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V diplomskem delu smo s cenovno sprejemljivimi encimskimi pripravki Ronozyme
VP (CT) (VP), Roxazyme G2 G (G) in Ronozyme WX (CT) (WX) (DSM
Nutritional Products) izvedli hidrolizo celicne stene mikroalge Scenedesmus
quadricauda. Encimski pripravki so mesanice celulaz in hemicelulaz. Biomaso smo
pridobili z gojenjem mikroalge v 50 in 100 L fotobiorektorju. Inokulum smo
pripravljali v erlenmajericah (predstavljal je 10 % celotnega volumna) ali pa smo
reciklirali del biomase dobljene ob Zetvi. Sproti smo spremljali temperaturo in pH
ter slednjega vzdrzevali med 7 in 8 z dovajanjem CO,. Rast kulture smo spremljali
z merjenjem opticne gostote pri 654 nm in Stetjem celic z mikroskopom in
hemocitometrom. Pridobili smo 723,4 g centrifugirane mokre biomase, ki smo jo
pred encimsko hidrolizo avtoklavirali. Encime smo dodali skupaj s tetraciklinom.
Hidroliza je potekala pri temperaturah 25 in 50 °C ter pH 5 in 7. Merili smo
koncentracijo redukcijskih sladkorjev in koncentracijo organske snovi. S pomocjo
kineti¢nega modela prvega reda smo izracunali parametre za nadaljnjo analizo. Dva
izmed treh encimskih pripravkov sta razgrajevala mikroalgno celicno steno.
Encimski pripravek WX, ki ima ksilanazno aktivnost, ni deloval, zato sklepamo, da
celi¢na stena ni vsebovala ksilana. Pripravek VP je bolje hidroliziral mikroalgno
celi¢no steno kakor pripravek G, ob tem pa nismo opazili statisticno znacilnih
razlik (p>0,05) med hidroliznimi donosi v razli¢nih razmerah inkubacije. Primerjali
smo tudi povprec¢ne hidrolizne donose dveh posameznih encimskih pripravkov in
mesanice teh dveh encimskih pripravkov in delno potrdili hipotezo, da bo hidroliza
pri uporabi encimskih mesanic vecja kakor pri posameznih encimskih pripravkih.
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In this study, cell walls of microalgae Scenedesmus quadricauda were hydrolyzed
by three different preparations of feed enzymes: Ronozyme VP (CT) (VP),
Roxazyme G2 G (G) and Ronozyme WX (CT) (WX) (DSM Nutritional Products)
with cellulolytic and hemicellulolytic activity. The strain was cultured in 50 and
100 L photobioreactor. The inoculum represented 10 % of total volume or semi-
continuous conditions were kept by returning part of biomass after harvesting.
Temperature and pH were monitored on-line and pH was regulated between 7 and 8
by adding CO,. Growth rate was observed by measuring optical density at 654 nm
and by counting cells with hemocytometer. The total weight of centrifuged wet
biomass was 723.4 g. Before enzymatic hydrolysis the biomass was autoclaved.
Enzymes were added with Tetracycline and kept with biomass at temperature 25
and 50 °C, pH 5 and 7. To evaluate enzymatic hydrolysis reducing sugar content
and total organic load was measured. Parameters were calculated by first-order
reaction kinetics model. Two out of three enzymes hydrolyzed the cell walls of
which VP produced more reducing sugars than G. No increase in concentration of
reducing sugar was measured for WX (xylanolytic activity), therefore it is assumed
that the cell wall did not contained xylane. The hypothesis, that combination of
enzymes will more efficiently hydrolyze the cell wall of microalgae, was partially
confirmed. No statistically significant (p>0,05) difference was observed between
hydrolysis yield at different conditions of incubation.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ANOVA metoda analize variance

C ogljik

CO, ogljikov dioksid

dH,0 deionizirana voda

DNA deoksiribonukleinska kislina
FBR fotobioreaktor

g gravitacijski pospesek (m/s?)
G Roxazyme G2 G

H vodik

H.O voda

HA hranilni agar

K kalij

m masa

Mg magnezij

N dusik

NO;3 nitratni ion

O, molekularni kisik

ODés4 opti¢na gostota (A=654)

OS organska snov

obr. obratov

P fosfor

PCR verizna reakcija S polimerazo
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina
S zveplo

S. quadricauda Scenedesmus quadricauda
SS suha snov

VP Ronozyme VP (CT)

WX Ronozyme WX (CT)



Resnik M. Encimska hidroliza celi¢ne stene mikroalge Scenedesmus quadricauda. 1
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. §tud. mikrobiologije, 2011

1 UVvOD

Mikroalge so mikroskopske alge, ki jih najdemo v vodah in na zemeljskih povrSinah po
vsem svetu. Lahko so enoceli¢ne ali se zdruzujejo v kolonije (Tomaselli, 2004). Vecinoma
so fotoavtotrofni organizmi, kar pomeni, da energijo za svoje potrebe pridobivajo s
fotosintezo in s tem v precejSnjem delezu prispevajo k produkciji kisika na Zemlji (Moller,
2006).

Biotehnologija mikroalg je tesno povezana z biotehnolosko proizvodnjo makroalg in je
mlajsa veja algne biotehnologije. Mikroalgni proizvodi segajo od biomase za hrano in
krmo do specifi¢nih snovi uporabnih v kozmeti¢ni in prehranski industriji. Uporabljamo jih
pridobivanje bioenergije ter zajem CO, (Pulz in Gross, 2004; Costa in de Morais, 2011,
Spolaore in sod., 2006).

Lahko jih gojimo v odprtih bazenih ali v zaprtih sistemih t. i. fotobiorektorjih (Tredici,
2004). Za svojo rast potrebujejo svetlobo, makroelemente (C, P, N, S, K, Mg),
mikroelemente in glede na vrsto $e specifi¢ne druge substrate (Becker, 1996).

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Odprtje celi¢ne stene je pomemben korak na poti do kon¢nega biotehnoloskega proizvoda
iz mikroalgne biomase. Celi¢no steno perforiramo ali razgradimo, zato da pridemo do
metabolita v celici ali dobimo proizvode iz celi¢ne stene (Molina Grima in sod., 2004).

Alge imajo glede na strukturo in kemijsko sestavo raznolike celi¢ne stene. Vecinoma so
sestavljene iz mreze celuloznih vlaken, ki je dopolnjena z drugimi polisaharidi (Madigan in
Martinko, 2006). Tradicionalna metoda za hidrolizo celuloze temelji na kemijskem
kataliticnem procesu, ki poteka pri visoki temperaturi in tlaku. Biomaso moramo ze pred
tem obdelati z eno od fizikalnih metod. Ta proces je energijsko potraten in pogosto skoduje
celiénim snovem, ki jih Zelimo pridobiti (Fu in sod., 2010). Za hidrolizo celi¢ne stene
lahko uporabimo celulaze, encime, ki hidrolizirajo celulozo (Harun in Danguah, 2011) in
hemicelulaze, ki delujejo sinergistiéno s celulazami in pripomorejo k ucinkovitejsi
razgradnji (Moller, 2006). Encimska hidroliza je napreden pristop, saj za njeno izvedbo
porabimo manj energije, je specifi¢na in pridobimo manj stranskih proizvodov (Fu in sod.,
2010). V okviru diplomske naloge smo v fotobioreaktorju gojili mikroalge Scenedesmus
quadricauda, ki smo jim s cenovno dostopnimi encimi poskusili ¢im bolj uspe$no
razgraditi celi¢no steno.
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1.2 CILJI NALOGE

Cilji diplomskega dela so:

- vzgojiti ustrezno koli¢ino mikroalgne biomase v fotobioreaktorju,

- encimsko ¢im bolj uspesno razgraditi celi¢no steno mikroalge Scenedesmus
quadricauda,

- ugotoviti, kateri izmed treh testiranih encimskih pripravkov oziroma katera
kombinacija encimskih pripravkov najbolj ucinkovito razgradi mikroalgne
celiéne stene,

- primerjati uspe$nost encimske razgradnje celi¢ne stene mikroalg pri dveh
razli¢nih temperaturah in dveh razli¢nih vrednostih pH.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

- Uporabljeni encimski pripravki (mesanice celulaz in hemicelulaz) delujejo na
celi¢no steno mikroalge Scenedesmus quadricauda, kar zaznamo kot povecano
koncentracijo redukcijskih sladkorjev v reakcijski mesanici,

- encimska aktivnost bo najvecja v zacetnih urah inkubacije,

- hidroliza mikroalgnih celi¢nih sten bo najvecja pri temperaturi 25 °C in pH
vrednosti 7,

- hidroliza mikroalgnih celi¢nih sten bo ve¢ja pri kombinaciji dveh encimskih
pripravkov kakor pri posameznem encimskem pripravku.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKROALGE

V aplikativni fikologiji izraz mikroalge vkljucuje mikroskopske alge v SirSem pomenu
besede in oksigene fotosintetske bakterije (Tomaselli, 2004). Lahko so enoceli¢ne ali
kolonijske oblike. Kadar imajo celice urejene v verigo reCemo, da so vlaknaste
(filamentozne) (Madigan in Martinko, 2006). Ve¢inoma so prostozivece, vendar jih nekaj
Zivi v simbiozi z drugimi organizmi. Znacilna je zveza z glivami, ki oblikuje lisajski
organizem (Tomaselli, 2004; Toman, 1996).

2.2 MIKROALGNA BIOTEHNOLOGIJA

Mikroalgna biotehnologija je tesno povezana z makroalgno biotehnologijo in je mlajsa
veja algne biotehnologije. Aplikacije segajo od enostavne proizvodnje biomase za hrano in
krmo do proizvodov za ekoloske aplikacije in kozmetiko (Pulz in Gross, 2004; Spolaore in
sod., 2006). Za vecino aplikacij se trg Se razvija (Pulz in Gross, 2004). Mikroalge so tudi
potencialen vir biogoriv (Costa in de Morais, 2011).

Pot do kon¢nega biotehnoloskega proizvoda po navadi poteka po sledec¢i shemi:

o| PRIPRAVLJALNI | | ZAKLJUCNI
BIOKULTURA PROCES| > GOJENJE | PROCESI PROIZVOD

Slika 1: Shema poti do kon¢nega biotehnoloskega proizvoda

Y

V nadaljevanju bomo najprej opisali mikroalgne proizvode, ki so danes na voljo na trziscu
in potenciale uporabe mikroalg. Nato bomo opisali pot, ki vodi do teh proizvodov.

2.2.1 Mikroalgni proizvodi danes in potenciali uporabe mikroalg
2.2.1.1 Mikroalge v prehrani in zivalski krmi

Na trzis¢u so dostopne mikroalge v obliki tablet, kapsul in napitkov. Uporabljamo jih kot
prehranske dodatke, naravna prehranska barvila, lahko jih dodajamo v hrano, zvecilne
gumije in v pijace (Spolaore in sod., 2006). Mikroalge, ki jih gojimo za prehrano so:
Arthrospira (Spirulina), Chlorella, Dunaliella, Nostoc in Aphanizomenon (Pulz in Gross,
2004).

Uporabljamo jih tudi za krmljenje Zivali, od morskih do hisnih in hlevskih zivali. Za krmo
gojimo naslednje mikroalge: Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum,
Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema in Thalassiosira. Pri gojenju rib in $koljk jih
uporabljamo za izboljSevanje proizvoda. Umetno gojenim organizmom, kot sta losos in
postrv, v krmi manjka pigmentov, ki bi jim dajali znacilno barvo, zato jim dodajamo
karotenoidne pigmente, kot je astaksantin. Ceprav ga je velika vegina na trgu proizvedena
sinteti¢no, lahko uporabimo tudi algo Haematococcus, Ki je naraven vir tega barvila.
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Podobno uporabljamo tudi cianobakterijo Arthrospira (Spirulina) za krape in diatomejo
Haslea ostrearia za ostrige (Spolaore in sod., 2006)

2.2.1.2 Kozmetika

Mikroalgne ekstrakte dodajamo v razli¢ne kozmeti¢ne pripravke npr. Kreme proti staranju
koze, pilinge, nege za obnovo in osvezitev koze... Vecinoma uporabljamo vrsti
Arthrospira (Spirulina) in Chlorella (Spolaore in sod., 2006).

2.2.1.3 Molekule z visoko dodano vrednostjo

Mikroalge so potencialen vir polinenasi¢enih mascobnih kislin (Preglednica 1). Na trzis¢u
je dostopna le eikozapentaenojska kislina (EPA), saj proizvodnja ostalih ni ekonomsko
konkurenéna drugim virom (Spolaore in sod., 2006).

Preglednica 1: Polinenasi¢ene mas¢obne Kisline v mikroalgah (Spolaore in sod., 2006: 91)

Polinenasi¢ene Struktura Potencialna Producent
mascobne Kisline aplikacija

y-linolenska kislina  18:3 w6, 9, 12 Otroske formule, Arthrospira
(GLA) prehranski dodatki (Spirulina)
Arahidonska kislina  20:4 ®6, 9, 12,15 Otroske formule, Porphyridium
(AA) prehranski dodatki

Eikozapentaenojska  20:5 3, 6, 9, 12, 15 Prehranski dodatki, Nannochloropsis,
kislina (EPA) uporaba v Phaeodactylum,

Dokozaheksaenojska 22:6 »3, 6, 9, 12, 15,

akvakulturah
Otroske formule,

Nitzschia
Crypthecodinium,

kislina (DHA) 18 prehranski dodatki,
uporaba v

akvakulturah

Schizochytrium

Pigmente, dobljene iz mikroalg (B-karoten, astaksantin in drugi), uporabljamo za obarvanje
hrane (npr. pomaran¢nega soka), krmni dodatek ribam in perutnini ter v kozmeti¢ni
industriji. NajprimernejSa vrsta za pridobivanje B-karotena je Dunaliella salina (Spolaore
in sod., 2006). Naravna barvila so tudi fikobiliproteini, ki jih komercialno proizvajamo s
cianobakterijo Arthrospira (Spirulina) in rde¢o algo Porphyridium. Studije kaZejo na
zdravilne ucinke teh molekul, kar bi lahko pripeljalo do njihove uporabe v farmacevtski
industriji. Uporabni so tudi za proizvodnjo fluorescentnih reagentov v imunologiji
(Spolaore in sod., 2006).

Mikroalge so primeren vir biokemikalij s stabilnimi izotopi. ZmoZne so vkljucevanja
stabilnih izotopov (13C, 15N in ;H) iz relativno cenovno ugodnih anorganskih molekul
(13C0O,, 15NO3, 2H,0) v vrednejse organske spojine (aminokisline, ogljikovodike, lipide in
nukleinske kisline). Tako lahko dolocamo strukturo teh molekul na atomski ravni in
Studiramo metabolizem (Spolaore in sod., 2006).
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2.2.1.4 Cistilne naprave

Tehnologije cis¢enja odpadnih voda prvenstveno temeljijo na bakterijskih populacijah,
vendar pomen alg ni zanemarljiv (Toman, 1996). Alge izboljsajo odstranjevanje hranil,
tezkih kovin in patogenov ter proizvajajo O,, ki ga nato porabijo heterotrofne aerobne
bakterije. Alge lahko ¢istijo odpadne vode bodisi direktno bodisi posredno z dovajanjem
kisika bakterijam, kar pomaga samemu bakterijskemu ¢is¢enju (Munoz in Guieysse, 2006).

