације веома скупе, велики проблем представља и то што њихова

употреба често доводи до стварања интермедијерних једињења са потенцијално

токсичнијим ефектом од полазних полутаната. Многобројна истраживања су

усмерена на продукцију биосурфактаната помоћу микроорганизама који би били

алтернатива синтетичким сурфактантима. Међутим, због скупог технолошког

процеса, овај проблем се решава применом обновљивих супстрата
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(агроиндустријски отпад, меласа, фракције из рафинерија јестивих уља, отпад

дестилерија, итд.) у процесу ферментације, чиме се трошкови производње смањују

а истовремено се решава и проблем индустријског отпада. Са друге стране, велику

пажњу истраживача и даље привлачи идентификација различитих врста

микроорганизама које су резистентне на присуство полутаната у њиховом

непосредном окружењу. Употреба способности микроорганизама да користе

широк спектар једињења као извор угљеника и енергије у сврху пречишћавања

полутаната се означава као биоремедијација и представља обећавајућу, релативно

ефикасну и веома скупу технологију (Megharaj и сар., 2011).

С обзиром на дугачак списак различитих загађивача, али и у складу са

постојањем великог броја микроорганизама и њихов диверзитет (Curtis и сар.,

2002; Buvaneswari и сар., 2013), постоји стална потреба за изолацијом нових

микроорганизама са способношћу деградације полутаната, као и разумевањем

генетике и биохемије процеса биодеградације. Такође, поред потраге за

организмима који би се могли користити у биоремедијацији, напредак у области

метагеномике и настојање да се секвенционира што већи број генома, отворили су

врата потрази за генима чији продукти имају улогу у деградацији полутаната

(Golyshin и сар., 2003; Zhao и Poh, 2008).

До данас је идентификован велики број врста микроорганизама (бактерија,

алги и гљива) које имају способност биодеградације органских једињења доспелих

у животну средину посредством човека. Многобројна истраживања су показала да

бактерије, посебно врсте из родова Alcaligenes, Deleya, Oceanospirillum,

Aquaspirillum и Pseudomonas имају изузетну способност потпуне деградације LAS-

а. Међутим, иако у истраживањима биодеградације доминирају бактерије, гљиве

су много практичније као тест организми због својих морфолошких, физиолошких

и биохемијских карактеристика.

Гљиве су еукариотски организми који живе у различитим животним

срединама и изложене су многобројним екстремним факторима који ограничавају

њихов опстанак. Ови фактори су разноврсни: промене pH, осмотске промене,

оксиди радикала, дефицит хране и изложеност разним хемикалијама (Fuchs и

Mylonakis, 2009). Они могу да потичу из природне средине или од одбрамбеног
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имунолошког система домаћина (животиња и човека) као одговор на патогенезу.

Одбрамбени механизам гљива заснива се на структури ћелијског зида који је

јединствен у живом свету. Ћелијски зид се састоји од α- и β-глукана, N-

ацетилглукозамина, манопротеина и различитих гликопротеина. Када ћелије гљива

дођу у контакт са овим факторима оне одговарају експресијом гена у правцу

синтезе протеина који омогућавају опстанак у измењеним условима средине

(Estruch, 2000; Elisane и сар., 2008). Захваљујући томе, филаментозне гљиве имају

потенцијал да расту у присуству различитих полутаната које разграђују до

простијих молекула и да користе деградационе продукте као извор енергије и

угљеника. Апикалним растом хифа омогућено је продирање у чврсте супстрате и

секреција екстрацелуларних ензима из везикула, које су лоциране на врху хифа, у

спољашњу средину. Под дејством ових ензима долази до разлагања сложених

органских једињења на простија које гљива користи за раст и развој, тј. за биомасу

(Mohsenzadeh и сар., 2010). Осим тога, гљиве су препознатљиве по способности

продукције великог броја екстрацелуларних протеина, органских киселина и

других секундарних метаболита, као резултат адаптације на измењене услове

средине (Lilly и Barnett, 1951; Punt и сар., 2002; Adrio и Demain, 2003). Захваљујући

овим особинама гљиве се интензивно користе у ферментационој индустрији.

Егзоензими филаментозних гљива имају широку индустријску употребу због

вишеструких предности: лаког изоловања и пречишћавања, јефтиније и обимније

продукције и стабилности.

Ћелијски зид гљива делује као измењивач катјона услед негативног

наелектрисања које потиче од различитих функционалних група карбоксилне,

фосфатне, амино или сулфхидрилне, у различитим компонентама зида

(хемицелулоза, пектин, лигнин, итд.). Полимери (полисахариди, гликопротеини) у

ћелијском зиду су значајан извор лиганда који стварају комплексе са металима.

Уклањање токсичних металних јона помоћу биомасе гљива (биосорпцијом) је

процес који се интензивно проучава и привлачи све већу пажњу истраживача. По

изузетној способности биосорпције металних јона издвајају се врсте из рода

Penicillium: P. cyclopium Cu(II); P. chrysogenum U(VI), Th(IV), Cu(II), Pb(II), Zn (II);

P. italicum Mn(II), Fe(II), Ni(II), Co(II); P. canescence Cd(II), Pb(II), Hg(II), As(III). Из

рода Aspergillus издвајају се врсте A. fumigatus Cd(II), Cu(II), Co(II), Ni(II); A. niger
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Cu(II), Zn(II). Биомаса ових гљива представља отпад ферментационе индустрије

који се ефикасно може применити за уклањање метала као алтернатива

конвенцијалим физичко-хемијским процесима (Shazia и сар., 2013).

За разлику од ферментационих процеса у којима се гљиве интензивно

примењују, њихова примена у биодеградацији различитих ксенобиотичких

једињења је недовољно заступљена и углавном је ограничена на врсте из родова

Penicillium и Aspergillus (Damodarkumar и Murugesan, 2013). За разлику од

бактерија, гљиве не могу да асимилирају PAHs као једини извор угљеника и

енергије, већ захтевају присуство кометаболита (најчешће глукозе) за њихову

детoксикацију. Механизам деградација PAH филаментозним гљивама је повезан са

екстрацелуларним лигнолитичким ензимима или са интрацелуларним цитохром

P450 монооксигеназама, што је случај код врста из рода Penicillium. Почетне

реакције оксидације доводе до стварања монофенола, дифенола, дихидродиола и

кинона као главног производа оксидације. У литератури се могу наћи подаци

везани за деградацију пирена и фенола и његових деривата (хлорофенола,

пентахлорфенола) врстама Penicillium при чему настају катехол, хидрокинон и

cis,cis-муконска киселина. Врсте родова Aspergillus, Cladosporium, Penicillium,

Fusarium, Rhizopus, Trichoderma и Ulocladium, које су изоловане из земљишта

контаминираног нафтом показале су се веома ефикасним у деградацији нафте и

нафтних деривата (Hashem, 2007; Akpoveta и сар., 2011). Међутим, механизми

биодеградације комплексних PAHs гљивама нису довољно испитани, зато су

неопходна даља истраживања за идентификацију метаболита и објашњење

ензимских реакција укључених у биодеградационе процесе (Tang и сар., 2013).

У литератури има веома мало података везаних за деградацију

комерцијалних детерџената дејством гљива. Недавно су Ojo и Oso (2009) дошли до

открића да гљиве изоловане из речног муља могу да разграђују различите

синтетичке детерџенте анјонског типа: Myceliophthora thermophila, Geomyces sp.,

Alternaria alternata, Verticillium alboatrum, Aspergillus flavus, Trichoderma sp.,

Aspergillus oryzae. Наша досадашња истраживања су базирана на проучавању

утицаја комерцијалног прашкастог детерџента „Merix“ (Мерима, Крушевац)

нејонског типа, етоксилованог олеил-цетил алкохола и натријум триполифосфата

као квантитативно најзаступљенијих компоненти детерџента, на метаболичку
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активност преко 20 различитих врста филаментозних гљива које су изоловане из

отпадних вода реке Лепенице. Испитиван је утицај различитих концентрација

детерџента на промене физичко-хемијских и биохемијских параметара гљива: pH,

редокс потенцијала, количине протеина, количине слободних и укупних органских

киселина, квалитативни и квантитативни састав аминокиселина и угљених

хидрата, ензимске активности и суву биомасу. Један део истраживања био је

усмерен на испитивање биодеградације етоксилованог олеил-цетил алкохола у

присуству појединачних и здружених култура различих врста гљива (Trichoderma

harzianum, T. viride, T. longiobrachum). Међутим, деградација анјонског детерџента

„Merix“ (Хенкел, Крушевац) дејством филаментозних гљива није била предмет

истраживања.



2. ЦИЉ РАДА
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Циљ овог истраживања био је испитивање утицаја комерцијалног прашкастог

детерџента марке „Merix“ (Хенкел, Крушевац) на раст и биохемијске карактеристике

изабраних врста филаментозних гљива гајених у течној Чапековој подлози, у

временском периоду од 16 дана. Изабране врсте гљива су изоловане из отпадних

канализационих вода које садрже детерџент пореклом из домаћинстава и

индустријских отпадних вода фабрике за производњу детерџента Хенкел, Крушевац.

Селекција гљива извршена је на основу квантитативне заступљености гљива у

отпадним водама и на основу литературних података о примени гљива у

биоремедијацији и њиховој способности биодеградације различитих угљоводоника. У

овом истраживању испитивана је биоразградивост комерцијалног детерџента у

концентрацији 0,3% и 0,5% (неколико хиљада пута више од законом прописаних

концентрација које се могу наћи у природним водама и које су леталне за већину

живих бића) дејством изабраних врста гљива. Добијени резултати требало би да

послуже као теоријска основа за могућу практичну примену тестираних гљива у

процесима пречишћавања отпадних вода и производњи ензима који би се користили

као додатак детерџенту у хемијској индустрији и другим индустријским гранама.

Методологија истраживања се може поделити у неколико сегмената:

1. Изоловање и идентификација различитих врста филаментозних гљива

из отпадних канализационих вода које садрже детерџент пореклом из

домаћинстава као и из индустријских отпадних вода фабрике Хенкел,

Крушевац, Србија.

2. Испитивање утицаја високих концентрација детерџента 0,5% и 0,3% на

раст и развој изолованих гљива, гајених у течној Чапековој подлози са

додатком комерцијалног детерџента „Merix“ (Хенкел, Србија) мерењем суве

биомасе, у експерименталном периоду од 3. дана до 16. дана.

3. Утврђивање и упоређивање степена биодеградације комерцијалног

детерџента „Merix“, (Хенкел, Србија) методом MBAS, дејством изолованих

гљива у експерименталном периоду од 16 дана.
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4. Испитивање утицаја тестираних концентрација детерџента на физичко-

хемијске, хемијске и биохемијске карактеристике гљива током њиховог раста

и развоја у течној хранљивој подлози. Испитивани су следећи параметри:

pH вредност,

редокс потенцијал,

количина слободних и укупних органских киселина,

количина протеина,

квалитативни и квантитативни састав аминокиселина,

активност алкалне и киселе инвертазе,

активност алкалне протеазе,

активност алкалне фосфатазе,

активност фосфорилазе,

активност нуклеаза (DNаze и RNаze).

5. Статистичка анализа добијених резултата и утврђивање степена

корелације између тестираних параметара.



3. ОПШТИ ДЕО
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3.1. Хемијски састав детерџената

Детерџенти су површински активне супстанце које смањују површински

напон, помажу квашење и емулговање, скидају прљавштину и стварају пену,

употребљавају се као средства за прање, а нису обухваћени сапунима (Џокић, 1985).

Детерџенти су вишекомпонентни производи у којима су најважнији састојци

површински активне супстанце (PAS), познате под називом тензиди или сурфактанти.

Детерџенти садрже и различите додатке помоћу којих се постижу и појачавају

одређена жељена дејства средстава за прање. Зато се као најважније компоненте у

формулацији детерџената поред PAS издвајају и компоненте за обезбеђивање

ефикасности (билдери), средства за бељење и адитиви (Докић, 2000; Совиљ, 2012). У

састав једног типичног детерџента за прање рубља (Мићовић, 1967) улазе следеће

компоненте (Табела 3.1.1):

Табела 3.1.1. Процентуални удео компонената у детерџенту за прање рубља

Хемијски састав детерџента Проценат (%)

Додецил бензол сулфонат 20

Натријум триполифосфат 45

Натријум силикат (алкалне соли) 5

Натријум карбоксиметил целулоза 0,5

Алифатични амиди 25

Натријум сулфат 22

Влага 5

Супстанце са флуоросцентним

својствима
у траговима

3.1.1. Површински активне супстанце

Тензиди су органска једињења са карактеристичном дифилном структуром

молекула која им омогућава двојако понашање према води и другим растварачима.

Молекул тензида садржи два дела: један који је растворљив у специфичној течности -

лиофилни део и други који је нерастворљив - лиофобни део. Када је растварач вода

тада су ови делови молекула означени као хидрофилни и хидрофобни део.
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Шема 3.1.1. Приказ хидрофилног и хидрофобног дела молекула линеарног

алкил бензен сулфоната (А) и етоксилованог алкохола (Б)

Хидрофилни део молекула је поларна глава а хидрофобни реп. Хидрофобни

део молекула садржи 8-18 C атома повезаних у раван или разгранати низ, са

засићеним или незасићеним везама. Тај низ може делимично да садржи и цикличне

структуре. Дужина и структура хидрофобног дела утичу на површинску активност

тензида тј. на способност прања, квашења и емулговања (Аsh и Ash, 1993).

Хидрофилни део молекула сачињавају групе које доприносе њиховој лакшој

растворљивости у води. Према врсти јона који одређују наелектрисање хидрофилног

дела, тензиди се деле на 4 класе (Шема 3.1.2):

Шема 3.1.2. Класификација сурфактаната

Анјонски тензиди у воденом раствору дисосују на површински активни јон и

Na+ јон. Нејонски тензиди у воденом раствору не дисосују, тј. не дају јоне.

Хидрофилност и растворљивост у води овим тензидима дају групе које сарже атоме

кисеоника, као нпр. оксиетиленска група -CH2CH2O-. Катјонски тензиди дисосују у

воденом раствору на површински активан катјон и анјон. Амфотерни тензиди имају

једну или више функционалних група које дисосују у воденом раствору, а у

зависности од pH испољавају својства анјонских (у базној средини), катјонских (у

киселој средини) тензида, или неутралних цвитер јона.

Шема 3.1.1. Приказ хидрофилног и хидрофобног дела молекула линеарног алкил

бензен сулфоната (А) и етоксилованог алкохола (Б)

Хидрофобни реп Хидрофобни реп

Хидрофилна главаХидрофилна глава
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3.1.1.1 Анјонске површински активне супстанце

Поларне групе су карбоксилна, сулфатна, сулфонска и фосфатна. Као

наелектрисани јони користе се натријум, калијум, амонијум, калцијум и разни

протоновани амини. Јони Na+ и К+ помажу растворљивост у води а јони Cа2+ и Mg2+

растворљивост у мастима. Амини и соли алканол амина дају производе који су

растворљиви и у води и у мастима. Комерцијалне анјонске PAS-е представљају

смешу хомолога алкил ланаца различите дужине (Коsswig и Stache, 1993; Holmberg и

сар., 2002).

Најзначајније особине анјонских PAS-и:

 Имају најбољу моћ прања, јефтини су и главна су компонента детерџената

за прање.

 Осетљиви су на тврдоћу воде.

 Представљају највећу и најзначајнију групу PAS-и.

 Нису компатибилни са катјонским PAS-а.

 Кратки POE низови између анјонске групе и хидрофобног остатка значајно

повећавају толеранцију на соли и растворљивост у органским растварачима.

 У присуству киселина сулфати су подлoжни хидролизи, док су др. типови

стабилни.

 Везују се за протеине и уколико се нађу у воденим екосистемима утичу на

живи свет.

Од анјонских тензида највише се употребљавају:

A. Сапуни (соли виших масних киселина),

Б. Сулфонати (алкилбензен сулфонат, алфа-олефин сулфонат и алкан

сулфонати),

B. Сулфати (алкил-сулфати и алкил етар-сулфати).

А. Сапуни су средства за прање у којима су као површински активне

компоненте заступљене алкалне соли масних киселина, односно анјонски тензиди у

којима хидрофилни део молекула чини карбоксилна група. Добијају се деловањем

база на масти и уља. Као базе користе се NaOH, KOH или ТЕА. Растварају се и у
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поларном и у неполарном растварачу. Недостаци су им осетљивост на тврдоћу воде, и

издвајање у киселој средини у виду нерастворне карбоксилне киселине. Због велике

моћи прања и пенушања и даље се користе у формулацијама детерџената. Ако се

додају у малом проценту могу деловати и као антипенушавци.

Б. Сулфонати

Сулфонати су соли сулфонске киселине код које је хидроксисулфонил-група

везана преко сумпора директно за угљеников атом хидрофобног остатка. Ова веза је

хемијски и термално стабилна. Јак афинитет ове групе према води чини ову класу

једињења добро растворном у води. Осетљивост ове класе једињења на тврдоћу воде

опада са порастом молекулске масе. Сулфонати данас представљају најважнију групу

синтетичких сурфактаната.

p-алкилбензенсулфонати, односно њихове соли, представљају најважнију

групу сурфактаната по количини која се производи. Алкилбензен сулфонати са мање

од 6 C атома у алкил низу не показују особине површински активних супстанци.

Алкилбензен сулфонати са 8 до 10 C атома показују добре особине квашења али нису

погодни за емулзије и средства за чишћење због кратког хидрофобног дела. Највећу

примену имају они са просечним бројем од 12 C атома. Међу алкилбензен

сулфонатима разликују се 2 групе (Шема 3.1.3):

Шема 3.1.3. Структура алкил бензен сулфоната

Уколико се алкиловање бензена изводи са рачвастим тетрапропиленом као

производ настаје тетрапропиленбензен сулфонат (TPS), али ако се алкиловање изводи

са смешом n-алкена као производ настаје линеарни алкилбензен сулфонат (LAS).

Данас се скоро искључиво примењује LAS због своје биодеградабилности.

TPS LAS
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Производња LAS-a се састоји из три фазе:

 производња олефина или алкилхлорида,

 алкиловање бензена,

 сулфоновање бензена.

Олефини који се користе у реакцији алкиловања добијају се претежно

дехидрогенизацијом парафина (n-алкана). Парафини се одвајају из керозинске

фракције MOLEX поступком помоћу молекулских сита (зеолит 5 A).Овако добијени

парафини се загревају на 500°C и под притиском од 3 бара се мешају са благим

вишком водоника и пропуштају преко модификованог платинског катализатора на

Al2O3 (Pacol поступак). Смеша олефина и парафина се меша са вишеструким вишком

бензена (да би се спречило полиалкиловање) и флуороводоником. Алкиловање се

изводи на t < 50°C уз интензивно хлађење. Након тога се издваја кисели катализатор.

Трагови HF се одвајају у посебној striping колони, а затим се одвајају бензен и

парафини и на крају се одваја производ од производа полиалкиловања. Сулфоновање

се претежно изводи реакцијом са SO3, а могу се користити и сумпорна киселина,

олеум, хлоросулфонска киселина или амидосулфонска киселина. Почетна реакција у

синтези је стварање пиросулфонске киселине која лаганом, спонтаном реакцијом даје

сулфонску киселину. Она се затим неутралише помоћу каустичне соде и даје

површински активну алкилбензен сулфонатну со.

Ова реакција даје смешу изомера са фенил групом везаном за C атом алкил

ланца. Стога LAS представља специфичну смешу изомера и хомолога; сваки садржи

ароматични прстен сулфонован у пара положају и спојен са линеарним алкил ланцем

на било ком угљениковом атому осим на терминалном (Schönkaes, 1998; Cavalli и сар,

1999b; Valtorta и сар., 2000).

Алфа-олефин сулфонати су добили назив по алфа-олефинима из којих се

добијају у реакцији са сумпор триоксидом. Овом реакцијом се добија смеша алкен-

сулфоната (60-70%), 3- и 4-хидроксиалкан сулфоната (око 30%) и неких дисулфоната.

Као почетни материјал за синтезу користе се две главне фракције алфа-олефина C12-
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C16 и C16-C18. Стварање хидроксиалкан сулфонске киселине тече преко цикличног

султона који се дејством базе преводи у алкен сулфонат.

Алфа-олефин сулфонати нису осетљиви на тврдоћу воде, имају велику моћ

квашења на нижим температурама али обилно пенушају због чега им се обавезно

додају антипенушавци.

Парафин сулфонати или секундарни n-алкан сулфонати се углавном производе

у Европи. Настају сулфоксидацијом парафин угљоводоника са сумпор диоксидом и

кисеоником помоћу УВ зрака или сулфохлоринацијом.

В. Сулфатни алкохоли и етоксиловани алкохоли представљају веома значајне

групе анјонских PAS-и у детерџентима. То су моноестри сумпорне киселине.

Естарска веза је слаба и лако се раскида на ниској pH када је хидролиза

аутокаталитичка. Као сиров материјал користе се и линеарни и разгранати алкохоли

са C8-C16. Линеарни C12 алкохоли доводе до стварања додецилмоноестра сумпорне

киселине, а након неутрализације са каустичном содом настаје натријум додецил

сулфат (SDS).

Етоксиловани алкохоли који се користе као интермедијенти обично су масни

алкохоли са 2-3 оксиетилен јединице. Процес је сличан сулфонацији. У реакцији

учествује сумпор триоксид, и аналогно сулфонацији, реакција тече преко

интермедијента пиросулфата. Синтеза сулфатног естра етоксилованог алкохола тече

упоредо (на сличан начин). У овој реакцији настају значајне количине 1,4-диоксана

који је токсичан и мора се уклонити евапорацијом. Ови сурфактанти су обично

означени као етар сулфати.
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Етоксиловани алкохоли могу да се трансформишу у карбоксилате као нпр.

етар карбоксилате. Један oд начинa њиховог традиционалног добијања је из натријум-

монохлорацетата, реакцијом Вилиамсове синтезе етра:

Други, много значајнији процес је оксидација етоксилованог алкохола

кисеоником или пероксидом у алкалном раствору, у присуству катализатора платине

или паладијума. Ова реакција омогућава конверзију етоксилата у великим

количинама али може довести до оксидативне деградације полиоксиетиленског

ланца.

Табела 3.1.2. Најзаступљеније анјонске површински активне супстанце

Хемијска структура Назив

Алкил етар карбоксилат

Алкил сулфат

Алкил етар сулфат

Алкил бензен сулфонат

Диалкилсулфо сукцинат

Алкил фосфат

Алкил етар фосфат
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3.1.1.2. Нејонске површински активне супстанце

Нејонски сурфактанти су новијег порекла а у последњих 30 година су успели

да заузму 40% тржишта сурфактаната. Најважнији представници ове категорије

једињења су етоксиловани алкохоли, етоксиловани алкилфеноли, естри виших

масних киселина са полихидроксилним алкохолима, амини и амиди (Табела 3.1.3).

Табела 3.1.3. Најзаступљеније нејонске PAS-е

Хемијска структура Назив

Етоксилат масног

алкохола

Етоксилат алкилфенола

Етоксилат масне

киселине

Етоксилат масног амида

Етоксилат масног амина

Алкил гликозид

Сорбитан алканоат

Етоксиловани

сорбитан алканоат
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Нејонске PAS-е имају као поларну групу полиетарну или полихидроксилну

јединицу. Добијају се полимеризацијом етилен оксида у алкалној средини. Најчешће,

број оксиетилен јединица у поларној глави је 5 до 10, мада неки дисперзанти често

имају много дужи ланац.

Појединачно најзначајнија група нејонских PAS-и су етоксилати масних

алкохола (Stache, 1996; Holmberg и сар., 2002). Етоксилати се добијају адицијом

етилен-оксида на једињења која поседују протоне који могу да дисосују. Најчешћи

супстрати су виши алкохоли (хидрогенизација метилестара виших масних киселина

или синтетски) нонилфенол (добијен алкиловањем фенола тримером пропена у

присуству BF3 као катализатора), карбонске киселине и амиди етаноламина са

карбонском киселинама. Етоксилати масних алкохола су означени општом формулом

CmEn, где m-представља број C атома у алкил ланцу а n-број оксиетиленских

јединица. Користе се за производњу течних и прашкастих детерџената и имају

разноврсну примену у индустрији. Употребљавају се и као емулгатори.

Хидролитичку стабилност испољавају на pH 3-11. На ваздуху подлежу спорој

оксидацији, а неки оксидациони продукти, нпр. алдехид и водоник пероксид су

токсичнији за кожу од полазних молекула.

Посебну групу нејонских сурфактаната представљају естри масних киселина и

полихидроксилних алкохола (глицерола, еритрола, пентаеритрола, сорбитола и

шећера). Индустријски су најважнији естри глицерола и сорбитола мада у новије

време пажњу привлаче и естри шећера.
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Етоксиловани триглицериди нпр. етоксилати рицинусовог уља имају

централно место на тржишту и сматрају се „полуприродним“ тензидима. У последње

време расте интересовање за метилестрима етоксилованих масних киселина који се

добијају етоксилацијом метил естара употребом специјалног катализатора Mg-Al

угљоводоника. Предност ових једињења у односу на етоксиловане алкохоле је боља

растворљивост у води.

Најважније карактеристике нејонских PAS-и:

 Компатибилне су са свим осталим PAS-а.

 Нису осетљиве на тврдоћу воде и присуство електролита.

 Имају ниске вредности CMC.

 Добра су средства за квашење, емулговање и детерџенти.

 Физичко-хемијске особине им јако зависе од температуре. Са повећањем

температуре опада им растворљивост јер расте хидрофобни карактер, за

разлику од јонских. Нејонске PAS-е на бази шећера ипак показују нормалну

зависност од температуре, растворљивост се повећава са порастом

температуре.

3.1.1.3. Катјонске површински активне супстанце

Катјонски сурфактанти имају позитивно наелектрисану хидрофилну групу.

Катјонска структура може бити присутна у молекулу сурфактанта (кватернерне

амонијум соли) или може настати у киселој средини (етоксиловани амини са

дугачким алкил низом) (Richmond, 1990; Holmberg и сар., 2002). Катјонски

сурфактанти се користе као биоциди, хербициди, инхибитори корозије и оксидације,

омекшивачи, флотациона средства, дисперзанти и друго. Најважнији катјонски

сурфактанти су кватернерне тетраалкил-амонијум соли, N-N-диалкилимидазолини и

N-алкилпиридијум соли.
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Етоксиловани триглицериди нпр. етоксилати рицинусовог уља имају
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угљоводоника. Предност ових једињења у односу на етоксиловане алкохоле је боља

растворљивост у води.

Најважније карактеристике нејонских PAS-и:

 Компатибилне су са свим осталим PAS-а.

 Нису осетљиве на тврдоћу воде и присуство електролита.

 Имају ниске вредности CMC.

 Добра су средства за квашење, емулговање и детерџенти.

 Физичко-хемијске особине им јако зависе од температуре. Са повећањем
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Табела 3.1.4. Најзаступљеније катјонске PAS-е

Хемијска структура Назив

Масна амино со

Масна диамино со

Кватернерни алкил

Кватернерни естар

Кватернерни диалкил

Амини делују само у протонованом облику, не могу се користити на вишим

pH вредностима. За разлуку од амина, кватернерна амонијум једињења нису осетљива

на pH. Етоксиловани амини могу имати особине и катјонских и нејоногених PAS-и.

Са повећањем дужине полиоксиетиленског ланца ове PAS-е добијају све више

нејоногени карактер.

Синтеза неестарских кватернерних амонијума тече преко нитрила. Масна

киселина реагује са амонијаком на високој температури дајући одговарајући нитрил

Докторска дисертација

21

Табела 3.1.4. Најзаступљеније катјонске PAS-е

Хемијска структура Назив

Масна амино со

Масна диамино со

Кватернерни алкил

Кватернерни естар

Кватернерни диалкил

Амини делују само у протонованом облику, не могу се користити на вишим

pH вредностима. За разлуку од амина, кватернерна амонијум једињења нису осетљива

на pH. Етоксиловани амини могу имати особине и катјонских и нејоногених PAS-и.