Pri tipicnem aerobnem Cc¢iSCenju odpadnih komunalnih voda mehansko prezracevanje
predstavlja ve¢ kot 50 % skupne porabe energije. Z uporabo mikroalg lahko izboljsamo
energijsko uéinkovitost Cistilne naprave. Taksno povezano delovanje mikroalg in bakterij
bi lahko uporabili tudi pri odstranjevanju nevarnih snovi, saj je veliko snovi lazje
razgradljivih v aerobnih kot v anaerobnih razmerah. Dovajanje kisika z algami je varnejse,
saj je manj moznosti za izpust nevarnih snovi ali aerosolov kakor pri mehanskem
prezraCevanju. Vendar so mikroalge obi¢ajno bolj obcutljive in rastejo pocasneje kakor
bakterije, zato je odstranjevanje snovi omejeno z nastajanjem O, kar je direktno povezano
z mikroalgno aktivnostjo (Munoz in Guieysse, 2006).

Mikroalge lahko uporabimo tudi direktno za odstranjevanje nutrientov npr. dusikovih in
fosfatnih ionov. Le-te odstranjujemo z razli¢nimi bioloskimi in kemi¢nimi procesi, vendar
alge obetajo moznost odstranitve hranil z neto energijskimi prihranki. Hranil ne izgubimo,
ampak pridobimo algno biomaso, ki jo lahko porabimo za krmo ali za pretvorbo v energijo
(Kryder, 2007). Prav tako lahko z algami razgrajujemo razlicne organske snovi in
odstranjujemo toksi¢ne kovine (Munoz in Guieysse, 2006).

2.2.1.5 Gnojila

Mikroalge proizvajajo polimere, ki vplivajo na zadrzevanje vode in delcev v zemlji. Poleg
tega proizvajajo bioaktivne snovi, ki vplivajo na vi§je rastline, zato je mozen razvoj
proizvodnje biolosko aktivnih mikroalgnih spojin proti rastlinskim boleznim (Pulz in
Gross, 2004).

2.2.1.6 Energija

Mikroalge so potencialni substrat v bioplinarnah, polisaharidni delez lahko uporabimo za
proizvodnjo bioetanola, lipidni delez lahko s transesterifikacijo pretvorimo v biodizel,
celotno biomaso lahko s pirolizo in termokemi¢nim uteko¢injanjem spremenimo v bio-olje
ali pa z njimi proizvajamo vodik. Alge za pretvorbo v bioenergijo morajo biti visoko
produktivne, njihova Zetev enostavna, gojiti pa jih moramo po enaki ali nizji ceni v
primerjavi z biomaso drugih organizmov (Carlsson in sod., 2007; Costa in de Morais
2011).

2.2.1.7 Zajem in sekvestracija CO,

Splosna zavest 0 vplivu povecane koncentracije CO, v atmosferi na okolje je pripeljala do
iskanja razli¢nih reSitev za zmanjsevanje izpustov CO,. Ko zajemu CO; sledi dolgoro¢no
shranjevanje le-tega, govorimo o sekvestraciji CO, (Carlsson in sod., 2007).
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Predlagali so razli¢ne strategije zajema COp, ki jih v sploSnem lahko razdelimo v naslednje
skupine: (1) pristopi, ki temeljijo na kemijskih reakcijah; (2) direktno ¢rpanje pod zemljo
0z. v ocean; (3) bioloski zajem CO,. Slednji poteka v fotosintetskih organizmih, ki CO,
pretvarjajo v organsko snov. Ker mikroalge rastejo veliko hitreje kakor kopenske rastline,
ocenjujejo, da so pri zajemu CO, 10 do 50-krat u¢inkovitej$e (Ho in sod., 2011). Vendar se
moramo zavedati, da ta zajem ni trajen, saj ogljik aktivno krozi (npr. izpust med
izgorevanjem biogoriv pridobljenih iz biomase). Na taksen nacin ga lahko speljemo v
cikel, med katerim ne pride do izpustov dodatnega CO, (Kumar in sod., 2010). Za
doseganje trajnostnih rezultatov, moramo proces zajema sklopiti z drugimi, kot je npr.
¢is¢enje odpadnih voda ali odstranjevanje tezkih kovin iz okolja. Kombinacija fiksacije
CO,, proizvodnje biogoriva in ¢iS¢enja odpadnih voda bi lahko bila dobra alternativa
obstoje¢im strategijam zajema CO,. Prav tako so z mikroalgami opravili tudi dolo¢ene
raziskave o sposobnosti alg za zajem dimnih plinov iz tovarn (Ho in sod., 2011).
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2.2.2 Sistematika biotehnolosko pomembnih mikroalg

Za uspesno izvedbo biotehnoloskega procesa, ki nas pripelje do proizvodov, moramo zZe
pred zacCetkom bioprocesa vso skrb nameniti izboru in pripravi industrijske biokulture
(Smole Mozina, 1996). Za boljSe razumevanje mikroalg, ki jih uporabljamo v
biotehnoloskih procesih, sledi njihova sistematika.

Tradicionalno so alge razvrscali glede na njihovo barvo, kar se je v dolo¢eni meri ohranilo
vse do danes. Glavni kriteriji za razvrS€anje alg so: vrste pigmentov, rezervna snov in
sestava celi¢ne stene. Dodatni kriteriji upoStevajo Se citoloske in morfoloske znacilnosti
kot so: prisotnost celic z bicki, struktura bicka, nain delitve jedra in celice, prisotnost
ovojnice endoplazemskega retikla okrog kloroplasta, prisotnost povezave med
endoplazemskim retiklom in jedrno membrano (Tomaselli, 2004).

Splosnega klasifikacijskega sistema za alge ni, saj je taksonomija podvrzena konstantnim
in hitrim spremembam in sledi najnovejSim izsledkom. Tradicionalno taksonomsko
razvrs€anje je v navzkrizju s polifiletsko naravo skupin alg (Barsanti in Gualtieri, 2006).

Lee je bil eden prvih znanstvenikov, ki je opozoril na filogenetsko pomembnost dodatnih
ovojnic okrog kloroplastov. Alge je razdelil v $tiri skupine. Prva skupina vkljucuje
prokariontske alge, medtem ko ostale tri vkljucujejo evkariontske alge razdeljene glede na
evolucijo kloroplasta. VV Preglednici 2 smo opisali skupine alg in za njihovo razvrstitev v
veliki meri uporabili Leejevo Klasifikacijo (Tomaselli, 2004).

Ceprav Leejeva klasifikacija med alge uvri¢a tudi cianobakterije, velja prikazati tudi
drugaéen pogled na njihovo uvrstitev. Prokariontska narava teh organizmov, ki nimajo
jasno razmejenega jedra kot tudi ne Stevilnih drugih organelov znacilnih za evkarionte,
vkljuéno z njihovo dejansko povezanostjo z bakterijami, jih dokon¢no uvr$¢a med
bakterije in ne med alge, kamor so jih uvrscali nekdaj. Ne glede na to ostajata izraza
cianobakterije in starej$i modrozelene alge (Cyanophyceae) sinonima in sta zato marsikje
Se vedno oba v veljavi. Oba opisujeta mikroorganizme in vkljucujeta tako enoceli¢ne kot
veccelicne prokarionte, ki vsebujejo klorofil a in imajo oksigeno fotosintezo. Rezultati
biokemijskih analiz gradbenih delov cianobakterij in genetske analize njihovih 16S ali 23S
rRNA so razlog velikih sprememb v taksonomskem razvrs¢anju (Sedmak, 2011).
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Preglednica 2: Alge in njihova biotehnolo$ka uporaba (Tomaselli, 2004; Toman, 1996; Pulz in Gross,
2004; Lee, 1999; NCBI, 2011; Sedmak, 2011)

Alge Pigmenti Rezervnasnov  Uporaba Biotehnolo$ko
pomembne
mikroalge

PROKARIONTSKE ALGE

Cianobakterije  Klorofil a, Glikogen, Prehranski Arthrospira

(Cyanophyta, fikocianin in  cianoficin in dodatki, njihovi  (Spirullina),

modro-zelene fikoeritrin polifosfatne metaboliti so Nostoc commune

cepljivke, granule potencialno in

cianofiti, pomembni Aphanizomenon

cianoficeje, terapevtiki flos-aquae

modrozelene

alge)

Prochlorophyta Kilorofila a Ni

(Prochlorales, inb biotehnoloskih

proklorofiti) aplikacij

EVKARIONTSKE ALGE, ki imajo kloroplast obdan z dvema membranama

Glaucophyta Ni

biotehnoloskih
aplikacij
Rhodophyta Fikoeritrin,  Floridejski Pridobivanje Porphyridium
(rdeCe alge) fikocianin in  skrob arahidonske
klorofil a Kisline (AA),
pigmentov in
ekstracelularnih
polisaharidov
Chlorophyta Klorofil ain  Skrob Pridobivanje Chlorella,
(zelene alge) b, astaksantina Dunaliella in
karotenoidi (barvilo za Haematococcus
akvakulture in
naravni
antioksidant),
prehranski
dodatki

EVKARIONTSKE ALGE, ki imajo kloroplast obdan z eno dodatno membrano

endoplazemskega retikla

Euglenida Klorofila a Paramilon Pomembne pri
(Euglenophyta, inb,ain B-  (paraskrob) bioloskem
evglenofiti) karoteni in ¢is€enju
nekaj odpadne vode
ksantofilov
Dynophyceae Klorofilaa  Skrob Potencialni vir
(Dynophyta, in Cy, omega-3
dinoflagelatne karotenoidi nenasicenih
alge) mascob

Se nadaljuje.
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Nadaljevanje Preglednice 2: Alge in njihova biotehnolo$ka uporaba (Tomaselli, 2004; Toman, 1996;
Pulz in Gross, 2004; Lee, 1999; NCBI, 2011; Sedmak, 2011)

Alge

Pigmenti

Rezervna snov

BiotehnoloSko
pomembne
mikroalge

Uporaba

EVKARIONTSKE ALGE, ki imajo kloroplast obdan z dvema dodatnima
membranama endoplazemskega retikla

Cryptophyta Ni
biotehnoloskih
aplikacij

Chrysophyceae  Klorofilia,  Krizolaminarin ~ Krma

(Chrysophyta, c1incy, kotac¢nikov in

rumene oziroma  ksantofili in Skoljk v

zlate alge) [-karoten akvakulturah

Prymnesiophyta Klorofilia,  Krizolaminarin  Krma skoljkam, Pavlova lutheri

C1, Cp ter Se posebno in Isochrysis spp
fukoksantin ostrigam

Bacillariophyta  Klorofilia,  Krizolaminarin  Biolosko

(kremenaste alge, c;incy, in lipidi ¢iscenje

tudi Diatomeae)  ksantofil odpadnih voda,

diatomin in krma v

B-karoten akvakulturah,
ostanki diatomej
(diatomejska
zemlja) v
filtracijskih in
adsorpcijskih
postopkih

Xanthophyceae  Klorofil ain  Krizolaminarin, Ni

(rumeno zelene karotenoidi,  olja, manitol in  biotehnoloskih

alge) lahko tudi glukoza aplikacij

klorofil ¢

Eustigmato- Klorofil a in Krma v Nannochloropsis

phyceae violaksantin akvakulturah,

(Eustigmato- potencialen vir

phyta) polinenasicenih
mascobnih
Kislin

Raphidophyceae Kilorofili a, Ni

(Raphidophytes) ¢, Ca, biotehnoloskih

karotenoidi, aplikacij
(fukoksantin

in hetero-

ksantin)

Phaeophyceae Fukoksantin, Laminarin Pridobivanje

(Phaeophyta, klorofili a, alginata

rjave alge) C1, INCy
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2.2.3 Pripravljalni procesi

Ce zelimo, da bi nam mikroorganizmi izdelali proizvode, jim moramo zagotoviti energijo
in snovi, ki jih za to potrebujejo. V ta namen moramo poznati potrebe delovnih
mikroorganizmov za prezivetje in delovanje, sestavo in koli¢ino snovi, ki naj bi bila
vgrajena v proizvode, ter mozne vire snovi, ki jih lahko damo v gojis§¢a mikroorganizmov
(Perdih, 1996). Poznati moramo zahteve posamezne vrste v naravnem okolju, torej njeno
ekologijo in parametre, kot so izbira gojis¢a, pH, temperature, svetlobe. Gojis¢e mora
vsebovati nujne elemente, ki so za alge ogljik, fosfor, dusik, Zveplo, kalij in magnezij.
Elemente kot sta zelezo in mangan alge potrebujejo v majhnih koli¢inah, medtem ko natrij
ni esencialen, potrebe po kalciju pa so specifi¢ne glede na vrsto. Razli¢ni drugi elementi
kot so kobalt, cink, bor, baker in molibden so potrebni mikroelementi. Nekatere alge
potrebujejo Se organske substrate (vitamine, nukleinske kisline in rastne faktorje). Alge

2.2.4 Gojenje

Fototrofne organizme gojimo v fotobioreaktorjih. Ta izraz v SirSem pomenu besede zajema
tudi odprte bazene, vendar ga bomo v nadaljevanju uporabljali le za zaprte sisteme za
gojenje alg (Tredici, 2004).

2.2.4.1 Odprti bazeni

To so plitvi bazeni v katerih gojimo alge. Hranila zagotovimo z odto¢no vodo iz bliznjih
zemlji$¢ ali z usmerjanjem vode iz Cistilnih naprav. MeSanje poteka s kolesi ali drugimi
vrte¢imi strukturami. Dolo¢eno mesanje dobimo tudi s primerno oblikovanimi vodniki.
Algne kulture so lahko definirane (eden ali ve¢ izbranih sevov) ali SO sestavljene iz
mesanice nedefiniranih sevov (Carlsson in sod., 2007).

V uporabi so tri glavne oblike odprtih bazenov: (1) poSevni sistemi, kjer je meSanje
zagotovljeno s ¢rpanjem in gravitacijskim tokom; (2) kroZni bazeni, kjer meSanje povzroca
rotirajoca rocka in (3) bazeni v obliki tekaSke proge (t.i. »raceway ponds«), kjer
bioprocesna brozga krozi, zaradi delovanja vrtecih koles. Mozno je tudi gojenje v jezerih
in naravnih bazenih (Tredici, 2004).

2.2.4.2 Fotobioreaktorji (FBR)

Fotobioreaktorji so sistemi za gojenje fototrofnih organizmov, pri ¢emer vecina svetlobe
(>90 %) ne pride direktno do povrsine kulture, ampak mora preiti ¢ez prosojne stene
reaktorja. Posledi¢no fotobioreaktorji mo¢no omejijo ali preprecijo izmenjavo plinov med
kulturo in atmosfero ter vnos kontaminentov (Tredici, 2004). V fotobioreaktorje lahko na
kontroliran nacin dovajamo vodo, CO; in hranila ter odstranjujemo Kisik (Carlsson in sod.,
2007).

Po obliki jih razvr§¢éamo na: (1) cevne ali plosc¢ate; (2) horizontalne, poSevne, vertikalne ali
spiralne in (3) vijugaste in povezane; po na¢inu delovanja pa Se na: (4) meSanje z zrakom
ali ¢rpalko in (5) enofazni bioreaktorji (izmenjava plinov poteka v loCenem razdelku) ali
dvofazni (kontinuirana izmenjava plinov poteka v samem reaktorju). Dodatno lahko
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fotobioreaktorje razdelimo Se glede na material iz katerega so narejeni (steklo, plastika,...)
(Tredici, 2004).

2.2.4.3 Primerjava proizvodnih sistemov za mikroalge

Izbira primernega sistema za gojenje je odvisna od namena samega gojenja. Zaprti sistemi
so manj primerni za ¢iS€enje odpadnih voda, ker je cena previsoka. Po drugi strani
proizvodi z visoko vrednostjo in kvaliteto, ki jih proizvajamo le v manjsih koli¢inah,
potrebujejo proizvodnjo v bioreaktorjih (Carlsson in sod., 2007). V Preglednici 3 je
navedenih Se nekaj primerjav.



Resnik M. Encimska hidroliza celi¢ne stene mikroalge Scenedesmus quadricauda. 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. §tud. mikrobiologije, 2011

Preglednica 3: Prednosti in slabosti razli¢nih sistemov za gojenje alg (Carlsson in sod, 2007: 14, 15)

Parameter oz.
problematika

Odprti bazeni

Fotobioreaktorji

Prostor Velik Samo za fotobioreaktor majhen
Izguba vode Zelo velika, lahko pride Majhna
do precipitacije soli
Izguba CO, Velika, odvisno od Majhna
globine bazena
Koncentracija Obicajno dovolj majhna Nakopicenje v zaprtih sistemih zahteva
Kisika zaradi spontanega izpusta  pripomocke za izmenjavo plinov (O, moramo
plinov odstraniti, da prepre¢imo inhibicijo
fotosinteze in fotooksidativne poSkodbe)

Temperatura Zelo variabilna, nekaj Pogosto je potrebno hlajenje (s Skropljenjem

kontrole mozne z globino  vode na fotobioreaktor ali potopom cevi v
bazena hladne kopeli)

Strig Majhen (nezno mesanje)  Velik (hitri in turbulentni tokovi, ki so
potrebni za dobro meSanje, ¢rpajo Cez
priprave za izmenjavo plinov)

Cis¢enje Ni potrebno Je potrebno (rast na stenah in nabiranje

umazanije zmanj$ata svetlobno intenziteto), to
povzroca obrabo in s tem zmanjsa Zivljenjsko
dobo FBR

Tveganje za Veliko (omejuje Stevilo Majhno

kontaminacijo vrst, Ki jih lahko gojimo)

Kvaliteta Variabilna Ponovljiva

biomase

Koncentracija Majhna, med 0,1 in 0,5 Velika, med 2 in 8 g/L
biomase g/L

Fleksibilnost Moznih je samo nekaj Velika, mozna zamenjava

proizvodnje

vrst, zahtevna zamenjava

Kontrola procesa
in ponovljivost

Omejena (hitrost toka,
mesSanje, temperatura le z
globino bazena)

Mozna znotraj dolocenih meja

Odvisnost od

Velika (svetlobna

Srednja (svetlobna intenziteta, hlajenje)

vremena intenziteta, temperatura,
padavine)
Zagon 6-8 tednov 2-4 tedne
Stroski Majhni (mesanje, Zelo veliki (dovajanje CO,, kontrola pH,
delovanja dovajanje CO,) odstranjevanje kisika, ohlajanje, ¢is¢enje,

vzdrzevanje)

Stroski zbiranja
biomase (Zetve)

Veliki, odvisno od vrste

Manjsi zaradi velike koncentracije biomase in
boljse kontrole nad vrstami in pogoji rasti
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2.2.5 Zakljucni procesi

Zaklju¢ni procesi so odvisni od kon¢nega proizvoda, vendar vefinoma vkljucujejo
naslednje stopnje: zbiranje biomase ali Zetev, suSenje biomase, odpiranje celicne stene in
izolacijo ter ¢iS¢enje proizvoda (Molina Grima in sod., 2004).

Biomaso zbiramo ali Zanjemo s centrifugiranjem, flokulacijo, membransko filtracijo in s
separacijo z ultrazvokom. Metoda, ki jo izberemo je odvisna od vrste mikroalge, gostote
celic in pogosto tudi od pogojev gojenja (Carlsson in sod., 2007).

Temu sledi odstranjevanje preostale vode, kar lahko doseZzemo z naslednjimi metodami:
suSenje z razprSevanjem, suSenje z rotacijskim bobnom, suSenje z zamrzovanjem in
susenje na soncu (Molina Grima in sod., 2004).

Pogosto moramo celi¢no steno mikroalg odpreti in prav na to stopnjo se bomo bolj

osredoto¢ili v nadaljevanju. Izolacija ter ¢iS€enje proizvoda sta odvisna od tega kaj Zelimo
izolirati iz biomase.

2.3 ODPIRANJE CELICNE STENE

Odprtje celi¢ne stene je pomemben korak na poti do kon¢nega biotehnoloskega proizvoda
iz mikroalgne biomase. Celi¢no steno odpremo, perforiramo ali razgradimo, zato da
dosezemo snovi Vv celici ali dobimo proizvode iz celi¢ne stene. Znotrajceli¢ni proizvodi so
barvila, proteini in olja, ki jih uporabljamo za krmo, prehranske dodatke in v akvakulturah.
Primera uporabe predvsem ogljikovih hidratov iz stene kot tudi znotrajceli¢nih prizvodov,
sta pridobivanje metana v bioplinarnah in proizvodnja bioetanola. Pri proizvodnji
bioetanola iz celi¢ne stene pridobimo sladkorje, ki jih nato pretvorimo v etanol. Procesu
pridobivanja sladkorjev reCemo saharifikacija (Molina Grima in sod., 2004; Becker, 2007,
Costa in de Morais, 2011; Sialve in sod., 2009).

Obstaja ve¢ metod, s katerimi lahko celicno steno odpremo. V splosnem jih delimo na
fizikalne, kemijske in encimske. Izbor metode je odvisen od mikroalgne celi¢ne stene in
zelenega proizvoda (Molina Grima in sod., 2004).

Fizikalne metode, ki jih uporabljamo za obdelavo celic so: visokotlatna homogenizacija,
meSanje biomase ob prisotnosti steklenih ali keramicnih kroglic in ultrazvok. Za obdelavo
biomase v velikem obsegu najpogosteje uporabljajo homogenizatorje, ki s striznimi silami
delujejo na razlicne tipe celic. Tako npr. homogeniziramo celice mikroalge
Haematococcus, ki jo uporabljamo kot krmo za ribe, saj to pripomore k vecji dostopnosti
in asimilaciji pigmentov (E. Molina Grima 2004). To mikroalgo uporabljamo tudi za
proizvodnjo pigmenta astaksantina. Izolacija je uspesnejSa, ¢e celice pred postopki
izolacije dodatno obdelamo. Mesanje biomase s steklenimi in kerami¢nimi kroglicami
uporabljamo za mikroalge Scenedesmus obliquus, S. platensis in Monodus subterraneus.
Ultrazvok uporabljamo pri pridobivanju proteinov, saj so le-ti obcutljivi za pritisk in
temperaturo. Ta metoda je primerna za manjse koli¢ine biomase (Molina Grima in sod.,
2003, 2004).
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Kemijske metode temeljijo na uporabi organskih topil (toluena, alkanov ali alkoholov) in
alkalnih sredstev. Slednja u¢inkovito delujejo na celi¢ne stene, vendar niso uporabna, ko
zelimo pridobiti obcutljive proizvode, kot so proteini. Uporabna so za izolacijo prostih
mascobnih kislin (Molina Grima in sod., 2003, 2004). Saharifikacijo lahko izvedemo tudi s
kislo hidrolizo, ki ima slabo lastnost v potencialni razgradnji spro$¢enih monosaharidov.
To vodi do manjsih donosov enostavnih sladkorjev (Méller, 2006).

Prednosti encimske hidrolize pred drugimi metodami, kot je npr. kisla hidroliza, so manjsa
poraba energije, manj$i stroSki ravnanja z odpadki in izogib tezavam povezanih z
rjavenjem opreme (Sun in Cheng, 2002). Uporaba encimov je napreden pristop, saj
delujejo specifi¢no in zato dobimo manj stranskih proizvodov (Fu in sod., 2010). Za
obdelavo celi¢ne stene mikroalg s celulozno celi¢no steno lahko uporabimo encime, ki
hidrolizirajo celulozo (Harun in Danquah, 2011).

V nadaljevanju bomo natanc¢neje opisali mikroalgne celi¢ne stene in encime, ki jih lahko
uporabimo za njihovo odprtje.

2.3.1 Sestava celi¢ne stene

Alge imajo raznolike celi¢ne stene tako po strukturi kot tudi po kemijski sestavi. Ve¢inoma
so njihove celi¢ne stene sestavljene iz mreZe celuloznih vlaken, ki je dopolnjena z drugimi
polisaharidi kot so: pektin, ksilan, manan, alginska in fucinska kislina. Nekatere alge imajo
celi¢ne stene ojacene s Kalcijevim karbonatom, druge s hitinom, diatomeje imajo v stenah
kremen, medtem ko evglenoidi nimajo celi¢nih sten. V stenah so pore, Siroke od 3 do 5
nm. Propustne so za snovi z majhno molekulsko maso kot so: voda, ioni, plini in druge
majhne hranilne molekule potrebne za metabolizem in rast, niso pa propustne za
makromolekule (Madigan in Martinko, 2006). Evkariontske alge celi¢no steno vedno
sestavljajo na zunanji strani celiéne membrane in je v ve¢ pogledih primerljiva s celi¢no
steno vi§jih rastlin. Materiale, potrebne za izgradnjo celi¢ne stene, zberejo v Golgijevih
veziklih in jih prenesejo skozi membrano. Tam imajo encimske komplekse, ki so
odgovorni za sintezo mikrofibril (Barsanti in Gualtieri, 2006).

Celi¢no steno zelenih alg (Chlorophyta) sestavljata fibrilna komponenta in amorfni
matriks. Fibrilna komponenta je toga in daje celi¢ni steni trdnost. Najdemo jo bolj na
notranji strani. Obdaja jo amorfni matriks, ki je bolj na zunanji strani (van den Hoek in
sod., 1995). Celicna stena vsebuje celulozo, ksilan, manan, 1,3 in 1,4-B-glukane ter
arabinogalaktanske proteine in ne vsebuje lignina (Tuohy in Popper, 2010). Vsebuje tudi
netopno strukturo iz ogljika, ki je odporna na bakterijsko in kemijsko razgradnjo (Zelibor
in sod., 1988).

Alga S. quadricauda ima celi¢no steno sestavljeno iz treh slojev. Notranji sloj je iz
celuloze in lo¢uje posamezne celice, medtem ko zunanji sloj drzi celice cenobija skupaj.
Med njima je tanek vmesni sloj (Bisalputra in Weier, 1963). Van den Hoek in sod. (1995)
poroCajo, da je na notranji strani stene alg rodu Scenedesmus robusten podporni sloj, ki
vsebuje sporopoleninu podobne snovi. Hagewald (1997) pa poroca, da celicna stena
vsebuje hemicelulozo. Takeda (1996) je v celi¢ni steni ve¢ vrst rodu Scenedesmus dokazal
prisotnost glukoze (glavni sladkor) ter galaktoze in manoze.
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Celulozna plast

Izrastek

Robusten podporni
sloj

Vmesni sloj
Zunaniji sloj

Slika 2: Celi¢na stena Scenedesmus quadricauda (Bisalputra in Weier, 1963: 1017)

2.3.2 Gradniki celi¢ne stene

Celuloza je nerazvejan polimer, pri katerem so D-glukozne enote povezane z B-1,4
glikozidnimi vezmi. V povprec¢ni molekuli celuloze je povezanih 10 000 do 15 000
glukoznih ostankov. Glikozidne vezi v  konfiguraciji omogocajo nastanek zelo dolgih in
ravnih verig. Raztegnjene verige celuloze se lahko povezejo v snope vzporednih verig, ki
jih imenujemo vlakna, ta pa se lahko sestavijo v moc¢ne in toge mreze. MreZe stabilizirajo
intra- in intermolekulske vodikove vezi (Boyer, 2005).

Hemicelulozo sestavljajo heterogeni polimeri zgrajeni iz pentoz (D-ksiloza, D-arabinoza),
heksoz (D-manoza, D-glukoza in D-galaktoza) in sladkornih kislin (Kumar in sod., 2008).

Ce zelimo celi¢no steno razgraditi, moramo torej prekiniti togo celulozno strukturo, zato
uporabimo encime celulaze. Razgradnja bo $e ucinkovitejSa, ¢e uporabimo tudi encime, ki
delujejo na druge dele celi¢ne stene (Hedenskog in sod., 1969).

2.3.3 Encimi

Organizmi, ki so zmozni razgrajevati celulozni material, oObi¢ajno proizvajajo
ekstracelularni ali membransko vezani celulazni sistem, ki je sestavljen iz kombinacije vec
encimov (Kumar in sod., 2008; Levy in sod., 2002). Encimom, ki hidrolizirajo celulozo,
re¢emo celulaze. Razdelimo jih v tri glavne skupine: endo-1,4-p-glukanaze (EC 3.2.1.4),
ekso-1,4-B-glukanaze (EC 3.2.1.91) in B-glukozidaze (EC 3.2.1.21) (Levy in sod., 2002).

Endo-1,4-B-glukanaze nakljuéno hidrolizirajo 1,4 vezi v celulozni molekuli. Ekso-1,4-B-
glukanaze sproscajo celobiozo (najmanjSo ponavljajoco celulozno enoto, disaharid) s tem,
ko cepijo konce verig. B-glukozidaze sproscajo glukozne monomere iz celobioze.
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endo-1,4-B-glukanaza

ekso-1,4-B-glukanaza

B-glukozidaza

Slika 3: Molekulska struktura celuloze in mesta delovanja celulaz (Kumar in sod., 2008: 379)

V razgradnjo hemiceluloze so vpleteni razlicni encimi (Kumar in sod., 2008).

Hemicelulaze delujejo sinergisti¢no s celulazami in pripomorejo k u¢inkovitej$i razgradnji
(Moller, 2006).

O0H

endo-B-ksilanaza WO ,

" } a-glukuronidaza
l H

H 1] on H 1] oH

on A\ WA O on M\ A O o w\Y
N\ o AN\ on Mgl I\ o—
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HOMH (MI“
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0 a-arabinofuranozidaza

B-ksilozidaza

Slika 4: Polimerna kemijska struktura hemiceluloze in tarée delovanja hidroliti¢nih encimov, ki so
vpleteni v hemicelulozno razgradnjo (Kumar in sod., 2008: 379)

Na ucinkovitost encimske hidrolize vpliva ve¢ razli¢nih dejavnikov, npr. znacilnosti
uporabljene biomase (lastnosti celi¢ne stene), razmere med hidrolizo (meSanje, lastnosti
encimov) in predobdelava substrata. Za doseganje najboljSih rezultatov moramo
predobdelavo in sam proces encimske hidrolize optimizirati. Znacilnosti celi¢ne stene, ki
lahko vplivajo na proces, so: specifi¢na povrsina, na katero lahko encim deluje, obseg
polimerizacije, vsebnost lignina in obseg O-acetilacije (Mdéller, 2006).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POTEK DELA
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Analiza
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Slika 5: Shema dela
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3.2 MATERIAL

3.2.1 Mikroorganizem

Uporabili smo mikroalgo Scenedesmus quadricauda iz zbirke Katedre za mikrobiologijo in
mikrobno biotehnologijo BiotehniSke fakultete, Univerze v Ljubljani. Za ta
mikroorganizem smo se odlo¢ili, ker je relativno dobro raziskan in so gojis¢a zanj znana.

3.2.2 Fotobioreaktor

Mikroalgo Scenedesmus quadricauda smo gojili v cevnem fotobioreaktorju, ki smo ga v
sodelovanju s podjetiem AIgEn sestavili iz elementov, prikazanih na Sliki 6.
Fotobioreaktor smo namestili na laboratorijski pult pri oknu in ga dodatno osvetljevali z
luémi (2 krat 36 W), oddaljenimi 30 cm od cevi. V prostoru je bila sobna temperatura.