Са повећањем дужине полиоксиетиленског ланца ове PAS-е добијају све више

нејоногени карактер.

Синтеза неестарских кватернерних амонијума тече преко нитрила. Масна

киселина реагује са амонијаком на високој температури дајући одговарајући нитрил

Докторска дисертација

21

Табела 3.1.4. Најзаступљеније катјонске PAS-е

Хемијска структура Назив

Масна амино со

Масна диамино со

Кватернерни алкил

Кватернерни естар

Кватернерни диалкил

Амини делују само у протонованом облику, не могу се користити на вишим

pH вредностима. За разлуку од амина, кватернерна амонијум једињења нису осетљива

на pH. Етоксиловани амини могу имати особине и катјонских и нејоногених PAS-и.

Са повећањем дужине полиоксиетиленског ланца ове PAS-е добијају све више

нејоногени карактер.

Синтеза неестарских кватернерних амонијума тече преко нитрила. Масна

киселина реагује са амонијаком на високој температури дајући одговарајући нитрил



Докторска дисертација

22

преко интермедијента амида. Нитрил се затим хидрогенацијом преводи у примарни

амин помоћу кобалта или никла као катализатора.

Секундарни амини могу настати директно из нитрила или у двостепеној

реакцији из примарног амина. У првој реакцији која тече преко интермедијента

имина, амонијак се уклања из реакције у правцу стварања секундарног амина.

Примарни амин може да се конвертује у дуголанчани 1,3-диамин,

цијаноетилацијом.

Примарни или секундарни дуголанчани алкил амини могу да се метиловањем

конвертују у терцијарне амине, нпр. реакцијом са формалдехидом у редукујућим

условима.

Етилен оксид такође може да се користити за алкиловање примарног или

секундарног амина у терцијарне амине, R-CH2N(CH2CH2OH)2 или (R-

CH2)2NCH2CH2OH.

Кватернерна амонијум једињења настају из терцијарних амина алкилацијом

помоћу метил хлорида, метил бромида или диметил сулфата.

Естарске кватернерне амонијум PAS-е добијају се естерификацијом масних

киселина или њихових деривата са аминоалкохолима после чега следи реакција N-

алкилације. Реакција се може илустровати на примеру триетаноламина као амин

алкохола и диметилсулфата као метилационог средства.
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Етоксиловани алкохоли код којих се терминалнa ОH-група замењујe метил

или етилетар групом представљају категорију посебних производа. Ове нејонске PAS-

е добијају се О-алкилацијом етоксилата са алкил хлоридом или диалкилсулфатом,

или хидрогенацијом одговарајућег ацетала. У поређењу са нормалним етоксилованим

алкохолима, они су стабилнији према јаким алкалијама и јакој оксидацији. Одликују

се слабим пенушањем.

3.1.1.4. Цвитерјонске PAS-е

Ове површински активне супстанце садрже две супротно наелекрисане групе.

Позитивно наелектрисани део молекула је на натријуму, а негативни најчешће на

карбоксилату. Најзаступљеније цвитерјонске PAS-е су N-алкил деривати појединих

аминокиселина као што су: глицин (NH2CH2COOH), бетаин ((CH2)2NCH2COOH) и

амино пропионска (NH2CH2CH2COOH).

Бетаинска PAS-а настаје реакцијом алкил диметиламина са натријум

монохлорацетатом:

Амидо бетаини се синтетишу аналогно из амидоамина:

Још једна веома важна група цвитерјонских PAS-и је имидазолин који се

синтетише у реакцији масних киселина са аминоетилетанол амином, у реакцији са

хлороацетатом:
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Амин оксиди или тачније N-оксиди терцијерних амина могу бити

цвитерјонске, нејоногене или катјонске PAS-е (Lomax, 1996; Holmberg и сар., 2002).

Код њих је наелектисање на азоту и кисеонику. Они су у суштини неелектролити, али

на ниској pH или у присуству анјонске PAS-е могу да привуку протон и награде

катјонску коњуговану киселину. Амино оксиди настају оксидацијом одговарајућег

терцијерног амина водоник пероксидом.

Табела 3.1.5. Најзаступљеније цвитерјонске PAS-е

Хемијска структура Назив

Бетаин

Амидобетаин

Имидазолин

Амино оксид

3.1.2. Компоненте за обезбеђивање ефикасности (билдери)

Билдери директно утичу на изглед прања, додају се у већим количинама у

детерџенте за разлику од осталих помоћних сировина које су заступљене у малом

проценту или их уопште нема у зависности од намене детерџента. Билдери садрже
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материје које потпомажу процес прања, омекшавају воду и за себе вежу јоне тешких

метала који потичу из воде, тканине, нечистоћа. Данас се користе 3 врсте билдера:

алкалије, комплексирајућа средства, и измењивачи јона. Билдери могу да:

1. Елиминишу јоне метала из воде, тканине, нечистоћа.

2. Отклоне нечистоће и мрље на основу специфичне детерџентске

способности за одређене тканине и нечистоће.

3. Повећају способност детерџента и олакшају дисперговање нечистоће.

4. Спречавају таложење каменца на текстил и машину.

5. Имају добру хемијску стабилност, компатибилни су са др. адитивима,

нису хигроскопни.

6. Имају ниску токсичност на људе и околину.

7. Јефтини су.

Алкалије су се користиле као први билдери: Na- и К-карбонат и Nа-силикат.

Отклањају тврдоћу тако што преципитују јоне. Модерни билдери не преципитују

тврдоћу већ је отклањају комплексацијом или јоноизменом.

Комплексирајућа средства формирају стабилне комплексе који су растворљиви

у води са присутним јонима тешких и земноалкалних метала. Обично се као резултат

комплексирања добијају хелати. Скупљи су од алкалија, а највише се користе

трифосфати, углавном Nа-трифосфат. Најбоље делују на температури изнад 60°C,

одлично отклањају јоне метала, али не делују на нижим температурама. То се може

регулисати повећањем њихове концентрације. Мана им је што при недовољној

концентрацији градe дикалцијум-трифосфат који преципитује.

Шема 3.1.4. Комплексирајућа средства
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Данас се њихово коришћење избегава, па се користе мање акватоксични

билдери попут EDTA, лимунске киселине, нитрилсирћетне киселине, итд.

Сложени фосфати имају велики удео у општим особинама детерџента, како

због својих битних својстава тако и због процентног удела у смеши (око 45%).

Најзначајнији сложени фосфати који се налазе у формулацијама прашкастих

детерџената су приказани у табели 3.1.6.

Табела 3.1.6. Фосфатна једињења у детерџентима

Назив хемијског једињења Хемијска структура

Тетранатријум пирофосфат Na4P2O7

Натријум триполофосфат Na5P3O10

Натријум тетраполифосфат Na6P4O13

Натријум хексаметафосфат Na6P6O18

Натријум хептафосфат Na9P7O22

Од наведених сложених фoсфата у индустрији детерџената се највише користи

натријум триполифосфат. Натријум триполифосфат је чврсто неорганско једињење

који се примењује у концентрованим детерџентима за машинско прање рубља, за

прање посуђа, у тоалетним производима, итд. Има многобројне функције:

секвистерацијом тврде воде омогућава ефикасно дејство PAS-и, има улогу пуфера,

емулгатор је нечистоћа и спречава поновно таложење нечистоћа, хидролизује масти.

У област pH 9-10 натријум триполифосфат се понаша као добар пуфер што је посебно

значајно за одржавање pH раствора за прање који не сме бити ни сувише алкалан али

ни сувише кисео. У реакцији са јонима метала, гради анјонске комплексне соли:

(CaNaP3 O10)2-, (CaP3 O10)3-, Ca5(PO3 O10)2, (FeP3 O10)2-, (MgOHP3 O10)4-.

Реакција натријум триполифосфата са Ca2+ може се приказати на следећи

начин:

Крајњи производ реакције Ca5(P3O10)2 је нерастворљив и преципитира.

Особина фосфата да преципитира у присуству јона метала користи се у постројењима
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натријум триполифосфат. Натријум триполифосфат је чврсто неорганско једињење

који се примењује у концентрованим детерџентима за машинско прање рубља, за

прање посуђа, у тоалетним производима, итд. Има многобројне функције:

секвистерацијом тврде воде омогућава ефикасно дејство PAS-и, има улогу пуфера,

емулгатор је нечистоћа и спречава поновно таложење нечистоћа, хидролизује масти.

У област pH 9-10 натријум триполифосфат се понаша као добар пуфер што је посебно

значајно за одржавање pH раствора за прање који не сме бити ни сувише алкалан али

ни сувише кисео. У реакцији са јонима метала, гради анјонске комплексне соли:

(CaNaP3 O10)2-, (CaP3 O10)3-, Ca5(PO3 O10)2, (FeP3 O10)2-, (MgOHP3 O10)4-.

Реакција натријум триполифосфата са Ca2+ може се приказати на следећи

начин:

Крајњи производ реакције Ca5(P3O10)2 је нерастворљив и преципитира.

Особина фосфата да преципитира у присуству јона метала користи се у постројењима
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Данас се њихово коришћење избегава, па се користе мање акватоксични
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за пречишћавање отпадних вода у којима се фосфати елиминишу хемијском

преципитацијом са солима гвожђа или алуминијума. Због штетног утицаја фосфата по

животну средину данас се производе нефосфатни детерџенти.

Јоноизмењивачи су поликарбоксилне киселине попут полиакрилне киселине и

зеолита, који се примењују у циљу сузбијања штетног дејства поливалентних

металних катјона. Зеолити су алумосиликати, јако добри измењивачи јона који

потискују триполифосфате. Јонска измена код зеолита зависи од степена

хидратисаности катјона и величине јона. Поред калцијума зеолити везују и Pb, Cu,

Ag, Cd, Zn и Hg јоне. За измену јона потребно им је неко време, а најбољи су ако се

примењују у облику кристала.

Данас се у индустријској производњи детерџената најчешће иде на

комбинацију билдера јер се фосфати често не могу избацити из формулације, па се

комбинују са карбонатима, Na-карбоксилатима, алкалијама, зеолитима и

поликарбоксилним киселинама.

3.1.3. Антипенушавци

Додају се детерџентима за машинско прање где појава вишка пене смета. Они

не смеју да угасе пену већ само треба да регулишу њену количину јер је она та која

односи нечистоћу. Као антипенушавци се користе примарни, секундарни и

терцијерни амини, масни алкохоли и њихови амиди, парафинско уље, амиди масних

киселина а најчешће диметилполисилоксани (силикон) јер су потпуно инертни. То су

течне компоненте, а да би се користиле у прашкастим формама морају се

капсулирати. Зато се ствара матрикс са прашкастим зеолитом који се додаје

поликарбоксилним киселинама. Они се накнадно умешавају у детерџенте. Основна

улога им је да имају већу површинску активност од PAS-а у ламели пене и тако

доведу до њеног пуцања.

3.1.4. Ензими

Ензими су адитиви који се примењују у детерџентима од 1959. године,

увођењем протеаза изолованих из Bacillus subtilis у детерџенте, у Швајцарској.

Протеазе хидролизују протеине у нечистоћама које потичу од хране (млеко, чоколада,

и др.). Од 1973. године, захваљујући развоју поступка за индустријску производњу

амилазе (ензим који хидролизује -1,4 гликозидну везу) започиње његова примена у
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детерџентима. Од 1988. године у детерџенте највишег квалитета уводи се и ензим

липаза (хидролизује триглицериде).

Критеријуми које ензими треба да задовоље да би се користили у детерџентима су:

 Оптимум активности у базној средини.

 Ефикасност на нижим температурама 20-40°C.

 Стабилност на 60°C.

 Стабилност у присуству PAS-и, билдера и избељивача у току

складиштења и процесу прања.

 Довољно широк опсег деловања на протеине, триглицериде и шећере.

Активност ензима зависи од температуре и pH у процесу прања. Целулаза се

користи код осетљивих тканина да врати леп изглед аморфним подручјима која бубре

током прања. Протеолитички ензими су прашкасти и раније су се мешали са

детерџентима, међутим пошто су штетни у таквом облику, данас се и они

капсулирају, боје и тек онда умешавају са детерџентима. Унутар обојене капсуле

налази се матрикс ензима обложен са карбоксилним киселинама које га штите од

распадања и омогућавају постепено ослобађање у току прања.

3.1.5. Антикорозиви

Додају се детерџентима за машинско прање рубља и детерџентима за прање

металних површина. То су углавном Na-силикати и Na-метасиликати који се додају у

малом проценту.

3.1.6. Активатори бељења

Највише се користи ТЕАD-тетраацетилендиамин, који реагује са перборатом и

гради персирћетну киселину која има видљив оксидативни ефекат и на нижим

температурама.

Оптичка средства за бељење су флуоресцентна једињења која УВ зраке

претварају у зраке већих таласних дужина, најчешће у плаву боју видљивог дела

спектра. Начешће се користе једињења кумарина и стилбена (Шема 3.1.6).
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Шема 3.1.6. Хемијска структура оптичких белила

3.1.7. Средства против посивљења

Сива боја потиче од таложења металних јона или од поновног таложења

отклоњених нечистоћа. То се спречава додавањем макромолекулских супстанци

најчешће NaCMC или PAS, код природних тканина које обично имају неко

наелектрисање. Код синтетичких тканина бољи ефекат имају нејоногене

макромолекулске супстанце, попут PVP, HMC, MEC, MC и HPMC. Често се користи

комбинација анјонских и нејонских макромолекула јер су и тканине комбинованог

састава.

3.1.8. Средства против преношења боје

У ову сврху користи се поли(винилпиролидон) који делује на принципу

комплексирајућих агенаса; боју која се испере са тканине уграђује у комплексе.

Макромолекули се отклањају водом и боја се не таложи поново. У ову групу спада и

поли (винилоксид).

3.2. Биодеградација детерџената

Биодеградација је јединствен природни процес којим се органска једињења

разграђују биолошком активношћу живих организама (Rapaport и сар., 1992). У овом

процесу најважнију улогу имају микроорганизми (бактерије и гљиве), како у

природним екосистемима тако и у постројењима за прераду отпадних вода. Они су

способни да користе као храну и тако разграде велики број органских једињења у

природи (Moreno и сар., 1990). Биодеградација органских материја одвија се

постепено, у две етапе: примарном и потпуном деградацијом (шема 3.2.1).

Примарна биодеградација започиње деловањем екстрацелуларних ензима

микроорганизама на молекул тензида који се трансформише у интермедијенте
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(Swisher, 1987). Долази до губитка повшински активних особина на граничној

површини, као што је нпр. способност пенушања, услед структурних промена у

молекулу тензида. Истовремено, смањује се токсичност ових тензида на акватичне

организме (Kimerle и сар. 1977; Kimerle, 1989; Maenpaa и Kukkonen, 2006; Oya и

Hisano, 2010).

Потпуна биодеградација резултира разградњом деградационих продуката

(интермедијената) до крајњих продуката: воде, угљен диоксида и неорганског

сулфата, и уградњом ових конституената у биомасу (Karsa и Porter, 1995). Ова

реакција је позната као минерализација.

Swisher (1981) је указао да су за потпуну биодеградацију неопходни следећи

услови: присуство мешовите микробиолошке популације, слободан приступ нових

микроорганизама, аклиматизација, довољно хране и фактора раста, ограничена

концентрација тензида у животној средини.

Шема 3.2.1. Приказ биодеградације тензида по фазама
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3.2.1. Основни принципи аеробне деградације угљоводоника

Основне карактеристике аеробних микроорганизама у процесу биодеградације

органских полутаната су (шема 3.2.2):

1. Метаболички процеси су неопходни за оптимизацију контакта између

микробиолошке ћелије и органског полутанта. Хемикалије морају да буду

приступачне (доступне) организмима који имају способност деградације. На

пример, угљоводоници су нерастворљиви у воду и њихова деградација захтева

продукцију биосурфактаната.

2. Иницијални интрацелуларни напад ензима на молекуле органских

полутаната је оксидативни процес, активација и инкорпорација су кључне

ензимске реакције катализоване оксигеназама и пероксидазама.

3. Периферни деградациони процеси конвертују органске полутанте корак

по корак, у интермедијерне продукте који се укључују у централни

интермедијерни метаболизам – TCA.

4. Биосинтеза ћелијске биомасе из централних метаболичких прекурзора:

ацетил-CоА, сукцината, пирувата. Шећери неопходни за разне биосинтезе и

раст морају се синтетисати глуконеогенезом.

Као што је у уводном делу поменуто, откривен је огроман број бактерија,

квасаца и гљива које имају способност деградације органских полутаната (van Beilen

и сар., 2003; Wentzel и сар., 2007). Биодеградација је дефинисана као биолошки

катализована редукција комплексности (сложености) хемијских једињења. Заснива се

на два процеса: расту и кометаболизму. У процесу раста, органски полутанти се

користе као једини извор угљеника и енергије. Овај процес резултира у потпуној

деградацији (минерализацији) органских једињења. Кометаболизам се дефинише као

метаболизам органских једињења у присуству супстрата раста које се користе као

примарни извор угљеника и енергије.

Ензимски кључне реакције у процесу аеробне биодеградације су оксидације,

катализоване оксигеназама и пероксидазама. Оксигеназе су оксидоредуктазе које

врше инкорпорацију кисеоника у супстрат. Организмима који врше деградацију

полутаната присуство кисеоника је неопходно за два метаболичка процеса:
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иницијални напад на супстрат и на крају респираторног ланца (Andreoni и Gianfreda,

2007; Fritsche и Hofrichter, 2008).

Шема 3.2.2. Основни принципи аеробне деградације угљоводоника

3.2.2. Механизми биодеградације анјонских PAS-и

Биодеградација површински активних супстанци тече уобичајеним

биохемијским реакцијама које су ензимски катализоване а извесна одступања могу

настати интеракцијом једне врсте PAS-е са неком другом органском супстанцом.

Биодеградација PAS-и започиње реакцијом оксидације, стога је количина О2 један од

значајних фактора овог процеса. Оксидација може тећи на три начина:

1. Терминална или ω-оксидација са краја хидрофобне групе,
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2. β-оксидација,

3. Оксидација ароматичног прстена.

Биодеградацију LAS-а дејством микроорганизама су доказали Sawyer и

Ryckman, 1957. године. Међутим, потпуне биодеградационе путање LAS-а, засноване

на научним чињеницама, објашњене су много година након њиховог открића.

На брзину деградације комерцијалног LAS-а утиче структура молекула:

дужина алкил ланца је у позитивној корелацији са степеном примарне

биодеградације; фенол изомери у централном положају разлажу се много спорије у

односу на изомере код којих је ова група на крају молекула (Setzkorn и сар., 1964).

Оба фактора су директна последица ензимског напада на хидрофобни део молекула.

Однос између структуре PAS-е и биодеградације означен је као “Swisher-ово правило

даљине”. Оно гласи: „повећање удаљености између ксенобиотичког арилсулфонатног

дела молекула и хидрофобне групе повећава брзину примарне биодеградације“

(Swisher, 1987).

Иницијална реакција биодеградације LAS-а у аеробним условима је ω-

оксидација терминалне метил групе алкил ланца и стварање карбоксилне киселине.

Деградација се наставља сукцесивним оксидативним скраћивањем алкил ланца

одвајањем C2 фрагмената (β-оксидација) (Huddleston и Allred, 1963; Swisher,1963,

Divo и Cardini,1980, Swisher,1987, Schöberl, 1989, Steber и Berger. 1995). На овај начин

настаје кратко-ланчана сулфофенил карбоксилна киселина, дужине од 4 до 5 C атома

(Coon, 2005; Bengoechea и сар., 2009). Овај интермедијент се даље деградира

оксидацијом ароматичног прстена и издвајањем сулфонатне групе (Setzkorn и

Huddleston, 1965; Swisher, 1967; León и сар., 2002; Lara-Martín и сар., 2006).

Катаболити настављају да се оксидују и укључују се у централне метаболичке

процесе: Кребсов циклус и глиоксалатни циклус (Schöberl, 1989; Sudip и сар., 2002).

Такође, утврђено је да појединачне културе бактерија, нпр., Pseudomonas не

могу да разграђују кратко-ланчану сулфофенил карбоксилну киселину (Leidner и сар.,

1976) за разлику од мешовитих култура бактерија: Flavobacterium, Pseudomonas и

Acinetobacter (Gard-Terech и Palla, 1986). Отварање ароматичног прстена је

ограничавајући фактор брзине потпуне биодеградације, након отварања прстена

деградација се убрзава. За потпуну деградацију неопходно је присуство
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микробиолошке заједнице (Hrsák и Begonja, 1998; Schleheck и сар., 2003c), чији су

прелазни екстрацелуларни интермедијери веома разноврсни: сулфофенил

карбоксилати (SPCs) (Schoberl, 1989), сулфофенил дикарбоксилати (SPdCs) (Di Corcia

и сар., 1999а; Dong и сар., 2003) и α,β-незасићене SPCs (SPC-2H) (Eichhorn и Knepper,

2002; Schleheck и сар. 2003c). Прва чиста монокултура хетеротрофног организма

(strain DS-1T) способна за деградацију LAS откривена је крајем 90-тих година (Hrsák

и Begonja,1998; Schleheck и сар. 2000).

Шема. 3.2.3. Деградациона путања LAS-а

Систем за биодеградацију код микроорганизама организован је тако да се

полазна једињења у већем броју периферних путања трансформишу до одређених

централних међупродуката као што су: катехол, хомогентизат или протокахеут који

се преводе до интермедијера TCA (Khomenkov и сар., 2008; Beškoski и сар., 2012;

Gojgic-Cvijovic и сар., 2012). Ензимским методама је показано да се реакције

разлагања после отварања прстена одвијају преко катехола и његових деривата.

Катехол је један од главних интермедијера у катаболизму ароматичних једињења.
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Код већине прокариота уграђивањем молекулског кисеоника помоћу диоксигеназа

настаје најпре cis-дихидродиол, а потом катехол. Алтернативно, неки еукариоти као

што су нелигнолитичке гљиве и неки прокариоти користе цитохром P450-

монооксигеназу (Sekine и сар., 2006; Funhoff и сар., 2006). Гради се арен-диоксид,

који се преводи у trans-дихидродиол пре грађења катехола.

Шема 3.2.4. Конверзија PAHs у катехол

Деградација катехола може се одвијати на два начина: orto разградњом, када се

прстен отвара између два C-атома који носе ОH групу и настаје cis,cis-муконска

киселина, или meta разградњом, када се прстен отвара између хидроксилованог C-

атома и суседног несатурисаног C-атома, при чему настаје семиалдехид муконске

киселине (шема 3.2.5). Обе реакције су катализоване диоксигеназама. Наредне

реакције деградације су различите али воде ка стварању интермедијената TCA

(ацетата и сукцината) или супстрата који се лако конвертују у TCA интермедијенте

(пируват и ацеталдехид) (Pakou и сар., 2005; 2007; Khomenkov и сар., 2008).
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Шема 3.2.5. Механизми orto (горе) и meta (доле) разлагања катехола
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Метаболизам алкил ланца краћег од 4 угљеника инициран је хидролизом или

редуктивном десулфонацијом ароматичног прстена (Cain и сар., 1971).

Врсте Pseudomonas, Alcaligenes, Necromonas и Moraxella, које су изоловане из

активног муља и речне воде, разложиле су алкил ланац C12-LAS, а група

неидентификованих грам-негативних бактерија разложила је бензенов прстен. Смеша

ове две групе микроорганизама потпуно је разложила LAS (Yoshimura и сар., 1984b).

Сулфофенил карбоксилат настаје као инермедијент β-оксидације у чистим и

мешовитим бактеријским културама на подлози са C12-LAS2 и C12-LAS3 (Хршак и

Бегоња,1998; Dong и сар., 2004). Механизам цепања овог интермедијента преко 4-

сулфокатехола приказао је Schulc и сар., (2000) и установио је да мешовите културе

садрже високу концентрацију 4-сулфокатехол 1,2-диоксигеназе.

Сличну путању деградације има p-ксилен који се разлаже до 4-метилкатехола,

а он је супстрат за деловање две диоксигеназе: катехол 2,3-диоксигеназе којом преко

интермедијената настају пируват и пропанал, и катехол 1,2-диоксигеназе која доводи

до стварања 4-метил-муконолактона (шема 3.2.6) (Wiegant и De Bont, 1980; Schick,

1987).

Толуен се разлаже до 3-метилкатехола као и о- и m- ксилени, а деловањем

ензима катехол 2,3-диоксигеназе преко интермедијената настају пируват и

ацеталдехид (шема 3.2.7) (Rubingh и Holli, 1991). Китагава (1956) је проучавајући

механизме оксидације толуена у присуству бактерије Pseudomonas putida доказао да

процес тече преко бензилалкохола, бензалдехида и бензоеве киселине до катехола.

Врсте Aspergillus niger, Rhodotorula graminis и Pseudomonas mendocina успешно

оксидују толуен до катехола преко инермедијената: 4-хидрокситолуена, 4-

хидроксибензалдехида и 4-хидроксибензоеве киселине (Buestein и Hiliton, 1982).

Harayama и сар., (1999) су открили 5 различитих путања за деградацију толуена

помоћу бактерија. Деградације толуена помоћу P. putida почиње увођењем 2

хидроксилне групе у толуен, и настаје cis-толуен дихидродиол, који се преводи у 3-

метилкатехол. P. mendocina преводи толуен у крезол, дејством толуен 4-

монооксигеназе, а затим се метил група крезола оксидује и настаје p-

хидроксибензоат. P. picketii оксидује толуен помоћу толуен 3-монооксигеназе до m-
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крезола, који се даље оксидује до 3-метилкатехола. B. cepacia претвара толуен у о-

крезол дејством толуен 2-монооксигеназе, затим се овај интермедијент

трансформише у 3-метилкатехол.

Шема 3.2.6. Путања деградације p-ксилена
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Шема 3.2.7. Путања разлагања толуена
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Schleheck и сар. (2004a) су дошли до открића да бактерија Parvibaculum

lavamentivoransT DS-1 катализује конверзију LAS изомера у око 50 сулфофенил

карбоксилата. Поменути аутор је дао шему деградације LAS-а кометаболизмом 2

бактеријске врсте: P. lavamentivorans и Comamonas testosterone (шема 3.2.8).
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3.2.3. Механизми биодеградације нејонских PAS-и

Линеарни алкохол полигликол етри (алкохол етоксилати) представљају

економски најзначајнију групу нејонских тензида. Експериментални резултати

проучавања биодеградације у системима за прераду отпадних вода показали су висок

степен потпуне биодеградације ових тензида у животној средини. Patterson и сар.,

(1970) су показали симултано деловање два различита процеса биодеградације:

интрамолекулско цепање на алкил ланац и полиетилен гликолни ланац, и слично

LAS-у, терминална оксидација алкил ланца (ω-оксидација) и постепено уклањање C2

јединица (β-оксидација) (шема 3.2.9).

Шема 3.2.9. Могући начини деградације етоксилованих масних алкохола

Алкил ланац подлеже сукцесивној β-оксидацији до ацетил-CoА. Полиетилен

гликолни ланац подлеже хидролитичком или оксидативном издвајању мономера C2

јединица при чему настају неутрални и кисели интермедијенти који се разлажу до

неутралних и киселих мономера: етилен гликола, гликолне киселине и димера:
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диетилен гликола и дигликолне киселине (Patterson и сар., 1970; Wickbold, 1972;

Schoberl и сар., 1981; Szymanski, 1984; Rodriguez и сар., 2005; Jurado и сар., 2007).

Хидролитичким цепањем C2 јединице из PEG ланца настаје етилен гликол, а

оксидативним цепањем гликолна киселина (Wiegant и De Bont, 1980; Szymanski и

сар., 2001; 2002). Етилен гликол може прећи у гликолну киселину оксидацијом.

Marcomini и сар., (2000) су објаснили три различита механизма деградације

етоксилованих алкохола:

1. Централно цепање молекула (етра) које резултира стварањем масног

алкохола и полиетилен гликола (PEG). Масан алкохол се даље трансформише до

масних киселина ω-оксидацијом терминалног угљеника, а масне киселине се разлажу

β-оксидацијом. PEG се разлаже неоксидативним скраћивањем ланца при чему се

ослобађа једна гликолна јединица из терминалног PEG, или/и оксидативном

хидролизом при чему настаје монокарбоксиловани PEG.