Luci 36 W 640 Cool White (Tesla L, Neméija)

\

Mesalo
(AlgEn, Slovenija)

pH sonda (JBL,
Nemiia) g ’ - \

Razprsika
— «— «—
Prozorna polietilenska Gumice, vezi

pH regulator s CO2
(JBL, Neméija)

folja (d=12 cm)

Jeklenka s COz Kad (2,5 m=0,6 m=0,1 m)

(Messer, Sovenija) Modularne polipropilenske

sive cevi za meteorne vode
Slika 6: Cevni fotobioreaktor

3.2.3 Encimi

Za razgradnjo celi¢ne stene mikroalge Scenedesmus quadricauda smo uporabili tri razli¢ne
encimske pripravke proizvajalca DSM Nutritional Products, ki so po sprejemljivih cenah
dostopni na trziscu.

3.2.3.1 Encimski pripravek RONOZYME VP (CT)

Proizvajajo ga s submerzno kultivacijo plesni Aspergillus aculeatus. Ima naslednje
aktivnosti: endo-1,3(4)-p-glukanazno (EC/IUB St. 3.2.1.6), B-glukanazno, pektinazno in
hemicelulazno (Product Data Sheet, 2004a).
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3.2.3.2 Encimski pripravek ROXAZYME G2 G

Pridobivajo ga iz plesni Trichoderma longibrachiatum. Njegove glavne aktivnosti so :
endo-1,4-B-glukanazna (EC/IUB §t. 3.2.1.4), endo-1,3(4)-B-glukanazna (EC/IUB st.
3.2.1.6) in endo-1,4-B-ksilanazna (EC/IUB st. 3.2.1.8) (Product Data Sheet, 2004b).

3.2.3.3 Encimski pripravek RONOZYME WX (CT)
Encim izdeluje plesen Thermomyces lanuginosus, vendar ga v industrijskem merilu

proizvajajo s plesnijo Aspergillus oryzae. Glavna aktivnost je endo-1,4-B-ksilanazna
(EC/IUB st. 3.2.1.8) (Product Data Sheet, 2004c).

3.2.4 Laboratorijske kemikalije
Pri raziskovalnem delu smo uporabili kemikalije, ki so zbrane v Preglednici 4.

Preglednica 4: Seznam uporabljenih kemikalij

Kemikalija Proizvajalec
(NHz)sM07024x4H,0 Kemika, Hrvaska
Antibiotik tetraciklin Sigma, ZDA
Biotin Sigma, ZDA
CeH1206 Kemika, Hrvaska
CeHsNaz0O7x2H,0 Kemika, Hrvaska
CeHgO7x2H,0 Merck, Nemcija
Ca(NO3),x4H,0 Merck, Nemcija
CaCl,x2H,0 Merck, Nemcija
CCI;COOH Merck, Nemcija
ciankobalamin (vitamin B12) Serva, ZDA
EDTA FeNa Sigma, ZDA
EDTA Na, Sigma, Nemcija
H3BO;3 Merck, Nemcija
Hranilni agar Biolife, Italija
KH,PO, Merck, Nemcija
MgSO4x7H,0 Merck, Nemcija
MnCl,x4H,0 Riedel, Nemcija
Na,HPO4*x2H->0 Merck, Nemcija
Na,SO3 Merck, Nemcija
NaHCO; Merck, Nemcija
NaNOs Merck, Nem¢ija
NaOH Merck, Nemcija
PAHBAH Sigma, Nemcija
Plantfer-U S. C. CHIMRO S.R.L., Romunija

tiamin HCI (vitamin B1)

Merck, Nemcija
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3.2.5 Laboratorijski pribor

Pri laboratorijskem delu smo uporabili naslednji laboratorijski pribor:

- laboratorijska steklovina (erlenmajerice, pipete, ¢aSe, merilne bucke,
epruvete, HACH epruvete, serumske steklenicke),

- zarilni loncki,

- Stevna komora Neubauer, Nemcija,
- polavtomatske pipete Finnpipette, ThermoFisher Scientific, ZDA (10-100

uL, 100-1000 pL, 1-5 mL),

- nastavki za pipete Plastibrand, Nemcija,

- laboratorijske rokavice,

- mikrocentrifugirke Plastibrand, Nemcija,
- gumijasti pokrovcki in zelezni pokrovcki za serumske steklenicke,
- plasti¢ne centrifugirke Plastibrand, Nemcija,

- pipetna Zogica,
- kivete Plastibrand, Nemcija,

- pokrovcki za HACH epruvete,

- merilni valji,
- eksikator.
3.2.6 Laboratorijske aparature
Preglednica 5: Laboratorijske aparature

Aparat Proizvajalec
Avtoklav Kambi¢, Slovenija
Bunsenov gorilnik TLOS, Hrvaska
Centrifuga Beckman Coulter, ZDA
Centrifuga Clair, Avstrija

Digitalni fotoaparat PowerShot A640
Digitalni fotoaparat PowerShot A590 IS
Laminarij

Magnetno mesalo

Mikroskop

pH meter

Spektrofotometer

Spektrofotometer

Tehtnica

Tehtnica

Vodna kopel

Vorteks mesalo

Stresalnik

Zamrzovalnik

Susilnik

Eksikator

Zarilna peé

Canon, Japonska

Canon, Japonska

Scholzen Technic, Svica

Snijders, Nizozemska; IKA, Nemcija

Thermo Scientific, ZDA
Pharmacia Biotech, ZDA
Shimadzu, Japonska
Mettler-Toledo, Nemcija
Kern, Nemcija

Kambic, Slovenija
Tehtnica, Slovenija
Infors HT, Svica
Gorenje, Slovenija
Instrumentaria, Hrvaska
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3.2.7 Gojisca
3.2.7.1 Gojisce po Jaworskem (CCAP, 2011)
Najprej smo pripravili zalozne raztopine, kot je prikazano v Preglednici 6.

Preglednica 6: Priprava zaloZnih raztopin za goji§¢e po Jaworskem

ZaloZne raztopine Na 200 mL
deionizirane vode

1 Ca(NOg3)x4H,0 409

2 KH,PO, 2,48 ¢

3 MgSO4x7H,0 10,09

4 NaHCO; 3,189

5 EDTAFeNa 0,459
EDTA Na, 0,459

6 Hs3BO; 0,496 ¢
MnCl,x4H,0 0,278 g
(NH4)5M07024X4H20 0,2 g

7  ciankobalamin (vitamin B12) 0,008 g
tiamin HCI (vitamin B1) 0,008 g
biotin 0,008 g

8 NaNO3 16,09

9 Na,HPO,4*x2H->0 3,58 g
Na,HPO,x12H,0 7,24

Koncéno gojisce smo pripravili tako, da smo odpipetirali po 1mL vsake zaloZne raztopine in
dodali destilirano ali vodovodno vododo 1 L.

3.2.7.2 Plantfer-U

Preglednica 7: Sestava gnojila Plantfer-U

Sestava % Koncentracija [g/L]
N 7,8 100
P20s 7,8 100
K20 7,03 90
B 0,025 0,3
Co 0,001 0,01
Cu 0,0025 0,3
Fe 0,05 0,6
Mg 0,025 0,3
Mn 0,033 0,4
Mo 0,001 0,01
S 0,075 0,9
Zn 0,025 0,3

Gnojilo Plantfer-U smo zmesali z vodo v razmerju 1:300 in tako dobili kon¢no gojisce.
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3.2.7.3 Agarske ploS¢e za dokazovanje okuzbe
Uporabili smo gojisce hranilni agar (HA).

Preglednica 8: Sestava hranilnega agarja

Sestava Koncentracija
[9/L]

Goveji ekstrakt 3

Pepton 5

Agar 15

Hranilni agar smo raztopili v destilirani vodi v koncentraciji 23 g/L. Sterilizirali smo ga v

avtoklavu 15 minut pri 121 °C.

3.2.8 Pufer in raztopine

3.2.8.1 Citratni pufer pH=5

Citratni pufer pH=5 smo pripravili tako, da smo zmesali 0,1 M raztopino citronske kisline
in 0,2 M raztopino dinatrijevega hidrogen ortofosfata v ustreznem razmerju. pH smo

umerili na 5.
Preglednica 9: Priprava raztopine citronske Kisline
Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
C6H307XH20 21,01 g 0,1 M

Dodali smodH,Odo 1L

Preglednica 10: Priprava raztopine dinatrijevega hidrogen ortofosfata

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija

Na,HPO4x2H,0 35,60 g 0,2M
Dodali smodH,Odo 1L
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3.2.8.2 10 % (vol.) triklorocetna kislina

Preglednica 11: Priprava triklorocetne Kisline

Sestavina Koli¢ina Kon¢na koncentracija
CCI;COOH 10,09 10 % (vol.)

Kislino smo pocasi dodajali

v 90 mL dH,0

3.2.8.3 Reagent za test redukcijskih sladkorjev

Preglednica 12: Priprava posameznih raztopin za test redukcijskih sladkorjev

Sestavina Koli¢ina  Kon¢na koncentracija
Na,SO3 12,6 g 1M

Dodamo dH,0 do 100 mL

NaOH 20,09 5M

NaOH smo na mesalu pocasi
raztopili v 80 mL dH,0 in
nato dodali dH,O do 100 mL

CeHsNaz07x2H,0 147 ¢ 05M
Dodali smo dH,0 do 100 mL
CaCl, 2,229 0,2M

Dodali smo dH,0 do 100 mL

3.2.8.4 Standardne raztopine glukoze

Preglednica 13: Priprava standardnih raztopin glukoze

Sestavina Koli¢ina  Koné¢na koncentracija
CeH1206 0,540 g 6 mM

Dodali smo dH,0 do 500

mL

Iz 6 mM raztopine glukoze smo nato z redéenjem pripravili $e 3,8 mM, 3 mM, 2 mM in
1mM raztopino glukoze.
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3.2.8.5 Reagent PAHBAH
Reagent je obstojen le eno uro, zato smo vedno pripravili svezega.

Preglednica 14: Priprava reagenta za dolo¢anje koncentracije redukcijskihih sladkorjev

Sestavina Koli¢ina

1 M Na,SOs3 5mL

0,5 M natrijevega citrata 5mL

5 M NaOH 5mL

Dodamo dH,0 do priblizno

80 ml.

0,2 M CaCl, 5mL

Dodajamo po kapljicah med meSanjem na magnetnem
mesalu.

PAHBAH 1g

dH,O smo dodali do skupnega volumna 100 mL.

3.3 METODE

3.3.1 Pridobivanje algne biomase
3.3.1.1 Inokulum

Najprej smo pripravili inokulum mikroalge, ki smo ga nato prenesli v fotobioreaktor.
Inokulum (pri gojitvah 1, 2, 3, 9, 10, 11, 12) je predstavljal priblizno 10 % volumna
medija, ki smo ga inokulirali. Pripravili smo ga v 5 L erlenmajericah in ga inkubirali pri
sobni temperaturi pri naravni osvetlitvi na okenski polici. Po 3., 4., 5., 6. in 7. gojitvi Smo
kulturo le delno centrifugirali, gojis¢e in del biomase, smo vrnili v fotobioreaktor (Slika 7,
Preglednica 15). To pomeni, da smo za inokulum npr. 4. gojitve porabili del biomase 3.
gojitve. S tem smo celice vzdrzevali v logaritemski fazi rasti. Koncentracijo vrnjenih celic
smo dolocili z merjenjem ODgsg.

3.3.1.2 Fotobioreaktor

Sledilo je gojenje mikroalg v fotobioreaktorju. Opravili smo 12 gojitev. Gojisca, ki smo jih
uporabili, so navedena v Preglednici 15. pH vrednost smo tekom gojenja regulirali z
dovajanjem CO; in jo vzdrzevali v intervalu med 7 in 8. Sproti smo spremljali tudi
temperaturo.
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Preglednica 15: Pregled gojenja mikroalge S. quadricauda v fotobioreaktorju

St. gojitve  Datum Gojisce
Sestavina Koli¢ina
1 15.1.do 26.1.2010  vodovodna voda 60 L
Plantfer-U 330 mL
2 26.1. do 2.2.2010 vodovodna voda 60 L
Plantfer-U 300 mL
3 2.2.do0 2.3.2010 vodovodna voda 50 L
gojisce po Jaworskem 50 mL vsake
zalozne raztopine
4 2.3.d09.3.2010 ostanek po centrifugiranju* 50 L
5 9.3.do 16.3.2010 ostanek po centrifugiranju* 50 L
Plantfer U 50 mL
6 16.3. do0 29.3.2010  ostanek po centrifugiranju* 50 L
7 29.3.d0 15.4.2010  vodovodna voda 50 L
ostanek po centrifugiranju* 50 L
Plantfer-U 100 mL
8 15.4. do 4.5.2010 ostanek po centrifugiranju*® 100 L
Plantfer-U 200 mL
gojisce po Jaworskem 10 mL vsake
zalozne raztopine
9 4.5. do 18.5.2010 vodovodna voda 90 L
Plantfer-U 150 mL
zalozna raztopina 7 po Jaworskem 100 mL
10 18.5. do 3.7.2010 vodovodna voda 90 L
gojisce po Jaworskem 90 mL vsake
zaloZne raztopine
11 7.7.do 18.8.2010 vodovodna voda 90 L
gojisce po Jaworskem 80 mL vsake
zaloZne raztopine
12 31.8.do 7.10.2010  deionizirana voda 90 L

gojisce po Jaworskem

100 mL vsake
zaloZne raztopine

Plantfer-U

50 mL

cev v
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BIOMASA

Centrifugiranje |

Inokulacija
FBR
Rast

VraCanje medija in dela biomase

Slika 7: Pridobivanje mikroalgne biomase
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3.3.2 Spremljanje rasti
3.3.2.1 Spektrofotometri¢no

Rast alg smo spremljali s spektrofotometrom Novaspec Il Visible, Pharmacia Biotech,
ZDA. Odvzeli smo tri vzorce iz fotobioreaktorja in merili opti¢no gostoto pri valovni
dolzini 654 nm.

3.3.2.2 Stetje celic

Za Stetje celic smo uporabili Stevno kamrico hemocitometer Neubauer improved in
mikroskop. Presteli smo celice v 5 E kvadratkih v diagonali in Stetje ponovili 3-krat, torej
smo skupaj presteli 15 E kvadratkov. Izracunali smo povprecje na 1 kvadratek, pri Cemer je
volumen 1 E kvadratka 0,2x0,2x0,1 mm. lzracunali smo $tevilo celic na mL. Celice smo
Steli s 400x povecavo mikroskopa.

3.3.2.3 Fotografiranje mikroskopskega preparata

Nativni mikroskopski preparat smo fotografirali na dva nadina. V prvem primeru smo ga
fotografirali s fotoaparatom Canon PowerShot A640, ki smo ga namestili na mikroskop. V
drugem primeru smo uporabili konfokalno mikroskopijo na Institutu za patofiziologijo
Medicinske fakultete v Ljubljani.

3.3.3 Zetev mikroalgne biomase

Biomaso smo koncentrirali s centrifugo Milky, Clair, Avstrija. Nato smo jo prenesli v 50
mL plasti¢ne centrifugirke in Se enkrat centrifugirali s centrifugo Allegra X-12R, Beckman
Coulter, ZDA, 3 minute pri 2500xg. Biomaso smo stehtali in shranili v zamrzovalniku pri
-20 °C.

3.3.4 Encimska hidroliza mikroalgne celi¢ne stene
3.3.4.1 lzbira inkubacijskih razmer

Od proizvajalca smo z elektronsko posto dobili zgolj skope informacije o optimalnih
razmerah delovanja encimskih pripravkov: »Temperaturni optimum je med 20 in 25 °C,
optimalen pH je v Sirokem obmoc¢ju okrog nevtralnega med 4 in 10«. Med pregledovanjem
literature smo zasledili naslednje:

- Encimski pripravek Ronozyme VP (CT) proizvajajo s submerzno kultivacijo
plesni Aspergillus aculeatus (Product Data Sheet, 2004a). Glukanaze izolirane
1z tega organizma delujejo optimalno pri temperaturi med 50 in 70 °C ter pH
med 2,5 in 5 (de Vries in Visser, 2001).

- Encimski pripravek Roxazyme G2 G pridobivajo iz plesni Trichoderma
longibrachiatum (Product Data Sheet, 2004b). Temperaturni optimum encima
endo-1,3(4)-B-glukanazne (EC/IUB &t. 3.2.1.6) je 50 °C, pH optimum tega
encima je 5 (Sharma in Nakas, 1987).
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- Encimski pripravek Ronozyme WX (CT) izdeluje plesen Thermomyces
lanuginosus (Product Data Sheet, 2004c). Ksilanaze tega organizma optimalno
delujejo pri temperaturah od 60 do 70 °C in pri pH med 6,5 in 7 (Xiong in sod.,
2004).

Na podlagi vseh teh podatkov smo se odlo¢ili, da aktivnost encimov spremljamo pri
temperaturah 25 in 50 °C ter pri pH vrednostih 5 in 7.

Zaradi boljSe preglednosti bomo v nadaljevanju encimske pripravke navajali s kraticami
(Preglednica 16):

Preglednica 16: Pregled uporabljenih encimskih pripravkov in kratice s katerimi jih bomo v
nadaljevanju oznacevali

Encimski pripravek oz. meSanica encimskih  Kratica

pripravkov

Ronozyme VP (CT) VP
Roxazyme G2 G G
Ronozyme WX (CT) WX
Ronozyme VP (CT) in Roxazyme G2 G VP+G
Ronozyme VP (CT) in Ronozyme WX (CT) VP+WX
Roxazyme G2 G in Ronozyme WX (CT) G+WX

3.3.4.2 Priprava encimov
Encime smo dodajali glede na navodila proizvajalca (Preglednica 17):

Preglednica 17: Priporocena koli¢ina encimskega pripravka na substrat

Encimski Koli¢ina encimskega
pripravek pripravka na kg substrata
VP 300 - 1200 mg

G 50 — 200 mg
WX(CT) 150 — 300 mg

Dodali smo zgornjo priporo¢eno koli¢ino encima, in sicer preraCunano na 5 g mokre
mikroalgne biomase.

Encime smo najprej raztopili v avtoklavirani deionizirani vodi, v katero smo dodali
antibiotik, s katerim smo poskusali prepreciti rast bakterij. Konc¢na koncentracija
tetraciklina je bila 2 pg/mL. Sledilo je meSanje na magnetnem mesalu. Tako smo pripravili
raztopine encimov, ki smo jih nato dodali v reakcijske mesSanice (Preglednica 18).
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Preglednica 18: Priprava encimskih pripravkov

Encimski pripravek V (dH,0) m (encim) \/ Koncentracija
[mL] [mg] (tetraciklin) encima
[nL] [mg/mL]
RONOZYME VP (CT) 10 200 25 20
ROXAZYME G2 G 30 100 75 3,3
RONOZYME WX (CT) 20 100 50 5,0

3.3.4.3 Priprava reakcijske mesSanice

Za eno inkubacijo smo pripravili 18 serumskih steklenick s 60 mL citratnega pufra pH=5
0z. z deionizirano vodo (pH=7). Dodali smo 5 g odmrznjene biomase mikroalge
Scenedesmus quadricauda in jih avtoklavirali. Poc¢akali smo, da so se meSanice ohladile in
odvzeli vzorce ob ¢asu 0 h. Nato smo dodali 300 uL encimske meSanice raztopljene v
pufru (ko smo biomaso dodali v pufer) oz. deionizirani vodi (ko smo biomaso dodali v
deionizirano vodo).

Izraz reakcijska mesSanica se torej nanasa na posamezno serumsko steklenicko s pufrom oz.
deionizirano vodo, algno biomaso ter encimom z antibiotikom.

3.3.4.4 Inkubacija in odvzem vzorcev

Reakcijske mesanice smo inkubirali v komori pri temperaturah 25 in 50 °C ter s stresanjem
120 obr./min. Vzorce smo jemali v ¢asovnih intervalih pri 0 h, 4 h, 24 h, 48 hin 72 h. Iz
reakcijskih meSanic smo vzeli 1 mL vzorca in ga prenesli v Eppendorf epruveto ter nato
dodali 120 ul 10% (vol.) triklorocetne Kisline, s katero smo ustavili encimsko delovanje.

3.3.4.5 Spremljanje encimske aktivnosti

Encimsko aktivnost pripravkov smo spremljali z merjenjem koncentracije redukcijskih
sladkorjev. Pri vsaki cepitvi polisaharida nastaneta iz ene dve krajs$i molekuli, pri ¢emer se
sprosti en dodaten redukcijski konec. Redukcijski konec polisaharidne ali oligosaharidne
verige je tisti, ki se lahko oksidira. Na uspe$nost delovanja encimov lahko sklepamo po
Stevilu sproscenih redukcijskih sladkorjev (Lever, 1977).

3.3.4.6 Test redukcijskih sladkorjev

V HACH epruvete smo odpipetirali 5 mL pripravljenega reagenta PAHBAH. VVzorce smo
odtalili in premesali na vorteksu. Za vsak vzorec smo naredili dve ponovitvi. Po 100 pl
vzorcev smo dodali v epruvete z reagentom PAHBAH, jih zamasili in premesali na
vorteksu. Nato smo jih segrevali 10 min pri 100 °C in ohladili v hladni vodi. Razvila se je
rumena barva, katere intenziteto smo izmerili spektrofotometri¢no pri 420 nm.

Vzporedno smo pripravili tudi umeritveno krivuljo s standardnimi koncentracijami
glukoze. V HACH epruvete z reagentom PAHBAH smo odpipetirali v dveh ponovitvah (0
mM v treh ponovitvah) po 100 pl standardnih raztopin glukoze (0; 1 mM; 2 mM; 3 in 3,8
mM). Nato smo ravnali enako kot pri vzorcih. Narisali smo umeritveno krivuljo Agy V
odvisnosti od koncentracije.



Resnik M. Encimska hidroliza celi¢ne stene mikroalge Scenedesmus quadricauda. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. §tud. mikrobiologije, 2011

3.3.4.7 Dolocanje suhe (SS) in organske snovi (OS) v reakcijski mesanici

Za susenje smo uporabili zarilne loncke. Predhodno smo jih ocistili in prezarili (24 h, 105
°C) ter ohladili v eksikatorju. Stehtali smo jih na analitski tehtnici. V stehtane lon¢ke smo
odpipetirali vzorec in jih ponovno stehtali. Nato smo jih susili pri 105 °C 24 h. Po
kon¢anem susenju smo loncke previdno prenesli v eksikator, jih ohladili in stehtali. Lon¢ke
z vzorcem smo prenesli v segreto zarilno pe¢ in 24 h zarili pri 550 °C. Nato smo jih
previdno prenesli v eksikator, jih ohladili in stehtali. Organsko snov smo izracunali po
Enacbi 1 (Clesceri in sod., 1998):

m(organska snov) = m(suha snov in loncek) — m(anorganska snov in loncek)
(D)
3.3.5 Analiza rezultatov

3.3.5.1 Rastna krivulja

Rastno krivuljo smo izrisali s programom MS office excel. Merili smo opti¢no gostoto in s
stevno kamrico Steli celice pod mikroskopom. Nato smo ti dve spremenljivki povezali z
linearno regresijo in tako dobili linearno zvezo med opti¢no gostoto in Stevilom celic v 1
mL.

3.3.5.2 Encimska razgradnja

3.3.5.2.1 Encimska kinetika

Encimsko kinetiko smo modelirali z empiri¢énim modelom. S tem smo dobili kineti¢ne
parametre, s katerimi smo primerjali encimske aktivnosti razli¢énih encimskih pripravkov v
razli¢nih razmerah.

Model za ¢asovni potek koncentracije proizvoda (redukcijskih sladkorjev) (Enacba 2):
[P](t) = ¢ — be™ ..(2)

Pri ¢emer je [P] koncentracija proizvoda (redukcijskih sladkorjev), parameter c je
maksimalna koncentracija proizvoda (redukcijskih sladkorjev, ki so ze v slednji obliki ali
Se v obliki polisaharidov, ki se bodo razgradili v redukcijske sladkorje), parameter b je
koncentracija proizvoda, ki ga lahko dobimo iz substrata (koncentracija redukcijskih
sladkorjev, ki jo lahko dobimo iz polisaharidov), r je hitrostna konstanta in ¢t je Cas.

Parametra c in b smo izracunali z nelinearno metodo najman;jsih kvadratov.
Izpeljava in utemeljitev modela sta opisani v Prilogi A.
3.3.5.2.2 Hidrolizni donos

Fu in sod. (2010) so v svoji raziskavi za primerjavo vpliva pH in T na encimsko aktivnost
uporabili vrednost hidroliznega donosa. Izrac¢unali so jo po Enacbi 3:
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Koncentracija redukcijskih sladkorjev

Hidrolizni donos = X 100 % ...(3)

Celokupna koncentracija sladkorjev

Odlocili sSmo se za podoben pristop, le da sSmo namesto
Celokupne koncentracije sladkorjev dolocili koncentracijo organske snovi Vv
posamezni reakcijski meSanici. Najbolj ustrezno bi bilo dolo¢iti koncentracijo substrata na
katerega delujejo encimski pripravki, vendar je za tovrstno raziskavo tak pristop
prezapleten. Zato smo se odlocili, da je koncentracija organske snovi v posamezni
reakcijski meSanici dovolj dober pokazatelj koncentracije substrata. Za potrebe tega dela
smo hidrolizni donos definirali z Enacbo 4:

Hidrolizni donos = D x 100 % ..(4)

Koncentracija organske snovi

pri ¢emer je parameter b koncentracija redukcijskih sladkorjev, ki jih lahko dobimo iz
substrata za dolo¢eno reakcijsko mesanico.

Izracunali smo povpre€en hidrolizni donos dolofenega encima oz. encimske meSanice v
vseh razmerah poskusa in povprecen hidrolizen donos vseh encimov ter meSanic V
dolo¢enih razmerah poskusa. Tako smo med seboj primerjali razliéne razmere poskusov in
razli¢ne encime oz. njihove mesanice, ki smo jih uporabili v posameznem poskusu.

3.3.5.3 Statisti¢na analiza

Povpreéja smo izracunali z Enacbo 5 (Kosmelj, 2001):

__1gn

g=1ivnx ...(5)
pri Cemer je X povpreéna vrednost, n Stevilo vzorcev in x; vrednost i-te meritve.

Vzoréni standardni odklon smo izracunali po Enacbi 6 (Kosmelj, 2001):

n L— )2
g = [Zz&iD® ...(8)

n—-1

pri cemer je s vzorcni standardni odklon, x; vrednost i-te meritve, X povpre¢na vrednost in
n Stevilo vzorcev.

Podatke smo statisti¢no analizirali z metodo analize variance (ANOVA) kot enofaktorski
poskus in kot dvofaktorski poskus s ponovitvami. Pri prvi smo izvedli tudi multipli test
sredin po Tukeyu. Uporabili smo program MS office excel. Rezultate smo prikazali v
obliki preglednic in slik. V stolpcih slike je prikazan 95 % interval zaupanja.
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4 REZULTATI

4.1 GOJENJE MIKROALGE S. quadricauda

V okviru diplomskega dela smo v sodelovanju s podjetjem AIgEn d.0.0. v cevnem
fotobioreaktorju gojili mikroalgo Scenedesmus quadricauda in tako dobili ustrezno
koli¢ino biomase za nadaljnje delo.

Rastno krivuljo mikroalge S. quadricauda v fotobioreaktorju prikazujeta Slika 8 in Slika 9.
Glede na rastno krivuljo pri 3. gojitvi, smo dolo¢ili vrednost ODgs4=0,3, pri kateri so celice
7e v logaritemski fazi rasti (Slika 8). Pri 4., 5., 6., 7. in 8. gojitvi smo del biomase
reciklirali in koli¢ino vrnjene biomase uravnali na to vrednost. S tem smo skrajSali Cas
gojenja (Slika 9, Preglednica 15).

Ceprav smo pH vzdrzevali med 7 in 8, smo zaradi teZav z dovajanjem CO, izjemoma
izmerili najvisji pH=9,01 in najnizji pH=6,86. Temperatura je bila 20+6 °C. Maksimalno
temperaturo smo izmerili 26 °C, medtem ko smo minimalno temperaturo izmerili takoj po
vnosu sveze vVode v bioreaktor, in sicer 14 °C, vendar se je le-ta Ze ¢ez no¢ ogrela na 22 °C.
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Slika 8: Rastna krivulja mikroalge Scenedesmus quadricauda v fotobioreaktorju pri 3. gojitvi.
Prikazan je tudi vzor¢ni standardni odklon meritev ODgs4 (nN=3).
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Slika 9: Rastna krivulja mikroalge Scenedesmus quadricauda v fotobioreaktorju pri 6. gojitvi
(vzdrZevanje logaritemske faze rasti). Prikazano je povprecje in ustrezen vzoré¢ni standardni odklon
meritev ODgs4 (N=3).

Maksimalno gostoto celic smo dosegli pri esti gojitvi, in sicer 8,7x10° celic/mL (teto pod
mikroskopom s hemocitometrom) oz. 7,6x10° celic/mL (izratunano glede na izmerjen
OD554) (S'Ika 9)

Opravili smo 12 gojitev v fotobioreaktorju in pridobili 723,4 g centrifugirane mokre
biomase (Preglednica 19).

Preglednica 19: Masa pridobljene mokre biomase

St. m(mokra biomasa)
gojitve Datum [0]

1 15.1. do 26.1.2010 25,3
2 26.1. do 2.2.2010 32,7
3 2.2.do 2.3.2010 59,1
4 2.3.d09.3.2010 43,0
5 9.3.do 16.3.2010 79,9
6 16.3. do 29.3.2010 61,5
7 29.3. do 15.4.2010 1129
8 15.4. do 4.5.2010 75,0
9 4.5. do 18.5.2010 59,1
10 18.5. do 3.7.2010 83,1
11 7.7.do 18.8.2010 0,0*
12 31.8. do 7.10.2010 91,9

SKUPAUJ: 723,4

*Rast ni bila zadovoljiva, biomaso smo zavrgli.
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4.2 FOTOGRAFIRANJE MIKROSKOPSKEGA PREPARATA

Med rastjo v fotobioreaktorju smo vecinoma opazili posami¢ne celice mikroalge S.
quadricauda (Slika 10, levo), medtem ko smo pri opazovanju inokuluma, ki smo ga
pripravljali v erlenmajericah, opazili tudi cenobije s 4 celicami (Slika 10, desno).

Slika 10: Fotografija celic S. quadricauda po centrifugiranju s fotoaparatom Canon PowerShot A640
name$¢enim na mikroskop (1000x povecava mikroskopa) (levo); fotografija inokuluma mikroalge S.
quadricauda s konfokalno mikroskopijo (desno)
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4.3 ENCIMSKA HIDROLIZA CELICNE STENE

4.3.1 Spremljanje razgradnje mikroalgnih celi¢nih sten

Razgradnjo mikroalgnih celi¢énih sten smo spremljali z merjenjem koncentracije
redukcijskih sladkorjev. Na uspesnost delovanja doloenega encimskega pripravka smo
sklepali po narasli koncentraciji le-teh.