2. Микробиолошки напад на терминални угљеник алкил ланца ω-оксидацијом,

након чега следи низ реакција β-оксидације. Овим механизмом алкохолни етоксилат

се прво преводи у карбоксиловани алкохолни етоксилат (са карбоксилном групом у

алкил ланцу) који се даље разлаже до монокарбоксилата и дикарбоксилованог PEG-а.

3. ω-оксидација терминалног угљеника у полиетоксиловани ланац. Овај

механизам се одвија преко карбоксилованог алкохолног етоксилата (са карбоксилном

групом у полиетоксилованом ланцу), а он се разлаже до дикарбоксилованог

етоксилованог алкохола и дикарбоксилованог PEG-а.

Вишегодишња истраживања објаснила су везу између механизма

биодеградације и структуре АЕ (Marcomini и сар., 2000a; 2000b; Szymański и сар.,

2001; 2002). PEG је идентификован као производ деградације само линеарног АЕ и

оксо-АЕ (састављен од линеарног АЕ и једногранатог АЕ са кратким 2-алкил ланцем,

нпр, 2-метил-, 2-етил-, 2-пропил- и 2-бутил-), док је карбоксиловани АЕ (са

карбоксилном групом у полиетоксилном ланцу) идентификован једино за време

биодеградације вишегранатог АЕ. Одсуство карбоксилованог АЕ у експерименту са

линеарним и једногранатим (2-алкил гранатим) оксо-АЕ указује да централно цепање

(механизам 1) представља примарни механизам за биодеградацију линерних и

вишегранатих АЕ у испитиваној комерцијаној смеши, док се вишегранати АЕ разлаже

ω-оксидацијом полиетоксилованог ланца (механизам 3)(Marcomini и сар., 2000a).
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Биодеградација оксо-2-бутил супституената АЕ доводи до стварања карбоксилованог

АЕ, што указује да је ω-оксидација алкил ланца примарни механизам (механизам 2).

Добијени резултати са 2-бутил-супституентима АЕ су показали да ω-оксидација

замењује β-оксидацију када се у 2-алкил ланцу налази више од 3 атома угљеника

(Marcomini и сар, 2000b; Rodriguez и сар., 2005; Federle и Itrich, 2006).

Шема 3.2.10. Деградација полиетилен гликолног ланца

Карбоксиалкил-PEG подлеже оксидативном издвајању C2 јединица и преко

настанка киселих интермедијената долази до стварања киселих C2 јединица

(Marcomini и сар., 2000a; 2000b; 2000c; Szymański и сар., 2001; 2002; Rodriguez и сар.,

2005; Jurado и сар., 2007). Мономери се потпуно разлажу преко оксидативног циклуса

дикарбонских киселина, глицератног циклуса или оба циклуса. Као крајњи продукти

минерализације идентификоване су глиоксална, мравља и оксална киселина (шема

3.2.10). Оксал ацетат може настати као оксидациони производ ацеталдехида насталог

дирекном деполимеризацијом PEG или дехидратацијом етилен гликола. Сирћетна

киселина и етилен гликол и њихови оксидациони производи: гликолна, глиоксална и

оксална киселина представљају финалне продукте биодеградације. Постојање

синтетичког глицератног циклуса у микробиолошкој биоценози указује да се
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хидролизом протеина из биомасе добијају аминокиселине које се синтетишу из овог

циклуса: серин, глицин, леуцин, лизин и ароматичне аминокиселине.

3.3. Одлике филаментозних гљива

3.3.1. Анатомско-морфолошке одлике филаментозних гљива

Гљиве су издвојене у посебно царство - Fungi, јер имају неколико особина по

којима се разликују од осталих живих бића. Оне имају филаментозно разгранат

систем ћелија са апикалним растом, бочним гранањем и хетеротрофном исхраном.

Имају карактеристичан животни циклус који почиње клијањем споре, након тога

следи период раста искоришћавањем супстрата и продукција биомасе. На крају

долази период спорулације, образују се споре које се расејавају са родитељског

мицелијума.

Основна јединица грађе филаментозних гљива је хифа (шема 3.3.1). To je

тубуларна ћелија која је окружена чврстим, хитинским ћелијским зидом. Ћелијски

зид одваја гљиву, физички и функционално, од спољашње средине. Он има улогу

заштитног омотача и даје ћелији морфологију, али је истовремено и кључно место за

размену и филтрацију јона и протеина у метаболизму (разградњи и синтези)

сложених органских једињења.

Шема 3.3.1. Грађа хифе

Ћелијски зид је изграђен од различитих компонената. Он садржи фибриларне

молекуле повезане функционалним групама: шећере, протеине, липиде и различите

полисахариде. Док су фибриларне материје углавном инертне, састав везивног
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3.3. Одлике филаментозних гљива

3.3.1. Анатомско-морфолошке одлике филаментозних гљива

Гљиве су издвојене у посебно царство - Fungi, јер имају неколико особина по

којима се разликују од осталих живих бића. Оне имају филаментозно разгранат

систем ћелија са апикалним растом, бочним гранањем и хетеротрофном исхраном.

Имају карактеристичан животни циклус који почиње клијањем споре, након тога

следи период раста искоришћавањем супстрата и продукција биомасе. На крају

долази период спорулације, образују се споре које се расејавају са родитељског

мицелијума.

Основна јединица грађе филаментозних гљива је хифа (шема 3.3.1). To je

тубуларна ћелија која је окружена чврстим, хитинским ћелијским зидом. Ћелијски

зид одваја гљиву, физички и функционално, од спољашње средине. Он има улогу

заштитног омотача и даје ћелији морфологију, али је истовремено и кључно место за

размену и филтрацију јона и протеина у метаболизму (разградњи и синтези)

сложених органских једињења.

Шема 3.3.1. Грађа хифе

Ћелијски зид је изграђен од различитих компонената. Он садржи фибриларне

молекуле повезане функционалним групама: шећере, протеине, липиде и различите

полисахариде. Док су фибриларне материје углавном инертне, састав везивног
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материјала временом се мења. Функционалне компоненте су важне за транспорт

хранљивих материја, метаболизам непермеабилног супстрата и модификацију

ћелијског зида.

Приближно 80% градивног материјала ћелијског зида чине полисахариди.

Већина гљива има фибриларну структуру састављену од хитина, хитозана (само

Zygomycota), β-глукана и различитих хетерополисахарида. Фибриле су уроњене у

сложен желатинозни матрикс. Протеини имају мали удео у грађи ћелијског зида,

ретко он прелази 20%, најчешће су то гликопротеини. Немају сви протеини

структурну улогу. Спајање, препознавање, модификацију и исхрану обављају

специфични протеини везани у ћелијском зиду. Липиди су у грађи ћелијског зида

заступљени у веома малом проценту. Липиди и воскови су распоређени дужином

хидрофобног дела зида и функционишу у контроли прекомерног одавања воде,

штитећи тако ћелије од исушивања. Зид садржи и низ других компонената које су

заступљене у траговима, укључујући пигменте и соли (шема 3.3.2).

Ћелије гљива као и ћелије сисара садрже ћелијску мембрану која даје

структуру ћелији и има значајну улогу у деоби и метаболизму. Сложени молекули

липида, тзв. стероли, чине око 25% тежине ћелијске мембране. Док ћелије сисара у

ћелијској мембрани садрже првенствено холестерол, ергостерол је доминантан стерол

у многим патогеним гљивама. Ова разлика у саставу стерола искоришћена је као мета

дејства антигљивичних лекова као нпр., полиена, азола и алиламина, за лечење

површинских и инвазивних гљивичних инфекција.

Tубуле (цевчице) су најчешће подељене преградама у одељке. Преграда је

означена као септум и она је непотпуна у раној фази живота хифе. Елонгација хифе се

одвија на врху. Механизам који доводи до издуживања хифе јој увек није детаљно

проучен и објашњен. Meђутим, тургоров притисак се сматра покретачком снагом тог

механизма и он се налази под контролом цитоскелета.

Конституенти ћелијског зида се синтетишу у цитоплазми, полимеризују се и

повезују у зидни матрикс. Хитин и глукани се синтетишу у плазмамембрани у

присуству ензима који су саставни део мембране. Прекурзори нуклеотидних шећера

налазе се у цитоплазми, повезују се и уграђују у ћелијски зид. Зидни гликопротеини

се синтетишу у ендоплазматичном ретикулуму, преносе се посредством Голџијевог

апарата у плазмалему, где се из секреторних везикула ослобађају и уграђују у зид.
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Шема 3.3.2. Структура ћелијске мембране и ћелијског зида гљива

Митохондрије имају двоструку мембрану и сложену унутрашњу структуру.

Разликују се од осталих еукариотских организама по облику, више су издужене,

орјентисане су у правцу уздужне осе хифе. У њима се одвијају најзначајнији

метаболички процеси: Кребсов циклус, катаболизам масних киселина и липида,

фосфорилација, трансформација амина, итд.

Гљиве се одликују присуством вакуола лоптастог до тубуларног облика.

Тубуларне вакуоле се крећу дуж хифе, пролазе кроз поре преграда које међусобно

повезују талус. Тубуларне вакуоле су откривене релативно скоро. Највише их има у

вршном делу хифе. Крећу се различитом брзином у различитим правцима у - или од

врха хифе. Вакуоле имају неколико улога. Могу учествовати у транспорту,

складиштењу и рециклирању. Сaдрже резервне ензиме, макромолекуле, липиде,

минералне материје као што су полифосфати и разне токсине. Контрола pH и

хомеостаза јона су такође у њиховој надлежности. Приликом раста хифе компоненте

ћелијског зида створене у вакуолама доспевају у врх хифе. У исто време, ензими за

екстрацелуларно разлагање транспортују се од EPR-а до врха, а продукти разлагања

се транспортују од врха до остатка талуса, укључујући градивне молекуле.

Филаментозне гљиве садрже инклузије сферног облика тзв. Воронинова тела.

Оне су величине од 0,1 до 1 mm. Садрже протеине који су окружени мембраном.
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Њихова улога није сасвим позната, претпоставља се да блокирају поре након

оштећења одељака и штите садржај ћелије.

Везикуле означене као ломасоми (lomasomi) налазе се између плазмамембране

и ћелијског зида. Њихова улога такође није сасвим јасна. Претпоставља се да имају

улогу у синтези полимера и екскрецији јер су увек лоциране у зони активног

издуживања хифе (елонгације).

3.3.2. Преглед биохемијских карактеристика гљива

Изоловане врсте гљива које су одабране као тест организми у овом

истраживању, познате су по продукцији великог броја примарних и секундарних

метаболита (табелa 3.3.2.1. до 3.3.2.5).

Табела 3.3.2.1. Приказ примарних и секундарних метаболита T. harzianum
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Табела 3.3.2.2. Приказ примарних и секундарних метаболита A. niger

Табела 3.3.2.3. Приказ примарних и секундарних метаболита M. racemosus
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Табела 3.3.2.4. Приказ примарних и секундарних метаболита P. chrysogenum
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Табела 3.3.2.5. Приказ примарних и секундарних метаболита P. cyclopium
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Табела 3.3.2.5. Приказ примарних и секундарних метаболита P. cyclopium
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Табела 3.3.2.5. Приказ примарних и секундарних метаболита P. cyclopium



4.МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ
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Огледи су изведени у лабораторији за Микробиологију и Биохемију у

Институту за биологију и екологију, и у лабораторији за Биохемију у Институту за

Хемију, Природно-математичког факултета у Крагујевцу, у периоду од 2010-2012

године. Квалитативни и квантитативни састав аминокиселина урађен је у

лабораторији Соја протеин у Бечеју.

4.1. Микробиолошке и миколошке методе

4.1.1. Узорковање гљива из отпадних вода

За потребе истраживања сакупљене су гљиве које живе у отпадним водама које

садрже детерџенте. Узети су узорци отпадних канализационих вода из домаћинстава

и отпадних вода фабрике за производње детерџента (Хенкел, Крушевац), са три

различита локалитета и из слива три реке, крајем маја 2010. године:

1. Из речног корита Лепенице (Крагујевац) на месту изливања

канализационих отпадних вода у реку, у насељу Шест топола.

2. Из речног корита Расине (Крушевац), на месту изливања индустријских

отпадних вода фабрике Хенкел у реку.

3. Из речног корита Западне Мораве (Чачак) на месту изливања

канализационих отпадних вода у реку.

Узорци отпадних вода са мешовитим културама микроорганизама узети су

стерилним стакленим боцама и пренети у микробиолошку лабораторију у којој су

чувани у фрижидеру на 4°C.

4.1.2. Изоловање монокултура и идентификација гљива

У периоду од 24 h узорци су засејани на хранљивој подлози PDA са

стрептомицином који спречава раст бактерија. pH подлоге је подешавана на 6,5-6,8

додавањем раствора 1 mol L-1 NaOH и 1 mol L-1 HCl. Реизолација култура гљива

вршена је на стерилисаном PDA без стрептомицина. Реизоловане културе гљива

идентификоване су на катедри за Алгологију, микологију и лихенологију, у

Институту за биологију и екологију ПМФ-а у Крагујевцу, на основу морфолошких

карактеристика и применом систематског кључа. Гљиве су одржаване на косом PDA,

чуване на 4°C±0.5°C и пресејаване месечно у стерилним условима.
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4.1.3. Припрема инокулума

Инокулум је припремљен гајењем изолованих гљива на косом PDA на собној

температури (28 °C ± 3 °C) до спорулације (5-7 дана). У сваку епрувету додато је 10

mL стерилне дестиловане воде, епрувете су благо промешане да би се добила

хомогена смеша спора. Број спора је одређен методом микроскопирања помођу

Noebauer-ове коморе на хемоцитометру. Вредност инокулума је 1×106 спора mL-1.

4.1.4. Припрема течних хранљивих подлога за ферментацију

За потребе експеримента гљиве су гајене у стерилној Czapek Dox's (у даљем

тексту Чапекову) течној хранљивој подлози модификованог хемијског састава

(Табела 4.2.1.):

Табела 4.1. Састав течних хранљивих подлога у 1000 mL дестиловане воде

*Мерикс, Хенкел, Крушевац

pH вредност свих течних хранљивих подлога је подешена на 4.70 са 1 mol L-1

HCl, а након тога je у подлоге са ознакама Д3, нкД3, Д5 и нкД5 додат детерџент и

поново је измерена pH вредност подлога са детерџентом.

Течне хранљиве подлоге запремине 200 mL сипане су у Ерленмајер боце од

250 mL. Боце су затворене затварачима од газе и вате, покривени алуминијумском

фолијом и стерилисане у аутоклаву на 121°C/20 min (0,14 MPa).

4.1.5.Инокулација течних подлога

Након хлађена стерилних течних подлога на собној температури извршена је

инокулација течних подлога са 1 mL суспензије спора (припремљеног инокулума) у

стерилним условима.

Хранљива подлога Ознака
c / g dm-3

NaNO3 K2HPO4 MgSO4 x7H2O FeSO4 x7H2O Сахароза Детерџент*

Контрола K 3 1 0.5 0.01 30 -

K + 0.3% детерџент Д3 3 1 0.5 0.01 30 3

K + 0.5% детерџент Д5 3 1 0.5 0.01 30 5
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4.2. Физичко-хемијске и хемијске методе

4.2.1. Постављање експеримента и узорковање

У експерименту су постављена по 5 ерленмајера за сваку врсту гљиве: један

без детерџента са спорама гљиве (позитивна контрола - К), две тест боце са

детерџентом концентрација 0,3% и 0,5%, инокулисане спорама гљиве (ознаке Д3 и

Д5), и две негативне контроле (абиотичке) са детерџентом концентрације 0,3% и 0,5%

без спора (нкД3 и нкД5).

Ерленмајер боце су постављене на електичну тресилицу марке Кинетор-m која

је подешена на 250 обртаја у минути током огледног периода од 16 дана, на собној

температури, у условима алтернативне светлости. Узорковање је почело 3. дана и

настављено 6., 9., 12. и 16. дана када је експеримент прекинут.

4.2.2. Припрема узорака за анализе

Након узимања узорака, узето је по 10 mL ферментационе течности из сваког

ерленмајера за мерење pH вредности и редокс потенцијала, а затим су из остатка

ферментационе течности уклоњени мицелијуми гљива филтрирањем кроз филтер

папир Whatman No. 1. Мицелијуми су у експерименту коришћени за одређивање

тежине суве биомасе. Ферментациона течност (филтрат) је центрифугирана на 10,000

обртаја/10 min (+4oC) да би се уклонили трагови мицелијума и издвојени супернатант

је коришћен као сирови ензимски екстракт. Из добијеног екстракта одређивани су

следећи физичко-хемијски и биохемијски параметри: концентрација слободних и

укупних органских киселина, концентрација протеина, квалитативно и квантитативно

одређивање аминокиселина, одређивање степена биодеградације тестираног

детерџента (анјонских конпоненти), активности алкалне и киселе инвертазе, алкалне

протеазе, алкалне фосфатазе, фосфорилазе и активност нуклеаза (DNaza и RNaza).

4.2.3. Мерење pH вредности и редокс потенцијала

Мерење pH вредности ферментационе течности и редокс потенцијала вршено

је помоћу дигиталног електричног pH метра (PHS-3BW Microprocessor

pH/mV/Temperature Meter) тип Банте (Bante) са референтном платинастом

електродом Ag/AgCl/3 mol kg-1 KCl (модел 65-1). Вредности су очитаване непосредно

пре инокулације течних подлога спорама (0. дана), и у различитим фазама развоја

мицелије: 3., 6., 9., 12. и 16. дана. Вредности редокс потенцијала су изражене у mV, и
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израчунате су применом следеће формуле: E = Eems + Eref, где је Eref – потенцијал

референтне електроде (+210 mV, на 25°C), Eems – измерени потенцијал.

4.2.4. Одређивање концентрације слободних и укупних органских киселина

Реагенси

Концентровани етанол, активни угаљ, 0,1 mol L-1 NaOH, HCl, фенолфталеин, 4

mol L-1 NH4OH, катјонске и анјонске смоле Amberlite IR-120.

Протокол

Да би се одредила концентрација органских киселина присутних у

ферментационој течности потребно је припремити алкохолни екстракт. Отпипетирати

10 mL течне хранљиве подлоге и додати 50 mL концентрованог етанола, смешу

миксирати док не постане хомогена. Екстракт се потом пребаци у ерленмајер и

инкубира у воденом купатилу на 70°C/60-90 min. Након инкубације, алкохолни

екстракт се профилтрира кроз гуч 6-3 или 6-4, гуч се испира 2-3 пута са по 10 mL

дестиловане воде. Екстракт се концентрује до запремине 40-50 mL упаравањем на

температури 50-60°C, под притиском од 25 mm Hg. Концентровани екстракт се

пребаци у нормални суд од 100 mL у који се претходно сипа 1-2 кашичице активног

угља. Упарени алкохолни екстракт се поново инкубира у воденом купатилу на

70°C/30-40 min. Након инкубације алкохолни екстракт се профилтрира кроз филтер

папир са плавом траком у нормални суд од 100 mL, а активни угаљ се испира

дестилованом водом све док се нормални суд не допуни до 100 mL (до ознаке на

суду).

За одређивање концентрације слободних органских киселина потребно је

отпипетирати 10 mL екстракта у посебан ерленмајер, додати 2-3 капи фенолфталеина

и вршити титрацију са 0,1 mol L-1 NaOH до појаве ружичасте боје. На основу

количине утрошеног 0,1 mol L-1 NaOH израчунава се количина слободних органских

киселина у екстракту.

Преостала запремина екстракта (90 mL) пропушта се кроз активирану

катјонску јоноизмењивачку колону и хвата у нормални суд запремине 250 mL.

Испирањем смоле дестилованом водом нормални суд се допуни до ознаке. Кроз
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катјонску колону пролазе органске киселине и угљени хидрати а на смоли остају

везане аминокиселине.

Да би се одредила концентрације укупних органских киселина потребно је

отпипетирати 25 mL екстракта из нормалног суда, додати 2-3 капи фенолфталеина и

вршити титрацију са 0,1 mol L-1 NaOH до појаве ружичасте боје. На основу количине

утрошеног 0,1 mol L-1 NaOH израчунава се количина укупних органских киселина у

екстракту.

Аминокиселине које су остале везане на катјонској смоли елуирају се са 4 mol

L-1 NH4OH до алкалне реакције, тј до појаве плаве боје на индикатору. Добијени елуат

се концентрује под сниженим притиском на t=60°C до запремине 1-2 mL.

4.2.5. Одређивање концентрације протеина

Реагенси

1% CuSO4·5H2O, 2% калијум натријум тартарат, 2% Na2CO3, 0.1 mol L-1 NaOH,

Folin-Ciocalteu, стандард протеина (BSA) (Sigma Chemical, St. Louis, MO).

Протокол

Укупна концентрација протеина у ферментационој течности гљива одређена је

методом по Lowry-ју. Потребно је припремити алкални реагенс који садржи 2% (w/v)

Na2CO3 растворен у 0,1 mol L-1 NaOH, 1% (w/v) CuSO4×5 H2O и 2% (w/v) раствор K-

Na-тартарата. У једну епрувету (проба) отпипетира се 0,2 mL ферментационе

течности и дода се 3 mL припремљеног алкалног реагенса. У другу епрувету

(контрола) додаје се 0,2 mL дестиловане воде и 3 mL алкалног реагенса. Обе епрувете

се промешају и оставе на собној tºC/15 min. Након тога у епрувете се додаје 0,6 mL

Folin-Ciocalteu реагенса (разблажен у дестилованој води у односу 1:2). Епрувете се

поново промешају и оставе на собној tºC/30 min. Концентрација протеина у узорку

одређује се спектрофотометријски очитавањем апсорбанце на 750 nm. За

конструисање стандардне криве користи се стандардни раствор бовин серум

албумина (BSA) концентрације 1 mg mL-1. У девет епрувета отпипетирати 0,10, 0,20,

0,30, 0,40, 0,50, 0,60, 0,70, 0,85, и 1 mL стандардног раствора и епрувете допунити до
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1 mL дестилованом водом. Једна епрувета са дестилованом водом служи као бланк

стандарда. Даљи поступак је исти као за одређивање концентрације протеина у

узорку. Након конструисања стандардне криве за BSA, у графикон унети добијене

вредности апсорбанце и израчунати количину протеина у узорку из једначине

регресионе праве.

Графикон 4.2.5. Стандардна крива за протеин (BSA)

4.2.6. Одређивање садржаја аминокиселина у ферментационој течности

Аминокиселински садржај ферментационе течности гљива у контролној

подлози и подлози са детерџентом анализиран је на крају експерименталног периода

(16. дана), јонском хроматографском методом, у Лабораторији Сојапротеин, Бечеј.

Јонски хроматограф са електрохемијским детектором ISC 5000, (Termo

Scientific), са сребрном референтном електродом (Ag/AgCl) и златном (Au) радном

електродом. Колона Dionex AminoPac PA10 (2x250 mm) и предколона AminoPac PA10

guard (2x50 mm).

Узорци су припремљени по процедури која је претходно описана, и пре

анализе су профилтрирани кроз мембрански филтер 0,2 μm.

Програм методе:

Мобилна фаза: 0,250 mol L-1 NaOH, 1 mol L-1 CH3COONa, dH2O

Tемпература: 30°C
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Проток: 0,25 mL min-1.

Детектор: амперометријски са сребрном референтном електродом (Ag/AgCl) и

златном (Au) радном електродом.

Трајање анализе: 90 min.

Графикон 4.2.6. HPLC хроматограм смеше стандарда аминокиселина

4.2.7. Одређивање концентрације анјонских компоненти у детерџенту и

процента биодеградације

Реагенси

1 mol L-1 NaOH, 1% фенолфталеин, конц. H2SO4, хлороформ, метилен плаво,

фосфатни пуфер (pH 7.1), SDS (Sigma Chemical, St. Louis, MO), комерцијални

прашкасти детерџент "Merix" (Хенкел, Крушевац).

Протокол
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Концентрација анјонских компоненти детерџента детерминисана је

спектрофотометријском методом помоћу реагенса метилен плаво. Kонцентрацијa

јонског пара метилен плаво - активна супстанца (MBAS) у детерџенту је одређена

Стандардном методом за испитивање вода и отпадних вода. Метода се заснива на

следећој реакцији (Шема 4.12.1):

Шема 4.2.7. Механизам стварања јонског пара активна супстанца-метиленско

плаво (АS-МB)

За утвђивање процента биодеградације анјонских компоненти детерџента

узима се 1 mL фермантационе течности и разблажи се дестилованом водом 20 пута,

(сваког дана када је вршено мерење) у левку за одвајање. Раствор детерџента у левку

за одвајање теба да буде алкалан што се постиже додавањем 1 mol L-1 NaOH помоћу 1

капи 1% фенолфталеина као индикатора, до промене боје из безбојне у ружичасту.

Затим се додаје 1 mol L-1 H2SO4 док раствор не постане кисео, тј до преласка боје

раствоја из ружичасте у безбојну. Након тога се у сваки левак за одвајање додаје 5 mL

хлороформа и 13 mL метилен плавог реагенса (0.35 g метилен плавог раствори се у

500 mL редестиловане воде и дода се 6.5 mL конц. H2SO4), левак се благо меша око 30

s. Левак се остави на сталку око 30 min, да би одвојиле фазе. Хлороформски слој се

одлије у Ерленмајер запремине 100 mL. Екстракција се понавља 3 пута додавањем 5

mL хлороформа при свакој екстракцији. Сви екстракти се сакупљају у исти

Ерленмајер од 100 mL. Након тога екстракт се пребаци у левак за одвајање и додаје се

25 mL раствора пуфера (6.7×10-3 mol L-1 фосфатни пуфер, pH 7.1). Левак се благо

промеша око 30 s и остави се на сталку око 30 min док се слојеви не одвоје.

Хлороформски слој се процеди кроз левак са стакленом вуном у 50 mL Ерленмајер

боцу. Хлороформски слој се на крају промеша да би се добила хомогена смеша.

Мерење апсорбанце екстраката вршено је на спектофотометру Perkin-Elmer Lambda

25 UV-Vis, на 652 nm. Као бланк је коришћен хлороформ. Концентрација анјонских
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компоненти у тестираном детерџенту праћена је у огледном периоду од 3. дана до 16.

дана.

Шема 4.2.8. Поступак екстракције анјонких компоненти MBAS методом

За утврђивање концентрације анјонских компоненти у тестираном детерџенту

коришћен је SDS као стандард. Потребно је припремити серије разблажења

стандардног раствора SDS-а и тестираног детерџента Истовремено се припреми

стандардни радни раствор SDS-а (растварањем 1 g SDS-а у 1000 mL дестиловане

воде). Направе се различите серије разблажења SDS-а тако да се након додавања

дестиловане воде до 50 mL добију следеће концентрације: 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, 0,60,
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0,80, 1,00, 1,20, 1,40, 1,60 mg mL-1. За тестирани детерџент узети различите запремине

радног раствора детерџента (10 mg mL-1). Отпипетирати 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 3,5,

4,0, 4,5, и 5,0 mL радног раствора детерџента и сваки левак допунити дестилованом

водом до 50 mL, да би се добиле концентрације од 0,1-1,0 g mL-1. На основу

добијених вредности абсорбанце конструисати стандардну криву за SDS и тестирани

детерџент.

Графикон 4.2.7. Стандардна крива за SDS

Концентрација анјонских компоненти у детерџенту израчуната је на основу

стандардне криве, применом формуле (1):

(1)

Проценат деградације детерџента (анјонских компоненти) у ферментационој

течности је израчунат применом формуле (2):

(2)

A625 exp - апсорбанца тест узорка

A625 blank - апсорбанца бланк узорка

A625 std - апсорбанца стандардног узорка.