V reakcijskih mesSanicah smo izmerili razlicno zacetno koncentracijo redukcijskih
sladkorjev (Slika 11, Slika 12, Priloga C). Prav tako je bila razli¢na zacetna koncentracija
organske snovi (Preglednica 20, Priloga B).

Preglednica 20: Koncentracija organske snovi v treh reakeijskih me$anicah (1, 2, 3) z encimskim
pripravkom G pri pH=7 in T=25 °C

Reakcijska Koncentracija
meSanica organske snovi [g/L]
1 154
2 14,6
3 11,4

Sprva smo poskus izvedli tako, da encimskih pripravkov nismo dodali asepti¢no.
Reakcijske mesanice smo inkubirali na stresalniku v naslednjih razmerah poskusa: T=50
°C, pH=5, 120 obr./min. Po 4 in 24 urah inkubacije smo izmerili vi§je koncentracije

redukcijskih sladkorjev v primerjavi z zacetno koncentracijo, nato pa je le-ta zacela padati
(Slika 11).
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Slika 11: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v treh reakcijskih mesanicah (1,
2, 3) z encimskim pripravkom VP pri pH=5 in T=50 °C. Encimi niso bili dodani asepti¢no.
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7 razmazom reakcijskih meSanic in encimskih pripravkov na plos¢e (HA) smo dokazali
bakterijsko okuzbo. Postopek smo spremenili in se odlocili, da med raztapljanjem encimov
dodamo $e antibiotik tetraciklin. Dodali smo ga enako koncentracijo kot se uporablja pri
testu Ames. S tem smo zeleli zaustaviti bakterijsko rast.

Vse nadaljnje poskuse smo izvedli z antibiotikom. Koncentracija redukcijskih sladkorjev je
povecini s ¢asom nara$cala in nato ostala enaka. Eksperimentalno dobljene podatke smo
modelirali z izbranim kineti¢cnim modelom in spreminjanje koncentracije redukcijskih
sladkorjev med inkubacijo prikazali na grafu (Slika 12, Priloga C).
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Slika 12: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v treh reakcijskih mesanicah (1,
2, 3) z encimskim pripravkom G pri pH=7 in T=25 °C. V reakcijski meSanici 1 je bila koncentracija
organske snovi 15,4 g/L, v reakcijski meSanici 2: 14,6 g/L in v reakcijski meSanici 3: 11,4 g/L. Pri
pripravi encimov smo dodali antibiotik.
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Najvecjo spremembo v koncentraciji redukcijskih sladkorjev smo izmerili v za¢etnih urah
inkubacije (Slika 13).
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Slika 13: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v dveh reakcijskih mesanicah
(2, 3) z encimskim pripravkom VP pri pH=7 in T=50 °C. V reakcijski meSanici 2 je bila koncentracija
organske snovi 12,9 g/L in v reakcijski meSanici 3: 14,0 g/L. Pri pripravi encimov smo dodali
antibiotik.
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4.3.2 Primernost razli¢nih encimskih pripravkov za razgradnjo mikroalgne celi¢ne
stene

Pri inkubaciji encimskega pripravka WX z mikroalgno biomaso nismo izmerili povecanja
koncentracije redukcijskih sladkorjev (Slika 14, Priloga C3).
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Slika 14: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev v reakcijskih mesanicah (1, 2, 3) z
encimskim pripravkom WX pri pH=7 in T=50 °C. V reakcijski meSanici 1 je bila koncentracija
organske snovi 10,5 g/L, v reakcijski meSanici 2: 11,7 g/L in v reakcijski meSanici 3: 12,4 g/L.

Do povecanja koncentracije redukcijskih sladkorjev ni priSlo tudi v naslednjih primerih:
mesanica encimskih pripravkov VP+WX pri pH=5 in T=50 °C ter pH=7 in T=25 °C (Slika
15, Priloga C5) in meSanica VP+G pri pH=7 in T=25 °C (Priloga C4).

V mesanici encimskih pripravkov G+WX nismo izmerili naras¢anja redukcijskih
sladkorjev le pri eni reakcijski mesanici pri pH=7 in T=25 °C (Priloga C6).
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Slika 15: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev v reakcijskih meSanicah (1, 2, 3) z
mes$anico encimskih pripravkov VP+WX pri pH=7 in T=25 °C. V reakcijski meSanici 1 je bila
koncentracija organske snovi 15,4 g/L, v reakcijski meSanici 2: 6,44 g/L in v reakcijski meSanici 3: 11,8

g/L.

V vseh ostalih primerih smo izmerili povecevanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s
casom (Slika 12, Priloga C1, Priloga C2, Priloga C4, Priloga C5, Priloga C6). Za vsako
reakcijsko meSanico smo izracunali vrednost b (Preglednica 21).

Preglednica 21: Izra¢unane koncentracija proizvoda, ki ga lahko dobimo iz substrata v dolo¢eni
reakcijski mesanici (vrednost b) v razli¢nih razmerah inkubacije

b [mM]
pH=5 pH=7 pH=5 pH=7
Encimski pripravek | T=50 °C | T=50 °C | T=25 °C | T=25 °C
VP1 0,2692| 0,3159| 0,1832| 0,5673
VP2 0,8762| 1,5651| 1,6064| 0,8792
VP3 0,4100| 1,1567| 0,8046| 0,7679
Gl 0,6760| 0,0924| 0,2287| 0,4357
G2 0,1303| 0,0695| 0,1023| 0,3540
G3 0,0168| 0,6665| 0,2579| 0,1035
VP+G1 0,4219| 0,2792| 1,1428 /
VP+G2 0,3856| 0,3836| 4,2530 /
VP+G3 1,1984| 0,1011| 2,2166 /
VP+WX1 /| 0,2478| 0,2818 /
VP+WX2 /| 0,4408| 0,3396 /
VP+WX3 /| 0,6861| 0,5809 /
G+WX1 0,0774| 0,2497| 0,0574| 0,0756
G+WX2 0,3442| 0,4675| 0,0936| 0,1721
G+WX3 0,2609| 0,3130| 0,0253 /
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4.3.3 Primerjava hidroliznih donosov
4.3.3.1 Primerjava hidroliznih donosov v razli¢nih razmerah inkubacije

V Preglednici 22 so zbrani hidrolizni donosi encimskih pripravkov v razli¢nih razmerah
inkubacije.

Preglednica 22: Hidrolizni donosi encimskih pripravkov v razli¢nih razmerah inkubacije
Hidrolizni donos [%0]

Razmere
) ~JInkubacije
Encimski pH=5  |pH=7 [pH=7 |pH=5
pripravek T=50 °C | T=50 °C | T=25 °C | T=25 °C
VP 0253| 0,669 0849] 0,211

0,594 2,18 1,11 1,92
0,378 1,49 0,988 0,681
G 0,532 0,127 0,510 0,273

0,105 0,128 0,438 0,178
0,0135 0,757 0,162 0,191

VP+G 0,488 0,634 / 1,31
0,317 0,741 / 4,21
1,24 0,225 / 2,34
VP+WX / 0,399 / 0,302
/ 0,956 / 0,364
/ 1,18 / 0,623
G+WX 0,0957 0,254 /| 0,0577
0,309 0,410 /| 0,0971
0,267 0,355 /| 0,0291

Povprecen hidrolizni
donos [%] 0,38 0,70 0,68 0,85

Vzor¢ni standardni

odklon 0,32 0,57 0,36 1,16

Najvecji skupen povprecen hidrolizni donos smo izmerili pri pH=5 in T=25 °C
(Preglednica 22, Slika 16), vendar je statisticna analiza pokazala, da se skupni povprecni
hidrolizni donosi v razli¢nih razmerah ne razlikujejo statisti¢no znacilno (p>0,05) (Priloga
D1). Izvedli smo tudi multipli test sredin po Tukeyu. Med primerjanimi pari ni statisticno
znacilnih razlik (p>0,05).
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Slika 16: Skupni povpre¢ni hidrolizni donosi v razli¢nih razmerah inkubacije s 95 % intervali
zaupanja povpreénih vrednosti. Povpredja se statisti¢no znacilno ne razlikujejo (p>0,05).
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4.3.3.2 Primerjava hidroliznih donosov posameznega encimskega pripravka z mesanico

Primerjali smo povprecen hidrolizni donos posameznega encimskega pripravka VP in G z
mesSanico encimskih pripravkov VP+G pri treh razmerah inkubacije (Preglednica 23, Slika
17). Povprec¢ji hidroliznih donosov encimskega pripravka VP in meSanice VP+G se
statistiéno znaéilno ne razlikujeta (p=0,489) (Priloga D3). Povpre¢ji hidroliznih donosov
encimskega pripravka G in meSanice VP+G se statisti¢no znacilno razlikujeta (p=0,026)
(Priloga D4), meSanica ima ve¢ji povpreéni hidrolizni donos.

Preglednica 23: Hidrolizni donosi encimskih pripravkov VP in G ter meSanice VP+G v razli¢nih
razmerah inkubacije

Hidrolizni donos [%0]
Razmere
. _inkubacije Povprecen Vzoréni
Encimski _ _ _ . o .
) pH=5 pH=7 pH=5 hidrolizni  standardni
pripravek T=50 °C | T=50 °C | T=25°C |donos [%] odklon
VP 0,253 0,669 0,211
0,594 2,18 1,91
0,378 1,49 0,681 0,93 0,74
G 0,532 0,127 0,273
0,105 0,128 0,178
0,0135 0,757 0,191 0,256 0,238
VP+G 0,488 0,634 1,31
0,317 0,741 4,21
1,24 0,225 2,34 1,28 1,28
2,5
2
8 15
2
s 1
=]
I
05 -
0 .

VP G VP+G

Encimski pripravek

Slika 17: Povprecni hidrolizni donosi encimskih pripravkov VP in G ter mesanice encimskih
pripravkov VP+G s 95 % intervali zaupanja povprec¢nih vrednosti. Povpredji encimskega pripravka G
in meSanice VP+G se statisti¢no znacilno razlikujeta (p=0,026). Povprecji encimskega pripravka VP in

mesSanice VP+G se statisticno znacilno ne razlikujeta (p=0,489).
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4.3.3.3 Primerjava hidroliznih donosov encimskih pripravkov VP in G pri razli¢nih
inkubacijskih pogojih

Mikroalgno celi¢no steno sta v vseh testiranih razmerah razgrajevala le encimska pripravka
VP in G (Preglednica 22). Skupen povprecen hidrolizni donos teh dveh encimskih
pripravkov je bil najve¢ji pri pH=7 in T=50 °C (Preglednica 24, Slika 18), medtem ko je
imel encimski pripravek VP povprecno vecji hidrolizni donos kakor encimski pripravek G
(Preglednica 24, Slika 19).

Preglednica 24: Hidrolizni donosi encimskih pripravkov VP in G v razli¢nih razmerah inkubacije

Hidrolizni donos [%0]

Razmere
) N inkubacije Povprecen Vzoréni
Encimski pH=5 |pH=7 |pH=7 |pH=5 |hidrolizni standardni
pripravek T=50 °C | T=50 °C | T=25 °C | T=25°C |donos [%] odklon
VP 0,253 0,669 0,849 0,211
0,594 2,18 1,11 1,91
0,378 1,49 0,988 0,681 0,94 0,63
G 0,532 0,127 0,510 0,273
0,105 0,128 0,438 0,178
0,0135 0,757 0,162 0,191 0,285 0,223
Povprecen hidrolizni
donos [%] 0,313 0,89 0,676 0,575
Vzorcni standardni
odklon 0,231 0,81 0,364 0,683

Ker je ta izraCun lahko posledica naravne variabilnosti, smo z metodo analize variance
(ANOVA) preverili naslednje ni¢elne domneve:

- razli¢ne razmere inkubacije enako vplivajo na oba encimska pripravka,
- povpreéni hidrolizni donosi so v razli¢nih razmerah inkubacije enaki,
- encimska pripravka imata enaka povpre¢na hidrolizna donosa.

Podatki prvi in drugi nic¢elni domnevi ne nasprotujejo (p=0,40 in p=0,21), medtem ko tretjo
ni¢elno domnevo zavracajo v korist alternativne. Pri stopnji znacilnosti 0,05 trdimo, da
encimska pripravka VP in G nimata enakih povprecnih hidroliznih donosov (p=0,0026)
(Priloga D2).
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Slika 18: Skupni povprecni hidrolizni donosi encimskih pripravkov VP in G v razliénih razmerah
inkubacije s 95 % intervali zaupanja povpreénih vrednosti. Povpre¢ja se statisti¢no znacilno ne
razlikujejo (p=0,21).
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Slika 19: Povprec¢na hidrolizna donosa encimskih pripravkov VP in G (v vseh razmerah inkubacije) s
95 % intervaloma zaupanja povpreé¢nih vrednosti. Povpredji se statisti¢no znacilno razlikujeta
(p=0,0026).
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5 RAZPRAVA

5.1 GOJENJE MIKROALGE S. quadricauda

Rastno krivuljo lahko razdelimo na $tiri faze: lag fazo ali fazo prilagajanja, eksponentno ali
logaritemsko fazo, stacionarno fazo in fazo odmiranja (Madigan in Martinko, 2006). Z
namenom, da bi pridobili ¢im ve¢ biomase v ¢im krajsSem ¢asu, smo kulturo vzdrzevali v
eksponentni ali logaritemski fazi rasti (Slika 9).

Bioproces smo vodili na dva na¢ina (Slika 7). S staliS§¢a masne bilance sta bila to zaprti
bioproces, pri katerem smo v bioreaktor na zacetku dodali reaktante in iz njega odvzeli
proizvode, ter bioproces z reciklom, kjer smo del biomase in medij vracali (Pavko, 1996).
Opazili smo, da je svetloba prvi omejujo¢ dejavnik rasti mikroalg v cevnem
fotobioreaktorju. Celice so se namnozile do take mere, da svetloba najverjetneje ni vec
dosegla notranjosti fotobioreaktorja, zato smo morali del biomase odvesti preden je
zmanjkalo hranil v gojiscu. Celice so dobro rastle na preostanku gojisca prejsSnje gojitve.
Primer je 6. gojitev v cevnem fotobioreaktorju (Preglednica 15, Slika 9, Preglednica 19).

Rast mikroalg smo spremljali s Stetjem celic pod mikroskopom in merjenjem opti¢ne
gostote. Vrednosti smo povezali z linearno regresijo, tako da smo lahko iz merjenja opti¢ne
gostote izracunali Stevilo celic. Pri izmerjeni najvecji opti¢ni gostoti smo celice nato tudi
presteli in ugotovili, da je med presteto (8,7x10° celic/mL) in izra¢unano (7,6x10°
celic/mL) vrednostjo prislo do razlik. Vzrokov za neujemanje obeh vrednosti je vec. Pri
veliki gostoti celic je bila homogenost odvzetih vzorcev manjsa, saj so celice tvorile
skupke in se posedale na dno fotobioreaktorja. To je vplivalo na obe metodi za dolo¢anje
rasti. Pomanjkljivost merjenja opti¢ne gostote je tudi v tem, da se Ze pri nizkih
koncentracijah biomase pojavijo napake v meritvah zaradi odstopanj od Beer-Lamertovega
zakona in neceli¢nih delcev, ki tudi sipajo svetlobo (Bati¢ in Bayer, 1996).