Докторска дисертација

60

0,80, 1,00, 1,20, 1,40, 1,60 mg mL-1. За тестирани детерџент узети различите запремине

радног раствора детерџента (10 mg mL-1). Отпипетирати 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 3,5,

4,0, 4,5, и 5,0 mL радног раствора детерџента и сваки левак допунити дестилованом

водом до 50 mL, да би се добиле концентрације од 0,1-1,0 g mL-1. На основу

добијених вредности абсорбанце конструисати стандардну криву за SDS и тестирани

детерџент.

Графикон 4.2.7. Стандардна крива за SDS

Концентрација анјонских компоненти у детерџенту израчуната је на основу

стандардне криве, применом формуле (1):

(1)

Проценат деградације детерџента (анјонских компоненти) у ферментационој

течности је израчунат применом формуле (2):

(2)

A625 exp - апсорбанца тест узорка

A625 blank - апсорбанца бланк узорка

A625 std - апсорбанца стандардног узорка.
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0,80, 1,00, 1,20, 1,40, 1,60 mg mL-1. За тестирани детерџент узети различите запремине

радног раствора детерџента (10 mg mL-1). Отпипетирати 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 3,5,

4,0, 4,5, и 5,0 mL радног раствора детерџента и сваки левак допунити дестилованом

водом до 50 mL, да би се добиле концентрације од 0,1-1,0 g mL-1. На основу

добијених вредности абсорбанце конструисати стандардну криву за SDS и тестирани

детерџент.

Графикон 4.2.7. Стандардна крива за SDS
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течности је израчунат применом формуле (2):

(2)

A625 exp - апсорбанца тест узорка

A625 blank - апсорбанца бланк узорка

A625 std - апсорбанца стандардног узорка.



Докторска дисертација

61

4.2.8. Одређивање суве биомасе мицелијума

Мицелијум гљиве је издвојен из ферментационе течности филтрирањем кроз

филтер папир Whatman No. 1 чија је тежина претходно измерена. Мицелијум је

пажљиво испиран благим млазом стерилне дестиловане воде, и заједно са филтер

папиром стављен у сушницу на t = 80ºC у времену од 24 h. Сушење филтер папира и

мицелијума је настављено у ексикатору изнад концeнтроване H2SO4. Сушење је

прекинуто када је мерењем утврђено да се маса више не мења. Сува биомаса

мицелијума израчуната је одузимањем масе сувог филтер папира од укупне масе

филтер папира са мицелијумом гљиве. Биомаса је изражена у g L-1.

4.3. Биохемијске методе

4.3.1. Одређивање активности киселе и алкалне инвертазне (β-

fruktofuranozidaza) (EC 3.2.1.26)

Реагенси

1% Сахароза, стандард глукозе (Sigma, Aldrich), динитросалицилни реагенс,

фосфатни пуфер (pH 8.0), натријум-ацетатни пуфер (pH 4.5).

Протокол

Инвертазна ензимска активност одређена је методом Sumner и Howell (1935).

За одређивање активности алкалне инвертазе у ферментационој течности гљива

потребно је направити реакциону смешу која садржи 0,5 mL сировог ензимског

екстракта, 0,5 mL 0,02 mol L-1 фосфатног пуфера (pH 8.0) и 1 mL 1% (w/v) сахарозе.

Садржај епрувете (проба) се промеша и инкубира у воденом купатилу на 37°C/15 min.

У другој контролној епрувети додати све састојке као у пробној епрувети и епрувету

ставити на лед док се не заврши инкубација пробе. Узети по 1 mL садржаја обе

епрувете и додати по 2 mL динитросалицилног реагенса. Пробне епрувете се

инкубирају на 100°C/5 min. Епрувете се охладе на собној температури и након тога се

спектрофотометријски одређује количина ослобођених редукујућих шећера на 540 nm

(Miller, 1959).

Ензимска активност киселе инвертазе одређена је на исти начин; у реакционој

смеши која садржи 0,5 mL сировог ензимског екстракта, 0,5 mL 0,01 mol L-1 натријум-

ацетатног пуфера (pH 4.5) и 1 mL 1% (w/v) сахарозе. Садржај епрувете (проба) се
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промеша и инкубира у воденом купатилу на 55°C/20 min. У другој контролној

епрувети додати све састојке као у пробној епрувети и епрувету ставити на лед док се

не заврши инкубација пробе. Узети по 1 mL садржаја обе епрувете и додати по 2 mL

динитросалицилног реагенса. Пробне епрувете се инкубирају на 100°C/5 min.

Епрувете се охладе на собној температури и након тога се спектрофотометријски

одређује количина ослобођених редукујућих шећера на 540 nm.

За конструисање стандардне криве потребно је направити 1 mg mL-1 раствора

5.56 ×10-3 mol L-1 глукозног стандарда (Sigma Aldrich). У шест епрувета отпипетирати

0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 и 0,50 mL стандардног раствора глукозе и епрувете

допунити дестилованом водом до запремине од 1 mL. Као бланк стандарда треба

узети 1 mL дестиване воде. Садржај епрувета се промеша и епрувете се инкубирају на

55°C/20 min. Даљи поступак је исти као за одређивање инвертазне активности.

Графикон 4.3.1. Стандардна крива за глукозу

Јединица инвертазне активности (IU) је дефинисана као количина ензима који

катализује продукцију 1 µmol глукозе у минути на 37 °C.

/ = (μmol glukoze)(df)(20)(0.5)(2)
df-дилуциони фактор

20-време инкубације (у минутима)

y = 0.002x + 0.017
R² = 0.998
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0.5-запремина ензимског екстракта (у милилитрима)

2-фактор конверзије 1 μmol сахарозе која хидролизује на глукозу и фруктозу.

4.3.2. Одређивање активности алкалне протеазе (EC 3.4.21-24)

Реагенси

2% казеин, 5% TCA, 6% Na2CO3, Folin-Ciocalteu, стандардни раствор L-

тирозина (Sigma, Aldrich).

Протокол

Протеолитичка активност ферментационе течности одређена је на основу

присуства ензима у 1 mL течне подлоге Ансоновом методом, на основу количине

тирозина који се ослобађа хидролизом казеина под дејством протеолитичких ензима.

Протеолитичка активност ферментационе течности одређује се на следећи начин: у

једну епрувету отпипетирати 1 mL ферментационе течности а у другу 5 mL 2% (w/v)

раствора казеина. Обе епрувете се загревају у воденом купатилу на 37ºC/15 min.

Након тога у епрувету са ферментационом течношћу (проба) додати 2 mL загрејаног

казеина, промешати и вратити је на инкубацију још 10 min. Ензимска реакција се

прекида додавањем 5 mL хладне 5% (w/v) трихлорсирћетне киселине (TCA). Смеша

се промућка и потом процеди кроз филтер папир. У другој контролној епрувети

отпипетирати 1 mL ферментационе течности и одмах додати 2 mL хладног казеина и

5 mL 5 % (w/v) TCA, садржај епрувете промешати и процедити кроз филтер папир.

Узети по 2 mL филтрата из пробне и контролне епрувете, додати 5 mL 6% (w/v)

Na2CO3 и 1 mL Folin-Ciocalteu реагенса. Садржај епрувета промућкати и оставити на

собној tºC/30 min док се не развије плава боја. У посебној епрувети (бланк)

отпипетирати 1 mL дестиловане воде уместо тирозина и додати све остале састојке.

Вредност апсорбанце је очитавана на спектрофотометру на 660 nm.

За одређивање количине тирозина потребно је конструисати стандардну криву.

Потребно је направити 1,1×10-3 mol L-1 стандардног раствора тирозина (спремити 100

mL у дејонизованој води, загревати пажљиво до растварања и охладити на собној

температури). У шест епрувета отпипетирати 0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 и 0,60 mL

стандардног раствора тирозина и епрувете допунити дестилованом водом до

запремине од 2 mL. Као бланк стандарда треба узети 2 mL дестиване воде. Све
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епрувете се инкубирају на 37ºC/10 минута, и даљи поступак је исти као за одређивање

активности протеолитичких ензима.

Графикон 4.3.2. Стандардна крива за тирозин

Након конструисања стандардне криве за тирозин, треба унети вредности

апсорбанце тирозина који се налази у филтрату пробе (а) и филтрату контроле (б).

/ = (μmol тирозина)(8)(df)(1)(10)(2)
8-укупна запремина узорка (у милилитрима)

10-време инкубације узорка (у минутима)

1-запремина ензима (у милилитрима)

2-запремина узета за колориметријску детерминацију (у  милилитрима)

df-дилуциони фактор

4.3.3. Одређивање активности алкалне фосфатазе (ortofosfat-monoester-

fosfohidrolaza) (EC 3.1.3.1)

Реагенси

β-глицерофосфат (Sigma, Aldrich), гликолни пуфер (pH 9,0), 10% TCA, амидол,

60% PCA, NH4-молибдат.
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Протокол

Ензимска активност алкалне фосфатазе одређена је на основу количине

неорганског фосфора Аllen-овом методом. Ензимска активност је мерена у

реакционој смеши која садржи 1 mL гликолног пуфера (pH 9,0) са Mg2+, 1 mL

ензимског екстракта и 1 mL β-глицерофосфата (супстрата). Епрувете са реакционом

смешом су инкубиране на 37ºC/30 min. Након инкубације, ензимска реакција је

прекинута додавањем 3 mL 10% TCA. Епрувете су стављене на лед 15 min после чега

је садржај епрувета филтриран и филтрат сакупљен. Контролне епрувете су

припремљене на исти начин али без инкубације већ се одмах додаје TCA, епрувете се

држе на леду 15 min и филтрирају. Да би се одредила концентрација фосфора у

узорку потребно је урадити Аленову реакцију. Отпипетира се по 1 mL филтрата

пробе и контролне пробе у две епрувете, додаје се 0,4 mL амидола, 0,4 mL 60% PCA,

0,2 mL NH4-молибдата и 3 mL дестиловане воде. Епрувете се инкубирају на собној

tºC/11min. Истовремено се припремају серије разблажења стандардног раствора

фосфора и понавља се поменута процедура, које служе за конструисање стандардне

криве за фосфор. Мерење апсорбанце раствора врши се на 720 nm.

График 4.3.3. Стандардна крива за фосфор

Јединица ензимске активности:
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Протокол
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Протокол
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6-запремина реакционе смеше (у милилитрима)

df-дилуциони фактор

1-запремина ензимског екстракта (у милилитрима)

30-време инкубације (у минутима)

5- запремина узета за колориметријску детерминацију (у  милилитрима).

4.3.4. Одређивање фосфорилазnе активности ((1→4)-alfa-D-glukan:fosfat

alfa-D-glukoziltransferaza) (EC 2.4.1.1)

Реагенси

Фосфатни пуфер (pH 6,7), 4% скроб, MgNH4Cl реагенс, конц. HNO3, 60% PCA,

амидол, NH4-молибдат, стандарни фосфатни раствор (Sigma, Aldrich).

Протокол

Одређивање ензимске реакције фосфорилазе вршено је основу количине

неорганског фосфора Аllen-овом методом. Ензимска активност је мерена у

реакционој смеши која садржи 0,5 mL фосфатног пуфера (pH 6,7), 0,5 mL ензимског

екстракта и 0,5 mL 4% (w/v) раствора скроба (супстрата). Епрувете са реакционом

смешом су инкубиране на 37ºC/15 min и држане на леду. Да би дошло до

преципитације фосфора, потребно је отпипетирати 0,2 mL садржаја епрувете, додати

3,8 mL дестиловане воде, 0,5 mL MgNH4Cl реагенса и 0,5 mL конц. HNO3. Епрувете

се оставе на собној tºC/5 min а затим се филтрирају и филтрат се сачува. У филтрату

се одређује количина укупног и неорганског фосфора, применом Аllen-ове методе. За

одређивање количине укупног фосфора потребно је отпипетирати 0,2 mL филтрата,

додати 3,8 mL дестиловане воде и 0,4 mL 60% PCA, садржај епрувете благо

промешати и инкубирати на 100ºC/10 min. Епрувете охладити на собној tºC, дoдати

0,4 mL амидола и 0,2 mL NH4-молибдата. Инкубацију наставити на собној tºC/11 min.

Да би се одредила количина неорганског фосфора потребно је отпипетирати 0,2 mL

филтрата и додати истим редоследом све састојке као у претходном случају, и

епрувете одмах инкубирати на собној tºC/11 min. Ензимска активност се одређује на

исти начин као активност алкалне фосфатазе.
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4.3.5. Одређивање активности рибонуклеазе (purin-nukleozidna

ribohidrolaza)(EC 3.2.2.1)

Реагенси

RNA (Serva, Feinbiochemica, Heildelberg), фосфатни пуфер (pH 7,8), 10% TCA,

орцинол.

Протокол

Ензимска активност одређена је на основу количине рибозе орцинолском
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Графикон 4.3.5. Стандардна крива за RNA
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дифениламински реагенс (2,5 g дифенил амина помешати са 250 mL глацијалне
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додато је 2 mL дифениламинског реагенса, затим су епрувете промешане и

инкубиране 10 min на 100°C. Мерење апсорбанце је вршено на 595 nm.

За конструисање стандардне криве потребно је направити 1 mg mL-1 раствора

DNA. У шест епрувета отпипетирати 0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 и 0,50 mL стандардног

раствора и епрувете допунити дестилованом водом до запремине од 1 mL. Као бланк

стандарда треба узети 1 mL дестиване воде. У све епрувете додато је по 2 mL

дифениламинског реагенса. Садржај епрувета се промеша и епрувете се инкубирају

на 100°C/10 min, након хлађења мерена је апсорбанца на 595 nm.

Графикон 4.3.6. Стандардна крива за DNA

4.4. Статистичке методе

Сви резултати мерења су приказани као средња вредност са стандардном

девијацијом (MS±SD) три независна мерења. Да би се утврдило дејство детерџента на

испитиване биохемијске параметре за сваку гљиву тестиране су средње вредности

резултата унутар подлога (К, Д3 и Д5) и између подлога (К и Д3, К и Д5, Д3 и Д5)

применом: Mann-Whitney и Wilcoxon теста. Применом Kruskal-Wallis теста испитано

је да ли постоје разлике у биодеградацији тестираног детерџента између гљива.

Корелација између испитиваних биохемијских параметара и линеарна регресија

тестиранe су са прагом значајности 0.05 и 0.01. За статистичку обраду резултата

коришћен је SPSS (Chicago, IL) статистички софтвер (SPSS for Windows, ver. XIII,

2004). Резултати су приказани графички и табеларно.
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5.1. Таксономске и морфолошке карактеристике изолованих гљива

Из узорака отпадних вода идентификоване су следеће врсте гљива: Aspergillus

niger, Penicillium chrysogenum (изоловане су из канализационих отпадних вода

Лепенице), Trichoderma harzianum, Mucor racemosus (из индустријских отпадних

вода фабрике за производњу детерџента Хенкел, Крушевац, које се уливају у Расину)

и Penicillium cyclopium (из канализационих отпадних вода Западне Мораве).

Царство: Fungi, Раздео: Ascomycota, Класа: Ascomicetes, Субкласа:

Euromycetidae, Ред: Eurotiales, Фамилија: Trichocomaceae, Род: Aspergillus, Суброд:

Circumdati, Врста: Aspergillus niger Van Tieghem (1867).

Aspergillus niger је једна од најчешћих и лако препознатљивих врсте рода

Aspergillus. За ову врсту карактеристична је добро развијена колонија која се састоји

од компактне основе, безбојне до бледо-жућкасте боје покривене густим слојем

тамно-браон до црних конидијских глава које се формирају на усправним

конидиофорама. Макроскопски, широка колонија се одликује брзим растом, са белим

мицелијумом и развијеним светло-жутим зонама, продукцијом тамно-браон до црних

или пурпурно-браон конидијских глава. Микроскопски, конидиофоре се издижу из

супстрата, различите дужине од 200 μm до неколико μm и пречника 10-20 μm.

Конидиофоре су једноћелијске, негранате, хијалине, са глатким зидом, проширене су

на врху у тамне везикуле. Везикуле су лоптасте, безбојне до жућкасто-браон,

фертилне преко целе површине. Преко везикуле се налазе радијално распоређене

фијалиде у облику флаше које се везују за везикуле преко кратких гранчица

профијалида или метула. Метуле су дужине од 10-15 μm. На фијалидама се налазе

једноћелијске конидије распоређене у радијалним низовима. Конидије су лоптасте до

елипсасте или хоризонтално спљоштене, тамно-браон до црне боје, са храпавим

зидом, пречнику 4-5 μm, некада могу бити и мање. Везикула, фијалиде, метуле и

конидије формирају конидијску главу. Конидијске главе су пречника 3-20 μm,

лоптасте, временом се деле у неколико лабавих колона. Главе се разликују у боји од

тамно-браон преко пурпурно-браон до црне, али су обично црне када се посматрају

голим оком на дневној светлости (слика 5.1).
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Слика 5.1. Изглед колоније Aspergillus niger (макроскопски и микроскопски)

( http://fungi.myspecies.info/non-lichenized-ascomycota/aspergillus-niger)

Царство: Fungi, Раздео: Ascomycota, Подраздео: Pezizomycotina, Класа:

Ascomycetes, Субкласа: Eurotiomicetidae, Ред: Eurotiales, Фамилија: Trichocomaceae,

Род: Penicillium, Секција: Chrysogena, Врста: Penicillium chrysogenum Thom (1910)

Penicillium chrysogenum (1910) je веома распрострањена гљива у природи,

често живи на хранљивим наминирницама и у кућама.

Макроскопски, колоније расту брзо на кромпир декстрозном агару, након 7

дана инкубације достижу пречник 4-5 cm. Колоније су широке, баршунасто глатке,

плаво-зелене до јарко-зелене боје, са многобројним спорама и белим рубом по ободу

ширине 2-3 mm, у периоду раста (слика 5.2). Старењем постаје сивкаста или

љубичасто-браон са прекомерним белим или ружичастим хифама, а наличје колоније

је жуто-беле боје. Микроскопски, мицелијум стварају једноставне, дуге, усправне

конидиофоре, које се гранају у близини врха, у карактеристичне метличасте облике

(пеницилусе). Конидиофоре су са глатким зидом, величине 200-1000 µm. Пеницилуси

су асиметрични и сложени, са дивергентним гранама, у свим деловима глатки. Стипе

је пречника 2.5-4 µm. Постоје 4 метуле величине 8-12 x 2-4 µm. Фијалиде су у облику
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флаше, са редукованим вратом, величине су 7-10 x 2-2.5 µm. Фијалиде (стеригмате)

су груписане у кластере (4-7). Конидије су полулоптасте до елипсасте, са глатким

зидом, распоређене у дугим неправилним ланцима. Величине су 2-4 x 2-3.5 µm

(Frisvald и Samson, 2004, Houbraken и Samson, 2011).

Слика 5.2. Изглед колоније Penicillium chrysogenum (макроскопски и микроскопски)(

http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/specie.php?idE=106)

Царство: Fungi, Раздео: Ascomycota, Подраздео: Pezizomycotina, Класа:
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Penicillium cyclopium се одликује брзим растом на кромпир декстрозном агару.

Макроскопски, колонија је мутна, плаво-зелена, са светлијим зонама унутар белог

руба, скоро баршунаста са јасно израженим фасцикулацијама у млађим областима.

Наличје незреле колоније је жућкасте боје али старењем наличје добија наранџасто-

браон боју. Микроскопски, пеницилуси су обично двотруко или троструко гранати,

често се гране и метуле образују на истом нивоу, стипе храпаво, дугачко100-400 x

2.5-4 μm. Фијалиде су у облику флаше, димензија 7-10 x 2.2-2.8 µm, груписане су у

кластере 4-8, са заобљеним врхом. Конидије су мање или више сферног облика,
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флаше, са редукованим вратом, величине су 7-10 x 2-2.5 µm. Фијалиде (стеригмате)
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зидом, распоређене у дугим неправилним ланцима. Величине су 2-4 x 2-3.5 µm
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понекада су елипсасте у фази формирања, глатке до фино храпаве, пречника 3.5-4 µm

(слика 5.3).

Сликa 5.3. Изглед колоније Penicillium cyclopium (макроскопски и микроскопски)

(www.studiesinmycology.org)

Царство: Fungi, Раздео: Ascomycota, Подраздео: Pezizomycotina, Класа:

Sordariomycetes, Ред: Hypocreales, Фамилија: Hypocreaceae, Род: Trichoderma, Врста:

Trichoderma harzianum Rifai (1969)

Trichoderma harzianum је космополитска, филаментозна гљива која је

углавном изолована из земљишта или трулог дрвећа.

Макроскопски, род Trichoderma je карактеристичан по брзо растућим

колонијама које су у почетку глатке и прозирне или воденасто-беле, а касније постају

флокулиране, са изразитим чуперцима конидиофора које често формирају

концентричне зоне у облику прстена, постепено мењајући боју из беличасто-зелене у

светло-маслинастозелену током сазревања. Наличјe колонијe је беличастe, светло-

браон или жућкастe боје. Микроскопски, колонија се састоје од септираних хијалиних

хифа, конидиофора, фијалида и конидија. Конидиофоре су хијалине, вишеструко

разгранате, повремено могу имати пирамидални облик. Фијалиде су хијалине,

гранате, у облику флаше, појединачне или груписане у кластере. Конидије су
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једноћелијске, несептиране, округлог или елипсастог облика, са скраћеном основом,

зелене боје, глатких или грубих зидова, пречника око 3 μm (слика 5.4).

Слика 5.4. Изглед колоније Trichoderma harzianum (макроскопски и микроскопски)

(http://www.biocontrol.entomology.cornell.edu/pathogens/trichoderma.html)

Царство: Fungi, Раздео: Zygomycota, Ред: Mucorales, Фамилија: Mucoraceae,

Род: Mucor, Врста: Mucor racemosus Fresenius (1976)

Гљиве из рода Mucor су филаментозне гљиве које обично живе у земљишту, а

могу се наћи и на биљкама, трулом воћу и поврћу. Mucor racemosus је једна од првих

земљишних гљива која је откривена и изолована 1886. год. То је диморфна,

факултативно анаеробна гљива, која се може наћи у два различита облика,

филаментозном или квасоликом. Макроскопски, гљива се одликује брзим растом на

температури од 25-30°C и за кратко време прекрива површину агара. Гљива слабо

расте или уопште не расте на 37°C. Колонија је густа и памучинаста, висине је до 2

cm. Обично је тамно-сива или светло-маслинастосива на типичним хранљивим

подлогама. Микроскопски, несептиране или слабо септиране хифе ширине 6-15 µm,

спорангиофоре, спорангије и споре су јасно уочљиве. Спорангиофоре су усправне,

кратке, конусне на крајевима, и формирају симподијалне кратке гране, пречника 5.0-
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10.0 µm. Спорангије су лоптасте, беле или бледо-жућкасте. Веће спорангије су

пречника 70-80 µm, а мање око 40-45 µm. Зид спорангија је благо проширен, отпоран

(перзистентан), покривен омотачем, колумеле су лоптасте до елипсасте, или јајасте,

обично са скраћеном основом и оковратником (крагном), пречника 10-25 x 15.5-27.5

µm, спорангиоспоре су лоптасте или јајасте, 3.9-4.9 x 3.9-5.9 µm (слика 5.5).

Слика 5.5. Изглед колоније Mucor racemosus (макроскопски и микроскопски)

(http://www.bcrc.firdi.org.tw/fungi/fungal_detail.jsp?id=FU200802070052)

5.2. Утицај детерџента на раст и развој гљива и укупну суву биомасу

Познато је да хемијски састав хранљиве подлоге и експериментални услови

утичу на раст и развој гљива и укупну биомасу. Многа истраживања су показала да

Чапекова подлога има добра хемијска својства за култивацију гљива и велику

продукцију биомасе (Prasertsan, и сар., 1997; Mehta и сар., 2012). Такође, утврђено је

да детерџент као и неке његове компоненте, додати у течну хранљиву подлогу утичу

инхибиторно или стимулативно на раст и развој гљива у зависности од врсте

детерџента, врсте гљива и примењене концентрације (Јаковљевић, 2009). У овом

истраживању је испитиван утицај комерцијалног детерџента анјонског типа на раст и

развој изабраних врста гљива у односу на позитивну контролу (без детерџента)
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мерењем суве биомасе и конструисањем криве раста. Резултати су приказани на

графиконима од 5.2.1. до 5.2.6.

Крива раста и укупна сува биомаса гљиве Aspergillus niger током

експерименталног периода приказана је на графикону 5.2.1.

Графикон 5.2.1. Крива раста Aspergillus niger

Гљива је имала монофазни експоненцијални раст у контролној подлози и

двофазни експоненцијални раст у подлози са детерџентом 0,3% концентрације. Крива

раста гљиве у контролној подлози имала је веома изражену фазу експоненцијалног

раста која је трајала од инокулације до 9. дана. Стационарна фаза је била продужена и

трајала је од 9. до 16. дана, када је измерена максимална вредност суве биомасе. У

подлози са 0,3% детерџентом примарни експоненцијални раст био је изражен у

периоду од инокулације до 6. дана. У периоду од 6. дана до 9. дана забележена је

аутолиза и редукција биомасе. Међутим, након аутолизе уследила је секундарна

експоненцијална фаза раста која је трајала од 9. до 16. дана. На крају

експерименталног периода укупна сува биомаса гљиве износила је 7,04 g L-1 у

контроли и 3,42 g L-1 у подлози Д3. Детерџент 0,3% концентрације инхибирао је
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51,42% суве биомасе гљиве A. niger. Детерџент 0,5% концентрације деловао је

фунгицидно и није дошло до развоја мицелијума у подлози Д5.

На графикону 5.2.2 приказана је крива раста и укупна сува биомаса гљиве

Penicillium chrysogenum.

Графикон 5.2.2. Крива раста Penicillium chrysogenum

Гљива је имала монофазни експоненцијални раст и у контроли и у подлози са

0,3% детерџентом, који је забележен од момента инокулације до 6. дана. Од 6. дана до

9. дана гљива је прошла кроз кратку стационарну фазу у контролној подлози када је

остварила максималну суву биомасу. Међутим, стационарна фаза раста је била

продужена у подлози Д3 од 6. дана до 16. дана, када је измерена максимална сува

биомаса. Након стационарне фазе започела је аутолиза и смањење биомасе у К

подлози (12. дана). На крају огледа (16. дана) укупна сува биомаса гљиве износила је

8,35 g L-1 у контроли и 4,52 g L-1 у подлози Д3. На основу добијених резултата

израчунато је да је детерџент 0,3% концентрације инхибирао 50% суве биомасе гљиве

P. chrysogenum.
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Крива раста и укупна сува биомаса гљиве Penicillium cyclopium током

експерименталног периода приказана је на графикону 5.2.3.

Графикон 5.2.3. Крива раста Penicillium cyclopium

Гљива је имала монофазни експоненцијални раст и у контроли и у подлози са

0,3% детерџентом. Фаза експоненцијалног раста била је веома изражена у контроли и

трајала је до 6. дана, затим је уследила стационарна фаза од 6. дана до 9. дана, када је

измерена максимална вредност суве биомасе. Након 9. дана започела је аутолиза која

се одразила на значајније смањење биомасе, посебно 12. дана. Гљива гајена у подлози

Д3 имала је експоненцијални раст који је забележен од момента инокулације до 9.

дана, са стационарном фазом од 3. дана до 6. дана. Највећи раст биомасе је забележен

од 6. дана до 9. дана. У периоду од 9. дана до 12. дана гљива је прошла кроз другу

стационарну фазу, након које је започела аутолиза (од 12. дана до 16. дана). На крају

експерименталног периода укупна сува биомаса гљиве износила је 7,04 g L-1 у

контроли и 4,69 g L-1 у подлози Д3. Детерџент 0,3% концентрације инхибирао је

33,38% суве биомасе гљиве P. cyclopium.
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На графикону 5.2.4. приказана је крива раста и укупна сува биомаса гљиве

Trichoderma harzianum.

Графикон 5.2.4. Крива раста Trichoderma harzianum

Гљива гајена контролној подлози имала је монофазни експоненцијални раст

који је трајао од момента инокулације до 6. дана. Од 6. дана до 9. дана гљива је

прошла кроз стационарну фазу када је остварила максималну суву биомасу. Након

стационарне фазе започела је аутолиза и смањење биомасе у К подлози (12. дана). У

подлози са 0,3% детерџентом, гљива је такође имала монофазни експоненцијални

раст али са израженимим стационарним фазама и одсуством аутолизе. У подлози Д3,

рана фаза експоненцијалног раста трајала је од момента инокулације спора до 3. дана,

након које је уследила стационарна фаза до 6. дана. Фаза експоненцијалног раста је

настављена од 6. дана до 9. дана, када је дошло до наглог повећања биомасе. Друга

стационарна фаза је започела 9. дана и трајала је до 16. дана у подлози Д3, када је

постигнута максимална сува биомаса. Међутим, сува биомаса гљиве у подлози Д3

била је незнатно мања у односу на контролу и износила је 6,34 g L-1 у контроли и 5,07

g L-1 у подлози Д3. Детерџент 0,3% концентрације инхибирао је 20% суве биомасе

гљиве T. harzianum. Детерџент 0,5% концентрације деловао је фунгицидно и није

дошло до развоја мицелијума у подлози Д5.

0.00
0.50
1.00
1.50
2.00
2.50
3.00
3.50
4.00
4.50
5.00
5.50
6.00
6.50
7.00
7.50
8.00

0 3 6 9 12 15

С
ув

а 
би

ом
ас

а,
g

L
-1

Време, дани
К Д3 Д5



Докторска дисертација

80

На графикону 5.2.5. приказана је крива раста гљиве Mucor racemosus у

зависности од састава хранљиве подлоге и концентрације детерџента.

У контролној Чапековој подлози гљива M. racemosus је имала монофазни

експоненцијални раст од момента инокулације до 6. дана. У периоду од 6. дана до 9.

дана забележена је стационарна фаза, након које је уследила аутолиза (12. дана), која

је резултирала незнатним смањењем биомасе. У подлози са 0,3% детерџентом гљива

је такође имала монофазни експоненцијални раст, али са другачијом динамиком раста

у односу на контролу. Нагли експоненцијални раст је забележен од инокулације до 3.

дана, затим је уследила стационарна фаза од 3. дана до 6. дана, током које је биомаса

остала скоро непромењена. Након стационарне фазе поново је уследио

експоненцијални раст од 6. дана до 12. дана, а затим аутолиза и благо смањење

биомасе (16. дан). У подлози са 0,5% детерџентом, гљива је имала двофазни

експоненцијални раст. Рана фаза раста је забележена од инокулације до 3. дана, а

примарна фаза експоненцијалног раста забележена је од 3. до 6. дана. Након тога,

уследила је аутолиза и смањење биомасе 9. дана, затим секундарна фаза

експоненцијалног раста која је трајала од 9. дана до 16. дана. Обе тестиране

концентрације детерџента стимулисале су раст и суву биомасу гљиве у поређењу са

контролом. Интересантно је да је већа концентрација детерџента стимулисала

продукцију веће количине суве биомасе. На крају огледног периода (16. дана) сува

биомаса гљиве била је 53% већа у подлози Д5 и 43% већа у подлози Д3 у односу на

контролу.
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Графикон 5.2.5. Крива раста Mucor racemosus

На графикону 5.2.6. приказана је количина суве биомасе (g L-1) тестираних

гљива у хранљивим подлогама на крају експерименталног периода (16. дана).

Количина суве биомасе у контролној подлози кретала се у следећем правцу:

Penicillium chrysogenum > Aspergillus niger > Penicillium cyclopium > Trichoderma

harzianum > Mucor racemosus. Контролна (Чапекова) подлога се показала оптималном

за раст гљива, изузев за раст гљиве M. racemosus. Детерџент 0,3% концентрације

испољио је инхибиторно дејство на продукцију биомасе гљива у различитом

проценту. Највећи проценат инхибиције забележен је код гљиве A. niger 51,42% ,

затим P. chrysogenum 50%, P. cyclopium 33,38%, а најмањи код T. harzianum 20%.

Стимулативно дејство детерџента 0,3% и 0,5% концентрације било је испољено

једино на раст и развој гљиве M. racemosus, при чему је виша концентрација

детерџента имала веће стимулативно дејство (53%).
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Графикон 5.2.6. Биомаса гљива у подлогама 16. дана

5.3. Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента и

однос према укупној сувој биомаси

Многобројна истраживања су показала да гљиве имају способност

биодеградације различитих ксенобиотичких једињења и да се успешно примењују у

процесима биоремедијације контаминираних екосистема. Поред тога, биомаса гљива

се показала ефикасном у адсорпцији различитих отпадних материја које се налазе у

природи и бројна истраживања су усмерена у том правцу (Das и сар., 2008). У овом

раду је испитивана способност разградње анјонских активних компоненти детерџента

дејством гљива изолованих из канализационих и индустријских отпадних вода.

Проценат смањења концентрације анјонских компоненти у подлози са детерџентом

праћен је у односу на негативну контролу (абиотичку) да би се пратила стабилност

детерџента током експеримента и процес адсорпције детерџента на зидове стакла

(ерленмајера). Резултати су приказани на графиконима од 5.3.1. до 5.3.6.
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Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента (а) и однос

концентрације разграђених анјонских компоненти и суве биомасе гљиве (б)

Aspergillus niger приказани су на графикону 5.3.1.

Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента праћен је у

подлози Д3. Почетна концентрација детерџента у подлози (3 mg mL-1) смањивала се

линеарно са растом и развојем мицелијума, тако да је 16. дана износила 2,1 mg mL-1.

То значи да је на крају експерименталног периода гљива разградила 30% укупне

концентрације детерџента у подлози. Током прва 3 дана гљива је разградила најмању

количину детерџента (6%). Међутим, значајно повећање процента биодеградациje

забележено је од 3. дана до 6. дана, када је гљива разградила 15,93% детерџента. У

даљем току експеримента, од 6. дана до 16. дана проценат биодеградације се веома

благо повећавао, и кретао се у следећем правцу: од 6. дана до 9. дана 18,34%, од 9.

дана до 12. дана 24,75%, од 12. дана до 16. дана 30%. Укупна концентрација

анјонских компоненти коју је гљива разградила на крају експерименталног периода

износила је око 180,2 μg mL-1. Из једначине регресионе криве, израчунато је да би

гљива могла да разложи 80% почетне концентрације детерџента 0,3% за 41,6 данa.

Графикон 5.3.1а. Биодеградација анјонских компоненти гљивом A. niger

y = 1.888x + 1.452
R² = 0.974
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Графикон. 5.3.1б. Однос концентрације разграђених анјонских компоненти и

суве биомасе A. niger

Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента (а) и однос

концентрације разграђених анјонске компоненти и суве биомасе гљиве (б) Penicillium

chrysogenum приказани су на графикону 5.3.2.

Почетна концентрација детерџента у подлози Д3 (3 mg mL-1) смањивала се

линеарно са растом и развојем мицелијума, тако да је 16. дана износила 1,51 mg mL-1.

На крају експерименталног периода гљива разградила 50,2% укупне концентрације

детерџента у подлози. Током прва 3 дана гљива је разградила 15,63% детерџента, а

старењем културе до 12. дана проценат биодеградације се благо повећавао. Од 3. дана

до 6. дана гљива је разградила 26,73%, од 6. дана до 9. дана 31%, од 9. дана до 12.

дана 36,57%. Међутим, у периоду од 12. дана до 16. дана забележено је знатно

повећање процента деградације детерџента (од 36,57% до 50,2%). На крају

експерименталног периода гљива је разградила око 301 μg mL-1 анјонских

компоненти тестираног детерџента. Из једначине регресионе криве, израчунато је да

би гљива могла да разложи 80% почетне концентрације детерџента 0,3% за 26,1 дан.
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Графикон 5.3.2а. Биодеградација анјонских компоненти гљивом

P. chrysogenum

Графикон 5.3.2б. Однос концентрације разграђених анјонских компоненти и

суве биомасе P. chrysogenum

y = 2.893x + 4.528
R² = 0.961

y = 0.014x - 0.004
R² = 0.915
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Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента (а) и однос

концентрације разграђених анјонских компоненти детерџента и суве биомасе гљиве

(б) Penicillium cyclopium приказани су на графикону 5.3.3.

Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента праћен је у

подлози Д3. Почетна концентрација детерџента у подлози (3 mg mL-1) смањивала се

линеарно са растом и развојем мицелијума, тако да је 16. дана износила 1,65 mg mL-1.

То значи да је на крају експерименталног периода гљива разградила 46,97% укупне

концентрације детерџента у подлози. Током прва 3 дана раста гљива је разградила

9,63% детерџента, док је у развојном периоду од 3. дана до 6. дана разградила 21,40%

детерџента. Значајније повећање процента биодеградациje забележено је у

експоненцијалној фази раста од 6. дана до 9. дана када је гљива разградила око

39,33% детерџента. Проценат биодеградације се незнатно повећавао старењем гљиве

и кретао се у следећем правцу: од 9. дана до 12. дана 41,30 %, од 12. дана до 16. дана

46,97%.

Графикон 5.3.3а. Биодеградација анјонских компоненти

гљивом P. cyclopium
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Графикон. 5.3.3б. Однос концентрације разграђених анјонских компоненти и

суве биомасе P. cyclopium

Укупна концентрација анјонских компоненти коју је гљива разградила на крају

експерименталног периода износила је 281,80 μg mL-1. Из једначине регресионе

криве, израчунато је да би гљива могла да разложи 80% почетне концентрације

детерџента 0,3% за 24,8 дана.

Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента (а) и однос

концентрације разграђених анјонских компоненти детерџента и суве биомасе гљиве

(б) Trichoderma harzianum приказани су на графикону 5.3.4.

Почетна концентрација детерџента у подлози (3 mg mL-1) смањивала се

линеарно са растом и развојем мицелијума, тако да је 16. дана износила 800 mg mL-1.

На крају експерименталног периода гљива разградила 74,27% укупне концентрације

детерџента у подлози. Током прва 3 дана гљива је разградила 17% детерџента, док је

у периоду од 3. дана до 6. дана гљива разградила 25,62% детерџента. Значајније

повећање процента биодеградације забележено је у експоненцијалној фази раста од 6.

дана до 9. дана када је гљива разградила 62,23% детерџента. Проценат биодеградације
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се веома благо повећавао старењем гљиве и кретао се у следећем правцу: од 9. дана

до 12. дана 65,87%, од 12. дана до 16. дана 74,27%. Укупна концентрација анјонских

компоненти коју је гљива разградила на крају експерименталног периода износила је

око 445 μg mL-1. Из једначине регресионе криве, израчунато је да би гљива могла да

разложи 80% почетне концентрације детерџента 0,3% за 16,8 дана.

Графикон 5.3.4а. Биодеградација анјонских компоненти

гљивом T.harzianum
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Графикон. 5.3.4б. Однос концентрације разграђених анјонских компоненти и

суве биомасе T. harzianum

Проценат биодеградације анјонских компоненти детерџента (а) и однос

концентрације разграђених анјонских компоненти детерџента и суве биомасе гљиве

(б) M. racemosus приказани су на графикону 5.3.5.

Биодеградација је праћена у течним хранљивим подлогама са додатком

детерџента у концентрацији 0,3% (Д3) и 0,5% (Д5) које су инокулисане спорама

гљиве. Истовремено су праћене две негативне контроле са детерџентом (нкД3 и

нкД5) без спора (абиотичке). Обе негативне контроле су показале да је тестирани

детерџент задржао хемијску стабилност у експерименталним условима. Разлике у

проценту биодеградације између подлога биле су најизраженије у фази примарног

експоненцијалног раста гљиве. Током прва 3 дана развоја мицелијума, гљива је

разградила 26% и 18% почетне концентрације детерџента у подлогама Д3 и Д5.

Међутим, од 3. дана до 6. дана, гљива је разложила само 7% детерџента у подлози Д3

и 30,16% детерџента у подлози Д5. Старењем културе, проценат биодеградације

између подлога се благо повећавао, али су разлике између подлога биле мање

изражене. На крају експерименталног периода (16. дана) гљива је разградила 49,50%

и 62,20% детерџента у односу на негативне контроле (нкД3 и нкД5). У раној фази
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раста, гљива M. racemosus разложила је мањи проценат детерџента у подлози Д5

(18%) али већу количину анјонских компоненти, у односу на подлогу Д3. Међутим,

тежина суве биомасе мицелијума у подлози Д5 била је мања него у подлози Д3.

Највероватније су токсични продукти деградације детерџента дошли у интеракцију

са липидним компонентама ћелијске мембране, нарушавајући њену структуру и

редукујући биомасу (Kagalwala и Kavitha, 2012). Упоредо са смањивањем

концентрације детерџента у подлози Д5 биомаса се повећавала и знатна количина

суве биомасе мицелијума измерена је 6. дана. Међутим, токсично дејство детерџента

и смањење тежине биомасе поново је испољено 9. дана. Иако је гљива разложила

двоструко већу количину анјонских компоненти у подлози Д5, укупна сува биомаса

била је већа само 10% у односу на подлогу Д3, услед токсичног дејства детерџента на

раст мицелијума.

Из једначине регресионе криве, израчунато је да би гљива могла да разложи

80% почетне концентрације детерџента 0,3% за 24,3 дана, односно 80% почетне

концентрације детерџента 0,5% за 18,3 дана. Тестирани детерџент садржи око 20%

анјонских компоненти. Када се концентрација анјонске компоненте изрази у mg mL-1

добија се да почетна концентрација ове компоненте износи 600 μg mL-1 и 1000 μg mL-

1 у подлогама Д3 и Д5. У експерименталном периоду од 16 дана гљива је разградила

око 300 μg mL-1 анјонске компоненте у подлози Д3 и око 620 μg mL-1 у подлози Д5.

Већа концентрација разложених анјонских компоненти је у корелацији са већом

сувом биомасом гљиве у подлози Д5.
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Графикон 5.3.5а. Биодеградација анјонских компоненти гљивом

Mucor racemosus

Графикон. 5.3.4б. Однос концентрације разграђених анјонских компоненти и

суве биомасе Mucor racemosus
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На графикону 5.3.6 приказана биодеградациона способности изолованих врста

гљива у подлогама са тестираним детерџентом. Биодеградациона способност гљива

разликовала се у зависности од врсте гљиве и локалитета узорковања отпадних вода.

Проценат биодеградације детерџента (0,3%) кретао се у следећем правцу:

Trichoderma harzianum (74,27%) > Penicillium chrysogenum (50,2%) > Mucor racemosus

(49,5%) > Penicillium cyclopium (46,97%) > Aspergillus niger (30%). Гљива Mucor

racemosus је била веома ефикасна у биодеградацији тестираног детерџента 0,5% у

огледном периоду од 16 дана (62,2%).

Гљиве M. racemosus и T. harzianum, изоловане из индустријских отпадних вода

фабрике Хенкел, показе су се најотпорнијим на дејство детерџента вероватно као

резултат адаптације на високе концентрације детерџента. Способност гљиве Mucor

racemosus да расте и да се развија у подлози са 0,5% детерџентом, који је имао

фунгицидно дејство на остале гљиве, вероватно је резултат морфо-физиолошких

карактеристика спора и диморфизма гљиве.

Графикон 5.3.6. Биодеградациона способност гљива

Приказани резултати у овом истраживању слажу се резултатима других аутора

који су потврдили да је проценат биодеградације сурфактаната у корелацији са
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ћелијским растом (Velan и сар. 2012; Schleheck и Cook, 2005). Резултати

биодеградације детерџента гљивом M. racemosus су компаративни са резултатима до

којих су дошли Jerebkova и сар., (1999). Поменути аутори су утврдили да културе

Pseudomonas у континуираним биореакторима могу да смање ниво анјонских

сурфактаната за 70% након 20 дана. Са друге стране, Schleheck и сар., (2003) дошли

су до открића да Citrobacter spp. може да разгради око 90% анјонских компоненти

након 35 h раста. Hosseini и сар., (2007) су показали да врста Acinetobacter johnsoni

може да искористи око 94% почетне концентрације SDS-а за време 5 дневног раста у

подлози. Према Ojo и Oso (2008), две врсте бактерија MH1 и MH2 гајене на алкалној

pH и собној температури разградиле су 93.6% и 84.6% почетне концентрације LAS-а

за 5 дана. Amirmozafari и сар., (2007) утврдили су да се највећи проценат деградације

LAS-а поклапа са логаритамском фазом раста тестираних бактеријских врста.

Резултати Garon и сар., (2002) показали су да Penicillium chrysogenum добро подноси

нејонске сурфактанте као што је Tween 80 (0.324×10-3 mol L-1) и у његовом присуству

гљива убрзава разградњу других полутаната попут флуорена са 28% на 61% након 2

дана. Резултати деградације сурфактаната дејством различитих бактерија који су

описани у литератури су далеко бољи у поређењу са приказаним резултатима

деградације детерџента у овом истраживању. Међутим, тестиране концентрације

сурфактаната примењене у истраживањима на бактеријама су далеко мање. У овом

истраживању коришћен је комерцијални детерџент анјонског типа, чији је састав

веома сложен и садржи разне токсичне материје за разлику од чистих анјонских и

нејонских компоненти примењених у студијама деградације са бактеријама.

5.4. Утицај детерџента на промене pH вредности хранљивих подлога

pH вредност хранљиве подлоге је веома важан параметар који заједно са

редокс потенцијалом утиче на правилан раст и развој, морфо-физиолошке

карактеристике и биохемијска својства микроорганизама. Оптимална спољашна pH

вредност за раст гљива је у киселом интервалу, између 4,5 и 5, док је за клијање спора

неопходно да pH буде изнад 5. Гљиве мењају pH средине у којој расту услед усвајања

анјона или катјона из подлоге (Moore-Landecker, 1996; Griffin, 1994). Стога, промене

pH вредности хранљивих подлога су резултат искоришћавања хранљивих материја из
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подлоге и излучивања примарних и секундарних метаболита (Orlowski, 1991).

Смањење pH подлоге је уобичајена одлика многих врста гљива као што су Glomus

intraradices (Bago и сар., 1996), Fusarium oxysporum (Srivastava и сар., 2011) и др.,

током интензивног развоја мицелијума. У овом истраживању праћене су промене pH

вредности течних подлога у којима су гљиве гајене од момента инокулације до краја

огледа, а резултати су приказани на графиконима од 5.4.1. до 5.4.5.

Графикон 5.4.1. приказује промене pH вредности ферментационе течности

хранљивих подлога током раста и развоја гљиве Aspergillus niger.

Графикон 5.4.1. Промене pH вредности ферментационе течности A. niger

Почетна pH вредност подлога пре инокулације спорама износила је 4,80 у

контроли, 9,35 у подлози Д3. pH вредност течне Чапекове подлоге (К) смањивала се
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дана, а нешто мање промене су забележене у секундарној експоненцијалној фази

раста (са 7,06 на 5,63 јединица) од 9. дана до 12. дана. Уношењем детерџента у

хранљиву подлогу дошло је до статистички значајних промена pH средине.

Промене pH вредности ферментационе течности током раста и развоја

мицелијума Penicillium chrysogenum од момента инокулације до 16. дана, приказане

су на графикону 5.4.2.

Графикон 5.4.2. Промене pH вредности ферментационе течности

P. chrysogenum
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експоненцијалне фазе раста (од 3. дана до 6. дана). Уласком у стационарну фазу

промене pH су биле мање изражене. Међутим, почетком аутолизе pH вредност се

повећавала и кретала се ка неутралној средини. Уношењем детерџента у хранљиву

подлогу дошло је до статистички значајних промена pH средине.

Графикон 5.4.3. приказује промене pH вредности ферментационе течности

током раста и развоја гљиве Penicillium cyclopium од момента инокулације до 16.

дана.

Графикон 5.4.3. Промене pH вредности ферментационе течности

P. cyclopium

pH вредност течне Чапекове подлоге (К) повећавала се током раста и развоја

гљиве и кретала се ка неутралној или слабо киселој средини. Најзначајније повећање

pH вредности (са 4,80 на 6,68 јединица) забележено је у периоду експоненцијалног

раста, од инокулације до 6. дана. Уласком у стационарну фазу ове промене су биле

незнатне, а највеће промене pH у правцу смањења забележене су почетком аутолизе

(са 6,92 на 5,63 јединица). У подлози Д3, pH вредност се смањивала током читавог

експерименталног периода. Најмање промене pH вредности су забележене у почетној

фази развоја мицелијума, а највеће у фази експоненцијалног раста (са 8,75 на 6,33

јединица), од 6. дана до 9. дана. Преласком у стационарну фазу промене су биле мање
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изражене. У периоду од 9. дана до 16. дана, pH вредности обе хранљиве подлоге биле

су веома уједначене.

Промене pH вредности ферментационе течности током раста и развоја

мицелијума Trichoderma harzianum од момента инокулације до 16. дана, приказане су

на графикону 5.4.4.

Графикон 5.4.4. Промене pH вредности ферментационе течности

T. harzianum

pH вредност течних подлога мерена је у контролној Чапековој подлози (К), у

подлози са детерџентом 0,3 % концентрације (Д3) и у негативној контроли са

детерџентом (нкД3). Највеће промене pH вредности у К подлози забележене су током

фазе експоненцијалног раста; највеће повећање pH вредности регистровано је током

прва 3 дана развоја мицелијума (са 4,80 на 5,40 јединице), а највеће смањење у

периоду од 3. дана до 6. дана (са 5,40 на 4,82 јединице). Мање промене pH вредности

у овој подлози су регистроване током стационарне фазе и аутолизе. pH вредност

течне подлоге Д3 смањивала се током читавог експерименталног периода. Најмање

промене pH вредности у овој подлози су забележене у почетној фази развоја гљиве,

од инокулације до 6. дана. Међутим, највеће промене pH вредности измерене су у
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фази експоненцијалног раста, од 6. дана до 9. дана (са 9,05 на 6,07 јединица). Уласком

у стационарну фазу, промене pH вредности су биле минималне.

Графикон 5.4.5. приказује промене pH вредности ферментационе течности

током раста и развоја гљиве Mucor racemosus од момента инокулације до 16. дана.

Графикон 5.4.5. Промене pH вредности ферментационе течности

M. racemosus

Почетна pH вредност подлога пре инокулације спорама износила је 4,80 у

контроли, 9,35 у подлози Д3 и 9,80 у подлози Д5. pH вредност хранљивих подлога

мењала се током експеримента у зависности од састава подлоге, концентрације

детерџента у подлози и фаза раста гљиве. pH вредност контролне подлоге (К)

повећавала се од тренутка инокулације до 6. дана, а смањивала се благо током

стационарне фазе и аутолизе. Супротно, pH вредност подлога са детерџентом

смањивала се током експоненцијалне фазе раста. Највеће смањење pH вредности

забележено је у подлози Д3, у периоду од инокулације до 3. дана (са 9,35 на 6,24

јединице) и у подлози Д5 у периоду од 3. дана до 6. дана (са 9,36 на 6,46 јединице),

што је у корелацији са примарном експоненцијалном фазом раста. Промене pH

вредности биле су мање изражене у секундарној експоненцијалној фази раста.
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Интересантно, крајње pH вредности различитих подлога биле су веома сличне упркос

томе што су почетне pH вредности биле значајно различите. Ови резултати указују да

гљива има добро развијен механизам регулације pH средине.

5.5.Утицај детерџента на промене редокс потенцијала хранљивих подлога

Као и pH вредност, редокс потенцијал такође утиче на активност ензима и

укупну биомасу гљива. Познато је да редокс потенцијал регулише неке ензиме

укључене у метаболизам скроба, нпр, тиоредоксин контролише активност ADP-

глукозо пирофосфорилазе (Ballicora и сар., 2000; Hendriks и сар., 2003), активност и

везивање α-глукана, дикиназе (SEX1) у гранулама скроба (Mikkelsen и сар., 2005) и

највероватније активност β-амилазе (Balmer и сар., 2003). Сахароза у контролној

подлози хидролизује дејством инвертаза на глукозу и фруктозу. Ове хексозе се

најчешће транспортују у ћелију фосфотрансферазним системом и катаболизују до

пирувата чија даља судбина зависи од присуства кисеоника. Са акцептором

електрона, NADH створен у гликолизи и TCA циклусу може да се оксидује

оксидативном фосфорилацијом (Clark, 1989). Алтернативно, у одсуству кисеоника

или другог погодног акцептора електрона, ферментација је одговорна за продукцију

ATP супстратним нивоом фосфорилације (Farmer и Lio, 1997). Многобројна

истраживања су показала да се највеће промене редокс потенцијала дешавају током

експоненцијалне фазе раста, када се одвијају најинтензивнији метаболички процеси

(Kukec и сар., 2002). Праћење редокс потенцијала током раста микроорганизама даје

јасну слику о оксидативном статусу у подлози, у којој се дешавају различите

метаболичке реакције.

На графикону 5.5.1. приказане су промене редокс потенцијала у

ферментационој течности хранљивих подлога током раста гљиве Aspergillus niger од

транутка инокулације до 16. дана.

Почетне вредности редокс потенцијала течних подлога пре инокулације

износиле су 340 mV у контроли, и 80 mV у подлогама Д3 и нкД3. У контролној

подлози вредности редокс потенцијала кретале су се у правцу смањења од момента

инокулације до краја експеримента, са изузетком од 3. дана до 6. дана. Најзначајније
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промене редокс потенцијала забележене су од момента инокулације до 3. дана и од 6.

дана до 12. дана. За разлику од контролне подлоге, вредности редокс потенцијала у

подлози Д3 кретале су се у правцу повећања од момента инокулације до 9. дана.

Статистички најзначајније промене редокс потенцијала забележене су у фази

екпоненцијалног раста.

График 5.5.1. Промене редокс потенцијала A. niger

На графикону 5.5.2. приказане су промене редокс потенцијала у

ферментационој течности током раста гљиве Penicillium chrysogenum у контролној

подлози и у подлози са детерџентом 0,3% концентрације.

Током експерименталног периода није било промена редокс потенцијала у

негативној контроли. У контролној Чапековој подлози и подлози Д3, вредности

редокс потенцијала мењале су се у зависности од састава подлоге и периода

култивације гљиве, слично променама pH. Највеће промене редокс потенцијала у

контролној подлози забележене су у периоду од инокулације до 6. дана. У почетној

фази раста гљиве дошло је до благог пада редокс потенцијала (3. дана) а затим до

наглог повећања у еспоненцијалној фази раста (6. дана). Током стационарне фазе и

аутолизе дошло је благих промена редокс потенцијала али оне нису биле статистички

значајне. У подлози Д3, вредности редокс потенцијала су се кретале у правцу
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повећања од инокулације до 16. дана. Изузетак је забележен само у периоду од 9.

дана до 12. дана, када је дошло до смањења вредности редокс потенцијала. Највеће

промене редокс потенцијала у овој подлози десиле су се у периоду од 3. дана до 6.

дана и од 12. дана до 16. дана.

График 5.5.2. Промене редокс потенцијала P. chrysogenum

На графикону 5.5.3. приказане су промене редокс потенцијала у

ферментационој течности током раста гљиве Penicillium cyclopium у контролној

подлози и у подлози са детерџентом 0,3% концентрације.

Вредности редокс потенцијала су се мењале током читавог периода

култивације гљиве у контролној подлози и у подлози Д3. Највеће промене редокс

потенцијала у контроли забележене су у првих 6 дана култивације гљиве, када је

дошло до наглог смањења редокс потенцијала. Међутим, вредности редокс

потенцијала су се смањивале и током стационарне фазе од 6. дана до 9. дана, али те

промене нису биле статистички значајне. Једино значајно повећање редокс

потенцијала у овој подлози забележено је од 9. дана до 12. дана и поклапа се са фазом

аутолизе. У подлози Д3, вредности редокс потенцијала су се повећавале од тренутка

инокулације до 12. дана. Статистички значајне промене редокс потенцијала

забележене су у периоду од 6. до 9. дана. Смањење редокс потенцијала забележено је
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од 12. до 16. дана, као и у контроли. У овом периоду вредности редокс потенцијала

биле су веома сличне у обе подлоге.