5.2 FOTOGRAFIRANJE MIKROSKOPSKEGA PRIPRAVKA

Pri pregledovanju mikroalg pod mikroskopom smo opazili, da so celice v fotobiorektorju
vefinoma posami¢ne, medtem ko smo v erlenmajericah opazili tudi cenobije s 4 celicami
(Slika 10). Obliko kolonije lahko opazno spreminjamo z uporabo razli¢nih gojis¢. Pri nizki
slanosti ali majhni koncentraciji fosforja ve¢ vrst rodu Scenedesmus raste v enoceli¢ni
obliki. Z razli¢énimi gojitvenimi parametri lahko vplivamo tudi na prisotnost izrastkov
(Lee, 1999). Prav tako predvidevamo, da je meSanje vplivalo na odsotnost cenobijev v
fotobioreaktorju.
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5.3 ENCIMSKA HIDROLIZA CELICNE STENE

5.3.1 Encimska kinetika in modeliranje encimskega delovanja

Encimska kinetika proucuje hitrost delovanja encimov glede na pogoje delovanja. To je
zelo Siroko podrocje, ki danes dobiva izjemen pomen (Schnel in Maini, 2003). Je
najstarej$i pristop k razumevanju encimskih mehanizmov in ostaja tudi najpomembne;jsi.
Kineticne parametre uporabljamo za primerjavo encimskih aktivnosti (Nelson in Cox,
2005).

Hitrost delovanja encima je odvisna od nacina njegovega delovanja, zato iz dinamike
delovanja encimov lahko sklepamo na mehanizem delovanja (Schnell in Mendoza, 1997;
Schnell in Maini, 2000; Schnell in Mendoza, 2000). Pri modeliranju encimske kinetike
celulaz modele grobo delimo v §tiri razrede: (1) empiri¢ni modeli; (2) modeli, ki temeljijo
na Michaelis-Mentenovem modelu; (3) modeli povezani z adsorpcijo in modeli razviti za
topne substrate. Empiri¢ni modeli pomagajo pri vrednotenju vplivov razli¢nih lastnosti
substratov in encimov na hidrolizo (Bansal in sod., 2009).

V nasem primeru imamo opraviti z encimskimi pripravki, ki delujejo na razli¢ne substrate:
celulozo, 1,3 in 1,4-B-glukane, hemicelulozo, pektin in ksilan. Delovanje je vecstopenjsko
(razgrajujemo polimere), v encimskem pripravku imamo ve¢ razli¢nih encimov in substrati
so kompleksni. Opraviti imamo torej s kompleksnim sistemom. V celoten sistem encimske
katalize imamo le povrSen vpogled, kar nam ne omogoca, da bi lahko postavili kakrSenkoli
utemeljen kineti¢ni model. Po principu Ockhamove britve in po izsledkih, ki sta jih
opravila Srividhya in Schnell, 2006, smo se odlo¢ili, da agregatno kinetiko modeliramo kot
proces prvega reda, da torej predpostavimo, da je hitrost delovanja encimskega pripravka v
vsakem trenutku sorazmerna s koncentracijo substrata (karkoli Ze je substrat).

Izpeljavo in utemeljitev modela smo opisali v Prilogi A. Z modeliranjem eksperimentalno
dobljenih podatkov, smo dobili parametre za primerjavo in ovrednotenje rezultatov.

5.3.2 Spremljanje razgradnje mikroalgnih celi¢nih sten

Predvidevamo, da je razlicna zacetna koncentracija redukcijskih sladkorjev (Slika 11, Slika
12, Priloga C) in organske snovi v reakcijskih mesanicah (Preglednica 20, Priloga B)
posledica razlicne koncentracije substrata v reakcijskih meSanicah, same strukture
biomase, njenega shranjevanja in tudi predobdelave (avtoklaviranja) biomase. Razmere
gojenja biomase niso bile konstantne, zato se je razlikovala tudi biomasa, ki smo jo
uporabili pri encimski hidrolizi.

Presenetilo nas je znizanje koncentracije redukcijskih sladkorjev med inkubacijo (Slika
11). Sodec po literaturi (Harun in Danquah, 2011) smo pri¢akovali, da bo koncentracija
redukcijskih sladkorjev narasc¢ala do 24 h in nato ostala enaka. Ker smo podoben vzorec
znizevanja koncentracije redukcijskih sladkorjev opazili v vseh poskusnih mesanicah, smo
predvidevali, da so taksni rezultati posledica bakterijske okuzbe. Verjetno smo bakterije v
reakcijske meSanice zanesli z encimskimi pripravki in le-te porabljajo redukcijske
sladkorje. Okuzbo smo dokazali z razmazom reakcijskih meSanic na plosce (HA). Odlo¢ili
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smo se okuzbo zaustaviti z antibiotikom. Encimske pripravke bi pred dodajanjem lahko
tudi filtrirali in jih na ta nacin sterilizirali, vendar se za to nismo odloc¢ili, ker so relativno
slabo topni.

Pri poskusu z antibiotikom je koncentracija redukcijskih sladkorjev v prvih 24 urah
naraSCala in nato ostala enaka (Slika 12). To tudi najverjetneje potrjuje, da so sproséeni
redukcijski sladkorji posledica encimske hidrolize in ne morebitnega spontanega razpada
celi¢ne stene. Upocasnitev reakcije po 24 urah nakazuje, da se reakcija bliza ravnoteznemu
stanju.

Encimska aktivnost (pri poskusu z dodanim antibiotikom) je bila najvecja v zafetnih urah
inkubacije, saj smo takrat izmerili najve¢jo spremembo v koncentraciji redukcijskih
sladkorjev (Slika 13, Priloga C).

5.3.3 Primernost razli¢nih encimskih pripravkov za razgradnjo mikroalgne celi¢ne
stene

V reakcijskih meSanicah z encimskim pripravkom WX nismo izmerili povecanja
koncentracije redukcijskih sladkorjev (Slika 14, Priloga C3), zato smo predvidevali, da le-
ta ni razgrajeval mikroalgne celi¢ne stene. Izlocili Smo ga iz nadaljnje analize. Encimski
pripravek WX ima ksilanazno aktivnost, zato sklepamo, da v mikroalgni celi¢ni steni ni
bilo prisotnega primernega substrata ali da le ta ni bil dostopen za encim. Takeda (1996) v
celi¢nih stenah razli¢nih vrst rodu Scenedesmus ni dokazal prisotnosti ksiloze.

Do povecanja koncentracije redukcijskih sladkorjev ni priSlo tudi pri kombinaciji
encimskih pripravkov VP+G in VP+WX, vendar le v dolo¢enih razmerah (Slika 15,
Priloga C4, Priloga C5). Najverjetneje te razmere niso bile primerne za encimsko
delovanje. V mesanici encimskih preparatov G+WX nismo izmerili naras¢anja
redukcijskih sladkorjev le pri eni reakcijski mesanici pri pH=7 in T=25 °C (Priloga C6).
Glede na to, da je v drugih dveh reakcijskih mesanicah prislo do nastanka proizvoda, Smo
sklepali, da kombinacija teh dveh pripravkov u¢inkuje na substrat.

5.3.4 Primerjava hidroliznih donosov

Hipoteze, da bo hidroliza mikroalgnih celi¢nih sten najveéja pri temperaturi 25 °C in pH
vrednosti 7, ne moremo potrditi. Skupni povprec¢ni hidrolizni donosi V razli¢nih razmerah
inkubacije se statisti¢no znacilno ne razlikujejo (p>0,05) (Slika 16, Priloga D1). Podobno
je primerjava skupnih hidroliznih donosov encimskih pripravkov VP in G v razli¢nih
razmerah pokazala, da se povpredja statisticno znacilno ne razlikujejo (Slika 18).

Pri primerjavi povprecnih hidroliznih donosov encimskih pripravkov VP in G z mesanico
VP+G smo ugotovili, da je povprecen hidrolizni donos encimskega pripravka G manjsi od
povpreénega hidroliznega donosa mesanice. Povpre¢na hidrolizna donosa encimskega
pripravka VP in meSanice se statisti¢no znacilno ne razlikujeta (p=0,489) (Slika 17). Delno
smo potrdili hipotezo, da bodo encimske mesanice delovale bolje kakor posamezni encimi.
Verjetno je encimski pripravek VP prispeval ve¢ k skupnemu razgrajevanju mikroalgnih
celi¢nih sten mesanice.
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Nato smo primerjali povpre¢na hidrolizna donosa encimskih pripravkov VP in G in
ugotovili, da ima encimski pripravek VP vecji hidrolizni donos kot encimski pripravek G
(Slika 19). Verjetno je vzrok v razli¢nih encimskih aktivnostih. Encimski pripravek VP
ima naslednje aktivnosti: endo-1,3(4)-p-glukanazno (EC/IUB St. 3.2.1.6), B-glukanazno,
pektinazno in hemicelulazno (Product Data Sheet, 2004a), medtem ko ima encimski
pripravek G naslednje aktivnosti: endo-1,4-B-glukanazno (EC/IUB st. 3.2.1.4), endo-
1,3(4)-B-glukanazno (EC/IUB st. 3.2.1.6) in endo-1,4-B-ksilanazno (EC/IUB st. 3.2.1.8)
(Product Data Sheet, 2004b). Sklepamo, da sta bili pri slednjem aktivni endo-1,4-B-
glukanazna in endo-1,3(4)-B-glukanazna aktivnost. Glede na to, da encimski pripravek WX
ni deloval (glavna aktivnost je endo-1,4-B-ksilanazna (EC/IUB st. 3.2.1.8) (Product Data
Sheet, 2004c)), sklepamo, da tudi pri encimskem pripravku G ta aktivnost ni povecala
koncentracije redukcijskih sladkorjev. Predvidevamo, da se pri VP ni aktivirala B-
glukanazna aktivnost, ki cepi vezi v celobiozi (Kumar in sod., 2008). Kon¢ni proizvodi
nasega poskusa SO verjetno razli¢no dolgi oligosaharidi. Hidrolizne proizvode bi lahko
identificirali z metodami, ki temeljijo na klasi¢nih analitskih tehnikah, spektroskopskih in
kromatografskih tehnikah ter elektroforezi. Taksne tehnike uporabljamo tudi za dolocanje
kemijske sestave celi¢nih sten (Moller, 2006).

Pri encimski hidrolizi celi¢nih sten je razumevanje njihove zgradbe klju¢nega pomena.
Zaradi odpornosti celuloze na encimsko hidrolizo je posebno pomembna opredelitev njenih
lastnosti (Moller, 2006). Menimo, da bi bilo pri nadaljnjem raziskovanju smiselno
natanéneje definirati substrat, ki smo ga uporabili v encimski hidrolizi, torej celi¢no steno
mikroalge Scenedesmus quadricauda. Tako bi lahko natanéneje sklepali, katere encimske
aktivnosti so najprimernejSe za nas substrat.

V raziskavi smo uporabili encimske pripravke proizvajalca DSM Nutritional Products, ki
so po sprejemljivih cenah dostopni na trzis¢u. Te pripravke dodajamo krmi pri vzreji
zivali, saj izbolj$ajo izrabo krme (Centeno in sod., 2006). Glede na to, da sta dva encimska
pripravka hidrolizirala celi¢no steno mikroalge S. quadricauda in da je ena izmed moznih
aplikacij mikroalgne biomase prav krma sklepamo, da bi encimska pripravka Ronozyme
VP (CT) in Roxazyme G2 G lahko uporabili kot krmni dodatek tudi pri krmljenju

mikroalgne biomase.

Z obstojeco raziskavo smo prvo hipotezo delno potrdili, drugo v celoti potrdili, tretje ne
moremo potrditi in Cetrto smo delno potrdili.
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6 SKLEPI

- Delno smo potrdili, da uporabljeni encimski pripravki delujejo na celi¢no steno
mikroalge Scenedesmus quadricauda. Dva (Ronozyme VP (CT) in Roxazyme
G2 G) od treh uporabljenih encimskih pripravkov razgrajujeta mikroalgno
celicno steno, kar smo dokazali z izmerjeno povecano koncentracijo
redukcijskih sladkorjev.

- Potrdili smo, da je encimska aktivnost najvecja v zacetnih urah inkubacije.

- Ne moremo potrditi, da je hidroliza mikroalgnih celi¢nih sten z izbranimi
encimskimi pripravki najvecja pri temperaturi 25 °C in pH vrednosti 7, saj nam
ni uspelo dokazati statisticno znalilnih razlik med hidroliznimi donosi v
razli¢nih razmerah inkubacije (p>0,05).

- Delno lahko potrdimo, da je hidroliza mikroalgnih celi¢nih sten vecja pri
kombinaciji dveh encimskih pripravkov kakor pri posameznem encimskem
pripravku.

- Mikroalgne celi¢ne stene je najbolje hidroliziral encimski pripravek Ronozyme
VP (CT). Med hidroliznimi donosi v razli¢nih razmerah inkubacije nam ni
uspelo dokazati statisti¢no znacilnih razlik (p>0,05).
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7 POVZETEK

Mikroalge so mikroskopske alge. Vecinoma so fotoavtotrofni organizmi, kar pomeni, da za
svojo rast potrebujejo le anorganske mineralne ione in svetlobo. Uporabljamo jih v
prehrani ljudi in zivalski krmi, v kozmeti¢ni industriji, kmetijstvu, Cistilnih napravah za
¢isenje odpadne vode, mnogi pa njihov potencial vidijo tudi v pridobivanju energije.
Gojimo jih v odprtih bazenih ali v zaprtih sistemih za gojenje alg t. i. fotobioreaktorjih.
Izbira nacina gojenja je predvsem odvisna od koncnega proizvoda. V primerih, ko je
konéni proizvod znotraj celice ali ko Zelimo pridobiti enostavne sladkorje iz celine stene,
moramo slednjo odpreti, perforirati ali razgraditi. VV ta namen lahko uporabimo encime, ki
so dovolj specifi¢ni in delujejo v blagih razmerah postopka.

V okviru diplomskega dela smo mikroalgo Scenedesmus quadricauda gojili v cevnem
fotobioreaktorju in tako pridobili biomaso za encimsko hidrolizo njene celi¢ne stene.
Celice v fotobioreaktorju smo poskusali vzdrzevati v logaritemski fazi rasti in tako
pospesiti samo pridobivanje biomase. Inokulum smo pripravljali v 5 L erlenmajericah na
okenski polici ali pa smo reciklirali del biomase pridobljene ob Zetvi. Med gojenjem smo
pH vrednost vzdrzevali med 7 in 8 z dovajanjem CO,. Spremljali smo tudi temperaturo, ki
je bila 20+6 °C. Rast kulture smo spremljali z merjenjem opti¢ne gostote pri 654 nm in
Stetjem celic pod mikroskopom s hemocitometrom. Maksimalna gostota celic je bila
7,6x10° celic/mL. V fotobioreaktorju smo opravili smo 12 gojitev in pridobili 723,4 g
centrifugirane mokre biomase. Opazili smo, da mikroalga S. quadricauda vV
fotobioreaktorju ve¢inoma raste posami¢no, medtem ko v erlenmajericah tvori tudi
cenobije. Predvidevamo, da je mesanje vplivalo na odsotnost cenobijev v fotobioreaktorju .