График 5.5.3. Промене редокс потенцијала P. cyclopium

На графикону 5.5.4. приказане су промене редокс потенцијала у

ферментационој течности током раста гљиве Trichoderma harzianum у контролној

подлози и у подлози са детерџентом 0,3% концентрације.

Вредности редокс потенцијала у контролној подлози имале су тенденцију

опадања од момемта инокулације до краја експеримента, са изузетком од 3. дана до 6.

дана, када је дошло до благог повећања редокс потенцијала. Најзначајније промене

редокс потенцијала забележене су у периоду од инокулације до 3. дана, и у периоду

од 6. дана до 12. дана. Супротно, вредности редокс потенцијала у подлози Д3 имале

су тенденцију раста током читавог периода култивације гљиве. Благе промене редокс

потенцијала забележене су у периоду од инокулације до 6. дана, а статистички

најзначајне промене забележене су од 6. дана до 9. дана.
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График 5.5.4. Промене редокс потенцијала T. harzianum

На графикону 5.5.5 приказане су промене редокс потенцијала у

ферментационој течности током раста гљиве Mucor racemosus у контролној подлози и

у подлогама са детерџентом 0,3% и 0,5% концентрације.

Вредности редокс потенцијала хранљивих подлога мењале су се у зависности

од њиховог састава и фаза раста гљиве. Најзначајније промене редокс потенцијала

забележене су у првих 6 дана култивације гљиве у све три хранљиве подлоге. У

контролној подлози, вредности редокс потенцијала су се нагло смањивале током

експоненцијалног раста, од инокулације до 6. дана, а незнатно су се повећавале током

стационарне фазе и аутолизе. У подлози Д3, вредности редокс потенцијала су се

повећавале од момента инокулације до краја огледа. Статистички најзначајније

промене забележене су у експоненцијалној фази раста (3. дана) и од 9. дана до 12.

дана. У подлози Д5, вредности редокс потенцијале су се повећавале од момента

инокулације до краја огледа, са изузетком од 6. дана до 9. дана. Статистички

најзначајније промене у овој подлози забележене су у периоду од 3. до 6. дана и у

периоду од 9. дана до 16. дана.
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График 5.5.5. Промене редокс потенцијала M. racemosus

5.6. Продукција слободних и укупних органских киселина

Органске киселине представљају кључни фактор алкалне толеранције, посебно

интрацелуларне јонске хомеостазе. Када је унутрашња pH већа од спољашње (изнад

pKa), органске киселине постоје у дисосованом облику у цитоплазми што доводи до

пораста унутрашње киселости. Ове киселине се излучују у екстрацелуларну средину

и смањују спољашњу pH. Концентрација слободних органских киселина (титрациона

киселост) одговара броју протона који се неутралишу јаким базама у процесу

титрације. Међутим, органске киселине постоје и у везаном облику. Збир количине

слободних и везаних органских киселина представља количину укупних органских

киселина. Према Strasser и сар., (1994) садржај свих органских киселина повећава се

значајно за време алкалног стреса. Према Wang и сар, (1999) у условима алкалног

стреса, количина неорганских анјона се смањује што изазива већу акумулацију

органских киселина, посебно малата и цитрата. Када је сахароза у подлози једини

извор угљеника, сирћетна киселина је доминанта у пулу слободних органских

киселина. Wang и сар., (1999) су показали да сирћетна, пропионска, изовалеријанска

киселина доминантне киселине у процесу дигестије активног муља.
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У овом истраживању испитивана је концентрација слободних и укупних

органских киселина у различитим фазама развоја гљива у контролној подлози и

подлози са детерџентом, а резултати су приказани графиконима од 5.6.1. до 5.6.6.

Концентрације слободних и укупних органских киселина гљиве Aspergilus

niger у ферментационој течности контролне подлоге и подлози Д3 које је гљива

продуковала током свог раста, представљена је на графикону 5.6.1.

График 5.6.1. Слободне (ФОА) и укупне (ТОА) органске киселине A. niger

Концентрација ТОА коју је гљива продуковала током раста и развоја у

хранљивим подлогама била је променљива у зависности од састава подлоге и фазе

развића гљиве. У раној фази раста (3. дана), концентрација ТОА била је двоструко

већа у подлози Д3 у односу на контролу. Супротан ефекат је забележен 6. дана, током

експоненцијалног раста гљиве, када је двоструко већа количина ФОА измерена у К

подлози. Међутим, уласком гљиве у стационарну фазу и током аутолизе,

концентрација киселина се драстично смањила у контроли. У подлози Д3, гљива је

продуковала најмању количину ФОА (0,38%) током аутолизе (9. дана) али се ова

количина повећавала паралелно са растом мицелијума и била је максимална 16. дана

(1,2%).
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На графикону 5.6.2. приказане су концентрације слободних и укупних

органских киселина које је продуковала гљива Penicillium chrysogenum у

ферментационој течности током раста у контролној подлози и Д3 подлози.

График 5.6.2. Слободне (ФОА) и укупне (ТОА) органске киселине

P.chrysogenum

Концентрација слободних органских киселина (ФОА) се повећавала у К

подлози за време експоненцијалног раста од 0,04% до 0,08%, што представља

максималну концентрацију ФОА у овој подлози. Уласком гљиве у стационарну фазу

концентрација ФОА се благо смањивала све до почетка аутолизе када се

концентрација киселина поново повећала. Максималну количину ФОА у подлози Д3

гљива је продуковала 6. дана и 12. дана, и ове вредности су нешто веће од

максималних вредности измерених у К подлози. Значајно смањење концентрације

ФОА у подлози Д3 измерено је у раној и касној стационарној фази.

Концентрација укупних органских киселина (ТОА) у контролној подлози била

је максимална у фази експоненцијалног раста, 9. дана. Међутим, старењем гљиве

продукција ТОА се незнатно смањивала. Супротан ефекат је забележен у подлози Д3.

Старењем гљиве укупна киселост се повећавала, нарочито у периоду од 12. дана до
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16. дана. Максимална девијација између подлога је забележена 16. дана, када је

концентрација ТОА била око 4 пута већа у подлози Д3 у односу на контролу.

Концентрације слободних и укупних органских киселина гљиве Penicillium

cyclopium у ферментационој течности контролне подлоге и подлоге Д3, представљена

је на графикону 5.6.3.

График 5.6.3. Слободне (ФОА) и укупне (ТОА) органске киселине P.cyclopium

Концентрација ФОА у К подлози благо се смањивала током експонцијалног

раста, и била је у корелацији са порастом pH вредности контролне подлоге. Највеће

промене концентрације ФОА су забележене почетком аутолизе, од 9. дана до 12. дана,

када се концентрација ФОА удвостручила (од 0,03% до 0,06%). У подлози Д3,

концентрација ФОА се повећавала паралелно са растом мицелијума, а највеће

промене су забележене од 9. дана до 12. дана (од 0,08% до 0,14%).

Концентрација ТОА коју је гљива продуковала током раста и развоја у

хранљивим подлогама била је променљива у зависности од састава подлоге и фазе

развића гљиве. У контролној подлози, концентрација ТОА се повећавала равномерно

током екпоненцијалног раста и највећа је била у стационарној фази (1,0%), 9. дана.

Почетком аутолизе (12. дана), дошло је до наглог смањења концентрације ТОА, а 16.
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дана концентрација је била 4 пута мања у односу на максималну вредност. У подлози

Д3, најмања количина ТОА је измерена 3. дана, али се она значајно повећавала током

експоненцијалног раста до 9. дана. Највећа количина ТОА (1,2%) је измерена 12.

дана, у стационарној фази. Гљива је продуковала већу количину ТОА у подлози Д3 у

односу на контролу.

Концентрације слободних и укупних органских киселина гљиве Trichoderma

harzianum у ферментационој течности контролне подлоге и подлози Д3,

представљена је на графикону 5.6.4.

График 5.6.4. Слободне (ФОА) и укупне (ТОА) органске киселине

T.harzianum

Концентрација ФОА у К подлози смањивала се током читавог

експерименталног периода, упоредо са опадањем pH вредности контролне подлоге.

Најмање промене концентрације ФОА су измерене у раној фази раста, од 3. дана до 6.

дана, а незнатно веће промене у касној експоненцијалној фази, од 6. дана до 9. дана.

Од почетка стационарне фазе до краја експерименталног периода нису забележене

промене концентрације ФОА. У подлози Д3, концентрација ФОА се повећавала

током читавог експериманталног периода, упоредо са опадањем pH подлоге. Најмања

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

0.80

0.90

1.00

1.10

1.20

1.30

3 6 9 12 16

О
рг

ан
ск

е 
ки

се
ли

не
, %

Време, дани

ФОА К ФОА Д3 ТОА К ТОА Д3



Докторска дисертација

109

концентрација ФОА (0,03%) је забележена 3. дана, а највећа (0,12%) 16. дана. Гљива

је продуковала око 1,5 пута већу количину ФОА у подлози Д3 у односу на контролу.

Гљива је продуковала различиту концентрацију ТОА током раста и развоја у

хранљивим подлогама у зависности од састава подлоге и фазе развића гљиве. У фази

експоненцијалног раста, гљива је продуковала највећу концентрацију ТОА (1,13%) у

контролној подлози. Преласком из експоненцијалне у стационарну фазу

концентрација ТОА се смањила око 2,5 пута, и до краја експерименталног периода се

није битније мењала. Продукција ТОА у подлози Д3 се повећавала паралелно са

растом мицелијума. Највеће повећање концентрације ТОА (од 0,69% до 1,06%)

забележено је у фази експоненцијалног раста, од 6. дана до 9. дана. У стационарној

фази је дошло до благог смањења продукције ТОА. Максималне вредности ТОА које

је гљива продуковала у обе подлоге биле су веома уједначене.

Концентрације слободних и укупних органских киселина гљиве Mucor

racemosus у ферментационој течности контролне подлоге и подлогама Д3 и Д5 које је

гљива продуковала током свог раста, представљена је на графикону 5.6.5.

График 5.6.5а. Слободне (ФОА) органске киселине M.racemosus

Концентрација ФОА у ферментационој течности повећавала се благо или

знатно старењем мицелијума, у зависности од састава подлоге. Количина ФОА у К
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подлози повећавала се током експоненцијалне фазе раста од 0,04% до 0,06%, и

почетком аутолизе од 0,06% до 0,09%. Концентрација ФОА коју је гљива

продуковала у подлози Д3 била је знатно већа у односу на контролу. Највећа

количина ФОА у овој подлози (0,14%) измерена је за време секундарне

експоненцијалне фазе раста, 12. дана. Највеће одступање количине ФОА било је у Д5

подлози у односу на остале две подлоге. Концентрација ФОА се повећавала од 0,02%

до 0,06% током примарне експоненцијалне фазе раста, али је најзначајније повећање

забележено током секундарне експоненцијалне фазе, од 0,06% до 0,12%. Максимална

концентрација ФОА коју је гљива продуковала у обе подлоге са детерџентом била је

идентична, и већа око 50% у односу на контролу.

Концентрација ТОА коју је гљива продуковала током раста и развоја у

хранљивим подлогама била је променљива у зависности од састава подлоге и фазе

развића гљиве. У раној фази раста (3. дана), концентрација ТОА била је веома

уједначена у различитим подлогама. Разлике су почеле да се испољавају 6. дана, када

је највећа количина ТОА измерена у подлози Д3 (1,13%) а значајно мања количина је

измерена у К (0.63%) и Д5 подлози (0.4%). Концентрација ТОА се незнатно

повећавала у К подлози или веома значајно у подлози Д3 од 6. дана до 9. дана.

Супротан ефекат је забележен у подлози Д5 у којој се концентрација ТОА незнатно

смањивала. Интересантно, концентрација ТОА се благо смањивала (од 1,5% до

1,23%) у подлози Д3 али се драстично повећавала од 0,35% до 1,5%, у периоду од 9.

дана до 16. дана. Максимална количина ТОА у обе подлоге са детерџентом била је

идентична и већа у поређењу са контролом.
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График 5.6.5б. Укупне (ТОА) органске киселине M.racemosus

На графикону 5.6.6 приказане су максималне вредности органских киселина

које су гљиве продуковале у хранљивим подлогама током експеримента. У

контролној подлози највећу количину ТОА продуковала је гљива A. niger, а најмању

M. racemosus. У подлози Д3, највећу количину ТОА продуковала је P. chrysogenum, а

затим гљиве P. cyclopium, A. niger, M. racemosus, а најмању T. harzianum. У подлози

Д5, Mucor racemosus је продуковала већу количину ТОА у односу на подлогу Д3.

Највећу количину ФОА у контролној подлози продуковале су M. racemosus и A. niger,

а најмању P. cyclopium. У подлози Д3, највећу количину ФОА продуковале су M.

racemosus и P. cyclopium, а најмању P. chrysogenum. Гљива M. racemosus продуковала

је мању количину ФОА у подлози Д5 у односу на подлогу Д3.
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Графикон 5.6.6. Максималне вредности слободних (ФОА) и укупних (ТОА)

органских киселина у подлогама

5.7. Продукција протеина у хранљивим подлогама

Протеини су азотна једињења и састоје се од 20 различитих аминокиселина.

Свим живим бићима су неопходни за раст и развој и служе као извор енергије, али и

за синтезу ћелијских мембрана и ензима (Chouhan и сар., 2013). Филаментозне гљиве

се у великом обиму користе за производњу протеина ферментационом технологијом у

многим индустријским гранама: хемијској, детерџентној и прехрамбеној (Kathiresan и

Manivannan 2006; Moreira и сар., 2001). Иако је механизам секреције протеина

недовољно познат на молекуларном нивоу, ипак се зна да морфологија гљива (пелети

и слободни филаменти) и услови хранљиви подлоге (инокулум, pH, температура,

брзина аерације, употреба полимерних адитива или сурфактаната) јако утичу на

секрецију протеина (Metz и Kossen, 1977). Присуство детерџента и активних

компоненти типа етоксилованих алкохола може деловати стимулативно или

инхибиторна на продукцију протеина у зависности од врсте гљива и примењене

концентрације (Стојановић, 1990). У овом истраживању испитиван је утицај

комерцијалног детерџента који је додат у хранљиву подлогу на продукцију протеина
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гљива у поређењу са контролном подлогом која садржи сахарозу као једини извор

угљеника. Резултати су приказани на графиконима 5.7.1. до 5.7.6.

Количина укупних протеина у ферментационој течности контролне и подлоге

са детерџентом (Д3) гљиве Aspergilus niger приказана је на графикону 5.7.1.

Графикон 5.7.1. Продукција протеина Aspergilus niger

Гљива је продуковала велику количину протеина у контролној подлози.

Количина протеина се благо повећавала од 3. дана до 12. дана када је измерена

максимална количина протеина у подлози. Изузетак је благо смањење количине

протеина у подлози, у фази експоненцијалног раста (од 3. дана до 6. дана), што је у

корелацији са максималном протеолитичком активношћу. У подлози са детерџентом,

количина укупних протеина повећавала се линеарно са временом култивације гљиве,

тако да је максимална продукција протеина измерена 16. дана. Продукција протеина

била је инхибирана присуством детерџента у подлози.

Количина укупних протеина у ферментационој течности контролне и подлоге

са детерџентом (Д3) гљиве Penicillium chrysogenum приказана је на графикону 5.7.2.
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Графикон 5.7.2. Продукција протеина P.chrysogenum

Гљива је продуковала велику количину протеина у контролној подлози.

Количина протеина се повећавала упоредо са растом и развојем мицелијума, а

максимална количина протеина је измерена у фази експоненцијалног раста, 6. дана.

Након тога, значајно мања количина протеина је измерена 9. дана, што је у

корелацији са максималном протеолитичком активношћу. У фази аутолизе (12. дана)

дошло је до благог повећања количине протеина у контролној подлози. У подлози са

детерџентом, количина укупних протеина повећавала се линеарно са временом

култивације гљиве, тако да је максимална продукција протеина измерена 16. дана.

Изузетак је благо смањење количине протеина у подлози у периоду од 6. дана до 9.

дана, што је у корелацији са максималном протеолитичком активношћу. Укупна

количина протеина у подлози Д3 била је мања у односу на количину протеина у

контроли.

Гљива Penicillium cyclopium продуковала је већу количину протеина у

ферментационој течности хранљиве подлоге са детерџентом (Д3) у односу на

контролну подлогу. Концентрација протеина у ферментационој течности контролне

подлоге била је веома мала у почетним фазама развоја гљиве, али је у периоду од 6.

дана до 12. дана дошло до значајног повећања количине протеина, када је измерена
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максимална вредност. У подлози са детерџентом, продукција протеина је такође била

слаба до 6. дана, затим се нагло повећала у периоду од 6. дана до 9. дана. До краја

експерименталног периода количина протеина се није значајније мењала, али је

максимална количина протеина измерена 16. дана. Резултати су приказани на

графикону 5.7.3.

Графикон 5.7.3. Продукција протеина P. cyclopium

Гљива Trichoderma harzianum продуковала је већу количину протеина у

контролној подлози у односу на подлогу са детерџентом (Д3). Концентрација

протеина у ферментационој течности контролне подлоге се благо повећавала са

развојем мицелијума, од 3. дана до 12. дана, када је забележена максимална количина

протеина. Међутим, у периоду од 12. дана до 16. дана дошло је до значајног смањења

количине протеина у подлози. У подлози са детерџентом, количина протеина је била

готово занемарљива током првих 6 дана раста гљиве. Значајно повећање количине

протеина у подлози забележено је од 6. дана до 9. дана. Након тога, количина

протеина повећавала се линеарно са временом култивације гљиве, тако да је

максимална продукција протеина измерена 16. дана. Резултати су приказани на

графикону 5.7.4.
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Графикон 5.7.4. Продукција протеина T. harzianum

Гљива Mucor racemosus продуковала је једнаку количину протеина у контроли

и подлози са 0,3% детерџентом, док је продукција протеина у подлози са 0,5%

детерџентом била знатно слабија (графикон 5.7.5). У контролној подлози гљива је

продуковала мању количину протеина у почетним фазама развоја мицелијума, али је

до наглог повећања продукције дошло у периоду од 6. дана до 9. дана. Након тога,

количина протеина се није значајније мењала до краја експериманта, али је највећа

количина протеина у овој подлози измерена је у фази аутолизе (12. дана). Смањење

количине протеина у контроли је забележено у фази експоненцијалног раста (6. дана)

што је у корелацији са максималном протеолитичком активношћу. У подлози Д3,

гљива је продуковала већу количину протеина у фази експоненцијалног раста у

односу на контролу. Количина протеина у овој подлози се постепено смањивала од 3.

дана до 9. дана, што је у корелацији са максимамном протеолитичком активношћу.

Међутим, количина протеина у овој подлози значајно се повећала од 9. дана до 12.

дана, када је измерена максимална вредност. У подлози Д5, количина протеина се

линеарно повећавала са периодом култивације гљиве, тако да је највећа количина

протеина измерена 16. дана.
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Графикон 5.7.5. Продукција протеина M. racemosus

Максимална продукција протеина гљива у хранљивим подлогама приказана је

на графикону 5.7.6. Детерџент је испољио инхибиторно или стимулативно дејство на

продукцију протеина у зависности од врсте гљиве и концентрације у подлози.

Детерџент додат у хранљиву подлогу у концентрацији 0,3% утицао је на веома

значајно смањење количине протеина P. chrysogenum (око 4 пута) и T. harzianum (око

3 пута), незнатно смањење количине протеина A. niger, али је утицао на повећање

количине протеина P. cyclopium (око 1,5 пута). Код гљиве M. racemosus, нижа

концентрација детерџента (0,3%) није утицала на промену количине протеина, док је

виша концентрација (0,5%) утицала на смањење количине протеина у подлози.

Резултати показују да се тестиране гљиве могу користити као организми за

продукцију различитих протеина у биотехнологији, посебно врста P. chrysogenum.
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Графикон 5.7.6. Максимална продукција протеина у подлогама

5.8. Квалитативни и квантитативни састав аминокиселина

Аминокиселине су азотна једињења и служе као извор енергије и изграђују

протеине. Двадесет различитих аминокиселина је неопходно за раст и развој гљива.

Филаментозне гљиве у фази раста продукују екстрацелуларне аминокиселине у

хранљиву подлогу, у зависности од времена инкубације. Најчешће идентификоване

аминокиселине филаментозних гљива су глутамин, глицин, фенилаланин, триптофан,

изолеуцин, леуцин, лизин, метионин, треонин и валин. 13 различитих аминокиселина

изоловано је из културе и ферментационе течности Aspergillus (Woolley и Peterson,

1937). Концентрација аминокиселина зависи од старости организма и спољашњих

услова (Sueoka, 1961; Holden, 1962). Такође, састав хранљиве подлоге утиче на

квалитативни и квантитативни састав аминокиселина. Aspergillus wentii у подлози са

сахарозом продукује валин, серин, глутаминску киселину и цитин, а на подлози са

глукозом глутаминску киселину, леуцин, хидрокси пролин (Chouhan и сар., 2013).

Код гљива A. niger и P. verrucosum присуство детерџента у хранљивој подлози утиче

на квалитет и квантитет екскретованих аминокиселина. Код A. niger детерџент

стимулише продукцију 15 аминокиселина, а најзаступљеније су аспарагинска,
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глутаминска, аргинин, лизин, аланин и пролин. Детерџент инхибира продукцију 13

аминокиселина код гљиве P. verrucosum, али стимулише продукцију изолеуцина и

леуцина (Стојановић, 2000). Код F. oxysporum, детерџент стимулише продукцију

већине аминокиселина, док код T. roseum има супротно дејство (Стојановић, 1989). У

овом истраживању је испитиван квалитативни и квантитативни састав аминокиселина

у контролној подлози и у подлози са комерцијалним детерџентом анјонског типа.

Резултати су приказани табеларно (табела 5.1) и графички (графикони од 5.8.1 до

5.8.11).

У течној хранљивој подлози по Чапеку све тестиране врсте гљива су

продуковале аланин, а осим аланина гљиве Penicillium cyclopium и Mucor racemosus

су продуковале и аргинин. Квантитавно најзаступљенија аминокиселина у контролној

подлози је аргинин код P. cyclopium (4038 μg L-1) и M. racemosus (2875 μg L-1). У течној

подлози са детерџентом 0,3% концентрације, гљиве Penicillium chrysogenum,

Penicillium cyclopium и Trichoderma harzianum су продуковале аргинин и глутамат.

Гљива Aspergillus niger је у подлози Д3 продуковала аланин, глицин и глутамат. Код

гљиве Mucor racemosus присуство детерџента 0,3% концентрације није утицало на

квалитативни састав већ само на квантитативни састав аминокиселина, тако да је

концентрација аргинина била је око 1,5 пута мања, а аланина око 2,5 пута мања у

односу на контролу. Међутим, присуство детерџента 0,5% концентрације у хранљивој

подлози утицало је на продукцију укупно 5 аминокиселина: аргинин, аланин, валин,

серин и глутамат. Квантитативно најзаступљенија аминокиселина била је аргинин

(4487 μg L-1) и њена концентрација је била незнатно већа у односу на контролу.
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Табела 5.1. Квалитативни и квантитативни састав аминокиселина 16. дана

Врста гљива Подлога

Квалитативни

састав

аминокиселина

Квантитативни

састав

аминокиселина

C / μg L-1

Ретенционо

време

t / min.

Penicillium

chrysogenum

K Аланин 391 6.47

Д3
Аргинин

Глутамат

5080

273

1.77

31.15

Trichoderma

harzianum

K Аланин 550 6.47

Д3
Аргинин

Глутамат

5570

482

1.77

31.15

Aspergillus

niger

K Аланин 406 6.47

Д3

Аланин

Глицин

Глутамат

5110

4390

432

6.47

7.50

31.15

Penicillium

cyclopium

K
Аргинин

Аланин

4038

603

1.77

6.47

Д3
Аргинин

Глутамат

4318

395

1.77

31.15

Mucor

racemosus

K
Аргинин

Аланин

2048

305

1.77

6.47

Д3
Аргинин

Аланин

2875

228

1.77

6.47

Д5

Аргинин

Аланин

Валин

Серин

Глутамат

4487

893

637

338

344

1.77

6.47

8.73

10.20

31.15
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Графикон 5.8.1. Аминокиселине A. niger у контроли

Графикон 5.8.2. Аминокиселине A. niger у Д3 подлози
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Графикон 5.8.3. Аминокиселине P. chrysogenum у контроли

Графикон 5.8.4. Аминокиселине P. chrysogenum у Д3 подлози
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Графикон 5.8.5. Аминокиселине T. harzianum у контроли

Графикон 5.8.6. Аминокиселине T. harzianum у Д3 подлози
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График 5.8.7. Аминокиселине P. cyclopium у контроли

График 5.8.8. Аминокиселине P. cyclopium у Д3 подлози
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Графикон 5.8.9. Аминокиселине Mucor racemosus у контроли

Графикон 5.8.10. Аминокиселине Mucor racemosus у Д3 подлози



Докторска дисертација

126

График 5.8.11. Аминокиселине Mucor racemosus у Д5 подлози

5.9. Утицај детерџента на активност киселе и алкалне инвертазе

Инвертазе су ензими који хидролизују дисахарид сахарозу на глукозу и

фруктозу. Већина гљива има и интрацелуларне и екстрацелуларне инвертазе (Gillespie

и сар., 1952; Crewther и сар., 1953), које се разликују по положају у ћелији (ћелијски

зид, вакуоле или цитоплазма), растворљивости (растворљиве или нерастворљиве у

пуферу мале јонске јачине), оптималној pH (кисели или наутралне/алкалне) и

изоелектричној тачки (pI). Резултати многих истраживања су потврдили да активност

ових ензима зависи од врсте подлоге и фазе развоја гљива. Инвертазе су изоловане и

окарактерисане код многих филаментозних гљива: Penicillium, Neurospora,

Aspergillus, итд., (Poonawalla, 1965; Ashok Кumar и сар., 2001; Guimaraes и сар., 2009).

Истраживања Vainstein и Peberdy (1991) су показала да Aspergillus nidulans продукује

екстрацелуларне инвертазе на подлози са сахарозом или рафинозом, а ензимски

максимум је достигнут након 15 h инкубације на 28°C. Резултати Poonawalla и сар.,

(1965) су показали да у субмерзној ферментацији P. chrysogenum и S. cerevisiae

продукују и интра- и екстрацелуларну инвертазу, а да је максимум ензимске

активности забележен између 72 и 96 h у подлози са 30 g L-1 сахарозе.
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У овом истраживању испитивана је активност киселе и алкалне инвертазе у

контролној подлози која садржи сахарозу и у подлози са детерџентом, а резултати су

приказани на графиконима од 5.9.1. до 5.9.6.

Активност киселе и алкалне инвертазе гљиве Aspergilus niger за време њеног

раста и развоја у контролној подлози и у подлози Д3, приказана је на графикону 5.9.1.

Графикон 5.9.1. Активност киселе и алкалне инвертазе A. niger

Активност киселе инвертазе у контролој подлози била је веома изражена.

Слабија ензимска активност је измерена у раним фазама развоја гљиве. Нагло

повећање ензимске активности забележено је у периоду од 6. до 9. дана, када је

достигла максималну вредност (0.93 IU mL-1). Нагло смањење ензимске активности

забележено је у периоду од 9. дана до 12. дана, када је активност ензима била потпуно

инхибирана. Присуство детерџента 0,3% концентрације у подлози утицало је на

потпуну инхибицију активности киселе инвертазе. Активност алкалне инвертазе није

регистрована у контролној подлози током читавог периода култивације гљиве.

Међутим, активност алкалне инвертазе у подлози Д3 повећавала се паралелно са

развојем мицелијума, од 3. дана до 9. дана, нарочито у периоду од 12. дана до 16.

дана, када је измерен ензимски максимум (0.09 IU mL-1).
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На графикону 5.9.2. приказана је активност киселе и алкалне инвертазе P.

chrуsogenum за време њеног раста и развоја у контролној подлози и у подлози Д3.

Графикон 5.9.2. Активност киселе и алкалне инвертазе P. chrуsogenum

Активност алкалне инвертазе није регистрована у контролној подлози, али је

променљива ензимска активност регистрована у подлози Д3, нарочито 6. дана и 12.