Hidrolizo celi¢ne stene smo izvedli s cenovno sprejemljivimi encimskimi pripravki
(meSanice celulaz in hemicelulaz) pri temperaturah 25 in 50 °C ter pri pH vrednostih 5 in
7. Merili smo koncentracijo redukcijskih sladkorjev in koncentracijo organske snovi. S
pomocjo kineti€énega modela prvega reda smo izraunali parametre za nadaljnjo analizo.
Najvec¢jo spremembo v koncentraciji redukcijskih sladkorjev smo izmerili v zaCetnih urah
inkubacije, zato predvidevamo, da je encimska aktivnost takrat najvecja. Upocasnitev
reakcije po 24 urah morda nakazuje, da se reakcija bliza ravnoteznemu stanju. Preverili
smo, kateri izmed treh uporabljenih encimskih pripravkov najbolje hidrolizira mikroalgno
celi¢no steno. Ugotovili smo, da Ronozyme WX (CT), ki ima ksilanazno aktivnost, ni
deloval, saj nismo izmerili povecevanja koncentracije redukcijskih sladkorjev. Sklepamo,
da v celi¢ni steni ni bilo ksilana. Primerjali smo tudi hidrolizni donos dveh posameznih
encimskih pripravkov in mesSanice obeh encimskih pripravkov. Mesanica VP+G je
statistino znacilno (p<0,05) bolje hidrolizirala mikroalgno celi¢no steno kakor encimski
pripravek G, medtem ko to ne velja za encimski pripravek VP (p>0,05). S tem smo delno
potrdili hipotezo, da bo hidroliza z encimskimi meSanicami vecja kakor tista s
posameznimi encimskimi pripravki. Ugotovili smo, da ima encimski pripravek Ronozyme
VP (CT) vecji hidrolizni donos kot Roxazyme G2 G. Predvidevamo, da je to zaradi razlik
v njuni aktivnosti in da ima prvi primernejSe encimske aktivnosti za izbran substrat.
Ronozyme VP (CT) ima naslednje aktivnosti: endo-1,3(4)-B-glukanazno (EC/IUB St.
3.2.1.6), B-glukanazno, pektinazno in hemicelulazno. S primerjavo encimske hidrolize v
razli¢nih razmerah inkubacije smo poskusali ugotoviti, v katerih razmerah delujejo bolje. S
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to raziskavo nam ni uspelo dokazati statisti¢cno znacilnih razlik med povpre¢nimi
hidroliznimi donosi v razli¢nih razmerah inkubacije (p>0,05).
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PRILOGE

Priloga A1l: TeoretiCen opis izpeljave empiriénega modela prvega reda za opis encimske
Kinetike

Predpostavili smo, da je hitrost delovanja encimskega pripravka v vsakem trenutku
sorazmerna s koncentracijo substrata. [S](t) je koncentracija substrata in na$ pogoj pomeni
diferencialno enacbo:

. d[S]
[S1() = ——= =lS]

Splosne resitve take diferencialne enacbe so oblike:

[S1(®) = [So] e™

(r je v nasem procesu negativen. Enacbo bi lahko zapisali tudi z minusom v eksponentu,
vendar se bomo temu odpovedali in s tem zmanjSali moznosti za napake pri ra¢unanju.)

Zapisati zelimo model za ¢asovni potek koncentracije produkta (redukcijskih sladkorjev)
y(t). Predpostavimo, da obstaja enostavna zveza med koncentracijo substrata in
koncentracijo proizvoda: ena enota substrata da p enot proizvoda:

[P](t) = [Po] +p ([Sol = [S1(£))

[Py] je zacetna koncentracija proizvoda in [S,] je zaCetna koncentracija substrata. Faktor p
oznacuje razmerje med njima (koliko molov redukcijskih sladkorjev dobimo iz enega mola
celuloze).

Za lazje raCunanje bomo oznacili:
¢ = [Po] +p [So]

b =p [So]

Konstanta c torej pomeni maksimalno koncentracijo proizvoda (redukcijskih sladkorjev, Ki
so ze v slednji obliki ali $e v obliki polisaharidov, ki bodo razgrajeni v redukcijske
sladkorje). Konstanta b pomeni koncentracijo proizvoda, ki ga lahko dobimo iz substrata
(koncentracijo redukcijskih sladkorjev, ki jih lahko dobimo iz polisaharidov). S tako
definiranimi konstantami je na§ model:

[P](t) = ¢ — be*

Parametra [Py] in [Sy] sta na videz predvsem dolocena s substratom, vendar sta v resnici
odvisna tudi od encima: verjetno razlicni encimi razgradijo razliCen deleZ skupnega
substrata. Konstanti b in ¢ vklju€ujeta tako zacetne pogoje, ki so doloceni s substratom, kot
tudi p, ki je odvisen od encima. Tipi¢en primer take krivulje prikazujemo v Prilogi A2.



Opis poskusa: imamo 3 steklenice z reakcijskimi meSanicami. Vzorce jemljemo na zacetku
(0 h) ter po 4 h, 24 h, 48 h in 72 h inkubacije. 1z vsake steklenice vzamemo po en vzorec in
izmerimo koncentracijo redukcijskih sladkorjev (proizvoda). Steklenice imajo razli¢no
zacetno in kon¢no koncentracijo proizvoda. Encimi v vseh steklenicah delajo z enako
hitrostjo in koncentracija proizvoda se priblizuje maksimalni koncentraciji. Hitrost
delovanja encima je sorazmerna s koncentracijo substrata. Za vsak encimski pripravek
imamo torej 3 reakcijske mesSanice, za vsako reakcijsko meSanico imamo 5 meritev. Za tri
razli¢ne reakcijske meSanice imamo razliéne vrednosti ¢ {cq,cy,¢3} Iin b {by, by, bs },
ampak eno samo vrednost r. PoskuSamo opisati proces:

[P1](t) =c; —bye™
[P.](t) = c; — by e™
[P](t) = c3 — bz e™

Parametre modela {c,, c,, c3, b1, by, b3, 7} bomo poiskali z metodo najmanjsih kvadratov
odstopanj od izmerjenih vrednosti. Vsota kvadratov odstopanj je:

S(ed (b, m) = ZZ( [P(t) = [Pul) Z Z(ck — by e = [P])?

K=1i=1

Is¢emo take {c, }, {by}, 7, da bo gornji S najmanjsi, torej morajo biti odvodi enaki 0:

ZZ(ck bye™ —[Py]) =0, zak=1.23
ack

0s < _
2 _ —22 eli(cy — by e — [Py]) = 0,  zak = 1,23
aby L
3 n
as | |
= =2 ) b ) tie"i(c— by e~ [P]) = 0
r K=1 i=1

To je sedem enacb za sedem parametrov. Iz prvih Sestih enacb je enostavno izraziti
{c, . }in{b,}izr:

n Y[Pule™ — X e ¥[Pu]

by (r) = et —n S ettt zak =1,2,3
Y e? Y[P] — X e X[Pyle™
c(r) = S et)? —n ¥ et , zak =123

. w  0S oy . . . .
Zadnje enacbe Pl 0 se ne da resiti analiti¢no, zato jo moramo reSevati numeri¢no. Za
nase primere smo uporabili orodje »goal seek« v programu Microsoft Office Excel. V



D o as . . .
praksi se izkaze, da je izraun r — {c;}, {b;} = 5. precej numericno nestabilen, zato smo

morali pred iskanjem natannega minimuma najprej uganiti dober priblizek, kar smo
naredili ro¢no s tabeliranjem funkcije S.

Primer take analize kaze izmerjene podatke kot nepovezane tocke in tri krivulje, ki so bile
izraGunane s skupnim r kot debelejse krivulje.
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Priloga A2: Tipi¢en primer krivulje nara$¢anja koncentracije produkta s ¢asom

Priloga A3: Utemeljitev uporabe empiri¢nega modela prvega reda za opis encimske
Kinetike

Ideja 0 kineticnem modelu prvega reda je morda groba in navidezno neutemeljena.
Intuitivno si jo lahko razlagamo tako, da gre za kompleks medsebojnih vplivov,
termodinamic¢nih znacilnosti in drugih nekontroliranih faktorjev, in da se skupni ucinek
mnozice pod-procesov, ki sestavljajo skupni proces in imajo lahko vsak svojo kinetiko,
seSteje v najbolj preprost model razgradnje. Ker so modeli prvega reda v naravi zelo
pogosti, bi si drznili celo postaviti hipotezo, da se mnozica raznovrstnih procesov
agregatno (skoraj vedno) obnasa podobno. To bi bilo analogno zakonu velikih Stevil v
verjetnosti oz. statistiki, ki pravi, da se mnoZica dovolj pohlevnih slucajnih spremenljivk
(skoraj vedno) agregatno obnasa kot normalno porazdeljena slu¢ajna spremenljivka. Tako
hipotezo bi bilo potrebno ovrednotiti s teoreti¢éno $tudijo na podro¢ju (meta) encimske
kinetike, kjer bi lahko Studirali (matemati¢no ali s simulacijami) kaksna merila morajo
izpolnjevati pod procesi in kaj pomeni »skoraj vedno«. Taka Studija dale¢ presega okvire
tega dela.



Priloga B: Koncentracija proizvoda, ki ga lahko dobimo iz substrata v dolo¢eni reakcijski me$anici
(vrednost b), koncentracija organske snovi in hidrolizni donos encimskih pripravkov v razli¢nih
razmerah inkubacije

Encim in inkubacijski pogoji | b [MM] | b [g/L] |c(org. snov) [g/L] | Hidrolizni donos [%]
VP 0,2692 | 0,04850 19,1 0,253
pH=5, T=50 °C 0,8762| 0,1579 26,6 0,594
0,4100| 0,07389 19,5 0,378

VP 0,3159| 0,05693 8,51 0,669
pH=7, T=50 °C 1,565| 0,2820 12,9 2,19
1,157| 0,2084 14,0 1,49

VP 0,5673| 0,1022 12,0 0,849
pH=7, T=25 °C 0,8792| 0,1584 14,3 1,11
0,7679| 0,1384 14,0 0,988

VP 0,1832| 0,03302 15,7 0,211
pH=5, T=25 °C 1,606| 0,2895 15,1 1,915
0,8046| 0,1450 21,3 0,681

G 0,6760| 0,1218 22,9 0,532
pH=5, T=50 °C 0,1303| 0,0234 22,4 0,105
0,01680 | 0,003027 22,4 0,0135

G 0,09243| 0,01666 13,1 0,127
pH=7, T=50 °C 0,06952 | 0,01253 9,80 0,128
0,6665| 0,1201 15,9 0,757

G 0,4357 | 0,07851 15,4 0,510
pH=7, T=25 °C 0,3540| 0,06378 14,6 0,438
0,1035| 0,01865 11,5 0,162

G 0,2287| 0,04122 15,1 0,273
pH=5, T=25 °C 0,1023| 0,01843 10,4 0,178
0,2579| 0,04647 24,4 0,191

WX / / 25,8 /
pH=5, T=50 °C / / 23,1 /
/ / 23,8 /

WX / / 10,5 /
pH=7, T=50 °C / / 11,7 /
/ / 12,4 /

WX / / 10,6 /
pH=7, T=25 °C / / 8,96 /
/ / 9,24 /

WX / / 15,4 /
pH=5, T=25 °C / / 16,0 /
/ / 19,3 /

Se nadaljuje.




Nadaljevanje Priloge B: Koncentracija proizvoda, ki ga lahko dobimo iz substrata v doloceni
reakcijski mesanici (vrednost b), koncentracija organske snovi in hidrolizni donos encimskih
pripravkov v razli¢nih razmerah inkubacije

Encim in inkubacijski pogoji | b [MM] | b [g/L] |c(org. snov) [g/L] | Hidrolizni donos [%]
VP+G 0,4219| 0,07602 15,6 0,488
pH=5, T=50 °C 0,3856 | 0,06948 21,9 0,317
1,198| 0,2160 17,4 1,24

VP+G 0,2792| 0,05031 7,93 0,634
pH=7, T=50 °C 0,3836| 0,06912 9,30 0,741
0,1011| 0,01821 8,10 0,225

VP+G / / 6,72 /
pH=7, T=25 °C / / 14,0 /
/ / 14,9 /

VP+G 1,143| 10,2059 15,7 1,31
pH=5, T=25 °C 4,253| 0,7664 18,2 4,21
2,217| 0,3994 17,1 2,34

VP+WX / / 24,3 /
pH=5, T=50 °C / / 22,4 /
/ / 22,4 /

VP+WX 0,2478 | 0,04466 11,2 0,399
pH=7, T=50 °C 0,4408| 0,07944 8,3 0,956
0,6861| 0,1236 10,5 1,18

VP+WX / / 15,4 /
pH=7, T=25 °C / / 6,44 /
/ / 11,8 /

VP+WX 0,2818| 0,05078 16,8 0,302
pH=5, T=25 °C 0,3396| 0,06119 16,8 0,364
0,5809| 0,1047 16,8 0,623

G+WX 0,0774| 0,01396 14,6 0,0957
pH=5, T=50 °C 0,3442| 0,06202 20,1 0,309
0,2609 | 0,04702 17,6 0,267

G+WX 0,250 | 0,04499 17,7 0,254
pH=7, T=50 °C 0,467 | 0,08424 20,5 0,410
0,313 | 0,05640 15,9 0,355

G+WX / / 7,28 /
pH=7, T=25 °C / / 16,5 /
/ / 13,4 /

G+WX 0,05743| 0,01035 17,9 0,0577
pH=5, T=25 °C 0,09355| 0,01686 17,4 0,0971
0,02532 | 0,004562 15,7 0,0291
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Priloga C1: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v reakcijskih mesanicah z
encimskim pripravkom VP v razli¢nih razmerah inkubacije
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Priloga C2: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v reakcijskih mesanicah z
encimskim pripravkom G v razli¢nih razmerah inkubacije
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Priloga C3: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom V reakcijskih mesanicah z

encimskim pripravkom WX v razli¢nih razmerah inkubacije
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Priloga C4: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v reakcijskih mesanicah z
mesanico encimskih pripravkov VP+G v razliénih razmerah inkubacije
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Priloga C5: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v reakcijskih mesanicah z
meSanico encimskih pripravkov VP+WX v razli¢nih razmerah inkubacije
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Priloga C6: Spreminjanje koncentracije redukcijskih sladkorjev s ¢asom v reakcijskih mesanicah z
meS$anico encimskih pripravkov G+WX v razli¢nih razmerah inkubacije



Priloga D1: Rezultati statisti¢ne analize primerjave povpreénih hidroliznih donosov v razli¢nih
razmerah inkubacije z metodo analize variance (ANOVA)

Stopinje F- P- F-kriti¢na
Primerjava prostosti vrednost vrednost  vrednost
Med razlicnimi razmerami
inkubacije 3 0,87189 0,46289 2,81647
Znotraj skupine 44
Skupaj 47

Priloga D2: Rezultati statisti¢ne analize primerjave povpreénih hidroliznih donosov encimskih
pripravkov VP in G v razli¢nih razmerah inkubacije z metodo analize variance (ANOVA)

Stopinje F- P- F-kriti¢na
Primerjava prostosti vrednost vrednost  vrednost
Med razli¢nimi
razmerami inkubacije 3 1,69316 0,20852 3,23887
Med razli¢nimi
encimskimi pripravki 1 12,7107 0,00258 4,494
Interakcija 3 1,04176 0,40091 3,23887
Znotraj skupine 16
Skupaj 23

Priloga D3: Rezultati statisticne analize primerjave povprecnih hidroliznih donosov encimskega
pripravka VP in meSanice dveh encimskih pripravkov VP+G z metodo analize variance (ANOVA)

Stopinje F- P- F-kriticna
Primerjava prostosti vrednost vrednost vrednost
Med posameznim
encimskim pripravkom in
encimsko meSanico 1 0,50142 0,48907 4,494
Znotraj skupine 16
Skupaj 17

Priloga D4: Rezultati statisti¢ne analize primerjave povpre¢nih hidroliznih donosov encimskega
pripravka G in mesanice dveh encimskih pripravkov VP+G z metodo analize variance (ANOVA)

Stopinje F- P- F-kriticna
Primerjava prostosti vrednost vrednost  vrednost
Med posameznim
encimskim pripravkom
1n encimsko meSanico 1 6,050901 0,025661 4.493998
Znotraj skupine 16

Skupaj 17