дана. Активност киселе инвертазе била је изражена током читавог експерименталног

периода у контролној подлози, са максимумом 9. дана (0.98 IU mL-1). Међутим,

активност киселе инвертазе била је изузетно слаба у подлози Д3 и изражена само у

фази раста мицелијума од 3. дана до 6. дана. У осталим фазама развоја гљиве

ензимска активност је била потпуно инхибирана.

На графикону 5.9.3. приказана је активност киселе и алкалне инвертазе гљиве

Penicillium cyclopium у контролној подлози и подлози са 0,3% детерџентом.
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Графикон 5.9.3. Активност киселе и алкалне инвертазе P. cyclopium

Активност киселе и алкалне инвертазе измерена је и у контроли и у подлози

Д3. У контролној подлози, активност киселе инвертазе била је изражена у фази

експоненцијалног раста мицелијума, нагло се повећавала од 3. дана до 6. дана када је

измерен ензимски максимум (0.04 IU mL-1). Почетком стационарне фазе дошло је до

смањења ензимске активности, а најмања активност је измерена у фази аутолизе (12.

дана). Присуство детерџента 0,3% концентрације у подлози стимулисало је активност

киселе инвертазе у односу на контролу. Максимална ензимска активност у подлози

Д3 измерена је 9. дана (0.06 IU mL-1). Активност алкалне инвертазе у контролној

подлози била је изражена 6. дана и 12. дана, када је достигла максималну вредност

(0.21 IU mL-1). У контролној подлози, активност алкалне инвертазе била је већа од

активности киселе инвертазе. У подлози Д3, активност алкалне инвертазе била је

знатно слабија у односу на активност киселе инвертазе. Максимална вредност

ензимске активности је измерена 16. дана (0.05 IU mL-1).

На графикону 5.9.4 приказана је активност киселе и алкалне инвертазе гљиве

Trichoderma harzianum у контролној подлози и у подлози Д3.
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Графикон 5.9.4. Активност киселе и алкалне инвертазе T. harzianum

Активност киселе инвертазе била је слаба у почетној фази раста мицелијума од

3. дана до 6. дана, али се нагло повећала у периоду од 6. дана до 9. дана, када је

достигла максималну вредност (0.08 IU mL-1). Нагло смањење ензимске активности

уследило је у периоду од 9. дана до 12. дана, када је активност ензима била потпуно

инхибирана у контроли, али је забележена променљива ензимска активност у подлози

Д3, нарочито 6. дана и 12. дана. Активност киселе инвертазе била је изражена током

читавог експерименталног периода у контроли, са максимумом 9. дана. Међутим,

активност киселе инвертазе била је изузетно слаба у подлози Д3 и изражена само у

фази раста мицелијума, од 3. дана до 6. дана. У осталим фазама развоја гљиве била је

потпуно инхибирана. Изузетно слаба активност киселе инвертазе измерена је у

подлози Д3, 3. дана и 9. дана. Активност алкалне инвертазе у контролној подлози

измерена је у раним фазама раста мицелијума, са максимумом 3. дана. Међутим,

ензимска активност се смањивала са продужењем периода култивације и најмања је

била 16. дана. У подлози Д3, активност алкалне инвертазе је била занемарљива до 6.

дана, када је дошло до наглог повећања ензимске активности и максимум је измерен

12. дана (0.07 IU mL-1).
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Алкална инвертазна активност гљиве Mucor racemosus у контроли нагло се

повећавала у фази експоненцијалног раста, од 3. дана до 6. дана, а благо се смањивала

у стационарној фази. Међутим, максимална ензимска активност (0.43 IU mL-1) је

измерена за време аутолизе (12. дана). Присуство детерџента 0,3% концентрације у

подлози деловало је инхибиторно на ензимску активност у поређењу са контролом.

Максимална ензимска активност у подлози Д3 (0.17 IU mL-1) је измерена за време

секундарне експоненцијалне фазе раста (12. дана), али је ензимска активност била

мања у поређењу са контролом. Супротно, динамика ензимске активности гљиве била

је веома слична у подлози Д5 и у контроли, у периоду од 3. дана до 9. дана. У подлози

Д5, максимална ензимска активност је измерена 6. дана (0.25 IU mL-1) током

примарне експоненцијалне фазе раста и била је незнатно већа од вредности измерене

у контролној подлози. Резултати су приказани на графикону 5.9.5.

Графикон 5.9.5. Активност киселе и алкалне инвертазе M. racemosus

Утицај детерџента на активност алкалне и киселе инвертазе гљива у односу на

контролну подлогу приказан је на графикону 5.9.6.
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Графикон 5.9.6. Максимална инвертазна активност гљива у подлогама

Код гљива P. chrysogenum и A. niger забележена је само кисела инвертазна

активност у контролној подлози, док је код осталих гљива регистрована и алкална

инвертазна активност. Код гљива M. racemosus и P. cyclopium активност алкалне

инвертазе била је од 2 до 3 пута већа од активности киселе инвертазе. У подлози Д3,

активност алкалне инвертазе била је стимулисана или инхибирана детерџентом у

зависности од врсте гљиве. Највеће стимулативно дејство детерџент је испољио на

активност алкалне инвертазе гљива P. chrysogenum, A. niger и T. harzianum. Супротно

дејство детерџент је имао на ензимску активност гљива M. racemosus и P. cyclopium.

У подлози са детерџентом активност киселе инвертазе гљива била је инхибирана,

изузев код гљиве P. cyclopium код које је детерџент испољио стимулативно дејство.

Максималне активности ензима забележене су у фази експоненцијалног раста гљива

али и у фази аутолизе, што указује на присуство екстрацелуларних и

интрацелуларних ензима у ферментационој течности. Изузетна ензимска активност

гљива P. chrysogenum и A. niger у контролној подлози указује на потенцијалну

примену ових гљива у индустријској производњи инвертаза.
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5.10. Утицај детерџента на активност алкалне протеазе

Протеазе су хидролитички ензими који катализују раскидање пептидних веза у

протеинима на мање пептидне фрагменте. Деле се на алкалне, киселе и неутралне у

зависности од интервала pH у коме испољавају максималну активност. Комерцијално

најзначајније алкалне протеазе су добијене из Aspergillus sydowi (Danno и Yoshimura,

1967), A. mellieus (Ito и Sugira, 1968), A. fumigatus (Monod и сар., 1991, Larcher и сар.,

1992), и Aspergillus oryzae (Malathi и Chakraborthy, 1991). Протеазе се примењују у

разним областима индустрије: детерџентној, фармацеутској, кожној, фотографској,

прехрамбеној и пољопривредној. На продукцију ензима велики утицај имају

компоненте хранљиве подлоге које служе као извор угљеника и азота, температура,

pH, дужина инкубације и др. (Rani и сар., 2012). Протеазе Bacillus врста показале су

одличну стабилност и компатибилност са комерцијалним детерџентима (Mala и сар.,

2010). Са друге стране, анјонски сурфактанти као што су SDBS и SDS испољавају

јако инхибиторно дејство на ензимску активност већине микроорганизама (Грбавчић

и сар., 2009; Израел Живковић и сар., 2009). Поларне главе SDS или SDBS везују се

за активни центар ензима јонским интеракцијама које изазивају конформационе

промене ензима. Нејонски сурфактанти попут етилен оксида, везују се за активни

центар ензима водоничним везама и побољшавају конформациону флексибилност.

У овом истраживању испитивана је протеолитичка активност гљива у

контролној подлози са сахарозом и у подлози са тестираним комерцијалним

детерџентом, а резултати су приказани на графиконима од 5.10.1. до 5.10.6.

Протеолитичка активност ферментационе течности гљиве Aspergillus niger у

контролној подлози била је слаба и изражена само одређеним фазама развоја гљиве.

Максимална ензимска активност (0.18 IU mL-1) је измерена у фази експоненцијалног

раста (3. дана), а затим је нагло опадала до 6. дана, и била потпуно инхибирана до 12.

дана. Међутим, почетком аутолизе (од 12. дана до 16. дана) дошло је до повећања

ензимске активности у контроли. Присуство детерџента у хранљивој подлози (Д3)

стимулисало је активност протеолитичких ензима у фази експоненцијалног раста

мицелијума (6. дана) када је забележен ензимски максимум (0.67 IU mL-1). Са

продужењем периода култивације гљиве дошло је наглог смањења протеолитичке
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активности и потпуне инхибиције до краја експеримента. Резултати су приказани на

графикону 5.10.1.

Графикон 5.10.1. Протеолитичка активност гљиве A. niger

Протеолитичка активност ферментационе течности гљиве Penicillium

chrysogenum у контролној подлози повећавала се упоредо са растом и развојем гљиве.

Статистички значајно повећање ензимске активности забележено је од 6. дана до 12.

дана, када је измерен ензимски максикум (0.31 IU mL-1). У подлози Д3, ензимска

активност је била значајно инхибирана присуством детерџента у односу на контролу.

Максимална ензимска активност у овој подлози је измерена 9. дана (0.03 IU mL-1). У

осталим фазама развоја мицелијума ензимска активност је била занемарљива.

Резултати су приказани на графикону 5.10.2.
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Графикон 5.10.2. Протеолитичка активност гљиве P.chrysogenum

Протеолитичка активност ферментационе течности гљиве Penicillium

cyclopium у контролној подлози била је изражена у раној фази развоја мицелијума (3.

дана), док је у фази експоненцијалног раста била потпуно инхибирана. Преласком у

стационарну фазу, ензимска активност се нагло повећала и максималну вредност

(0.73 IU mL-1) је достигла 9. дана. Почетком аутолизе, ензимска активност се нагло

смањивала и на крају експерименталног периода је била потпуно инхибирана. У

подлози Д3, активност протеолитичких ензима је била изражена у раној фази раста

мицелијума (6. дана), када је забележен ензимски максимум (0.64 IU mL-1). У

експоненцијалној фази раста дошло је но наглог смањења ензимске активности.

Уласком у стационарну фазу, ензимска активност се благо повећала. Најмања

активност протеолитичких ензима у овој подлози је измерена 16. дана. Резултати су

приказани на графикону 5.10.3.
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Графикон 5.10.3. Протеолитичка активност гљиве P.cyclopium

Протеолитичка активност ферментационе течности гљиве Trichoderma

harzianum у контролној подлози била је изражена у експоненцијалној фази развоја

мицелијума од 3. дана до 6. дана, када је измерен ензимски максимум (0.27 IU mL-1).

Уласком у стационарну фазу, ензимска активност се нагло смањивала и најмања је

била у фази аутолизе (12. дана). У подлози Д3, активност протеолитичких ензима

била је стимулисана присуством детерџента у односу на контролу. Максимална

ензимска активност (0.59 IU mL-1) је забележена у раној експоненцијалној фази раста

(6. дана) и у стационарној фази (12. дана) (0.63 IU mL-1). Најмања активност

протеолитичких ензима је измерена 16. дана. Резултати су приказани на графикону

5.10.4.
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Графикон 5.10.4. Протеолитичка активност гљиве T. harzianum

На графикону 5.10.5. приказана је протеолитичка активност гљиве Mucor

racemosus у контролној подлози и у подлози са детерџентом 0,3% и 0,5%

концентрације. Протеолитичка активност ферментационе течности гљиве M.

racemosus у контролној подлози била је изражена у фази експоненцијалног раста (6.

дана) и у фази аутолизе (12. дана) када је измерена максимална ензимска активност

(0.15 IU mL-1). У раној и у касној фази развоја гљиве ензимска активност није

регистрована, док је у стационарној фази била веома слаба. Присуство детерџента у

подлози утицало је на слабију протеолитичку активност у односу на контролу, у

зависности од концентрације. У подлози Д3, ензимска активност је била најслабија и

изражена само 3. дана, затим се нагло смањивала и била потпуно инхибирана од 6.

дана до 16. дана. У подлози Д5, ензимска активност је била слабија у односу на

контролу, а интензивнија у односу на подлогу Д3. Измерена су два ензимска

максимума, 3. дана и 12. дана.
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Графикон 5.10.5. Протеолитичка активност гљиве M. racemosus

На графикону 5.10.6. приказана је максимална активност протеолитичких

ензима гљива у ферментационој течности контроле и подлоге са детерџентом. У

контролној подлози највећу ензимску активност имала је гљива Penicillium cyclopium,

а најмању Mucor racemosus. Детерџент је испољио инхибиторно или стимулативно

дејство на активност протеолитичких ензима у зависности од врсте гљиве.

Инхибиторно дејство детерџента различитог интензитета забележено је код гљива P.

chrysogenum, P. cyclopium, M. racemosus. Најслабије инхибиторно дејство детерџент је

имао на ензимску активност гљиве P. cyclopium, а најјаче на ензимску активност

гљиве P. chrysogenum. Снажно стимулативно дејство на активност протеолитичких

ензима детерџент је испољио код гљива T. harzianum и A. niger, тако да би ове гљиве

могле имати практичну примену у индустријској производњи алкалних протеаза као

адитива у формулацији детерџента. Максималне активности ензима које су

забележене у фази експоненцијалног раста гљива и у фази аутолизе указује на

присуство и екстрацелуларних и интрацелуларних ензима у ферментационој

течности.

0.00
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07
0.08
0.09
0.10
0.11
0.12
0.13
0.14
0.15
0.16
0.17

3 6 9 12 16

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

IU
m

L
-1

Време, дани

К Д3 Д5



Докторска дисертација

139

Графикон 5.10.6. Утицај детерџента на протеазну активност гљива

5.11. Утицај детерџента на активност алкалне фосфатазе

Фосфатазе хидролизују естре и анхидриде фосфорне киселине. Ови ензими су

укључени у разне биолошке процесе, нпр. у ћелијски циклус, диференцирање и

остале процесе. Оптимална pH за дејство алкалне фосфатазе је 9, али многобројна

истраживања показала да је ензим активан у широком опсегу pH 3-9. Особине киселе

и алкалне фосфатазе у хранљивој подлози (екстрацелуларни ензими) и екстракту

мицелијума (цитоплазматски и ћелијски везани ензими) испитиване су код

различитих гљива које су гајене у стационарним условима у течној минералној

подлози (Reyes и сар., 1990). Многе алкалне фосфатазе имају специфично дејство на

супстрат. Продукција фосфатазе гљиве A. awamori var. kawachii испитана је у

подлогама са малом и великом концентрацијом фосфата. Ова гљива има максималну

фосфатазну активност у подлози са малом концентрацијом фосфата, као и пекарски

квасац, E. coli и N. crassa (Yoshiyuki и сар., 1968; Schmidt и сар., 1956). Са друге

стране, у подлози са високом концентрацијом фосфата, фосфатазна активност је била

слаба, али је већа за β-глицеросфат него за глукоза-6-фосфат. Истраживања Koffi и
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сар., (2010) су показала да детерџент SDS испољава снажно инхибиторно дејство (око

98 %) на фосфатазну активност.

У овом истраживању је испитивана активност алкалне фосфатазе гљива у

контролној подлози и у подлози са детерџентом, а резултати су приказани на

графиконима 5.11.1. до 5.11.6.

Активност алкалне фосфатазе гљиве Aspеrgillus niger у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.11.1.

Графикон 5.11.1. Активност алкалне фосфатазе A. niger

Активност алкалне фосфатазе у контролној подлози смањивала се од 3. дана

до 6. дана када је била потпуно инхибирана. Међутим, нагло повећање ензимске

активности измерено је од 6. дана до 9. дана, када је измерен ензимски максимум

(21,57 IU mL-1). Крајем стационарне фазе дошло је до наглог смањења ензимске

активности и потпуне инхибиције у фази аутолизе. У подлози Д3, ензимска активност

се повећавала упоредо са развојем мицелијума, од 3. дана до 12. дана, када је

ензимска активност била максимална (24,32 IU mL-1). Највеће повећање ензимске

активности забележено је у периоду од 3. дана до 6. дана. У периоду од 12. дана до

16. дана дошло је до значајног смањења ензимске активности. Присуство детерџента
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у подлози деловало је стимулативно на активност алкалне фосфатазе у односу на

контролу.

Активност алкалне фосфатазе гљиве Penicillium chrysogenum у

ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3%

концентрације приказана је на графикону 5.11.2.

Графикон 5.11.2. Активност алкалне фосфатазе P.chrysogenum

Ензимска активност гљиве била је веома изражена у фази експоненцијалног

раста, од 6. до 9. дана, када је измерен ензимски максимум (25 IU mL-1). У осталим

фазама развоја гљиве ензимска активност је била веома слаба. Након 9. дана ензимска

активност се нагло смањивала све до краја огледа. У подлози Д3, активност алкалне

фосфатазе је била променљива. Смањење ензимске активности забележено је у

периоду од 3. дана до 9. дана, а нагло повећање ензимске активности у периоду од 9.

дана до 16. дана, када је измерен ензимски максимум (18,27 IU mL-1). Присуство

детерџента у подлози утицало је на смањење активности алкалне фосфатазе у односу

на контролу.
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Активност алкалне фосфатазе гљиве Penicillium cyclopium у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.11.3.

Графикон 5.11.3. Активност алкалне фосфатазе P. cyclopium

Максимална активност алкалне фосфатазе у контролној подлози (96,57 IU mL-

1) измерена је 3. дана, али се ензимска активност смањивала са продужењем времена

култивације тако да је 16. дана била потпуно инхибирана. У подлози са детерџентом,

ензимска активност је била инхибирана у односу на контролу (око 5 пута). Ензимска

активност гљиве у подлози Д3 била је променљива, у зависности од фаза развоја

мицелијума. Смањење ензимске активности забележено је у периоду од 3. дана до 6.

дана и од 9. дана до 12. дана. Повећање ензимске активности забележено је у периоду

од 6. дана до 9. дана када је измерен ензимски максимум (19,14 IU mL-1) и од 12. дана

до 16. дана.

Активност алкалне фосфатазе гљиве Trichoderma harzianum у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.11.4.

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

3 6 9 12 16

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

IU
m

L
-1

Време, дани
K Д3



Докторска дисертација

143

Ензимска активност алкалне фосфатазе у контроли била је изражена у

различитим фазама развоја мицелијума. Максимална ензимска активност (14,51 IU

mL-1) је измерена 3. дана, а затим се нагло смањивала до 6. дана, када је била потпуно

инхибирана. Међутим, у фази аутолизе (12. дана) ензимска активност је поново била

изражена и нешто слабија у односу на 3. дан. Присуство детерџента у подлози

значајно је стимулисало активност алкалне фосфатазе у односу на контролу.

Ензимска активност у подлози Д3 је била променљива, нагло повећање је забележено

у периоду од 6. до 9. дана, и у периоду од 12. до 16. дана када је измерен ензимски

максимум (26,24 IU mL-1).

Графикон 5.11.4. Активност алкалне фосфатазе T. harzianum

На графикону 5.11.5. приказана је активност алкалне фосфатазе гљиве Mucor

racemosus у ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом

0,3% и 0,5% концентрације. Активност алкалне фосфатазе у контролној подлози

нагло се повећавала у периоду раста мицелијума од 3. дана до 6. дана, када је измерен

ензимски максимум (73.23 IU mL-1), а затим се нагло смањивала до 12. дана. Веома

слична ензимска активност измерена је у подлогама Д3 и Д5, са максималним

вредностима 9. дана (28.64 IU mL-1 и 27.48 IU mL-1). Обе концентрације детерџента
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испољиве су инхибиторно дејство (око 60%) на ензимску активност у односу на

контролу.

Графикон 5.11.5. Активност алкалне фосфатазе M. racemosus

Утицај детерџента на активност алкалне фосфатазе гљива у односу на

контролу приказан је на графикону 5.11.6. У контролној подлози највећу ензимску

активност имала је P. cyclopium, а нешто слабију активност М. racemosus. Детерџент

је испољио стимулативно или инхибиторно дејство на ензимску активност у

зависности од врсте гљиве. Најјаче инхибиторно дејство детерџент је испољио на

ензимску активност P. cyclopium и М. racemosus. Стимулативно дејство детерџент је

испољио на ензимску активност гљива T. harzianum и A. niger.
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Графикон 5.11.6. Максимална фосфатазна активност гљива у подлогама

5.12. Утицај детерџента на активност фосфорилазе

Скроб фосфорилазе катализују реверзибилно претварање скроба и неорганског

фосфата у глукоза-1-фосфат и имају важну улогу у метаболизму скроба у биљкама.

Овај ензим се може користи за добијање глукоза-1-фосфата, цитостатика у

кардиотерапији. Скроб фосфорилазе се такође могу користити за процену количине

неорганског фосфата у серуму у патолошким условима, као и за утврђивање количине

неорганског фосфатног загађења у окружењу. Имобилисани ензими имају велики

индустријски значај због њихове могућности поновног коришћења. Упркос

индустријској важности, скроб фосфорилаза је имобилисана из само неколико извора.

Кумар и Санвал (1981) су први пут имобилизовали скроб фосфорилазу из листа

зрелих банана на метилен-бис- акриламиду. Након тога је кромпир фосфорилаза

имобилисана купловањем на нерастворном носачу кроз диазонијум соли и

ковалентним везивањем између ензима и Еупергит Ц (Szulczinski, 1986). Код гљива је

резервни шећер гликоген.
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Активност фосфатазе гљиве Aspеrgillus niger у ферментационој течности

контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана је на

графикону 5.12.1. Активност ензима у контролној подлози била је изражена у

почетним и каснијим фазама развића гљиве. Максимум ензимске активности измерен

је 3. дана (12,87 IU mL-1). Крајем експоненцијалне фазе и током стационарне фазе (9.

дана) дошло је до статистички веома значајног смањења ензимске активности, када је

измерен ензимски минимум. Међутим, почетком аутолизе активност ензима се

поново повећала. У подлози Д3, максимална ензимска активност је измерена 6. дана

(14,54 IU mL-1). Након тога, ензимска активност се постепено смањивала до краја

експеримента, са изузетком 12. дана. Најслабија ензимска активност забележена је 16.

дана.

Графикон 5.12.1. Активност фосфорилазе A. niger

Активност фосфорилазе гљиве Penicillium chrysogenum у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.10.2. Максималне вредности ензимске активности у обе хранљиве

подлоге измерене су 3. дана, (31,37 IU mL-1) у контролној подлози и (38,61 IU mL-1) у

подлози Д3. Међутим, преодужењем периода култивације гљиве ензимска активност
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се смањивала благо у контроли и нагло у подлози Д3. Најслабија ензимска активност

измерена је 9. дана у подлози Д3. Детерџент је испољио стимулативно дејство на

активност ензима у раној фази развоја гљиве и инхибиторно дејство током

експоненцијане фазе раста.

Графикон 5.12.2. Активност фосфорилазе P.chrysogenum

Активност фосфорилазе гљиве Penicillium cyclopium у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.12.3. Ензимска активност гљиве у контролној подлози била је

променљива у зависности од фазе развоја гљиве. Слабија ензимска активност је

забележена у раним фазама развоја, са минимумом 6. дана. Нагло повећање ензимске

активности измерено је од 6. дана до 9. дана, када је активност ензима достигла

максималну вредност (13,65 IU mL-1). У подлози Д3, максимална ензимска активност

је забележена 3. дана (9,57 IU mL-1)), након чега је дошло до наглог смањења

ензимске активности и потпуне инхибиције 9. дана. Међутим, у периоду од 9. дана до

12. дана дошло је наглог повећања ензимске активности у подлози са детерџентом

(Д3).
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Графикон 5.12.3. Активност фосфорилазе P. cyclopium

Активност фосфорилазе гљиве Trichoderma harzianum у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.12.4. У контролној подлози ензимска активност је била променљива

у зависности од фазе развоја гљиве. Максимална ензимска активност је забележена 6.

дана (27,33 IU mL-1), а минимална 9. дана. У подлози Д3 ензимска активност је била

двоструко слабија у односу на контролу и изражена у периоду од 3. дана до 9. дана,

након чега је дошло до наглог смањења ензимске активности. Максимум ензимске

активности је измерен 6. дана (13,40 IU mL-1) Минимална ензимска активност је

измерена 12. дана.
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Графикон 5.12.4. Активност фосфорилазе T. harzianum

На графикону 5.12.5 приказана је активност фосфорилазе гљиве Mucor

racemosus у ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом

0,3% и 0,5% концентрације. У контролној и подлози Д3, ензимска активност гљиве је

била најизраженија у раној фази раста (3. дана), када је измерен ензимски максимум

(33 IU mL-1 у К) и (47,46 IU mL-1 у Д3). Међутим, нагло смањење ензимске

активности је забележено у експоненцијалној фази раста (6. дана), када је ензимска

активност била минимална. Продужење периода култивације утицало је на благо

повећање ензимске активности гљиве у ферментационој течности обе подлоге. У

подлози Д5, ензимска активност гљиве је била и изражена само 6. дана и 12. дана, са

ензимским максимумом (9,57 IU mL-1). Мања концентрација детерџента у подлози

(Д3) деловала је стимулативно а већа (Д5) инхибиторно на активност фосфорилазе

гљиве у односу на контролу.
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Графикон 5.12.5. Активност фосфорилазе M. racemosus

Утицај детерџента на активност фосфорилазе гљива у односу на контролну

подлогу приказан је на графикону 5.12.6. У контролној подлози, највећу ензимску

активност имала је гљива M. racemosus, a незнатно слабију активност имале су

P.chrysogenum и T. harzianum. Најмању ензимску активност имале су P. cyclopium и

A.niger. Детерџент 0,3% концентрације деловао је као инхибитор ензимске

активности гљива T. harzianum, P. cyclopium или као стимулатор ензимске активности

гљива P.chrysogenum, M. racemosus и A.niger. Међутим, 0,5% детерџент је испољио

снажно инхибиторно дејство на ензимску активност M. racemosus.
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Графикон 5.12.6. Максимална фосфорилазна активност гљива

у хранљивим подлогама

5.13. Утицај детерџента на активности рибонуклеазе (RNaze)

Нуклеазе су ензими који разлажу фосфодиестарске везе између нуклеотидних

подјединица нуклеинских киселина. Обично се деле на егзо- и ендонуклеазе, мада се

неки ензими могу сврстати у обе категорије. Егзонуклеазе делују на крајевима

нуклеинских ланаца, односно одвајају крајње нуклеотиде. Реакција хидролиза се

одвијаја било на 3’ или 5’ крају ланца. Ендонуклеазе разлажу фосфодиестарске везе у

средини полинуклеотидних ланаца. Нуклеазе имају основну биолошку улогу у

ћелијском расту и деоби стварајући слободне нуклеозиде и фосфате за синтезу

нуклеинских киселина. Утврђено је да 11 родова маринских гљива Alternaria,

Aspergillus, Aureobasidium, Chaetomium, Fusarium, Gliomastix, Humicola, Penicillium,

Scopulariopsis, Wardomyces, Periconia, има значајну екстрацелуларну нуклеазну

активност, и оне имају значајну улогу у циклусу органског фосфата и циклусу азота у

океану. Ове нуклеазе су мање или више специфичне за једноланчану ДНА са високом

специфичношћу према поли (У) супстрату стварајући 5’ фосфат мононуклеотиде.

Висок ниво екстрацелуларне активности запажен је код изолата Penicillium spp.

0
5

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

 IU
 m

L
-1

Врста гљива



Докторска дисертација

152

Утврђено је током активног раста и спорулације Penicillium melinii постоји висока

корелација између ензимске активности и усвајања тимидина што указује да су ови

ензими неопходни за одржавање прекурзора нуклеотидног пула за биосинтезу ДНА

током трансформације хифа у ваздушну мицелију и конидију у стресним условима.

Активност рибонуклеазе гљиве Aspеrgillus niger у ферментационој течности

контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана је на

графикону 5.13.1. Активност рибонуклеазе у контролној подлози била је изузетно

слаба у фази експоненцијалног раста и у стационарној фази, али је почетком аутолизе

дошло до наглог повећања ензимске активности, са максимумом (2,78 IU mL-1) 12.

дана. У подлози Д3, ензимска активност је била око 2,5 пута слабија у односу на

контролу. Највећа ензимска активност (1,72 IU mL-1) је измерена почетком

експоненцијалне фази раста (3. дана), а затим се постепено смањивала од 9. дана до

16. дана.

Графикон 5.13.1. Активност RNaze A. niger

Активност рибонуклеазе гљиве Penicillium chrysogenum у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.13.2. Активност овог ензима у контролној подлози била је веома

изражена у експоненцијалној фази раста (6. дана) када је измерен ензимски максимум
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(8 IU mL-1) и у фази аутолизе (12. дана). У подлози Д3, ензимска активност је била

око 4 пута слабија у односу на контролу, и изражена у фази раста мицелијума 6. дана

и 12. дана, када је измерен ензимски максимум (2 IU mL-1).

Графикон 5.13.2. Активност RNaze P.chrysogenum

Активност рибонуклеазе гљиве Penicillium cyclopium у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.13.4. Активност ензима рибонуклеазе у контроли се незнатно

повећавала са експоненцијалним растом и преласком у стационарну фазу, а

максимална вредност (1,1 IU mL-1) је измерена у фази аутолизе (12. дана). У подлози

Д3, ензимска активност је била променљива у зависности од фазе раста мицелијума.

Слабија ензимска активност је измерена у фази експоненцијалног раста и

стационарној фази. Почетком аутолизе дошло до наглог повећања ензимске

активности (12. дана), када је измерен ензимски максимум (7,12 IU mL-1). Међутим, у

периоду од 12. дана до 16. дана дошло је до наглог смањења ензимске активности

када је забележена најслабија ензимска активност.
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Графикон 5.13.4. Активност RNaze P. cyclopium

Активност рибонуклеазе гљиве Trichoderma harzianum у ферментационој

течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана

је на графикону 5.13.4. У контролној подлози ензимска активност се повећавала

упоредо са експоненцијалним растом гљиве од 3. дана до 9. дана, када је забележена

максимална ензимска активност (8,68 IU mL-1). Међутим, крајем стационарне фазе и

почетком аутолизе дошло је до наглог смањења и потпуне инхибиције ензимске

активности. У подлози Д3, ензимска активност је била око 9 пута слабија у односу на

контролу, са благим осцилацијама. Максимум ензимске активности је измерен 3. дана

(1,13 IU mL-1), али се након тога ензимска активност незнатно смањила (6. дана).

Повећање ензимске активности забележено је у фази експоненцијалног раста од 6.

дана до 9. дана и у стационарној фази од 12. дана до 16. дана.
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Графикон 5.13.4. Активност RNaze T. harzianum

На графикону 5.13.5. приказана је активност рибонуклеазе гљиве Mucor

racemosus у ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом

0,3% и 0,5% концентрације. Ензимска активност у контроли је била потпуно

инхибирана 3. дана, а затим се нагло повећала у фази експоненцијалног раста 6. дана.

До краја огледа ензимска активност је наставила да се повећава, и 16. дана је

забележен ензимски максимум (0,46 IU mL-1). У подлогама са детерџентом ензимска

активност је била од 2 (Д5 подлога) до 2,5 пута (Д3 подлога) већа у односу на

контролу. У подлози Д5, максимална ензимска активност (0,71 IU mL-1) је забележена

6. дана, у примарној експоненцијалној фази раста. У подлози Д3, ензимска активност

се смањивала од 3. дана до 12. дана, а затим је дошло до наглог повећања ензимске

активности од 12. дана до 16. дана, када је забележена максимална активност ензима

(1,24 IU mL-1).
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Графикон 5.13.5. Активност RNaze M. racemosus

Графикон 5.13.6. Максималне вредности RNaze гљива у подлогама
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На графикону 5.13.6. приказана је максимална активност RNaze гљива у

подлогама. У контролној подлози највећу ензимску активност имале су гљиве T.

harzianum и P.chrysogenum, а веома слабу ензимску активност имале су A. niger, P.

cyclopium и M. racemosus. Детерџент додат у хранљиву подлогу испољио је

стимулативно или инхибиторно дејство на ензимску активност у зависности од врсте

гљиве. У подлози Д3, највећу ензимску активност имала је гљива P. cyclopium, а

најмању M. racemosus и T. harzianum. Најјаче инхибиторно дејство детерџент је

испољио на ензимску активност T. harzianum и P.chrysogenum, а најмање на A. niger.

Детерџент је деловао као изузетан стимулатор ензимске активности P. cyclopium.

Гљива M. racemosus је имала већу ензимску активност у подлогама са детерџентом

(највећу у подлози Д3) у односу на контролу.

5.14. Утицај детерџента на активности деоксирибониклеазе (DNaze)

Активност DNaze гљиве Aspеrgillus niger у ферментационој течности

контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана је на

графикону 5.14.1. Активност деоксирибонуклеазе била је веома слаба у раној фази

раста (3. дана). Међутим, у фази експоненцијалног раста (6. дана) забележено је веома

значајно повећање ензимске активности и ензимски максимум (20,4 IU mL-1).

Преласком гљиве из експоненцијалне у стационарну фазу, од 6. дана до 9. дана,

уследило је значајно смањење ензимске активности која се до краја експеримента

није мењала. У подлози Д3, ензимска активност је била око 5 пута слабија у односу

на контролу. Ензимска активност се повећавала са повећањем времена култивације.

Међутим, повећање ензимске активности је било незнатно до 9. дана, а веома

значајно од 9. до 16. дана, када је измерен ензимски максимум (4,3 IU mL-1).
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Графикон 5.14.1. Активност DNaze A. niger

Активност деоксирибонуклеазе гљиве Penicillium chrysogenum у

ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3%

концентрације приказана је на графикону 5.14.2. Активност ензима у контролној

подлози била је веома слаба у односу на подлогу са детерџентом. Ензимска активност

се благо повећавала упоредо са повећањем времена култивације гљиве, од периода

инокулације до 9. дана, када је измерен ензимски максимум (1,91 IU mL-1). У подлози

Д3, ензимска активност је била веома слаба у раној фази развоја гљиве (3. дана).

Међутим, веома значајно повећање ензимске активности забележено је од 3. дана до

6. дана, када је измерен ензимски максимум (35,13 IU mL-1). Након 6. дана,

забележено је значајно смањење ензимске активности до 16. дана.
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Графикон 5.14.2. Активност DNaze P.chrysogenum

Активност DNaze гљиве Penicillium cyclopium у ферментационој течности

контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% концентрације приказана је на

графикону 5.14.3. Активност ензима деоксирибонуклеазе се повећавала упоредо са

повећањем времене култивације у обе хранљиве подлоге, тако да је ензимски

максимум измерен 16. дана. У подлози са детерџентом, активност ензима је била

интензивнија (5 до 10 пута) у односу на контролу, у периоду од 3. дана до 12. дана.

Међутим, од 12. дана до 16. дана, дошло је до веома значајног повећања ензимске

активности у контроли (5,11 IU mL-1), што се одразило незнатно већу ензимску

активност у контроли у односу на подлогу са детерџентом (4,13 IU mL-1).
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Графикон 5.14.3. Активност деоксирибонуклеазе P. cyclopium

Активност деоксирибонуклеазе гљиве Trichoderma harzianum у

ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3%

концентрације приказана је на графикону 5.14.4. Активност ензима у контролној

подлози била је веома изражена у фази експоненцијалног раста, а максимална

вредност (2,16 IU mL-1) је измерена у стационарној фази (9. дана).  Почетком

аутолизе, од 9. дана до 12. дана, дошло до наглог смањења ензимске активности.

Након тога, ензимска активност се није значајно мењала до краја експеримента. У

подлози Д3, ензимска активност је била слабија у односу на контролу. Значајна

ензимска активност је измерена у раној фази раста (3. дана) и благо се повећавала до

6. дана. Незнатно смањење ензимске активности је измерено у периоду од 6. дана до

12. дана, након чега је дошло до значајног повећања ензимске активности. Повећањем

временског периода култивације, ензимска активност гљиве се повећавала, тако да је

максимум ензимске активности измерен 16. дана (1,98 IU mL-1).

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

3 6 9 12 16

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

IU
m

L
-1

Време, дани

К Д3



Докторска дисертација

161

Графикон 5.14.4. Активност DNaze T. harzianum

На графикону 5.14.5. приказана је активност DNAza гљиве Mucor racemosus у

ферментационој течности контролне подлоге и подлоге са детерџентом 0,3% и 0,5%

концентрације. Ензимска активност у контроли је била потпуно инхибирана 3. дана и

9. дана. Значајно повећање ензимске активности измерено је у периоду од 3. дана до

6. дана, и од 9. дана до 16. дана, када је измерен ензимски максимум (4,44 IU mL-1). У

подлогама са детерџентом ензимска активност је била већа у односу на контролу, од

1,2 (Д3 подлога) до 2 пута (Д5 подлога). У подлози Д3, максимална ензимска

активност (6,78 IU mL-1) је измерена 3. дана, а затим се значајно смањивала до 12.

дана, када је била потпуно инхибирана. До наглог повећања ензимске активности

поново је дошло од 12. дана до 16. дана. У подлози Д5, веома значајно повећање

ензимске активности забележено је од 3. дана до 6. дана, када је измерен ензимски

максимум (3,34 IU mL-1). Од 6. дана до 9. дана, ензимска активност се нагло

смањивала, а у периоду од 9. дана до 16. дана, дошло је благог раста ензимске

активности.

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3 6 9 12 16

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

IU
 m

L
-1

Време, дани

К Д3



Докторска дисертација

162

Графикон 5.14.5. Активност деоксирибонуклеазе M. racemosus

Графикон 5.14.6. Максималне вредности DNaze у подлогама

На графикону 5.14.6. приказане су максималне вредности DNаza које су гљиве

продуковале у хранљивим подлогама. У контролној подлози, највећу ензимску

активност имала је A. niger, а најмању P.chrysogenum. Детерџент додат у хранљиву

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

3 6 9 12 16

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

IU
m

L
-1

Време, дани
K Д3 Д5

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Е
нз

им
ск

а 
ак

ти
вн

ос
т,

 IU
 m

L
-1

Врсте гљива



Докторска дисертација

163

подлогу испољио је стимулативно или инхибиторно дејство на ензимску активност у

зависности од врсте гљиве. У подлози Д3, највећу ензимску активност имала је гљива

P.chrysogenum, а најмању T. harzianum. Гљива M. racemosus је имала већу ензимску

активност у подлогама са детерџентом (највећу у подлози Д5) у односу на контролу.

Најјаче инхибиторно дејство детерџент је испољио на ензимску активност A. niger.

5.15. Статистичка анализа резултата

Сви резултати мерења су приказани као средња вредност са стандардном

девијацијом (МS±SD) три независна експеримента. Да би се испитaо утицај

детерџента на промене биохемијских параметaрa за сваку гљиву тестиране су средње

вредности резултата унутар подлога (К, Д3 и Д5) и између подлога (К и Д3, К и Д5,

Д3 и Д5) применом: Mann-Whitney и Wilcoxon теста. Применом Kruskal-Wallis теста

испитано је да ли постоје разлике у биодеградацији тестираног детерџента између

гљива. Корелација између испитиваних биохемијских параметара и линеарна

регресија тестирани су са прагом значајности 0.05 и 0.01. Резултати су приказани

графички и табеларно.

Статискичком анализом испитивано је да ли постоје статистичке значајне

разлике између испитиваних биохемијских параметара у контролној подлози и

подлози са детерџентом, са прагом значајности 0,05 и 0,01. Код гљива P. chrysogenum

и A. niger, уношењем детерџента у хранљиву подлогу настале су статистичке значајне

промене pH, редокс потенцијала, количине протеина, активности киселе и алкалне

инвертазе. Код гљиве T. harzianum, уношењем детерџента у хранљиву подлогу

настале су статистичке значајне промене pH, редокс потенцијала, количине протеина

и биомасе. Код гљиве P. cyclopium уношењем детерџента у хранљиву подлогу настале

су статистичке значајне промене биомасе и активности RNaze. Код гљиве M.

racemosus додатак детерџента 0.3% концентрације утицао је на статистички значајне

разлике у количини укупних органских киселина и биомасе, а детерџент 0.5%

концентрације утицао је на статистички значајне разлике у фосфорилазној

активности. Такође, постоје статистички значајне разлике у степену деградације

детерџента у зависности од његове концентрације.



Докторска дисертација

164

Тестирањем коефицијента корелације испитиван је степен корелације између

биохемијских параметара гљива, а резултати су приказани у табели 5.2.

Табела 5.2. Корелација испитиваних биохемијских параметара

Correlations

1.000 .130 .016 -.015 -.263 .005 -.146 .196 .280* -.317* -.100 .130 .175 .216 .310* -.330* .015
. .341 .907 .915 .050 .973 .282 .149 .037 .017 .466 .341 .197 .109 .020 .013 .938

56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31
.130 1.000 .043 -.363** -.477** -.140 -.495** .315* .142 -.349** -.011 .397** .284* .501** .570** -.578** .402*
.341 . .752 .006 .000 .303 .000 .018 .296 .008 .938 .002 .034 .000 .000 .000 .025
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.016 .043 1.000 .529** .380** -.229 .047 .244 .041 -.279* .040 .299* .458** .232 -.305* .320* .752**

.907 .752 . .000 .004 .089 .730 .070 .764 .037 .768 .025 .000 .086 .022 .016 .000
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

-.015 -.363** .529** 1.000 .450** .025 .399** -.123 -.014 -.077 .313* .006 .184 .007 -.493** .508** .804**
.915 .006 .000 . .001 .856 .002 .366 .918 .574 .019 .965 .174 .958 .000 .000 .000
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

-.263 -.477** .380** .450** 1.000 -.234 .429** -.193 -.160 .181 -.050 -.008 .376** -.059 -.802** .805** .424*
.050 .000 .004 .001 . .083 .001 .154 .239 .183 .714 .954 .004 .665 .000 .000 .018
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.005 -.140 -.229 .025 -.234 1.000 -.011 -.215 -.085 .006 .231 -.323* -.208 -.110 .116 -.120 -.127

.973 .303 .089 .856 .083 . .934 .112 .532 .965 .086 .015 .124 .419 .396 .377 .497
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

-.146 -.495** .047 .399** .429** -.011 1.000 -.270* -.025 .115 .094 -.124 -.056 -.264* -.393** .394** .094
.282 .000 .730 .002 .001 .934 . .044 .855 .399 .490 .361 .680 .049 .003 .003 .615
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.196 .315* .244 -.123 -.193 -.215 -.270* 1.000 .256 -.266* .090 .149 .254 .367** .238 -.250 .493**

.149 .018 .070 .366 .154 .112 .044 . .057 .048 .512 .274 .059 .005 .077 .063 .005
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.280* .142 .041 -.014 -.160 -.085 -.025 .256 1.000 -.194 .008 -.039 .119 .148 .219 -.206 .251

.037 .296 .764 .918 .239 .532 .855 .057 . .151 .954 .776 .384 .277 .105 .129 .172
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

-.317* -.349** -.279* -.077 .181 .006 .115 -.266* -.194 1.000 .123 -.031 -.179 -.304* -.205 .217 -.505**
.017 .008 .037 .574 .183 .965 .399 .048 .151 . .365 .821 .187 .023 .129 .109 .004
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

-.100 -.011 .040 .313* -.050 .231 .094 .090 .008 .123 1.000 .054 .075 .019 -.032 .032 -.023
.466 .938 .768 .019 .714 .086 .490 .512 .954 .365 . .695 .584 .889 .813 .813 .901
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.130 .397** .299* .006 -.008 -.323* -.124 .149 -.039 -.031 .054 1.000 .416** .365** .147 -.153 .207

.341 .002 .025 .965 .954 .015 .361 .274 .776 .821 .695 . .001 .006 .279 .260 .265
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.175 .284* .458** .184 .376** -.208 -.056 .254 .119 -.179 .075 .416** 1.000 .639** -.255 .275* .554**

.197 .034 .000 .174 .004 .124 .680 .059 .384 .187 .584 .001 . .000 .057 .040 .001
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.216 .501** .232 .007 -.059 -.110 -.264* .367** .148 -.304* .019 .365** .639** 1.000 .182 -.170 .663**

.109 .000 .086 .958 .665 .419 .049 .005 .277 .023 .889 .006 .000 . .180 .210 .000
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.310* .570** -.305* -.493** -.802** .116 -.393** .238 .219 -.205 -.032 .147 -.255 .182 1.000 -.987** -.607**

.020 .000 .022 .000 .000 .396 .003 .077 .105 .129 .813 .279 .057 .180 . .000 .000
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

-.330* -.578** .320* .508** .805** -.120 .394** -.250 -.206 .217 .032 -.153 .275* -.170 -.987** 1.000 .590**
.013 .000 .016 .000 .000 .377 .003 .063 .129 .109 .813 .260 .040 .210 .000 . .000
56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 31

.015 .402* .752** .804** .424* -.127 .094 .493** .251 -.505** -.023 .207 .554** .663** -.607** .590** 1.000

.938 .025 .000 .000 .018 .497 .615 .005 .172 .004 .901 .265 .001 .000 .000 .000 .
31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31

Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
Correlation Coefficient
Sig. (2-tailed)
N
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podloge
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proteolit

invertkis
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sok

uok

pH
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Spearman's rho
gljive podloge dani biomasaproteiniproteolitinvertkisinvertalkfosfatazafosforilazarnaza dnaza sok uok pH redoksdegradac

Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).*.

Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).**.
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Линеарном регресијом је испитивана зависност биомасе од биохемијских

параметара (Табела 5.3). На биомасу утичу: протеини, алкална и кисела инвертаза,

фосфорилаза, DNаza, слободне органске киселине и редокс потенцијал.

Табела 5.3. Променљиве које утичу на биомасу гљива

Графикон 5.15. Зависност биомасе од испитиваних биохемијских параметара

Excluded Variables g

.019 a .135 .895 .033 .270

.008 b .062 .951 .015 .280
-.033 b -.385 .705 -.090 .661
.003 c .024 .981 .006 .281

-.027 c -.318 .754 -.073 .670
-.049 c -.624 .540 -.142 .741
.009 d .074 .941 .017 .283

-.032 d -.395 .697 -.088 .680
-.041 d -.537 .597 -.119 .758
-.046 d -.606 .551 -.134 .763
.012 e .096 .925 .021 .284

-.040 e -.485 .632 -.105 .685
-.033 e -.432 .670 -.094 .764
-.034 e -.442 .663 -.096 .779
.190 e 1.097 .285 .233 .144
.031 f .248 .806 .053 .291

-.060 f -.779 .444 -.164 .759
-.042 f -.544 .592 -.115 .774
-.021 f -.275 .786 -.059 .800
.154 f .892 .382 .187 .149
.121 f 1.012 .323 .211 .308

uok
uok
rnaza
uok
rnaza
proteolit
uok
rnaza
proteolit
fosfataza
uok
rnaza
proteolit
fosfataza
pH
uok
rnaza
proteolit
fosfataza
pH
degradac

Model
2
3

4

5

6

7

Beta In t Sig.
Partial

Correlation Tolerance

Collinearity
Statistics

Predictors in the Model: (Constant), degradac, dnaza, rnaza, proteolit, invertkis,
fosfataza, fosforilaza, proteini, invertalk, pH, sok, redoks

a.

Predictors in the Model: (Constant), degradac, dnaza, proteolit, invertkis, fosfataza,
fosforilaza, proteini, invertalk, pH, sok, redoks

b.

Predictors in the Model: (Constant), degradac, dnaza, invertkis, fosfataza,
fosforilaza, proteini, invertalk, pH, sok, redoks

c.

Predictors in the Model: (Constant), degradac, dnaza, invertkis, fosforilaza, proteini,
invertalk, pH, sok, redoks

d.

Predictors in the Model: (Constant), degradac, dnaza, invertkis, fosforilaza, proteini,
invertalk, sok, redoks

e.

Predictors in the Model: (Constant), dnaza, invertkis, fosforilaza, proteini, invertalk,
sok, redoks

f.

Dependent Variable: biomasag.
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На основу приказаних резултата могу се извести следећи закључци:

 Тестирани прашкасти детерџент марке „Merix“ (Хенкел, Крушевац)

испољио је различито дејство на раст и развој гљива у зависности од

примењене концентрације, врсте гљива и њиховог порекла (порекла отпадних

вода). Детерџент 0,5% концентрације испољио је фунгицидно дејство на

испитиване врсте гљива, осим на врсту Mucor racemosus. Детерџент 0,3%

концентрације деловао је инхибиторно на раст и развој гљива, у мањем или

већем проценту, у следећем правцу: Aspergillus niger (51,42%) > Penicillium

chrysogenum (50%) > Penicillium cyclopium (33,38%) > Trichoderma harzianum

(20%), или стимулативно на гљиву Mucor racemosus. Међутим, већа

концентрација детерџента имала је веће стимулативно дејство на раст гљиве

M. racemosus (53%). Гљиве M. racemosus и T. harzianum су се показале

најотпорнијим на дејство детерџента. Претпоставља се да су се оне адаптирале

на високе концентрације детерџента јер су изоловане из индустријских

отпадних вода фабрике Хенкел. Даља истраживања треба усмерити на ове 2

врсте гљива као тест организме за испитивање биодеградације различитих

ксенобиотичких једињења, појединачно и у комбинацији са другим гљивама и

бактеријама.

 Тестирани детерџент (анјонске компоненте детерџента) је показао

различит проценат биоразградивости у зависности од врсте гљиве у периоду

од 16 дана, у следећем правцу: T. harzianum 74,27% > M. racemosus (0,5%)

62,2% > P. chrysogenum 50% > M. racemosus (0,3%) 49,50% > P. cyclopium

46,97% > A. niger 30%. Математичким прорачуном из једначинe регресионe

правe за сваку гљиву добијено је да би оне могле да разграде 80% детерџента у

временском периоду од: 16,8 дана T. harzianum; 18,3 дана M. racemosus (0,5%);

24,3 дана M. racemosus (0,3%); 24,8 дана P. cyclopium; 26,1 дана P.

chrysogenum; 46,6 дана A. niger. Највиши степен корелације између процента

биодеградације и временског периода утврђен је код T. harzianum и M.

racemosus, тако да би ове врсте могле да имају практичну примену у тестовима

брзе биодеградације детерџента.
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Разградњом детерџента и настанком интермедијената у процесу

метаболизма испитиваних гљива дошло је до промена физичко-хемијских,

хемијских и биохемијских карактеристика: pH, редокс потенцијала, количине

протеина, количине слободних и укупних органских киселина, квалитативног

и квантитативног састава аминокиселина и активности испитиваних ензима.

 pH вредност ферментационе течности кретала се од базне средине (у тренутку

инокулације) ка киселој средини (на крају огледа) код свих тестираних врста

гљива. Највеће промене pH вредности су у корелацији са фазом

експоненцијалног раста гљива и процентом деградације детерџента.

 Вредности редокс потенцијала ферментационе течности од тренутка

инокулације до краја огледа кретале су у правцу повећања, а најзначајније

промене су у корелацији са експоненцијалним растом и деградацијом

детерџента.

 Количина слободних органских киселина у подлози са детерџентом била је

већа у односу на контролу. Највећу количину слободних органских киселина

продуковале су M. racemosus и P. cyclopium (0,14%), затим T. harzianum

(0,12%), A. niger (0,10%), а најмању P. chrysogenum (0,08%). Детерџент је

испољио различито дејство на продукцију укупних органских киселина у

зависности од врсте гљиве. Највећу количину укупних органских киселина у

подлози са 0,3% детерџентом продуковала је P. chrysogenum (1,40%), затим

гљиве P. cyclopium, A. niger и M. racemosus (1,20%) и T. harzianum (1,06%).

Гљива M. racemosus продуковала је већу количину укупних органских

киселина у подлози са 0,5% детерџентом (1,50%) у односу на подлогу са 0,3%

детерџентом.

 Детерџент је испољио инхибиторно или стимулативно дејство на продукцију

протеина у зависности од врсте гљива. У контролној подлози са сахарозом

гљиве су продуковале знатну количину протеина: P. chrysogenum (9,57 g L-1),

T. harzianum (6,93 g L-1), A. niger (5,94 g L-1), M. racemosus (5,08 g L-1). Најмању

количину протеина продуковала је гљива P. cyclopium (1,89 g L-1). Детерџент
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0,3% концентрације је значајно утицао на смањење количине протеина P.

chrysogenum (2,32 g L-1) и T. harzianum (2,21 g L-1) и незнатно смањење

количине протеина A. niger (5,30 g L-1). Стимулативно дејство детерџента на

продукцију протеина забележено је једино код гљиве P. cyclopium (3,50 g L-1).

Код гљиве M. racemosus, нижа концентрација детерџента (0,3%) није утицала

на промену количине протеина, док је виша концентрација (0,5%) утицала на

значајно смањење количине протеина у подлози (2,76 g L-1).

 Детерџент додат у хранљиву подлогу у концентрацији 0,3% утицао је на

промену квалитативног и квантитативног састава аминокиселина гљива (16.

дана). У хранљивој подлози са сахарозом све тестиране врсте гљива су

продуковале аланин, а осим аланина гљиве P. cyclopium и M. racemosus су

продуковале и аргинин. У подлози са детерџентом 0,3% концентрације, гљиве

P. chrysogenum, P. cyclopium и T. harzianum су продуковале аргинин и

глутамат. Гљива A. niger је у подлози Д3 продуковала аланин, глицин и

глутамат. Код гљиве M. racemosus присуство детерџента 0,3% концентрације

није утицало на квалитативни састав већ само на квантитативни састав

аминокиселина, тако да је концентрација аргинина била око 1,5 пута мања, а

аланина око 2,5 пута мања у односу на контролу. Међутим, присуство

детерџента 0,5% концентрације у хранљивој подлози утицало је на продукцију

укупно 5 аминокиселина: аргинин, аланин, валин, серин и глутамат.

Квантитативно најзаступљенија аминокиселина била је аргинин. Добијени

резултати указују на могућност употребе тестираних гљива у комерцијалној

проиводњи аминокиселина.

 Детерџент је испољио стимулативно дејство на активност алкалне инвертазе

гљива P. chrysogenum, A. niger и T. harzianum, а инхибиторно дејство на

активност алкалне инвертазе M. racemosus и P. cyclopium. Активност киселе

инвертазе гљива је била инхибирана у подлози са детерџентом, изузев код

гљиве P. cyclopium код које је ензимска активност била стимулисана

присуством детерџента.
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 Активност протеолитичких ензима гљива A. niger и T. harzianum је била

стимулисана присуством детерџента у хранљивој подлози за разлику од

ензимске активности гљива P. chrysogenum, P. cyclopium и M. racemosus, која

је била инхибирана детерџентом. Добијени резултати указују на могућност

употребе поменутих гљива у комерцијалној производњи протеолитичких

ензима који би имали практичну примену адитива у формулацији детерџената.

 Активност алкалне фосфатазе је била стимулисана присуством детерџента код

гљива A. niger и T. harzianum или инхибирана код гљива P. chrysogenum, P.

cyclopium и M. racemosus. Поменуте врсте гљива могле би да имају практичну

примену у уклањању фосфата из контаминираних екосистема и редукцији

еутрофикације.

 Активност фосфорилазе је била стимулисана присуством детерџента код

гљива A. niger, M. racemosus и P. chrysogenum, или инхибирана код гљива T.

harzianum и P. cyclopium.

 Активност RNаze је била инхибирана присуством детерџента у подлози код

свих испитиваних врста гљива, осим код гљива P. cyclopium и M. racemosus.

Најјаче стимулативно дејство детерџента на ензимску активност забележено је

код гљиве P. cyclopium. Најјаче инхибиторно дејство детерџента на ензимску

активност забележено је код гљива T. harzianum и P. chrysogenum.

 Детерџент додат у хранљиву подлогу испољио је стимулативно или

инхибиторно дејство на активност DNаze у зависности од врсте гљиве. Највећу

ензимску активност у подлози са детерџентом имала је гљива P.chrysogenum, а

најмању T. harzianum. Међутим, најјаче инхибиторно дејство детерџент је

испољио на ензимску активност A. niger. Гљива M. racemosus је имала већу

ензимску активност у подлогама са детерџентом (највећу у подлози Д5) у

односу на контролу.
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